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‘Le régime méditerranéen a été associé grace Autimsépidémiologiques a un allongement
de I'espérance de vie lié & une protection coniversles pathologies (de Lorgeril et Salen,
2001 ; Renaud et de Lorgeril, 1992 ; Trichopoutbal, 2001 ; Visioli et Galli, 2002). Il a été
suggéré que sa teneur importante en fruits et légumssociée a sa pauvreté en graisses
saturées et a une consommation modérée de prdditiess et d’alcool, pourrait étre a
I'origine de la prévention des maladies cardio-uémces (MCV) (Ness et Powles, 1997) et
de certains cancers (Bloek al, 1992 ; Willett, 2000). Des effets similaires @bé rapportés
pour d'autres produits alimentaires, dérivés degétaux, comme le thé (Geleijnse al,
1999), le vin (« paradoxe francais ») (Renaud dtatgeril, 1992), ou les céréales completes
(Jacobset al, 1998 ; Jacobet al, 2000 ; Kasumet al, 2001). Tous ces aliments ont un

dénominateur commun : ils contiennent des polyplséno

Les polyphénols sont des produits du métabolismerskaire des plantes, impliqués dans de
nombreuses facettes de leurs systemes biologiquigsentation, mécanismes de croissance
et de reproduction, protection contre les prédateu€es composés d'intérét biologique sont
principalement présents dans les végétaux (friéitgymes, céréales...) et dans les produits
qui en dérivent (vin, thé, biere, jus de fruits..Tiableau I). lls sont caractérisés par la
présence d’au moins un motif phénolique (cycle atipe sur lequel viennent se greffer un
ou plusieurs groupements —OH).

Une des particularités des polyphénols réside diumsincroyable diversité, puisque l'on
dénombre a I'heure actuelle plus de 8000 compadsésopques, dont 5000 pour la sous-
classe des flavonoides (Bravo, 1998). On peut ckgpegnles rassembler en trois grands
groupes, de la masse moléculaire la plus faible plus élevée : les acides phénoliques et
composes phénoliques simples ; les flavonoides tderins, condensés ou hydrolysables.
D’autres composés, les stilbénes et les polyphé&iwlshuile d’olive, ont été intégrés plus
récemment (figure 1).

Les composés phénoliques sont actuellement I'dhjet littérature abondante. En effet, leurs
propriétés bénéfiques pour la santé humaine séra@mnbreuses : effets protecteurs contre
les maladies cardio-vasculaires, effets anti-inffeatoires, ou encore anti-viraux pour n'en
citer que quelques-uns (Chumeg al, 1998a). Ills peuvent également participer a lanbon
conservation de certains aliments transformés, oafttraile d’olive, en limitant I'oxydation
des lipides qu’ils contiennent (Serwi al, 2004).

Les premiéres estimations évaluaient a 1 g parljapport en composés phénoliques dans

I'alimentation (Kunhau, 1976), mais I'affinementsdieechniques de dosage dans les aliments



Introduction 22

(Scalbert et Williamson, 2000) et la prise en cangés variations dans les habitudes de
consommation de produits végétaux d’'un pays artaiiMlanach, 1998) ont permis de réaliser
gu’il n’était en fait pas possible de donner unffchiexact pour la consommation totale de
polyphénols tant celle-ci varie selon les alimetiasommeés et leur teneur en polyphénols
(Bravo, 1998). Les enquétes rapportent par exempée consommation de flavones et de
flavanones de l'ordre de 2615 mg/jour aux Pays-Bas (Kedt al, 1996) ou de 68 mg/jour
pour I'Etude des Sept Pays réalisée dans divers g&urope et aux Etats-Unis (Herteg

al., 1995), et une consommation de flavan-3-ols alten®5+ 32 mg/jour chez les femmes
ménopausées de I'lowa (Ar&t al, 2001a) a 5@ 56 mg aux Pays-Bas (Artt al, 2001b)

avec de fortes variations interindividuelles.

Parmi les nombreuses études épidémiologiques effestsur des populations tres diverses
(Arts et al, 2001a ; Artset al, 2001b ; Artset al, 2001c ; Hertoget al, 1993a ; Hertogt al,
1993b ; Hirvoneret al, 2001a ; Hirvoneret al, 2000 ; Hirvoneret al, 2001b ; Keliet al,
1996 ; Knektet al, 1996 ; Knektet al, 1997 ; Rimmet al, 1996a ; Rimmet al, 1996b),
seules quelques-unes montrent une corrélationsev@gnificative entre la consommation de
flavonoides et les MCV (Hertogt al, 1993a ; Hirvoneret al, 2001a ; Keliet al, 1996), ou

le cancer (Hirvoneret al, 2001b ; Knektet al, 1997), aprés correction par les facteurs de
risques connus, les autres études allant en gédara le sens d’'une diminution de la

fréequence de ces pathologies, bien que les résukasoient pas significatifs.

Une autre approche consiste a évaluer I'effet desposés phénoliques sur les MCV et le
cancer grace a des modeles animaux ou par dessétudéo. A I'origine, les polyphénols
(les flavonoides en particulier) ont surtout etésidérés comme des molécules dangereuses
pouvant étre a l'origine de certaines mutationsgt@ration de 'ADN (Formica et Regelson,
1995 ; I.S.L.1,, 1999 ; Shirahatd al, 1989). Cependant, il semblerait que ces effdtt@és
mis en évidenc vitro soient fortement dépendants des conditions dedestient rarement
retrouvésin vivo (Formica et Regelson, 1995), compte-tenu notammend métabolisation
importante de ces molécules dans I'organisme (Ceetal, 1990).

Par la suite, il a au contraire été suggéré gueolesoir antiradicalaire des polyphénols
ainsi que leurspropriétés chélatrices des métauxparticiperaient a la protection de
nombreuses structures (lipoprotéines, bicouchédidipes, ADN...) (Cook et Samman, 1996
; Meyer et al, 1998), permettant ainsi de lutter contre les tfgagendrés par les radicaux

libres continuellement produits dans les cellulasges réactions enzymatiques ou chimiques
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(Beauvieuxet al, 2002). Ces composés phénoliques seraient aipsibtes d'inhiber les
différentes étapes du processus de cancérisatmmmia et Regelson, 1995 ; Friet al,
1998). Les mécanismes d’action proposés semniiégeage de la substance cancérogene
(notamment par formation de complexes) oumadification de l'activité des enzymes
impliguées dans la détoxification des cancérogene€ertains flavonoides par exemple
peuvent agir en phase d’initiation (Hebal, 2001), en diminuant la production de radicaux
libres ou en inhibant la cyclooxygénase et la lyg®nase. Ces deux enzymes interviennent
dans la synthese des eicosanoides, notamment sgacsirde molécules biologiguement
actives impliquées dans le processus de cancérisati les MCV (Gusmaet al, 2001).
D’autres composés phénoliques peuvent inhiberhasgs de promotion et de progression de
la cancérisation. Le resvératrol (Vercauteeeral, 1999) et les composés du thé vert (I.S.L.I.,
1999) sont capables d’inhiber la prolifération gklire par induction de l'apoptose. Les
flavan-3-ols pourraient inhiber la protéine kindSeou d’autres kinases impliquées dans la
régulation de la prolifération cellulaire.

De méme, les composés phénoliques peuvent agitesaombreux processus impliqués dans
le développement des MCV, par exempleir@mnbant I'oxydation des LDL a l'origine de
I'athérosclérose (Esterbauer et Ramos, 1995 ; Légeal, 2000). In vitro, parmi les
flavonoides étudiés, les flavonols et les flavamis3sont les plus efficaces (Da Silea al,
1998 ; Vinsoret al, 1995a ; Vinsoret al, 1995b), tandis que leurs dérivés glycosylésgesu |
flavones et la génistéine, ont une activité pluisiéa

De nombreux extraits végétaux et aliments testés l&hrat (thé vert (Yokozawet al, 2002),
natto (lwaiet al, 2002)), chez le hamster hyperlipidémique (méladigatrait de citron et
d’acide ascorbique (Vinscet al, 1998)), chez le lapin (thé vert ou noir (Tijowegal, 1997))

ou chez I'homme (vin rouge (Fuhrmaat al, 1995 ; Serafiniet al, 1998)) ont permis de
montrer des effets similaires vivo. Des extraits de vin rouge permettent d’inhiber la
formation de pentanal et d’hexanal, composés Veldbrmés a l'issue des réactions
d’'oxydation des LDL (Frankekt al, 1993), tandis que la consommation chronique (8
semaines) d’isoflavones aglycones réduit de mani&ignificative la formation
d’hydroperoxydes d’ester de cholestérol chez lel@pamakoshiet al, 2000).

Les composés agiraient également de maniére inelirparrégénération des antioxydants
vitaminiques (a-tocophérol (Da Silvat al, 1998)),chélation des métauxCastelluccioet

al., 1996 ; Nardiniet al, 1995) ou encore emodifiant la lipémie ou la cholestérolémig
facteurs de risque bien connus responsables dpafdijon de maladies cardio-vasculaires

(inhibition de I'activité de plusieurs enzymes ingpkes dans la synthése et la régulation du
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cholestérol plasmatique (Bokt al, 1999), réduction de la disponibilité du cholestér
exogéene (Tijburget al, 1997), diminution des concentrations plasmatiqlee& DL (Igarashi

et Ohmuma, 1995 ; Vinsoet al, 1998)).

Les polyphénols pourraient également prévenir |[€SVMen intervenant suFagrégation
plaquettaire a l'origine de thromboses (Jansseh al, 1998 ; Pignatelliet al, 2000).
Cependant, ces effets montm@svitro ne semblent pas directement transposables/o: les
concentrations retrouvées dans le plasma des sigetsnt probablement pas suffisantes pour
diminuer I'agrégationn vivo (Jansseret al, 1998). Les composés phénoliques agiraient a
deux niveaux : soit en diminuant la concentrationradicaux libres, soit en inhibant les
enzymes impliguées dans le métabolisme de l'acideh&donique (Gusmaat al, 2001 ;
Kinsellaet al, 1993). Ce dernier mécanisme est également celliaction des polyphénols
sur les réactions inflammatoires.

Les polyphénols peuvent ainsi réduire ou bloquenatebreux mécanismes impliqués dans la
genése ou I'amplification de pathologies cardioeutsires ou cancéreuses. Mais 'effet des
composés phénoliqgues ne se limite pas a ces deiwolpgies. En effet, ces composés
pourraient également induire deffets vasodilatateurs(Kinsella et al, 1993), exercer un
effet antimicrobien (1.S.L.I., 1999) et unaction antivirale par inhibition de la transcriptase
reverse,stimuler le systeme immunitaire (Formica et Regelson, 1995), jouen réle
protecteur dans plusieurs maladies neuro-dégénérates (Formica et Regelson, 1995 ;
Spenceret al, 2001 ; Suret al, 2002 ; Yanet al, 2001), etréduire le développement
d’ulceres par liaison avec certaines proteines de I'épitimélgastrique (Saitet al, 1998).

Les données les plus récentes remettent partiatieemecause ces hypothéses, compte—tenu
en particulier des faibles quantités détectées Hammnisme : les doses physiologiques de la
plupart des polyphénols seraient trop faibles mpuils aient les effets qu’on leur attribuait
jusqu’a maintenant. Cependant, ces doses détedtes la circulation et les tissus sont
largement suffisantes pour que les polyphénolsspaisavoir un effet sur leégulation de
I'expression des genesen particulier sur I'expression de la MB-(Comaladeet al, 2005 ;
Reitereret al, 2004).

Il a par exemple été montié vitro que des métabolites de la quercétine seraient
capables de réguler la transcription et I'expressie '’ARNmM de la cyclooxygénase dans les
lymphocytes humains. Cependant ces résultats astété retrouvés vivo (de Pascual-
Tereseaet al, 2004).

Dans le cas de l'asthérosclérose - due a I'accuionla’une grande quantité d’oxy-

cholestérol et de LDL hautement oxydées dans lesrophages, qui forment alors des
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“cellules spumeuses a l'origine de la plaque d'ainér- certains polyphénols, comme ceux de
I'huile d’olive, seraient capables de réduire I'dayion des LDL, non pas par un mécanisme
antiradicalaire direct comme on I'a longtemps sg&anais en augmentant la transcription
de 'ARNm d’enzymes en lien avec le glutathion (Eléset al, 2004). De plus, lors des
premiéeres étapes de la formation de la plaque éfathe, 'intégration des LDL oxydées dans
les macrophages est réaliségle récepteur membranaire CD-36, dont la synthésaativée
par 'angiotensine Il, produite par les macropha@te derniere peut également former des
complexes avec les LDL oxydées, qui sont alors enptus facilement intégrées dans les
macrophages et stimulent également la transcriploPARNmM codant pour le récepteur CD-
36. Il a été montré que des dérivés 4-O-méthyldsadele gallique pouvaient agir d’'une part
sur la synthése d’angiotensine Il, en régulantyiatt®se des enzymes de conversion de
I'angiotensine | en angiotensine Il ; et d’autretpahiber directement I'expression génétique
de TARNmM des récepteurs CD-36 (Oliveetal, 2004).

L’action de l'angiotensine Il est également regulgsr la voie du NkB. Cet
activateur de la transcription, présent dans debmenses cellules, agit également sur de
multiples génes, activant prolifération et diffécetion cellulaires. Son dysfonctionnement
provoque des chocs anaphylactiques et des réadtflasnmatoires. Il serait également
impliqué dans la propagation de certains cancarsqgacontrole de I'expression de diverses
cytokines intervenant dans I'apparition des mésestdNatarajaet al, 1996). Il a été montré
que l'activation du NkB était entre autres inhibée par certains phéngresde I'acide
caféique (Natarajaet al, 1996), ou encore par la quercétine (Comaledal, 2005). La
régulation de ce facteur de transcription par tlacichlorogénique pourrait également
expliquer les propriétés anticancéreuses de ceedemises en évidence sur modéle animal
(Fenget al, 2005).

Les polyphénols sont donc impligués dans de nombreécanismes pouvant avoir une
incidence postive sur la santé. Cependant, avaobuai@ure sur leur activité bénéfique réelle,
il reste indipensable de réaliser des études hdedisponibilité. La proportion

« biodisponible » d’un composé actif désigne langjtéa de ce composé qui edisponible
pour exercer une action bénéfique dans I'organidreeterme « biodisponibilité » recouvre
donc les étapes d’'absorption, de métabolisatiostaekage et d’excrétion de ce composé, la
finalité étant la détermination de Ruantité finale disponible sous forme active dans
I'organisme.

La diversité naturelle des polyphénols étant aidine de différences importantes, en
particulier au niveau de I'absorption, et ce égaetau sein d’'une méme famille, il n’est pas
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‘possible de tirer des conclusions générales coamern les effets des polyphénols sur
I'organisme » : par exemple, les effets bénéfiques composés les mieux absorbés pourront
étre mis en relation avec leurs effets antioxydasitda dose retrouvée dans le plasma est
suffisamment importante pour correspondre aux dotkseesin vitro.

La biodisponibilité des composés phénoliques estteependant tres longtemps méconnue :
les études réalisées au cours des années 1960 (a utii8aient pour la plupart des
flavonoides aglycones, qui ne représentent patftases les plus abondantes des aliments.
De plus, elles mettaient en ceuvre des doses éledepslyphénols (en raison de la faible
sensibilité des méthodes analytiques), ce qui pouwadifier leur répartition dans les
différents compartiments (urine, féces, tissus..Nfirk I'identification s’avérait difficile
lorsque les standards commerciaux n’étaient papodiBles. Ces premieres études ont
cependant permis de faire avancer les connaissancéds réle de la flore intestinale dans la
métabolisation des polyphénols. Depuis une vingtdiannées, la plus grande sensibilité des
techniques analytigues a permis de doser les nig&sbplasmatiques apres ingestion de
teneurs proches des quantités habituellement iagéré

Lorsqu’un polyphénol est ingéré, il traverse plussecompartiments dans lesquels il peut étre
métabolisé, accumulé ou éliminé (figure 2). Dansrganisme, le mécanisme de
métabolisation au niveau des entérocytes et du dofour conséquence de diminuer la
toxicité de molécules qui lui sont étrangéres (\arat al, 1995). Deux grandes phases de
détoxification sont a distinguer, communes a I'enisie des xénobiotiques :

- La phase | a pour finalité d’augmenter la potartes phénols. Elle procede selon les
mécanismes suivants : hydroxylation des cycles atigoes et des chaines aliphatiques, N-
désalkylation, O-désalkylation, S-désalkylationlfeswydation, désulfuration, désamination,
déshalogénation (Smith et Reynard, 1995). Cesiogacpeuvent avoir lieu dans tous les
tissus, exceptés les muscles et le tissu adipees.pblyphénols sont assez peu affectés par
cette voie de détoxification.

- La phase Il assure la conjugaison des moléclirggmentation de leur polarité facilitant
leur élimination. Parmi les enzymes de phase Illuridine 5’-diphosphate
glucuronosyltransférase (UGT) transfére un acidewgbnique, et la phénolsulfotransférase
(PST) un groupement sulfate.

Le foie renferme la totalité des enzymes citéesg@émment, mais son activit¢ UGT est 7
fois plus faible que dans lintestin gréle (PiskelaTerao, 1998a). Il serait le principal mais
non le seul site de la sulfatation (Dooley al, 2000), et peut également participer au

stockage de certains composés. Il constitue laigremtape de I'élimination par voie biliaire
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‘et du cycle entéro-hépatique. Les possibilités dstabwlisation dans le tube digestif ne
s'arrétent pas a l'action des entérocytes ou de. f@n effet, les polyphénols sont
intensivement dégradés par la flore intestinales [Baudes ont par ailleurs montré que
certaines enzymes de la paroi intestinale poss@&dagalement une activité hydrolytique vis-
a-vis des flavonoides glycosylés (Dalyal, 1999). L'ensemble de ces métabolites peut étre

ensuite réabsorbé au niveau du c6lon et métaludise I'organisme.

Ainsi, I'évaluation de la biodisponibilité d'un cgusé phénolique présent dans un aliment
nécessite d’étudier a la fois son absorption, dalofisation et les effets sur le stress oxydatif
provoqués par un grand nombre de produits de datpad La plupart des polyphénols
suivent les voies de métabolisation tissulaire miestinale. Cependant, en fonction de leur
nature, de leur polarité, de leur charge ou denergau d’oxydation, I'importance de chacune
des voies de métabolisation possibles varie. L'aa fhcteurs clé déterminant la premiere
étape, I'absorption, est le role de la matrice afitaire sur le comportement du polyphénol.
Dans cette derniére, les polyphénols peuvent est @fteragir avec les macronutriments
gu’elle contient. Ces interactions sont multipléssesceptibles de se produire a plusieurs
niveaux :

- Dans les fruits et légumes avant transformatioh peut alors s’agir d’interactions
constitutives, en rapport avec la structure deghoe végétal (cas des fibres
alimentaires)

- Dans les produits alimentaires dérives des fruitégumes, tels que les boissons (vin,
jus de fruits, cidre, biére, thé, café), les alitsesolides (compotes, confitures), ou
méme les aliments fonctionnels « enrichis en pawols » plus ou moins purifiés au
préalable : dans ce cas, un certain nombre d’icierss plus ou moins désirables sont
susceptibles de se produire lors des procédéshdedton ou lors de la conservation
(brunissement enzymatique, formation de troubles des boissons...)

- Dans le bol alimentaire lui-méme : I'aliment n'g&s toujours consommeé tel quel.
Ainsi le fruit peut étre pelé, découpé, cuit ot &vant consommation, la confiture est
consommeée avec du pain, le café avec du lAiitant de nouvelles occasions pour les
interactions de se créer, dans l'aliment avant @mmsation, ou lors du tractus gastro-
intestinal.

Il est donc important de connaitre la nature deim&sactions et leurs effets sur le pouvoir

antioxydant, ainsi que sur la biodisponibilité gesyphénols.
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Afin d’évaluer l'influence de la matrice alimentaiet des traitements technologiques sur la
biodisponibilité et la fonctionnalité des acide€pbliques, nous avons choisi le café comme
systeme d’étude. Il s’agit d'un aliment largemeobhsommeé partout dans le monde : chaque
jour, 1,5 milliard de tasses y sont consomméesFiamce, avec 0,31 millions de tonnes
consommeés par an, fait partie des 5 pays consomlagpius de café, derriere le Japon
(0,35 millions de tonnes), I'Allemagne (0,56 mili® de tonnes), le Brésil (0,81 millions de
tonnes), et les Etats-Unis (1,09 millions de tojysslon I'International Coffee Organization.
La production en 2002 est majoritairement localseddrésil (2,4 millions de tonnes par an),
suivi du Vietnam (0,85 millions de tonnes par atg,la Colombie (0,66 millions de tonnes
par an), de I'Indonésie (0,37 millions de tonnes @a) et du Mexique (0,32 millions de
tonnes par an), selon la Food and Agriculture Orgdion of the United Nations. La culture
du café représente un enjeu économique majeur eiky est longtemps demeurée la
seconde production mondiale, en terme déchangesmesciaux, aprés le pétrole, et
représente de 20 a 25 millions d’exploitationsjéss dans 70 pays producteurs de la zone
tropicale humide (source : International Coffee &higation).

Le café (en tant que boisson) présente I'avantagpasséder un profil phénolique simple,
majoritairement représenté par I'acide chlorogéai@uerivé hydroxycinnamique): de 250 et
750 mg/L (Clifford, 2000). Ce dernier, forme déevée I'acide caféique par estérification en
position 5 par I'acide quinique, se trouve égalenaams d'autres fruits et Iégumes: le kiwi, le
cassis et I'aubergine ont des teneurs supérieus®® ag/kg de poids frais et les pommes, les
poires, les péches et les prunes ont des tenemgrises entre 50 et 500 mg/kg (Machetix
al., 1990).

Le grain de café vert contient 6 a 10% en matié&ehs d’acides hydroxycinnamiques
(Clifford, 2000). Cependant, une partie de ce ppbEnolique est perdu lors de la
torréfaction : on observe de 60 a 100% de pertes $mtensité de cette derniere (Herrmann,
1989). La torréfaction, qui a lieu apres que leirgt été séparé du fruit, séché et trié,
consiste en un traitement des grains par la chaedhe et élevée. Elle permet au café
d’acquérir 'essentiel de ses qualités organoleetsq

Il existe difféerents types de torréfaction. Lors ldetorréfaction traditionnelle, la chaleur
diffuse au travers d'un four constitué de briquegaties réfractaires. Le café vert est introduit
dans le cylindre dont la température est de 220%&rivée de cette masse de matiere froide
la fait chuter a 100°C. Elle va remonter a 220°CQ@minutes. A 100°C, les grains de café
jaunissent et se dehydratent. De 120°C a 150°Cté@ute vire du jaune au chatain clair et au

roux, leurs fentes s’ouvrent et libérent une huwelssentielle, la caféone. A 200°C, la



Introduction 29
pyrogénisation dégage une fumée bleue, les graiismhent brun-marron. A 220°C, le point
critique est atteint : le café est alors refroigipidement, soit a I'air, soit a I'eau. Un autre
procédé consiste en une torréfaction rapide gue dix minutes : le café est placé dans des
"tours” ou un air a une température tres éleve®°@p est pulsé puissamment par des
turbines. Le café est mis en mouvement par ce dlak et est torréfié en 10 minutes. On
stoppe donc la cuisson au moment précis ou vopraduire les réactions de Maillard. On
obtient ainsi un café qui a changé de pigmentapendu son acidité, gagné de I'amertume,
mais qui a a peine développé 30 % de ses ardmés, Entorréfaction “ flash 7, ne dure que
90 secondes. Le café passe dans un tunnel composénthines d'injecteurs propulsant de
I'air a 880°C et qui le torréfient en 90 secondesette température et a cette vitesse, les
réactions de Maillard ne peuvent se produire. lfé eat simplement carbonisé sur sa surface
et cru a l'intérieur. Il est également refroidieal. Il s’agit de la plus mauvaise méthode de
torréfaction, mais c'est aussi la plus économigiiefi son utilisation par les grands
torréfacteurs mondiaux (Debry, 1993).

Lors de la torréfaction traditionnelle, la compmsit du grain de café évolue. Si la
composition en minéraux (4,5 g / 100 g de matiémhe dans un caf&rabica moyennement
torréfié) du grain torréfié reste similaire a cealle grain de café vert, en revanche celle des
glucides et des lipides est différente. Sous ltefie la chaleur, quand il n'y a plus d'eau
(dixieme minute du procédé traditionnel), les ssareles acides développent plus de 1000
ardbmes via les réactions de Maillard. Un céfiéabica moyennement torréfié peut ainsi
contenir jusqu'a 23 g/100 g de matiere seche ddugsode la réaction de Maillard. La
matiere grasse, quant a elle, fournit une faiblentjté des matieres volatiles et contribue a
fixer les arbmes au grain. La teneur en lipides dafé Arabica moyennement torréfié est
d'environ 17 g/ 100 g de matiere seche, mais jant@de cette matiere grasse est éliminée
par la filtration lors de la préparation du café,qui différencie les cafés obtenus par filtration
des cafés obtenus en faisant simplement bouifligkains moulus dans l'eau, tels que le café
dit "a la turque". A l'issue de la torréfaction, café Arabica moyennement torréfié contient
également 1,0 g/ 100 g de matiére séche de tiigane0,3 g/ 100 g de matiére séche de
sucres réducteurs, 33,0 g/ 100 g de matiere sbelpolysaccharides inchangés du café vert,
2,09g/100 g de matiere séche de lignine, 3,00p/g de matiére seche de pectines, et
10,0 g/ 100 g de matiere seche de protéines. Eladiteneur en caféine (1,3 g/ 100 g de
matiere seche, et 370-1315 mg/L de boisson caés} presque pas altérée par le procédé
(Debry, 1993). Les produits de la réaction de Maildu café font actuellement l'objet

d'études, concernant notamment leur propriétésoxmantes (Anese et Nicoli, 2003 ;
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Borrelli et al, 2002 ; Jing et Kitts, 2004a ; Jing et Kitts, 2004.6pez-Galileaet al, 2005 ;
Nicoli et al, 1997 ; Sanchez-Gonzalet al, 2005 ; Yanagimotet al, 2002 ; Yenet al,
2005). Leur présence donne au café un second tiriér&ant que systeme d'étude présentant
un pouvoir antioxydant.

Nous avons choisi d'utiliser du café soluble, pibes raisons évidentes de répétabilité dans les
préparations. Il s'agit d'un type de café prépadé@striellement dans un percolateur de 3 000
litres. La percolation consiste a faire passer'e&ul douce a 160-180°C, en continu ou en
semi-continu et a contre-courant, dans le café mauacé dans des colonnes de percolation.
L'eau chaude passe d'abord sous pression (14 ardpdans les colonnes ou le café a subi le
plus d'extraction (systéme a contre courant), ptiant celles qui viennent d'étre remplies de
café moulu. L'eau est alors a 100°C. La boissosi girgparée est rapidement refroidie a 5°C
pour éviter les pertes de composeés volatils etéleldppement microbien. Elle peut étre
ensuite atomisée : on la pulvérise le plus finempassible en haut d'une tour, et
simultanément, par le bas, on insuffle dans cetie tin air trés chaud : quand les deux corps
entrent en contact, I'eau du café s'évapore ebter une poudre soluble ayant un léger godt
de caramel. Un autre procédé couramment utilisé [gopréparation de café soluble est la
lyophilisation : de la méme fagon, 3000 litres décsont préparés puis congelés a -40°C. On
constitue ainsi des barres de café congelé quiadorg moulues finement et placées dans une
chambre de lyophilisation ou I'on réalise un videtigl (jusqu'a - 0,66 millibars) a 45-50°C.
L'eau se sublime alors pour donner une poudre Eglphus aromatique que son équivalent
atomisé, d'autant plus que la législation permeajbuter des composés aromatiques volatiles
évaporés et récupéres lors de la torréfaction {Ra993).

Enfin, le café soluble utilisé dans cette étudetéaahoisi décaféiné, afin de pouvoir étre
administré a des animaux sans effets secondaiea thucaféine. Cette derniére est en effet
responsable de nombre d'effets du café sur la dant@ine. Elle agit notamment sur le
cerveau (action vasoconstrictrice sur la circutatiérébrale qui allonge la durée de vigilance
et retarde I'apparition de la sensation de fatigu&vient les migraines, diminue l'intensité des
crises et potentialise I'effet analgésique de ifeg), les muscles (excitation du systéeme
nerveux central, accroissement de I'endurancedestent de I'apparition de la sensation de
fatigue), les poumons (action broncho-dilatatricé grévient les crises d'asthme) ou les reins
(action diurétigue) (Dorea et da Costa, 2005). éawart, la caféine est susceptible
d'interagir avec l'acide chlorogénique dans le vafé et le devenir de cette interaction lors
de la torréfaction n'est pas connu (Herrmann, 19B8)café décaféiné apparaissait donc

comme étant plus adapté a notre étude. Pour anmiradl'appellation "décaféiné”, un café ne
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“doit pas contenir plus de 0,01 % de caféine. Lafémisation s'effectue sur le café vert, soit
par la technique de partage eau-solvant, soit paorption de la caféine. La premiere
méthode consiste a faire gonfler le café a la viapéaau, ce qui permet de solubiliser la
caféine, qui est ensuite extraite par des solvais polaires tels que le chlorure de
méthyléne. Le solvant est ensuite éliminé par uwat de vapeur d'eau. Cette méthode
présente I'inconvénient de mettre en jeu des stdvals ou moins toxiques, ce qui implique
un risque potentiel pour la santé humaine.

La méthode par adsorption, ou procédé de Zosesistena extraire la caféine par adsorption
sur du gaz carbonique en phase super-critigue @3%,et a 60 Bars. Le gaz traverse les
grains de café et se charge en caféine. La phasgéshen caféine est alors traitée avec de
l'eau a 70°C-90°C qui entraine la caféine. Le gstzeasuite recyclé puis réinjecté sur les
grains jusqu'a l'extraction complete de la caféidautre gaz tels que le propane, ainsi que
des résines échangeuses d'ions peuvent égalemesntilgtés pour ce procédeé, qui est le plus

utilisé dans l'industrie alimentaire (Ramalakshih®99).

Enfin, notre choix s’est porté sur le café car altent est frequemment consommeé en
présence de lait, ce qui permet de disposer d’'aliment modele » pour étudier I'influence
des protéines laitieres sur la biodisponibilité desdes phénoliques. Ainsi, la matrice
alimentaire «café au lait » préparée extemporanéno&l obtenue apres un procédé
d’atomisation a été retenue.

Nous nous sommes tout d’abord intéressés au poamtizxydant de la boisson elle-méme,
dans les différentes conditions de préparationuajie lait, atomisation, chauffage...), puis
nous avons cherché a déterminer s'’il se formaitinkesactions entre les acides phénoliques
du café et les protéines laitieres. Le devenir g interactions lors du tractus digestif a
ensuite été étudi@ vitro. Finalement, une étude de biodisponibilité deidtachlorogénique
du café dans différentes conditions de préparaticdte meném vivo, et les effets santé ont

été brievement explorés.
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Dans une premiére partie, nous nous attacherongcérel la nature des interactions
polyphénols/macronutriments. Nous nous intéresseeoisuite aux effets de ces interactions
sur le pouvoir antioxydant des polyphénols dans deaxieme partie. Enfin, la troisieme
partie de cette étude bibliographique sera consaatx effets de ces interactions sur la

biodisponibilité des polyphénols.
|. INTERACTIONS POLYPHENOLS /MACRONUTRIMENTS : LEUR NATURE

Dans cette premiére partie, nous nous intéresseréamsature chimique de ces interactions,
en distinguant deux grands types d’interactions :

- des interactions « spécifiques », se produisanté @alyphénols et macronutriments ;

- des interactions « non spécifiques », en lien &vsolubilité des polyphénols dans la

matrice.
[.1. INTERACTIONS « SPECIFIQUES »

[.1.1. Interactions avec les protéines :

L'élucidation des mécanismes de formation et dendture des interactions protéines -
polyphénols n'est pas un sujet d'étude réceneffen I'utilisation ancestrale et empirique de
ce phénoméne dans le tannage du cuir amenait Snphiy Davy, dés 1803, a définir le
terme "tanin" pour désigner la "matiére astringads végétaux” utilisée dans ce procédeé.
L'évolution des méthodes de mesure a permis delguisieux caractériser ces interactions et
de réaliser ainsi que ces complexes, s'ils sogehaent présents dans l'industrie alimentaire,
sont aussi largement impliqués dans bon nombrehégagmeénes biologiques, tels que la
formation de l'exosquelette des insectes, de I''subw encore dans la nécrose des tissus
végétaux (Haslarat al, 1992).

De méme, historiquement, de nombreuses études rse is@ressées au devenir des
polyphénols dans le tractus gastro-intestinal,cl@ssidérant souvent comme des composés
anti-nutritionnels. Ceci concerne en particulies tanins (Butleret al, 1984 ; Mitaruet al,
1984 ; Reddy et Pierson, 1985) et dans une mointgsure les composés de masse
moléculaire plus faible, comme la (+)-catéching,lgs accompagnent (Egguet al, 1983).

lIs seraient notamment a l'origine d'une altératlefa digestion des protéines (augmentation
de I'excrétion azotée, (Reddy et Pierson, 1985)ra@/oqueraient une diminution du gain de
poids chez le rat (Churgf al, 1998b). Plusieurs hypothéses ont été suggéréesgpliquer

ces résultats :
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- Une complexation des protéines alimentaires gsrpolyphénolsCette complexation les

rendant moins accessibles a l'action des enzymgsstdies, les protéines alimentaires
seraient donc moins bien digérées. Ainsi, chezrdes soumis pendant 5 semaines a un
régime enrichi en tanins condensés extraits dentégts de caroube, on observe une
augmentation de l'excrétion azotée urinaire etléeame augmentation de la masse fécale
totale ainsi qu'une diminution du gain de poids degnaux. La digestibilité apparente des
protéines du régime est également affectée paékepce des tanins (Bragbal, 1993).

- Une diminution de l'activité enzymatique par céemption des enzymes digestives par les

polyphénols(Chunget al, 1998b). Une étude réalisée vivo sur des rats ayant ingéré un
régime enrichi en tanins, montre une diminution'detivité enzymatique de deux enzymes
du systeme digestif (trypsine atamylase) par rapport a un témoin n'ayant pas cesu
polyphénols (figure 3, Griffith et Moseley, 198@e plus, I'ajout de polyvinylpolyrrolidone
dans le milieu réactionnel, agent connu pour saatp a fixer les polyphénols, permet de
retrouver une activité enzymatique identique decetinstatée pour le témoin dans le cas de la
trypsine. Un mécanisme d'inhibition non compétitigerait mis en cause. Cependant,
quantitativement, I'hypothése de l'altération deitgestion des protéines par une diminution
de l'activité enzymatique ne saurait expliqgued@ stule une telle augmentation de la quantité
d'azote fécal.

- Une origine endogéne des protéines excrétéesvaawnfécal et urinaire suite a l'ingestion

des polyphénoléShahkhaliliet al, 1990). Des rats soumis pendant huit jours a gme

enrichi en thé noir, ont été perfusés avec d&Naglycine, afin d'effectuer un marquage
isotopique des protéines endogéenes. Le régime aoétésuivi pendant quatre jours durant
lesquels les feces ont été recueillis puis analySétite analyse a révélé la présence d'azote
isotopique en proportion directement corrélée @ghaentation de l'azote fécal total due aux
tanins du thé noir, ce qui permet de valider dettisieme hypothése (figure 4).

Ainsi, dans l'organisme, il existe trois sites dernfiation de complexes protéines -

polyphénols : la bouche (phénoméne d’astringeni@gtomac et lintestin. Mais de tels

complexes sont également susceptibles de se falanmesrl’aliment.

De fait, qu'il s'agisse de complexes formés dannganisme animal ou végétal, ou de

complexes résultant d'un procédé de fabricatianiiécanismes sont divers et plus ou moins
bien élucidés. On dispose de données assez précmeernant les interactions de

polyphénols avec des protéines « organisées s tglle la sérum albumine bovine, dont les

constantes d’affinité pour de nombreuses molécudes qu’acides phénoliques ou
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quercétine ont été calculées (Dufour et Dangle852@Papadopouloat al, 2005 ; Prigenet

al., 2003). En revanche, la compréhension des interactavec les protéines a structure
déployée (« random colil »), telles que les pro®sadivaires demeure plus délicate, méme si
de nombreuses études ont été realisées sur ce.théme

On peut néanmoins distinguer deux grands typesedantions :

- Des interactions réversibles : formation par linsale faible énergie de complexes
solubles qui finissent par précipiter (figure 3)s’hagit soit des complexes se formant
dans l'organisme lorsque les polyphénols sont éggéron complexés, soit de la
premiere étape de la formation des complexes toodaas les aliments (Haslam et
Lilley, 1988) ;

- Des interactions irréversibles : formation de cawpk comportant des liaisons
covalentes, dont la formation peut impliquer degn@dmeénes d’oxydation. Elles se
rencontrent plutoét dans des aliments ayant subittamsformation industrielle : biere,

jus de fruits.

[.1.1.1. La complexation réversible

1.1.1.1.1. Interactions des polyphénols avec lesqigines a structure déployée: le
phénomene d’astringence

Lorsque I'on consomme des produits riches en pélypls tels que le vin rouge jeune ou des
fruits encore verts, on ressent souvent une semsélpeuse sur la langue associée a une
sécheresse buccale et a un sentiment de contradtiorpalais. Ces sensations, non
immédiates, ne sont pas circonscrites a une réupoticuliere de la bouche, ce qui suggere
gu'elles ne sont pas dues a un phénomene clasbigiegaction avec des bourgeons gustatifs.
En revanche, la sensation de sécheresse buccsde Ripposer une implication de la salive
dans le phénoméne. Ces observations s'appliquealenégnt a de nombreux remeédes
astringents utilisés dans la médecine chinoise cenagents anti-diarrhéiqgues ou anti-
hémorragiques, remedes dont on considere en géledrgbolyphénols comme étant les
principes actifs (Haslam et Lilley, 1988). Ces iséitions médicales impliquant une liaison
des protéines avec les polyphénols, un rapprochiemert une précipitation possible des
protéines salivaires par les polyphénols dans ke des sensations décrites ci-dessus, a
rapidement été établi.

Ce mode d'action a donné son nom a ce phénoméastringence, du latiad (vers) et
stringere(lier). Ces interactions ont été largement étudétda littérature abondante existante
sur ce phénomeéne fournit de nombreuses clés derébemnsion concernant les phénomeénes

d’interactions réversibles susceptibles de se predwntre ces protéines a structure déployée
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et les polyphénols, aussi bien dans l'aliment gaesd’organisme. En effet, les observations
réalisées sur les protéines salivaires semblerérglksables aux interactions des polyphénols
avec les protéines a structure déployée.

= Influence de la nature du polyphénol ingéré

Les composés phénoliques qui provoquent l'astriogesont essentiellement les tanins
condensés tels que les procyanidines présentesletafrsiits et légumes (Haslam et Lilley,
1988). Dans une moindre mesure, on trouve égalelagntinins hydrolysables de certaines
noix et plantes médicinales (Bacon et Rhodes, 2@€)que I'acide tannique ou les dérivés
formés par condensation et oxydation enzymatiqsepddyphénols lors de la fabrication du
thé noir tels que la théaflavine et la théarubigine

La plupart des travaux consacrés a l'étude du phéne d'astringence font ressortir
I'importance de la taille des composés polyphénoliggs Ainsi, plus le degré de
polymérisation de la molécule est important, etspla sensation d'amertume également
ressentie lors de la consommation de tanins s&ffacprofit de la sensation d'astringence
(Cheynier, 2000) (figure 6). De méme, la capaciépdécipitation des protéines par les
procyanidines augmente avec le degré de polymiénisde ces derniéres (Freitas et Mateus,
2001). Cependant, d'autres hypothéses font également verigr certains composés
phénoliqgues de masse moléculaire plus faible te¢slg pyrogallol, le résorcinol ou encore
I'acide chlorogénique (Haslam et Lilley, 1988). Lésnnées relatives a l'astringence de
monomeres sont pourtant tres contradictoires (Bablp. La plupart des travaux relevant de
I'astringence des monomeéres ont cependant étéségaBn présence de concentrations
excessives de (+)-catéchine ou de (-)-épicatécloimmparativement au seuil de perception.
Bien que longtemps négligées, ces molécules peyatitiper a l'astringence pour une part
non négligeable puisque le phénoméne de complexAfoecipitation nécessite uniquement
la présence du groupement phénolique, a conditosedtrouver en concentration suffisante

dans le milieu (Haslam et Lilley, 1988).

=Proximité des groupements OH sur le composé phénglie

La proximité des groupements phénoliques sur |22oubé semble favoriser la solidité de la
liaison formée, comme cela a été mis en évidencenperocalorimétrie, méthode dans
laquelle on évalue I'enthalpie libre de transfextla protéine d'une solution aqueuse a une
solution contenant un ligand, ici polyphénoliquéefert, 1999). Ainsi, si I'on représente les

guantités d'énergie libre mesurées lors de laoliage molécules comportant différents motifs
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phénoliques a de la sérum albumine bovine, on meague leo-diphénols forment des
complexes plus solides que lesdiphénols, et que les meilleurs résultats sonérakg avec

des triphénols.

=Les protéines salivaires : I'importance du résidu mline

Les protéines salivaires impliquées dans l'astmegeseraient essentiellement gestéines
riches en proline Il a été montré que la consommation prolongégo(8s minimum)
d'aliments riches en tanins pouvait induire chemateune hypertrophie de la glande parotide
sécrétant la salive (figure 7.a), ainsi que la&#mm de nouvelles glycoprotéines (figure 7.b)
dont le contenu en acides aminés est caractérisengagrande richesse en proline, en acide
glutamique et en glycine et une déficience en acatrinés soufrés (tableau Ill) (Mehansho
et al, 1985). Ces protéines, ne représentant en tempsahaue 10 % des protéines
salivaires, ont neuf fois plus d'affinité pour tasins que la sérum albumine bovine lorsqu'on
les met en compétition pour la fixation a ces damileur sécrétion serait induite par un
gene situé sur le chromosome 8 du rat (Mehaeslad, 1985).

Chez 'homme en revanche, ces protéines sont tdn&ts et peuvent représenter jusqu'a
70 % des protéines de la salive. Elles y coexistenis trois formes : acide, basique et
glycosylée. S'il n'a pas été possible dattribuerréle spécifigue a chacune d'elles, on
remargue que les protéines de la fraction basigseplus riches en proline, ont une affinité
plus forte que les autres pour les tanins hydrblgsa(Bacon et Rhodes, 2000).

Cette importance de la richesse en proline semtiée L8 caractére déterminant dans les
phénomenes de complexation réversible entre peséat composés phénoliques, d'une
maniere plus générale qu'au simple niveau buccaleftet, lorsque I'on ajoute différents
homopolymeres d'acides aminés a une solution deatérhine, les peptides les plus a méme
de former un trouble sont de type polyproline (fay8), la plupart des autres polymeéres testés
formant peu ou pas de trouble (Sielsdral, 1996).

La proline serait ainsi le constituant majeur d'un site de liaison aux polyphénols
constitué de un a dix acides aminés selon la w@illpolyphénol & lier (Charltoet al, 2002).

Le résidu proline posséde un hétérocycle rigidtuant le groupement amine impliqué dans
la liaison peptidique. Cette particularité struatarimprime aux chaines polypeptidiques
contenant ce résidu une courbure dans l'espacquicpeut participer a la formation de
"poches hydrophobes" (figure 9). On peut de plugmque la turbidité augmente avec le
nombre de carbones dans les chaines latéralestidjpbs des résidus, ce qui est corrélé avec

I'nydrophobie des résidus acides aminés €0Odi, 1980).
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= Structure et flexibilité des différents intervenarts

La capacité des polyphénols a changer de conformaticet laprésence de groupements
phénoliques accessiblesemblent étre également importantes (Freitas ¢é¢dda2001). De
méme, la déglycosylation des protéines salivaifeBes en proline, qui conduit a une
conformation plus compacte, réduit I'affinité desq@otéines pour les tanins (Asquéhal,
1987). Une structure flexible de la protéine faserait donc également les interactions.

La flexibilité, notamment la capacité a changergfinisation spatiale, semble étre de maniere
générale un des facteurs clés dans le phénoméoengdexation. Par exemple, la formation
de liaisons biphényles intramoléculaires au seiDdjalloyl-glucose réduit considérablement
la flexibilité de la molécule (figure 10) ainsi gsa capacité a se lier aux protéines (Spesicer
al., 1988).

=Importance des concentrations relatives des différgs protagonistes

Haslam et Lilley (1988) rapportent que lorsque dacentration en protéines est faible par
rapport a la concentration en composés phénoligqurespserve une perte de solubilité de la
protéine et la formation de particules de faiblélletadans le cas des composés
polyphénoliques, alors que dans le cas de monophénmm constate seulement une
diminution rapide du caractére hydrophile de lat@re. Cette diminution du caractére
hydrophile, observée en présence de mono- ou dghuEhols, serait due a la fixation des
composés phénoliques sur toute la surface extéridarla protéine (figure 11). D’autres
travaux sur l'astringence (interactions protéinabvaires/polyphénols du thé) confirment
cette hypothese grace a des données obtenues pandRée Magnétique Nucléaire, et
montrent de plus l'existence d'un seuil critique rdeouvrement de la protéine par les
composés phénoligues (Charltehal, 2002). Lorsque ce seuil est atteint, une préipit
expliqguant le changement observable de la stcechienties agrégats intervient rapidement :
une concentration plus importante en polyphénotsnésessaire pour faire précipiter les
protéines dans une solution ou elles sont dilygastapport & une solution dans laquelle elles
sont concentrées. Toutefois, en présence d'un elecpsotéines, on observe la redissolution
des complexes. Ce phénoméne a été expliqué paagrégation des protéines dans laquelle
les polyphénols agiraient comme ligands a siteBailns multiples et feraient diminuer le
caractére hydrophile de I'agrégat en surface, ceeguaduirait par sa précipitation (figure 11)
(Haslam et Lilley, 1988).

Dans tous les cas, les auteurs suggerent que ceglec@tions protéines - polyphénols
mettent essentiellement en jea phénomeéne de surface (collage)
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= Détermination de la nature des liaisons impliquées

Plusieurs expériences de modification de diverarpatres du milieu réactionnel ont permis
de mieux comprendre la nature des liaisons entriipes et polyphénols dans le phénoméne
d’astringence.

* Influence du pH de 'environnement
Le pH de la salive influence le phénomene d'astriog : I'ajout d’acide malique jusqu’a un
pH de 3,5 augmenterait I'intensité maximale et ¢éasfstance de la sensation d'astringence
(Kallithraka et al, 1997). La consommation conjuguée d’aliments a&cide astringents
pourrait donc accentuer d’autant plus ces phénosn@imgeractions.
Selon certains travaux (Nacat al, 1996), le pH optimal de précipitation de difféien
protéines avec des tanins condensés se trouve anit&s pH en dessous de leur pH
isoélectrique, soit & un pH compris entre 2 et Brdes quatre protéines testées : fétuine,
pepsine, sérum albumine bovine et gélatine (figite Ceci suggere que le phénomene de
précipitation serait favorisé par la neutralité bglee de la protéine et qua nature des

liaisons ne serait donc pas ionique

*Influence de I'alcool

Certains aliments astringents, comme le vin, congat également de l'alcool. Cet agent,
faisant diminuer la polarité du milieu, est capatderéduire les interactions entre les tanins
du vin et les protéines salivaires, ce qui sugdjamplication d'effets hydrophobesdans le

phénomene d’interactions (Le Bourvelleical, 2004a).
« Effet de I'ajout de produits accepteurs de liaistrydrogéne ou de détergents

L'ajout de produits accepteurs de liaisons hydregén de détergents agissant par effet
hydrophobe avec les protéines, tels que l'acétanmég, le polyéthylene glycol, le dodécyl
sulfate de sodium ou encore la polyvinylpolyrroléo suffit & dissocier les complexes de
nature réversible (Haslaat al, 1992). On peut donc penser que si ces produitscepables
d'entrer en compétition avec le polyphénol pouiaigon avec la protéine, c'est probablement
que les liaisons impliquées dans la complexatiort de méme nature que celles impliquant

ces détergents, a savoir adfets hydrophobes et des liaisons hydrogene



Etude Bibliographique : Interactions polyphénols/macronutriments : leur nature 40

= Modélisation des complexes réversibles

Suite a ces observations expérimentales, plusiéguipes se sont attachées a proposer un
mécanisme de formation des complexes réversibtdsipes — polyphénols.

Dans une premiére étape, les deux molécules (peott polyphénol) s'orientent l'une par
rapport a l'autre, guidées par des effets hydrophiote qui expliquerait la dépendance de la
capacité de flexibilité conformationelle du polypbéévoquée précédemment.

La liaison s'effectuerait ainsi dans une poche dphliobe de la protéine (figure 13), constituée
en grande partie de résidus proline (Speetal, 1988), mais également de résidus glycine
et arginine comme le montrent des données obtgmareRésonance Magnétique Nucléaire
(R.M.N.) avec des peptides de synthese (Bagteal, 1997). Des liaisons hydrogéne se
formeraient entre les groupements phénoligues segteupements polaires de la protéine
(Spenceret al, 1988). Ce résultat est confirmé par le fait gaagmentation du nombre de
groupements phénoliques de la molécule, autremiérdod degré de polymérisation, est
corrélé positivement a l'intensité de la formatides interactions. L'importance relative des
effets hydrophobes par rapport aux liaisons hydredérs de cette phase n'est en revanche
pas bien connue.

D’autres hypotheses font intervenirpeénomene de « stacking »terme anglais désignant
un empilement de cycles aromatiques. Cette hypethasabord été émise en extrapolant les
données obtenues par diffraction des rayons X ELNR.dans le cas des complexes de la
caféine avec les polyphénols (Haslam et Lilley, 8)98tant donné la ressemblance de
structure entre la caféine et les peptides richespeline. On observe une structure
tridimensionnelle due a I'empilement de "couchesdyghénol - caféine - polyphénol séparées
les unes des autres d'environ 3,4 A (figure 14).eéDepilement est d0 & des liaisons faibles
non covalentes. En effet, on peut observer qugragpements phénoliques se trouvent face a
face avec les hétérocycles a 6 atomes de la caféengui s'explique par des interactions
électrostatiques entre les deux cycles : il y @agpasition des groupements polarisables. Des
résultats similaires a ce modéle, longtemps resté@dilleure approximation du phénomene,
ont été retrouvés par R.M.N. (Baxtet al, 1997). En étudiant les interactions entre leagall

de propyle et des peptides de synthese dont leeségLest tres riche en proline, ils montrent
que les interactions peptide - polyphénol impliguaen un empilement des cycles similaires

et rappellent I'importance des effets hydropholaes de phénoméne (figure 15).
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1.1.1.1.2. Interactions des polyphénols avec lesgigines a structure globulaire
De nombreuses données ont été générées conceimanadtion des protéines salivaires avec
les tanins, et de fait, les interactions de mokxyhénoliques de masse moléculaire plus
faible, telles que les acides hydroxycinnamiquesgcdes protéines (globulaires ou non), ont
longtemps été négligées. Pourtant, il semble gaenteractions puissent également exister, a
condition que ceux-ci soient maintenus en conceatrguffisante dans le milieu (Spenatr
al., 1988). L'existence d'interactions entre la Sératbumine bovine et des acides
phénoliques tels que l'acide caféique, sous fostériBée ou non, a par exemple été montrée
(Bartholomeet al, 2000 ; Rawelet al, 2005). L'utilisation de la spectrofluorimétrie et
d’autres méthodes comme la dialyse a I'équilibyrp’étude de ce type d'interactions, a
permis de déterminer les constantes d’affinité denbreuse molécules telles qu’acides
phénoliques ou quercétine (Dufour et Dangles, 20@&padopouloet al, 2005 ; Prigentet
al., 2003) pour difféerentes protéines a structure iglgatorganisée. Par exemple, les
flavonoides présentent des constantes d’affiniélefa pour la sérum albumine bovine, de
I'ordre de 1-15 . 1DM™, les flavones et les flavonols étant ceux quiisetlle plus a cette
molécule (Dufour et Dangles, 2005).
Les données rassemblées suggerent I'existence éeomignes similaires a ceux décrits
précédemment pour les protéines a structure dépldygconformation des protéines (cas de
la sérum albumine bovine) ne semble cependant frasnédifiée consécutivement aux
interactions (Dufour et Dangles, 2005 ; Prigental, 2003). Des phénomenes de stacking
seraienimpliqués, mais également des liaisons hydrogemdeseffets hydrophobes (Dufour
et Dangles, 2005). Il semble que les liaisons sseiat a proximité des résidus tryptophane de
la protéine, puisqu’il est possible de les mettre&éeidence par quenching de fluorescence, au
niveau de sites de fixation bien déterminés, dbast possible de calculer le nombre grace
aux diagrammes de Scatchard. Deux sites de liaispimcts ont été mis en evidence dans le
cas des interactions sérum albumine bovine / aciderogénique (Prigenét al, 2003).
Cependant, les constantes daffinité observées uene relativement faibles,
puisqu'inférieures & £qDufour et Dangles, 2005 ; Papadopoutdtal, 2005 ; Prigenet al,
2003). L'étude de ces complexes demeure un pofiltsguait important d’approfondir dans

la connaissance des interactions protéines / péhyb.

[.1.1.2.La complexation irréversible
Cette complexation se produit dans les produitsaitaires ayant subi des traitements plus
ou moins drastiques. Il se forme par exemple dessoins covalentes entre l'acide

chlorogénique et les protéines de la graine denemal lors de I'extraction de ces derniéres en
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conditions basiques (Shamanthaka et Narasinga,)193ablissement de ces nouvelles

liaisons est facilité par le rapprochement occasopar les complexes formés dans la phase
réversible, et favorisé par l'intervention d'ageswgerieurs tels que le di-oxygene.

Deux phénoménes distincts peuvent se produire sielencaractéristiques physiques du

produit alimentaire et le traitement qu'il recopptH( présence d'enzymes et/ou d'ions

métalliques dans le milieu), mais dans les deux oasretrouve au final des complexes

caractérisés par des liaisons covalentes entprdésines et les polyphénols, accompagnés de

divers produits secondaires de réaction (Haglaal, 1992).

[.1.1.2.1. En milieu acide: exemple du trouble ddsoissons
Le trouble des boissons est un phénomene impap@nt I'industrie agro-alimentaire. De
nombreuses études s’y sont par consequent intégessé
A pH < 4, on observe une rupture de la liaison interdtent des proanthocyanidines, ce qui
aboutit a la formation de carbocations trés élgtiites. Ceux-ci réagissent rapidement avec
les groupements nucléophiles se trouvant a pro&intih I'absence de tels groupements, il
peut se produire des phénomenes de polymérisatitne ées différentes molécules en
présence, ce qui conduit a terme a la formationotkeposés de trés hauts poids moléculaires
qui précipitent avec le temps : c'est ainsi que fleut expliquer la perte d'astringence du vin
vieillissant (Haslam et Lilley, 1988).
La formation du trouble permanent de la biere mmalement s'expliquer selon le principe
décrit ci-dessus. En effet, dans les conditionsi¢aient acides rencontrées dans la biere lors
de sa conservation, il se produit une décomposdasproanthocyanidines (procyanidine B3
et prodelphinidine B3, polymeres de (+)-catéchitilevede (+)-gallocatéchine) au sein des
complexes réversibles protéines - polyphénols axist Celle-ci génére des carbocations
dérivés des flavan-3-ols, captés par les groupesmamntiéophiles des protéines, notamment
les groupements SH (figure 16). Il s’agit ici det@ines issues de l'orge, les prolamines et
I'nordéine, protéines qui ont la particularité i&iches en proline (Siebert, 1999).
Siebertet al. (1996) ont mis en évidence le fait que l'intensitétrouble formé dans les
complexes gélatine - acide tannigue ou gliading3-eatéchine était reliée a la concentration
des deux protagonistes de la fagcon suivante : poarconcentration en protéine donnée, si
l'on augmente la concentration en polyphénols, bseve tout d'abord une élévation de
l'intensité du trouble qui s'atténue ensuite, pass&ertain seuil (figure 17). lls suggerent
ainsi I'existence d'un systeme dans lequel chadasamolécules aurait un nombre limité de
sites de fixation (2 sont représentés pour le gawpl et 3 pour la protéine sur la figure 18).

Ainsi, lorsque le nombre de sites de fixation eéspnce est équivalent pour les deux
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protagonistes, un réseau de liaisons est a mérsétdblir (Charltoret al, 2002), augmentant
le trouble contrairement aux situations de désimailou le trouble est de plus faible
intensité. L'observation concernant I'importance ldetaille des composés phénoliques se
retrouve eégalement dans ce cas. Siebert (1999uévibnfluence du degré de polymérisation
de polymeres de (+)-catéchine sur lintensité dwkie détecté en solution dans la biere
(figure 19). Il semble en effet que la complexat®oit d'autant plus forte que la masse
moléculaire des polyphénols et le nombre de groepésnOH accessibles dans la molécule
sont éleveés (Siebert, 1999). Le trouble est maxlorajue le nombre de sites de fixation des
polyphénols équivaut a celui des protéines (ménmeardration). Dans ce cas, les réseaux
protéines / polyphénols sont de grande taille, i@anot une plus grande diffusion de la
lumiére. Par ailleurs, le trouble croit égalememecala concentration de chacun des
partenaires du complexe (Siebetial, 1996).

Dans le cas des jus de fruits, on a pu observempgapnscopie electronique a balayage que les
complexes protéines-polyphénols s’agrégeaient en atiucture secondaire plus ou moins
caténaire. Les protéines impliquées sont des ghptéimes (lectines et protéines estérifiées a
des arabinoxylanes) riches en hydroxyproline, pman¢ de la paroi cellulaire végétale, et
dont la concentration peut se trouver augmentéagn néfaste pour la turbidité du milieu
par I'étape de macération du moit de pommes eremeés d’enzymes (Beveridge, 1997).

Les problémes de troubles sont encore renforcédapaontamination des jus par des ions
métalliques provenant des tuyaux et cuves utilisés du procédé industriel de
transformation. En effet, les cations multivaleswst capables de former des complexes avec
les composés phénoliques, qui se combinent alags s protéines et les sucres présents
dans le milieu ; ils peuvent de plus catalyser pleénomenes d’oxydation. Par ailleurs, il
pourrait également se former un couplage oxydatifeeles tanins et les acides feruliques
pontant les chaines polysaccharidiques entre ddles la paroi du fruit (Beveridge, 1997).

Les composés de hautes masses moléculaires aimg@dsont trés stables en milieu acide.
Du fait de la présence de liaisons thioéthers, camplexes acquierent une certaine
hydrophobie de surface et s'agregent avec le t@oysformer un trouble permanent dans la
boisson (Haslam et Lilley, 1988). De plus, dansds de la biéere, il a été montré qu'une
guantité non négligeable de composés glucidiqueaive'ajouter aux complexes. Cependant,
ils ne semblent pas jouer de réle structural imgdrtlans le trouble car leur élimination n'est
pas nécessaire pour stabiliser les boissons ($idl999).

Enfin, ce phénoméne ne semble pas concerner exatasnt les molécules de haute masse

moléculaire puisque la (+)-catéchine est égaleroapable de faire précipiter les gliadines en
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solution a condition que ce polyphénol soit mainoteam concentration suffisante dans la
solution (Sieberet al, 1996).

1.1.1.2.2. En milieu basique ou riche en agents odnts
Cette seconde voie est due a des réactions d'aciyd&ile est favorisée en milieu basique
(pH>8) : de telles interactions ont notamment étisem en évidence entre des acides
phénoliques et des protéines telles que la sérbomahe bovine (Rawedt al, 2002b), le
lysozyme (Raweekt al, 2001b), la glycinine (Rawadt al, 2002a) ou encore les protéines du
lactosérum (Rawaedt al, 2001a).
Suite a I'étude d'un systéeme modeéle de complexatbihe caféique oxydé - résidus lysine de
la caséine, un schéma récapitulatif des réactiosseptibles de se produire dans différentes
conditions de pH (figure 20) a été proposé (Hweehl, 1982). Ces réactions, susceptibles de
se produire également avec dautres acides aminés la lysine (résidu cystéine en
particulier), impliqguent dans un premier temps ydation, enzymatique ou non, du composé
phénolique en quinone, puis la formation de quinnés avec les résidus amino-acides
(Rawelet al, 2002a). Des phénoménes de polymérisation se igerdiensuite.
La présence d'enzymes telles que les polyphéncémerd et/ou d'ions métalliques peut
également favoriser de telles réactions. Le termpelygohénoloxydase » recouvre en fait trois
familles d’enzymes impliquées entre autres dansrismissement enzymatique des fruits
(Nicolaset al, 1994) (Mustafa, 2005) :

- Les catéchol oxydase(aussi appelées parfois monophénol monooxygénases
tyrosinases), qui catalysent I'hydroxylation desnmghénols em-diphénols (activité
crésolase), eux-méme oxydés efguinones (activité catécholase) (figure 21.a).
Ubiquitaires dans les fruits, elles représentent dzajorité de [l'activité
polyphénoloxydase.

- Leslaccasesqui sont capables d’oxyder en quinones aussi leieo-diphénols que
les p-diphénols (figure 21.b). On les trouve surtoutzches champignons et quelques
rares plantes supérieures. Les seuls fruits dansiéés on la rencontre sont la péche et
I'abricot.

- Les peroxydases peuvent également étre considérées comme participa
brunissement enzymatique. Ces enzymes sont capabbeyder les donneurs
d’hydrogéne (dont les polyphénols) et sont hauténspecifigues du peroxyde
d’hydrogéne. Elles sont également capables d’oxjeercomposés phénoliques en

quinones. Cependant, leur réle dans le brunisseem@ngmatique reste mineur, en
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particulier parce que leur activité est limitée par concentration de peroxyde

d’hydrogéne présente dans la plante.
Nécessitant la présence d'oxygéne, ces réactionducsent toutes a la formationod'
quinones plus ou moins colorées selon le di-phéaot elles dérivent. Ces espéces chimiques
extrémement réactives sont susceptibles de réamgiuzeau avec les polyphénols non oxydés
pour donner des dimeéres du polyphénol original pguivent a leur tour étre oxydés et donner
des oligomeres plus ou moins colorés (figure 21.e¥.0-quinones peuvent également réagir
avec des especes non phénoliques présentes dianilgele(figure 21.d) : leur réaction avec
les groupements nucléophiles des protéines donige cdenplexes a liaison covalente
irréversible (Haslam et Lilley, 1988). Les compogE®noliques sont tous susceptibles de
subir ces réactions, que leur masse moléculaitdasbie ou importante. Dans la majorité des
cas, les produits finaux sont des polymeres brico(aset al, 1994).
Les o-quinones réagissent également avec l'acide aspa@bice qui permet de régénérer le
polyphénol d’origine en donnant de l'acide déhydombique, ou avec les sulfites pour
donner des composés non colorés. En milieu aquewacide, des triphénols peuvent se
former et étre oxydés par la polyphénoloxydasearugs quinones en exces pour donner des
p-quinones (figure 21.d) (Nicolat al, 1994).
Ces enzymes sont normalement localisées dans ¢ ¢ies chloroplastes, dans des plastes
non chlorophylliens ou encore dans les mitochosdie la cellule végétale, voire libres dans
le cytoplasme, et ne sont pas en contact aveolgphgEnols, principalement concentrés dans
les vacuoles. Cette mise en contact ne se produit due lorsque le fruit est |ésé ou
transformé (pressé, découp (Nicolaset al, 1994).
On retrouve également ce type d'interactions dartat¢ao : les quinones formées lors de la
fermentation des féves réagissent avec les prat@irésentes dans la graine pour donner des
complexes de nature irréversible a l'origine déibale digestibilité des protéines contenues
dans ce produit (Shahkhalidit al, 1990). Par ailleurs, la torréfaction ultérieures deves

semble encore accentuer ce probleme (Redgwaell, 2003).

[.1.2. Interactions avec les glucides et les fibres

Comme nous l'avons indiqué précédemment, les coésppbénoliques sont localisés dans
les plantes, en particulier dans les fruits. D& fagissant de produits relativement riches en
glucides, et en particulier en fibres, composadte$a paroi végétale, il est indispensable de

s’intéresser a la structure de cette derniere,d#fimieux comprendre le phénoméne.
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[.1.2.1. Fruits et légumes, matrices naturelles daslyphénols

1.1.2.1.1. Localisation des polyphénols dans leaiits et légumes
La détermination de la localisation des polyphémalss les fruits peut se faire extrémement
simplement au niveau expérimental : de simpleduss au chlorure de fer permettent de
mettre en évidence les zones en contenant, quame isont pas tout simplement les agents
donnant la couleur au fruit. La majorité des poBmdls se trouve ainsi localisée dans la peau
et les graines des fruits, ainsi que dans les {iigsre 22). Cependant, cette distribution est
moins nette dans les baies que dans les drupéts @rgk noyau ») : ainsi la pulpe de tomate
contient-elle plus d’acides hydroxycinnamiques gugeau (Macheix et al., 1990).
Dans la cellule végétale, il existe deux sites gpiaux de localisation des polyphénols : la
vacuole et la paroi cellulaire. Cette derniérephss ou moins riche en polyphénols selon la
localisation de la cellule : les parties charnuedrdit en sont pauvres (les polyphénols sont
alors principalement contenus dans la vacuole)framament aux cellules dont la paroi a
atteint le stade supérieur de rigidité (celluledadpeau et des pépins, épicarpes des grains de
blé) (Macheix et al., 1990).

1.1.2.1.2. Paroi végétale et fibres alimentaires

La paroi cellulaire des fruits charnus est prinldpeent constituée de trois réseaux de
polymeéres de glucides a I'état de microfibrillesy Ptrouve aussi divers autres composés en
proportions moindres (tableau 1V), en réseaux imi#s (figure 23). Dans la chair de la
plupart des fruits, 50 g/ 100g de la matiére seclat composés de cellulose et
d’hémicellulose, elles-mémes imbriqguées dans urearéspectique qui constitue 25 a
40 g/ 100 g de la matiére seche. Le tout est ioterecté grace a un réseau de glycoprotéines.
L’extensine, qui représente 1 g/ 100 g de la matsé&che, est impliquée dans I'expansion des
parois cellulaires (Cosgrove, 2000). Ces propostiarient selon la plante ou le tissu
impliqué. Par exemple, dans les parties du fruileua graine ayant un réle de protection ou
de soutien, la paroi végétale se lignifie plus @ason de blé) ou moins (cas de la peau des
fruits), tandis que les parois des cellules compoisachair du fruit ne présenteraient pas cette
caractéristique.

On appelle « fibre alimentaire » les parties corhlest des plantes riches en polysaccharides
résistantes a la digestion et a I'absorption dantes$tin humain mais qui sont partiellement
ou totalement fermentées dans le cdlon. Cette itdéfin qui varie légéerement d’'un pays a
I'autre, inclue les polysaccharides, les oligosacicies, la lignine et les substances végétales
associées. On distingue les fibres solubles deas [les pectines, les mucilages) des fibres

insolubles dans I'eau (la cellulose, les hémicetles, la lignine) (tableau 1V).
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D’aprés ces données, on peut envisager deux typesmportement des polyphénols dans
des systemes riches en glucides :

- dans le cas de végétaux non transformés (frugsiniés consommes tels quels), les
polyphénols peuvent étre retenus dans les pargsétaiés (fibres, cuticules) ou les
vacuoles des cellules, sous forme glycosylée ouinégractions constitutives).

- dans le cas de produits transformés issus de wegées molécules normalement
contenues dans les différents compartiments déatagoentrent en contact lors de la
transformation, conduisant a des interactions pietées : polysaccharides des parois

cellulaires et polyphénols précédemment contenns s vacuoles.

[.1.2.2. Interactions constitutives

Certains acides hydroxycinnamiques (acigeumarique et férulique) entrent dans
la composition des parois végétales et des filitaEst notamment le cas dans les téguments
de nombreuses céréales (blé, orge...) et plantes aotytdddones (herbe, bambou). Si la
couche la plus externe de la graine (péricarpefpestment lignifiée et peu fermentescible, en
revanche la couche a aleurone, située immédiatermentiessous, est riche en acides
hydroxycinnamiques libérables par fermentation dbson et al, 2001). Les chaines
d’arabinoxylanes qui constituent I'hnémicellulosents@ontées par des diméres d’'acide
féruliqgue (son de blé), associés par des liaisond hux résidus arabinofuranose (figure
24.a). Chez I'amaranté\(naranthus caudatus )...I'acide férulique serait lié aux arabinanes
pectiques et aux galactanes (Bungehl, 2005). La réalité de ce pontage a récemment été
démontrée par la purification de di-arabinosyl 8Qiéhydrodiférulates dans les fibres
insolubles du mais (Allerdingst al, 2005). Dans les téguments de certaines céréaese
le riz sauvage, des pontages d’acide sinapiquergient €également exister, les pontages
d’acide férulique restant majoritaires (Buneelal, 2002). On considére que ces pontages se
forment par interconnexion oxydative de deux acifégsliques, chacun lié & une chaine
polysaccharidique différente, cette réaction étaialysée par une peroxydase (Beveridge,
1997).

Les formes monomériques et dimériques d'acides lifii et p-coumarique
pourraient servir de sites de nucléation pour kelbdppement de la lignine dans les stades
ultérieurs du développement de la paroi. Par aslell a ét¢é montré dans I'herbe que les
férulates et lep-coumarates étaient liés a la lignine par des laiséther et simultanément
aux polysaccharides par des liaisons esters (figdiig) (Kroonet al, 2000). Dans les stades
ultérieurs du développement, ils feraient partiggrante des polyméres de lignine, ce qui
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semble plausible car les mécanismes de dimérisalesm acides féeruliques (couplage
radicalaire) sont proches des réactions de couplagénterviennent dans les réactions de
couplage des monolignols en lignine (Buneeal, 2003). Le niveau d’intervention de l'acide

férulique et de ses dérivés dans les mécanismdigriication a d’ailleurs été récemment

partiellement élucidé (Bunzel al, 2004).

L'existence de ces pontages a €galement été mocieze certaines dicotylédones
(betterave a sucre, épinard, carotte...). Le ponsegait alors par liaison-22 aux résidus
arabinofuranoses ou-16 aux résidus galactopyranoses des pectines (Kebah 2000). Ces
pontages contribuent de maniére significative auntiem de l'intégrité des membranes
pendant la cuisson et diminuent considérablemenligastibilité de ces fibres alimentaires
(Kroon et al, 2000).

De nombreuses formes de ces diméres ont été igestdlans les végétaux (figure 25).
On utilise en général des hydrolyses acides oureatigues plus ou moins sélectives,
couplées a des séparations chromatographiques I@sudentifier. On trouve notamment
certaines de ces formes dimérisées dans les ce(@alazelet al, 2002 ; Bunzeét al, 2001a
; Bunzelet al, 2001b), mais aussi dans I'ananas, les betteregegpinards (Fergusat al,
2001), la carotte (Part al, 1997), et I'asperge (Rodriguez-Arces al, 2002). Dans les
céréales, leur présence a été mise en évidencenggyal dans la fraction soluble des fibres,
mais en quantité largement moindre que dans ladramsoluble (8 a 39 fois moins). Dans la
fraction insoluble, les acides féruliques sont 88s8-5 alors que les liaisons 8-8 prédominent
dans la partie soluble (Bunzet al, 2001b).

Chez certains légumes verts, la quantité d’acifierdigue augmente de maniére spontanée
lors de la conservation : aprés 3 jours de conienjd’acide féruliqgue dimérisé de I'épinard
passe de 60 g/100g a 70 g/100g en acide férulajak(Rodriguez-Arco®t al, 2002). Cette
transformation est due a la sénescence des tisgss &tribuée a la formation de complexes
pectine/xylanes/composés phénoliques.

Les plus récentes données font état de déhydratar(Bunzelket al, 2003 ; Funket
al., 2005), isolés des fibres insolubles du mais.eG#dtouverte a relancé les conjectures sur
la structure des pontages entre chaines d’araldemoey, qui seront donc plus complexes qu'il
n'y paraissait : les acides féruliques déja diné&riseraient susceptibles de poursuivre leurs
réactions de couplage, en particulier ceux sitmésosit de chaines d’arabinoxylanes. Dans le
cas de l'acide 5-5/8-O-4 dihydrotriféerulique, de&agtions de couplage pourraient tout
d’abord se produire entre deux acides féruliquessisur une méme chaine d’arabinoxylane,

en 5-5. Puis il pourrait se produire un pontagel€h entre I'atome de carbone 8 libre sur le
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dimére d’acide férulique préalablement formé etdebone 4 d’'un acide férulique lié a une
autre chaine d’arabinoxylane. Ceci n'implique tewgoqu'un pontage entre deux chaines
(Bunzel et al, 2003). Dans les téguments du mais, l'existencidés 8-0-4/8-O-4
dihydrotriférulique et 8-8/8-0O-4 dihydrotriféruligua été mise en évidence, ce qui suggere la
possibilité de pontage entre trois chaines d’amdyilanes, chague monomeére étant lié a une
chaine différente (Funét al, 2005). Cette hypothése est controversée en rdisda rigidité
acquise par les chaines d’'arabinoxylanes une foi$éps par les diméres d’acide férulique.
Une troisieme hypothése, le phénomene de « badsiag», voudrait que deux acides
féruliques liés a des chaines d’arabinoxylanegwdifftes se couplent dans un premier temps,
et qu’un troisieme acide férulique se couple a bunl'autre des acides féruliques du dimére.
Ainsi la question de savoir si jusqu’a trois chaikarabinoxylane peuvent étre impliquées

dans le phénomeéne de pontage reste ouverte @ik 2005).

1.1.2.3. Interactions formées lors de la transforiian des fruits

Les polyphénols se trouvent en grande majorité tiamacuole des cellules et ne se trouvent
donc pas en contact avec la polyphénoloxydase fsuit n’est pas Iésé. En revanche, si tel
est le cas, non seulement des phénomeénes de lBmeissenzymatique peuvent se produire,
mais encore les polyphénols ainsi libérés peuvetetragir avec les polysaccharides de la
paroi végeétale, ce qui diminue leur extractibiliés du pressurage des fruits destinés a la
fabrication de boissons a base de fruits.

Peu d’études se sont intéressées a ces phénoniiénesraient notamment impliqués dans
I'atténuation du phénoméne d’astringence ressergide la consommation de fruits mdrs par
rapport a des fruits plus verts. En effet, la vis#ode l'aliment, souvent déterminée par la
quantité de sucres présente dans I'aliment, anfhieence indirecte sur I'astringence car elle
induit une lubrification orale. Mais par ailleutis,a été montré que les pectines pouvaient
interagir directement avec les polyphénols réduisamsi I'efficacité de leurs liens avec les
protéines, et donc l'astringence (Macheixal, 1990). Ce phénoméne se produit lors du
marissement des fruits. En effet, pendant une lengériode, on a assimilé cette perte
d’astringence aux phénomenes se produisant danwinle vieillissant, a savoir la
polymérisation intense des tanins a l'origine d'aiminution de leur solubilité. Il a ensuite
été démontré que le phénomeéne variait selon le finsi dans le Kaki, cette diminution de
I'astringence est en fait due a une réaction aaeetaldéhyde, synthétisé par le fruit lors du
marissement, qui conduit a la gélification de laichdu fruit, par liaisons multiples des
oligomeéres de proanthocyanidines. Leur solubilgg&ators diminuée et de fait, I'astringence

du fruit diminue. En revanche, dans les framboetdes mures, le mdrissement provoque la
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désestérification et le morcellement des pectitigsa alors compétition entre les protéines
salivaires et ces morceaux de pectines dans l&dawecale pour la fixation aux polyphénols,
d’ou une diminution de la sensation percue (Mackéixl, 1990).

De méme, il a été observé qu'une addition de 1@ g &e sucre pour 100mL de vin rouge
diminuait sensiblement lintensité de l'astringeniee temps nécessaire pour atteindre la
perception maximale ainsi que la durée totale dpeliaeption. Quelle que soit l'intensité
d'astringence d’un vin rouge, une concentratiosaatharose supérieure a 50 g/L permet de
I'atténuer significativement (Ishikawa et Noble 959. Cependant, pour la consommation, 1 a
3 g de sucres résiduels pour 100mL de vin sontinell@ment souhaités dans le vin rouge.
D’autres observations permettent de mettre en BuElel’'existence de complexes
polyphénols/polysaccharides (Renatchl, 2001) :

- Le comportement des tanins en chromatographies derda mise en contact de gels de
dextrane (Sephadex) et des tanins, on constateetandrd’élution extrémement
important, qui serait di a la séquestration desiggments aromatiques, voire de la
molécule entiére, dans les pores et cavités du gel.

- L’extractibilité des polyphénols par centrifugati@iminue lorsqu’'on les met en
contact avec des matrices de polysaccharides insesleomme I'amidon, I'acétate de
cellulose, la chitine ou les chitosanes.

- Les polyphénols peuvent étre extraits de complexe les protéines par ajout
d’amidon ou de chitosanes.

- La précipitation des complexes protéines/polyph&eal solution peut étre inhibée par
I'ajout de pectines ou de divers polysaccharides.

- Le spectre RMN'H des cyclodextrines et des oligodextranes en isalst modifié
en présence de polyphénols.

Le modéle d’interaction polyphénol-cyclodextrines é'ailleurs longtemps resté la seule

approche expérimentale du phénomeéne.

1.1.2.3.1. Le modele d’interaction polyphénols/cyodextrines
Les cyclodextrines sont des molécules en forme ndan, produites entre autres par la
dégradation de I'amidon par une amylase (cyclodeage) deBacillus maceransElles sont
composées d'unités glucopyranoses, reliées enee gar des liaisong-1-4. L'intérieur de
'anneau (tore) forme une cavité hydrophobe targlie I'extérieur est hydrophile. Cette
cavité permet l'inclusion de nombreux composeés,t des polyphénols. L’existence de ces

interactions a pu étre démontrée par l'inhibitienla polyphénoloxydase : le polyphénol étant
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partiellement inclus dans la cyclodextrine, il reupplus réagir avec I'enzyme (Fayatal,
1997 ; Gacchet al, 2003).

La structure des complexes d’inclusion a ensuigeé&tidiée par spectrophotométrie U.V.,
R.M.N et cristallographie (Le Bourvelleet al, 2004a ; Malpezzet al, 2004). Dans une
cyclodextrine, les carbones C3 et C5 sont tourm@s Vintérieur de la cavité hydrophobe,
tandis que les carbones C2, C4 et C6 sont toumrasextérieur. C2 et C3 sont orientés vers
le dessus du cycle, tandis que C5 et C6 sont éserdrs le dessous (figure 26). Les études en
R.M.N. *H montrent que ce sont les hydrogénes en C3 etuCSant les plus affectés par
l'interaction (Biancoet al, 1997). L’hydrogéne en C3 interagirait avec le ugement
hydroxyle du cycle phénolique, tandis que le cyelematique entrerait dans I'anneau du coté
des carbones C2 et C3 (par le « dessus »), sel@xaiparalléle a I'axe de la cavité de la
cyclodextrine (figure 26). L'interaction serait d@edes liaisons de Van der Waals, des
liaisons hydrogéne et des effets hydrophobes, |&ant éliminée de la cavité durant la

complexation (Haslam et Lilley, 1988 ; Malpeetial, 2004).

1.1.2.3.2. Interactions polyphénols/polysaccharides
Les interactions entre les procyanidines et leggamicharides des fibres de la pomme a cidre
lors du pressurage des pommes, premiére étapeébdeation du cidre, ont été étudiées (Le
Bourvellecet al, 2004a). Un milieu simplifi€, simulant le moQt pegmmes mais ne contenant
pas de polyphénoloxydase , a été utilisé. Pour tedaractions polysaccharidiques (pectines
hautement méthylées, contenant xylogalacturonagakgctoxylanes, mannanes, glucose,
acide galacturonique) et procyanidiques de pomwolagMmeres et polymeres) ont été isolées,
puis remises en contact en solution a hauteur de dg fibres et 1g/L de polyphénols, en
faisant varier difféerents parametres du milieu (fbtce ionique, température, nature des
polyphénols ajoutés individuellement ou en mélangek séparation sur colonne Sep-Pack a
alors été effectuée puis les polyphénols libreséslgsar chromatographie liquide haute
performance couplée a un détecteur U.V.-visiblaratte de diodes.
Ces travaux montrent que les mécanismes de contiglexaen |'absence de
polyphénoloxydase seraient similaires a ceux decdmplexation protéines-polyphénols
réversible en milieu acide. En effet, la nature lildsons serait essentiellement non ionique,
car le pH n’a pas d’effet sur la quantité de poBmdis liée, dans une zone comprise entre 2 et
7 (pKa des groupements OH des procyanidines : Onetel0). De méme, augmenter la force
ionique du milieu fait augmenter les interactiom® qui suggere l'existence d'effets
hydrophobes. L'existence de liaisons hydrogeneesit a elle fortement suggérée par le fait
que les interactions sont éliminées, comme darsasedes protéines, par I'ajout d’agents
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destructeurs de ces liaisons, comme l'urée. Lestagiminuant la polarité du milieu, comme
le dioxane, font diminuer les interactions, ce comfirme la présence d’effets hydrophobes.
De méme, taille et flexibilité conformationnelle gwlyphénol sont impliquées de facon
similaire aux phénomeénes d’interactions protéingfieénol : plus celles-ci sont élevées,
plus I'interaction est forte. Le degré de gallogatdes procyanidines est lui aussi corrélé
positivement a 'augmentation des interactions.rément dit, plus il y a de groupements
phénoliques disponibles, plus l'interaction augregoe qui suggére fortement un mécanisme
similaire a I'interaction réversible entre protéret polyphénols.

Lorsque l'on ajoute de l'urée dans ce méme milien, constate que le phénomene de
désorption (suivi par dosage des polyphénols libiess le milieu) qui se produit comporte
deux étapes: une premiére, rapide, puis une secagmds lente, pendant laquelle le
phénomene se poursuit et finit par atteindre utepla Ceci pourrait s’expliquer par un
phénomene de liaison double aux parois : dans emipr temps, les procyanidines se
lieraient effectivement aux parois cellulaires,spune accumulation de polyphénols par des
phénomeénes d’empilement de cycles pourrait avair (Renarcet al, 2001).

De plus, la mobilité et la conformation du polydsaxide entrent aussi en ligne de compte
dans linteraction: si les polyphénols se lientilament aux gels de dextrane, les
polysaccharides « filamenteux », ne présentantrguieule longue chaine, lient tres peu les
polyphénols. Les polysaccharides a structure «rgkie » comme I'amylose, contenant des
cavités hydrophobes, ont en revanche une affingement plus importante pour les
polyphénols (Haslam et Lilley, 1988). Il n’existagpd’interaction entre les polyphénols et les
oligoméres de dextrane ou les petits polyméresligifison et al, 1995).Une structure
tridimensionnelle, comme celle que l'on trouve danda paroi végétale, serait donc
nécessaire a I'apparition de ces interactions.

Enfin, lorsque les polyphénols de la paroi sontd@sypar la polyphénoloxydase , comme lors
du procédé réel de pressurage des pommes darwitafen du cidre, il pourrait également
se former des liaisons covalentes entre les gqusaimsi formées et les polyméres de la paroi
végeétale (Renardt al, 2001).
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[.1.3. Interactions avec les lipides des fruits

La couche la plus externe de la peau de certauits,fraussi appelée cuticule, contient
également des polyphénols en faible quantité. @eusermettraient, en synergie avec
d’autres antioxydants, de protéger le fruit cotdrdégradation de la cuticule survenant quand
le fruit est cueilli avant maturité (Ju et Bramla@899). Ces polyphénols (quercétine, acide
gallique, naringénine) seraient liés aux cutinessda pomme et la tomate (Macheikal,
1990). Malheureusement, la littérature concernastioteractions est quasi inexistante et le

type de liaison mis en jeu ne semble pas avoiélét@dée.

[.2. INTERACTIONS « NON SPECIFIQUES » : EN LIEN AVEC LA SOLUBILITE DES POLYPHENOLS

Nous avons vu que les interactions des composéwlitpées avec les polysaccharides ou les
protéines impliquaient la liaison directe, révelesibu non, de ces polyphénols a d’autres
molécules. Cependant, il existe un second typdetation des polyphénols avec les autres
composantes de l'aliment : en effet, la solubiti&s composés phénoliques est différente
selon la nature du polyphénol, et surtout selamileeu dans lequel il est présent. Ainsi, cette
solubilité variera-t-elle selon que la moléculeasprésente dans un milieu aqueux, lipidique
ou alcoolique, trois milieux couramment rencontléss les aliments. Le comportement des
composés phénoliques dans I'aliment ou lors duusagastro-intestinal est donc susceptible

d’étre différent selon le milieu dans lequel il sstubilisé.

[.2.1. Influence des lipides

Peu d'aliments contiennent a la fois des lipidesdes composés phénoliques : on peut
néanmoins citer I'huile d’olive ou le chocolat, eacore les boissons au lait entier telles que
le café au lait, mais dans ce cas, la proportiohipildes reste faible. En revanche, lors de la
prise d’'un repas, les polyphénols se trouvent ngélad des aliments riches en lipides dans le
bol alimentaire, dans lesquels ils peuvent étrg,phu, au contraire, moins solubles, selon le
degré de polarité du polyphénol concerné. De mélee Jipides peuvent étre ajoutés lors de
la cuisson d’aliments riches en polyphénols (fatales oignons par exemple) ou coexister
dans des produits alimentaires complexes (yaagétsaux aux fruits).

Ces phénoménes existent également lors de la débricde certains aliments. Par exemple,
lors de la fabrication de I'huile d'olive, on adsisa une perte importante des composes
phénoliques de l'olive. En effet, les antioxydaaésl’olive sont de nature plutét hydrophile et
la grande majorité d’entre eux a plus d’affinitéupdes eaux ajoutées lors des procédés
d’extraction de I'huile (Mulinacciet al, 2001 ; Rodiset al, 2002) que pour la phase

lipidique. Dans des émulsions huile/eau, le cofficde partage huile/eau des polyphénols
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de I'huile d'olive peut étre extrémement faiblebfgau V), de 6.10 pour I'oleuropéine
(exprimé en mg d’oleuropéine dans I'huile par guildimg d’oleuropéine dans I'eau par g
d’eau) jusqu’a 1,5 pour I'aglycone correspondarddiRet al, 2002). De fait, les polyphénols
passent majoritairement dans I'eau. Cependantrithinent ces coefficients augmentent

lorsque la température est supérieure a 25°C (Rdis 2002).

[.2.2. Influence de l'alcool

Dans le cas de linteraction procyanidine/fibres ldepomme a cidre, I'ajout d’éthanol a
hauteur de 20 a 40 mL pour 100 g de modt de ponimmuke fortement cette interaction :
cet agent, en réduisant la polarité du milieu,isegpable de réduire les effets hydrophobes
(Le Bourvellecet al, 2004a). Des observations similaires ont étégéed lors de I'étude du
phénomene d’astringence. Des vins ont été désaésgbuis ré-enrichis en éthanol a hauteur
de 0 a 22 % (mL/100mL), puis une solution de sémlbumine bovine, modélisant les
protéines salivaires, a ensuite été ajoutée. Hmgue pourcentage d’éthanol, les fractions de
tanins non liés a la SAB et les fractions liées étdt séparées par centrifugation, puis la
quantité de tanins liés a été évaluée par mesurkablgorbance du culot redispersé par
addition d’'un détergent : plus celle-ci est failpiys il y a de tanins qui ont précipité dans le
culot. Le pouvoir antioxydant (PAO) de chacune ftastions a été évalué par la méthode
TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Parametdrq figure 27 présente les résultats
obtenus : plus il y a d’alcool dans le milieu, plagjuantité de tanins liée diminue, et plus le
PAO du surnageant (contenant des tanins non bésgjnente (le pouvoir antioxydant dd a
I'éthanol lui-méme ayant été vérifié comme nul),nimant clairement que I'ajout d’éthanol
dissocie les complexes tanins/protéines saliva{®srafini et al., 1997). La présence
d’éthanol dans le vin contribue donc a augmenten gouvoir antioxydant et la
biodisponibilité des polyphénols qu’il contientadtant qu'on observe des effets dans cette
étude a des doses d’alcool réellement contenuesaatains vins (11 %) et que le modéle de
protéine utilisé a une affinité pour les taninstement inférieure a celle des protéines

salivaires réelles (neuf fois moins importante).
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[I. INFLUENCE DES INTERACTIONS POLYPHENOLS /MACRONUTRIMENTS SUR LE

POUVOIR ANTIOXYDANT DES POLYPHENOLS

Le pouvoir antioxydant des polyphénols peut s’axeri a deux niveaux :

- soit dans l'aliment, en protégeant les lipides alitaires de I'oxydation avant leur

ingestion,

- soit apres ingestion, en protégeant les lipidesaitaires lors du tractus gastro-

intestinal, ou en limitant les phénomenes assauiéstress oxydatif (oxydation des LDL,

des membranes cellulaires....).
Le « pouvoir antioxydant d’'un aliment » se cardstépar la nature, la quantité, et I'activité
des molécules susceptibles d’avoir une action aydi@nte qu’il contient. Cette donnée ne
peut etre mesurée en extrayant ces molécules limdid, puisque le mode d’extraction
choisi en élimine nécessairement une partie. D& giwn isole les différents antioxydants du
produit, on ne prend pas en compte les antagoniginés synergies. La mesure de cette
donnée permet de déterminer si tel ou tel alimshphkis intéressant potentiellement qu’'un
autre pour I'organisme. Enfin, il est possible dgmdorme d’ingestion des polyphénols, libre
ou liée, de maniére covalente ou non, a des madécnies, ait une influence sur leur
pouvoir antioxydant.
Les différentes méthodes d’évaluation du pouvoitioagdant et leurs avantages et
inconvénients sont synthétisés dans le tableaull\éxiste deux types de méthodes pour
mesurer le pouvoir antioxydant d’'un aliment ou dfluide biologique : des méthodes qui
étudient une action antioxydante vis-a-vis de r@agkclibres stables (mesure du pouvoir anti-
radicalaire) ou de l'état d’oxydation d'un métal gsare du pouvoir réducteur), et des
méthodes qui vont étudier le comportement antiorydars de I'oxydation d’'un substrat
lipidique. Deux types de stratégies sont envisagealsoit des tests en systéme modeéle, soit
des tests évaluant le pouvoir antioxydant dansnuaiieice complexe. Dans tous les cas, il est
important d’envisager l'influence de I'environnenmetirect de la molécule sur son pouvoir

antioxydant.

[I.1. INTERACTIONS DANS L’ ALIMENT ET POUVOIR ANTIOXYDANT DES POLYPHENOLS

Il n'existe que tres peu de données dans la litkeraconcernant I'effet sur le pouvoir
antioxydant des complexes impliquant des polyptgabformés dans la matrice alimentaire.
En effet, I'industrie ayant longtemps considérédelphénols comme indésirables (cas du

trouble de la biére), beaucoup d'équipes se seenhtsllement concentrées sur la recherche
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de moyens visant a les éliminer. De plus, I'analysgotentiel antioxydant d’'un aliment ne
peut se faire, sauf dans le cas des boissons,rgg’amitement (broyage ou extraction) de la
matrice alimentaire, ce qui a pour conséquence oeifier 'organisation de celle-ci. Les
possibilités de mesure directe sur les alimenigsle®lsont considérablement limitées, tout au
plus peut-on discuter de la quantité plus ou mamzortante de polyphénols extraits de la
matrice avant mesure du pouvoir antioxydant.

Pourtant, comme nous l'avons vu précédemment, mésraictions entre les différents
constituants d'un aliment, et en particulier cefEsant intervenir protéines et polyphénols,
sont nombreuses. Elles peuvent se produire penaddabrication de I'aliment, pendant sa
conservation, ou juste avant sa consommation,dersa préparation. Dans tous les cas, les
conséquences sur le potentiel antioxydant que miese I'aliment lors de son ingestion
peuvent étre notables.

I est donc capital de déterminer linfluence des canteractions polyphénols -
macronutriments, sur la teneur en polyphénols didyes de I'aliment : sont-ils libres ou
retenus par les macromolécules ? Quelle est lémibe de ces interactions sur leur pouvoir
antioxydant dans l'aliment ? Comment la maitrise dderactions pourrait-elle permettre

d’améliorer le pouvoir antioxydant de I'aliment ? ...
[1.1.1. Interactions se produisant lors de la fabrcation ou la conservation de I'aliment
[1.1.1.1. Evolution du pouvoir antioxydant des frts pendant leur conservation

11.1.1.1.1. Conséquences du brunissement enzymatigsur les fruits
L’interaction entre les polyphénols du fruit efpalyphénoloxydase modifie de fagcon radicale
la couleur du fruit, conduisant a des colorationsunbs. Ce type d’interaction
protéine/polyphénol conduit a une modification dwyoir antioxydant des polyphénols. En
effet, transformés en quinones par l'action de Zigne, ceux-ci deviennent extrémement
réactifs et se lient de facon covalente a certagmdus acides aminés des protéines
notamment, rendant les groupements phénoliquescaraibles. Il est donc capital de
comprendre le mode d’action de ces enzymes pouvgioumieux controler les dégats
gu’elles provoquent.
Deux facteurs sont impliqués dans le brunissemeryreatique des fruits : la concentration
en polyphénols dans le fruit et I'activité de lalypténoloxydase. S’il est difficilement
possible de maitriser le premier, sauf en sélectinhdes variétés pauvres en polyphénols, en
revanche le second dépend de plusieurs paramatriEsgquels on peut plus ou moins agir.
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Le pH semble avoir une influence assez limitée suriVaét des polyphénoloxydases. En
effet, elles montrent un optimum dans les zonegHieencontrées dans les fruits et Iégumes,
soit autour de 5 (pomme, aubergine, pomme de tpoieg) mais aussi a pH 7 pour certains
fruits (kiwi, cerise, ananas). La polyphénoloxyddeda pomme conserve encore a pH 3 40%
de son activité, ce qui sous-entend qu’elle penet @icore active dans les jus si elle n’est pas
éliminée (Nicolaset al, 1994).

Elles sont en revanche peu stables tampératures supérieures a 40°GNicolas et al,
1994), excepté la polyphénoloxydase de tomateprsente un optimum a 40°C et pH 4,8, et
n'est pas inactivée par le froid, puisqu’elle cameeencore 55% de son activité a 4°C
(Spagneet al, 2005).

Il est possible d’envisager de traiter le fruit partains acides carboxyliques aromatiques
susceptibles d’inhiber I'enzyme, mais leur acti@cessite un abaissement du pH qui n’est
pas nécessairement bénéfique a la qualité du grfidicolaset al, 1994). Le contrdle de la
concentration en oxygene dans le milieu de conservales fruits peut se révéler une
alternative satisfaisante.

On peut également envisagdiagir sur les quinones elles-mémespar I'ajout d’acide
ascorbique, de sulfites ou d’acides aminés capatdeeduire les quinones endiphénols
(Nicolas et al, 1994). Ces phénomeénes peuvent se produire natuegit dans le fruit : le
lycopene, présent dans la tomate, serait capablecomérer les effets négatifs de la
polyphénoloxydase en régénérant les polyphénoysiésx par cette enzyme dans le fruit
(Spagnaet al, 2005). Enfin, certains polyphénols de haute masskculaire, comme les
procyanidines des pommes, sont capables d’'inhibpolyphénoloxydase (Le Bourvellet

al., 2004b).

11.1.1.1.2. Libération de composés des parois chés [égumes

Si le stockage des fruits peut avoir des effeteaggsastreux sur la quantité de polyphénols
qu’ils contiennent, en particulier si les tissugtd@sés et par conséquent soumis a I'action de
la polyphénoloxydase (Nicolast al, 1994), en revanche chez certains légumes, latitgian
d’acide férulique libre ou extractible des paroigymente de maniere spontanée lors de la
conservation aprés 3 jours, comme par exemple thsperge (Rodriguez-Arcost al,
2002). Cette libération est due a la sénescencetisiass, et fait augmenter le potentiel
antioxydant de cette plante. Il a été envisagé dlamer le pouvoir antioxydant des jus
d’asperges (produit largement consommé en Asieupgsrocédé similaire, en ajoutant des

enzymes pectolytiques pendant la production d¢Suset al, 2005).
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[1.1.1.2. Pertes de pouvoir antioxydant liées attansformation des fruits

11.1.1.2.1. Pertes de polyphénols lors du broyage éu pressurage des fruits

— Fabrication de I'huile d’'olive

Les polyphénols contenus dans les huiles d’olivieuorréle majeur dans I'amélioration de la
conservation de ces huiles car ils limitent le d&weement de l'oxydation des lipides
gu’elles contiennent, aussi bien lors de la cora@m que lors d’'un chauffage, par friture ou
au micro-ondes (Serviket al, 2004). Pourtant, ils sont présents en faible tiigarpuisque
98% des composés phénoliques présents dans I'sliveé perdus lors du procédé de
fabrication. 45% de ces 98% perdus restent liés tstourteaux, et les 55% restants sont
perdus en phase aqueuse lors du procédé de fadmmi¢stulinacciet al, 2001). Si I'huile est
obtenue par pressurage, il s’agit de I'eau contatares I'olive. Si I'huile est obtenue par
centrifugation de la pate d’'olive broyée, elle espond a I'eau ajoutée a la pate d’olive pour
faire diminuer sa viscosité et ainsi améliorer tfaxtibilité de I'huile depuis la phase solide.
Les pertes en composés phénoliques sont alors dgaptus importantes puisque la quantité
d’eau utilisée est bien plus élevée que dans mipreprocedé (Serviket al, 2004).

Ces pertes en composés phénoliques sont duesphuing leur faible affinité pour la fraction
lipidique (Rodiset al, 2002), mais aussi aux procédés de blanchimenitgapp aux olives
avant le broyage et le pressurage. En effet, degmees endogenes a l'olive telles queiia
glucosidase, inactivées par le blanchiment, cataly$hydrolyse de I'oleuropéine et de la
déeméthyloleuropéine en leurs aglycones corresptsidaioins solubles dans I'eau, durant la
phase de broyage. L'’inactivation de ces enzymets danc augmenter la quantité de
polyphénols glycosylés et estérifiés susceptiblégalperdus dans les eaux ajoutées pendant
le procédé d’extraction (Serviét al, 2004). De plus, la polyphénoloxydase est égademe
susceptible d’oxyder les polyphénols en quinonaspguvent alors se lier de fagcon covalente
aux parois cellulaires et rester dans les tourteigetraction (Serviliet al, 2004).

Dans l'optique d’extraire davantage de polyphérgdsis I'huile et d’améliorer ainsi son
pouvoir antioxydant, il pourrait donc étre intémssde modifier le procédé d’extraction des
huiles, notamment en utilisant moins d’eau dansréeédé et en contrélant la concentration
en oxygéne dans le milieu lors du broyage (Redial, 2002). Dénoyauter les olives avant
broyage pourrait permettre de diminuer la quantténzymes oxydant les composés
phénoliques hydrophiles, puisqu’elles sont majogtaent localisées dans le noyau. On
pourrait également ajouter des enzymes susceptitdedégrader les polysaccharides des

parois cellulaires auxquels peuvent se lier leggdanols oxydés, comme cela se fait lors du
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pressurage des pommes, dans le but d’augmentndement en matiére seche (Sewifilal,
2004).

= Pressurage des pommes a cidre

Les variétés de pommes riches en procyanidinesm@lgées donnent des jus qui sont
pauvres en polyphénols (Sanoretral, 1999) car ces procyanidines s’adsorbent sous leur
forme native sur les polysaccharides des paromeedont pas extraits (Renagtal, 2001).
Ainsi, le pouvoir antioxydant du jus de pomme obtele la variété Jonagold ne représente-t-
il que 10% de celui des pommes d’origine, et cedleur diminue encore (3%) si I'on ajoute
une étape de macération enzymatique (Van Der Sitisal, 2002). Cependant, les
polyphénols apportent tout de méme 45 % du powardioxydant total du jus (Van Der Sluis
et al, 2002). De méme, seulement 42 % des composeés lgh@sde la pomme seraient
extraits dans le jus, les acides hydroxycinnamicpieles dihydrochalcones étant les mieux
extraits (respectivement 65 % et 80 %), alors dextrhction des procyanidines, les plus
susceptibles de se lier aux polysaccharides paxgtdest que de 32 % (Guyet al, 2003).
Ces pertes importantes lors de la transformatiola g@mme releguent la variété du fruit au
second plan dans l'ordre d’'importance des facteihgant sur le pouvoir antioxydant du jus
(Boyer et Liu, 2004).

De plus, la présence de polyphénols oxydés parolgppénoloxydase pose également
probléme lors de la fabrication du cidre et du pless pomme : elle fait diminuer la
susceptibilité a I'hydrolyse enzymatique des polsgsede la paroi (pectines) pendant la
maceération des modts et donc leur extraction dabsisson (Missangt al, 1993 ; Renaret

al., 2001). C’est I'adsorption des polyphénols syvdeoi polysaccharidique, par formation de
liaisons covalentes suite a I'oxydation des polypite& de faible masse moléculaire (acide
chlorogénique, catéchines) en quinones, qui limiter’'accés des enzymes aux
polysaccharides, voire les inhiberait (Massiot en&d, 1997). Ce mécanisme pourrait co-
exister avec I'adsorption directe des polyphénoisdorme native.

Pour lutter contre ces phénomenes, il a été progageuter de I'acide ascorbigue pendant
I'étape de macération des molts de pommes précéelgmmessurage, de facon a réduire
I'oxydation et a améliorer le rendement des enzypeztolytiques ajoutées (Mihalet al,
2004). De méme, le moQt pourrait étre chauffé, ce mgsulterait effectivement en
I'inactivation de la polyphénoloxydase mais moddiée le golt et la couleur de maniere
conséquente (Van der Slgsal, 2004).
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Ainsi, une partie du pouvoir antioxydant potentlella boisson peut se trouver perdue lors de
sa fabrication, puisque les polyphénols resteraitamts la fraction polysaccharidigue non

extraite lors du pressurage des pommes.

[1.1.1.2.2. Trouble des boissons et clarificationek jus de fruits
Différents phénomeénes peuvent se produire durardofeservation des jus de fruits (en
particulier le jus de pommes) et de la biére, dahmkes troubles désagréables a I'ceil. lIs
peuvent étre classés en deux groupes :

- troubles d’origine biologiqueliés au développement excessif de bactéries ou de

levures,

- troubles d'origine chimique rétrogradation de I'amidon, cristallisation des

macromolécules polysaccharidiques extraites desigeellulaires du fruit, ou encore
formation de complexes polyphénols/protéines gécipitent, oxydation enzymatique
des composés phénoliques (Beveridge, 199 1oter que dans la biére, les troubles
peuvent également provenir de la cristallisation pg@tosanes, d’'une élimination
insuffisante d'auxiliaires de fabrication tels @ies agents de filtration, ou encore de la
formation de complexes protéines — polyphénolsh@ie 1999).

Ces troubles peuvent apparaitre entre quelques gtuguelques mois aprés la fabrication,

entrainant un probléme de qualité sérieux lorsqadt détecté tardivement. Seuls les

problemes faisant intervenir les polyphénols set@ités dans cette partie.

= La précipitation de complexes protéines-polyphénsldans la boisson

Ce phénomene a été décrit de maniere assez pdacisde cas du trouble de la biére. Deux
étapes distinctes peuvent étre observées danssation (figure 28) :

- Le trouble réversible (“chill haze"), étape iaié durant laquelle les associations protéines
polyphénols sont faibles et les complexes plus ainsnsolubles. Ce trouble peut étre
facilement dissipé par un simple chauffage.

- Le trouble irréversible, processus demandantoyesl jours et se traduisant par I'apparition
d'amas colloidaux indissociables finissant parreédter.

A l'origine d'une diminution de l'acceptabilité groduit par le consommateur, ces troubles
sont donc souvent considérés comme un défaut qonecherche a éliminer. La solution
adoptée est alors assez simple: on élimine lebleod sa source, en éliminant les
polyphénols. Ce procédé, appelé clarification plasr jus de fruits, fait par conséquent
nettement diminuer le pouvoir antioxydant, mais pstfois indispensable dans certains jus

sinon trop astringents, comme le jus de pampleneo{\&rdin et Fenercioglu, 2003).
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La méthode consiste en général a ajouter danslileundies protéines (gélatine additionnée de
bentonite, qui gonfle fortement au contact de ljeau de la polyvinylpolyrrolidone, qui
entrent en compétition avec les protéines endogpnas la fixation au polyphénol. Une
simple filtration permet ensuite d’éliminer les qaexes ainsi formés (Vardin et Fenercioglu,
2003). La polyvinylpolyrrolidone est également igék lors du procédé de fabrication de la
biere (Siebert, 1999).

Toutefois, I'émergence des procédés d'ultrafiltmatipermet de limiter les pertes en
polyphénols : au lieu de tous les éliminer sansndison, elle permet de retenir sélectivement
les polyphénols de plus forte masse moléculairkoragine des précipitations dans le jus
(Beveridge, 1997). Ainsi le jus de pomme se trouiteenrichi en composés phénoliques de
faible masse moléculaire : des pertes de 34,9%id#achlorogénique sont observées en
utilisant un procédé classique de clarificatiomto® seulement 6,7% lors de l'ultrafiltration
du méme jus ; les pertes en procyanidine B2 quagited sont respectivement de 32% et
12,1% (Gokmeret al, 2003). La polyphénoloxydase n’est pas inhibéecpgirocédé, mais le
procédé d'ultrafiltration étant deux fois plus @gique la clarification conventionnelle (3h au
lieu de 6), elle est moins a méme d’agir pendargréezédé de fabrication (Gokmexn al,
2003).

Une meilleure maitrise de I'étape de macératiomadiit de pommes en présence d’enzymes
pourrait avoir des effets spectaculaires sur lditgudu jus correspondant. En particulier, le
choix des enzymes pectolytiques est important tacess préparations commerciales,
présentant des activités protéases secondairagisemtes interactions protéines-polyphénols
et permettent ainsi l'enrichissement des jus en desniers, notamment en acide
chlorogénique, tout en évitant la libération d’'uxcés de glycoprotéines susceptibles de
précipiter (Mihalewet al, 2004).

= Problémes liés a la polyphénoloxydase dans les jds fruits non clarifiés

Le jus de pomme « a I'ancienne », autrement ditambpas subi le procédé de clarification,
est de plus en plus populaire auprées des consomrsaie produits « naturels et
authentiques », non pas pour son contenu en paigihémais pour ses qualités
organoleptiques et sa couleur qui le distinguestjde de pommes clarifiés. Dans ce jus, une
légere opalescence est considérée comme un sigogaliee (Beveridge, 1997). Elle est
attribuable a la présence de pulpe en suspensampasée de pectines solubles et/ou
particules de protéines chargées positivement,ecant de la cellulose et des pectines

partiellement déméthylées, de taille plus ou mamgortante, formant un Iéger trouble assez
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stable dans le temps. Le marché étant porteumprieducteurs ont recherché des solutions
permettant de conserver les qualités visuellesugen luttant notamment contre I'oxydation
due a la polyphénoloxydase , susceptible d'étreorenactive au pH du jus de pomme
(Nicolaset al, 1994).

Dans ce type de jus de pomme, on a donc longtempse@urs a I'ajout de quantités
massives d'antioxydants, principalement de la vitan€ ou ses dérivés, couplé a une flash
pasteurisation inhibant les enzymes (Beveridge719Rependant, il s’agit d’additifs colteux
qui, en plus, donnent un godt acide au jus et pguwecasionner un brunissement non
enzymatique lors d'un entreposage prolongé. Csrtpinducteurs ont tenté d’ajouter des
produits basiques qui raménent l'acidité du jupa®mme a son niveau normal de 3,5 a 3,9,
mais cette opération entraine la production decsedui donne un goQt plutét inattendu au jus
de pomme (Tronet al, 1997).

L'électrodialyse des jus a été proposée comme ltgraative intéressante. L'application d'un
courant électrique dans un réservoir a plusieurspastiments contenant du jus de pomme
séparé d'une solution de KCI par une membrane digoprovoque une acidification du jus.
En abaissant le pH a 2,7, on réduit de 81 % I&étides enzymes responsables du
brunissement sans altérer la couleur. Cette teabnmprmet également de faire revenir
ensuite le pH du jus a son niveau normal, sand'gueyme ne retrouve son activité, ce qui
laisse entrevoir des applications industriellegriegsantes (Tronet al, 1997). Le procédé
industriel couramment utilisé reste cependant tdarifagation/décantation (Beveridge, 1997).
Ainsi, en supprimant les troubles sans supprimemplayphénols, peut-on espérer conserver

un pouvoir antioxydant satisfaisant dans ces jus.

[1.1.1.2.3. La transformation des feves de cacao

— La fermentation du cacao

Dans certains aliments tels que le cacao, lesactiens protéines-polyphénols peuvent étre
recherchées. En effet, les interactions entre im@géet leucoanthocyanidines se produisant
durant I'étape de fermentation de ce produit seragel'origine d'une diminution de son
astringence (Lee, 1983L’est d’ailleurs probablement ce méme processuscouduit les
consommateurs a rajouter du lait dans certainessbins. Si le pouvoir antioxydant potentiel
de l'aliment se trouve ainsi amoindri (Sanchez-Gdez et al, 2005), en revanche
I'acceptabilité du produit est plus grande.
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= Le chocolat au lait

Les résultats d'une étude de biodisponibilité de)kpicatéchine du chocolat (Serafatial,
2003) suggerent la formation de complexes entrepagphénol et les protéines du lait
ajoutées pendant le procédé de fabrication du ¢hibdGependant, aucune étude ne s’est
directement intéressée a l'effet de I'ajout de #ait le pouvoir antioxydant du produit fini.
Une étude comparant le pouvoir antioxydant de ffés échantillons de cacao, chocolat au
lait et chocolat noir provenant du commerce, doan fabriqués a partir du méme lot de
cacao, montre cependant que [lefficacité antioxyeladu chocolat noir vis-a-vis de
I'oxydation des LDLex-vivoest equivalente a celle des poudres de cacao énatgcontenu

en polyphénols supérieur dans ces dernieres, maideqchocolat au lait est moins efficace
par rapport aux deux précédents (Vinsbral, 1999). Ce résultat n’est pas di a son contenu
moindre en polyphénols, puisque les quantités agud chocolat utilisé pour le test ont été
choisies de facon a contenir 100uM de polyphénolgauivalents catéchine (tableau VII).
On peut donc penser qu'il se forme des complexe&ipe-polyphénol dans cet aliment, a
I'origine du pouvoir antioxydant moindre observé&péndant, il serait nécessaire de mener ce
type de test sur des chocolats fabriqués a partméme lot de cacao et dont la composition
serait entierement connue.

[1.1.1.3. Valorisation de sous produits alimentase vers une amélioration du pouvoir
antioxydant des aliments ?

[1.1.1.3.1. Valorisation des sous-produits richesrefibres

Le molt de pomme, sous-produit de la fabricationudude pomme et du cidre, est riche en
composés phénoliques (phloridzine, acide chloragéni (-)-épicatéchine, quercétine
glycosylée, procyanidines) qui ne sont pas extdass le jus suite aux interactions avec les
polysaccharides pariétaux. Il en est de méme @supdlures de pommes, sous-produits de la
fabrication des pommes pelées en boite. On rechedidnc activement des moyens
d’exploiter le fort potentiel antioxydant que cesus-produits représentent, en tant que
compléments alimentaires ou comme extraits antiamigl Les résultats les plus probants ont
été obtenus par lyophilisation (Boyer et Liu, 20@4)) par extraction éthanolique (Van der
Sluis et al, 2004). Il pourrait étre intéressant de ré-enridbg jus de pomme avec ces
extraits, si la législation le permettait (Van D&uis et al, 2002), d’autant plus qu’il a été
montré que les polyphénols de plus haut poids ratdé&e contenus dans la pomme, les
procyanidines, étaient capables d’inhiber la poéypiloxydase. Le taux d'inhibition croit
avec le degré de polymérisation des procyaniding)% de l'activité de la
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polyphénoloxydase est perdue par ajout de 0,028¢/la fraction de procyanidines de degré
de polymérisation 80, alors gu'il faut 0,17g/L deflaction 10,5 ou encore 1g/L de la fraction
4, pour obtenir le méme résultat (Le Bourvekdal, 2004b).

Le ré-enrichissement du jus de pomme par les coéspplénoliques extraits des modts par
I'éthanol permet d’obtenir des jus de pomme ayaet activité antioxydante 5 fois supérieure
a celle des jus obtenus par le procédé classiqueuc représente alors 52 % du pouvoir
antioxydant de la pomme d'origine (Van der Slatsal, 2004). La valorisation des sous-
produits de l'industrie de la transformation dgptanme pourrait donc permettre de restaurer
le pouvoir antioxydant perdu lors de la transfoioratle ce fruit en jus ou en cidre.

De méme, les fibres des parties non comestiblda@nas sont trés riches en polyphénols,
qui sont de plus beaucoup plus diversifiés que aes fibores du son de blé et peuvent
représenter jusqu’a 35 % du fruit. On a notammaaten évidence la présence de myricétine,
d’acide salicylique, d’acide tannique et d’acipeoumarique (Larrauret al, 1997). Elles
présentent un pouvoir antioxydant supérieur a desutxtraits commerciaux de fibres et n’ont
pas de godt particulier, contrairement aux exti@dégibres d’agrumes (Larrawet al, 1997).
Cependant, s’il est évoqué par les auteurs dejtegea dans des aliments comme extrait
antioxydant a la fois riche en fibres et en polypiig, la création de nouvelles interactions
dues au fait que ces polyphénols ne sont pas ajsotss forme purifiée et peuvent donc étre
ajoutés sous forme liée a d'autres macronutrimergsqui pourrait engendrer des pertes
considérables de pouvoir antioxydant voire des itfigal nutritionnelles de [laliment

(complexation avec les protéines), n'est pas egesa

11.1.1.3.2. Valorisation des eaux perdues lors da fabrication de I'huile d’olive
L'utilisation des polyphénols perdus lors de lariedition de I'huile d’olive, comme
antioxydants naturels a ajouter aux aliments awchuie dans des compléments alimentaires,
est fortement envisagée (Mulinacgi al, 2001 ; Visioliet al, 1999). En effet, 98 % des
polyphénols de l'olive sont retrouvés dans les phaaqueuses lors de la fabrication de
I'huile. Il s’agit de plus de polyphénols ayant nr@énun pouvoir antioxydant intéressant
vitro (Visserset al, 2004) etex-vivq agissant principalement par chélation des ior@sm
aussi en captant les radicaux libres: tyrosol, txyghyrosol, oleuropéine (figure 29).
La concentration de ces polyphénols a partir d'phase aqueuse est difficile. L'extraction
par chromatographie sur Sephadex LH-20 semble ddeseésultats les plus intéressants,
comparée aux résines échangeuses d’ions ou auackoms liquide-liquide a l'acétate
d’éthyle (Visioli et al, 1999). Si des extraits suffisamment purs et exsmi@ contaminations

chimiques étaient obtenus, la fabrication d’huilelide « a teneur garantie » en composés
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phénoliques pourrait étre alors envisagée. Le powrdioxydant mais aussi la conservation

de I'huile obtenue en seraient probablement amédior
[1.1.2. Interactions se produisant lors de la congomation de I'aliment

[1.1.2.1. Effets de la préparation domestique ddsraents

S'il est facile de visualiser I'impact du brunissamh enzymatique provoqué par le découpage
des fruits et legumes, en revanche peu d’étudestmrthé a quantifier les effets de ce type
de préparation domestique sur le pouvoir antioxydas aliments a la consommation. Chez
I'asperge, des pertes de 18,5 % en flavonols, gimside pouvoir antioxydant, sont observées
une heure apres la découpe, alors que le mémenteit ne semble pas avoir d’effet sur le
pouvoir antioxydant des oignons (Makris et RossR601).

De méme, l'extraction des polyphénols des jus diagrs est meilleure par le procédé
industriel que par le pressage domestique : undgiB2 % dans le jus d’orange est observé,
notamment di a des polyphénols contenus dans &s<fbespéridine, naringine), tres peu
extraits par le pressage domestique. De méme, ldajus de pamplemousse, le procéde
industriel extrait la punicalagine (ellagitaninpauteur de 1,5 a 1,9 g/L, ce qui résulte en une
augmentation de 30 % du pouvoir antioxydant des ipgiistriels par rapport aux jus
domestiques (figure 30, tableau VIII) (Gdét al, 2000). Cependant, ces résultats sont a
pondérer dans le cas du jus d’orange car des pemte®lyphénols de 47 % sont observées
dans la pulpe du fruit, qui est rajoutée aprésepaistation au jus a la fin du procédé industriel
(Gil-lzquierdo et al, 2002a). Dans le cas de ce procédé, le gain deopoantioxydant est
donc amoindri par ces pertes.

11.1.2.2. Effets de la cuisson domestique des alitse

Les procédés de cuisson domestique trop drastiquesme le fait de faire bouillir les
légumes, sont capables de détruire certains patiéfaisant diminuer d’autant le pouvoir
antioxydant de ces aliments : faire bouillir depesges ou des oignons pendant 60 minutes
détruit par exemple respectivement 43,9 % et 20de%dflavonols qu’ils contiennent (Makris
et Rossiter, 2001). De méme, de légeres diminutengolyphénols, corrélées de maniere
significative a une diminution du pouvoir antioxydasont observées lors de la cuisson des
épinards (Kuti et Konuru, 2004).

En revanche, dans certains cas, l'inverse se pgrotlucuisson peut permettre la libération de
polyphénols auparavant emprisonnés dans la matégétale. La cuisson de la tomate ne
modifie en rien son contenu en composés phénoliguness permet la libération d’'autres

composeés antioxydants non phénoliques comme lepéym (Dewantcet al, 2002). Le
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pouvoir antioxydant de la fraction hydrophile défélients végétaux ainsi que le contenu en
composés phénoliques a été mesuré avant et apsssrcifd minutes a I'eau bouillante, sauf
pommes de terres, cuites au four a 218°C). Lesltafsumontrent que le contenu en
polyphénols est affecté de maniére difféerente stdgoroduit (tableau IX) : on observe une
diminution du contenu en composés phénoliques pbduoir antioxydant aprés cuisson chez
I'asperge, les brocolis et les carottes. La cuigsaffecte pas ces parametres chez la pomme
de terre blanche ou la patate douce, en revanth&ailaugmenter le contenu en polyphénols
totaux et le pouvoir antioxydant des tomates, douciouge, des oignons, des pommes de

terre rouges et « reinette grise » (\atwal, 2004).

[1.1.2.3. Préparation domestique des boissons aiti la

Les boissons riches en polyphénols, telles quééde le café ou le chocolat, sont souvent
consommees avec du lait.

Dans une étude datant de 1963, Brown et Wrighlisait la migration des protéines en
électrophorese, suggéraient que les protéinesidatéent susceptibles d’interagir avec les
polyphénols du thé. Les tanins du thé noir, notantriateragiraient avec les caséines et les
lactoglobulines, B-lactalbumine ne pouvant interagir avec les polyt® du thé que si la
caséine n'est pas présente dans le milieu (Browirigtht, 1963).

L'impact des interactions flavonoides-protéines $arcapacité antioxydante totale des
polyphénols, a été étudié par le test TEAC (Attsl, 2002, cf. tableau VI). Les auteurs ont
ainsi constaté que le pouvoir antioxydant de méarg flavonoides du thé vert ou noir et de
protéines telles que la caséine ou encore I'albanétait masqué en partie par les interactions
polyphénols-protéines et qu’il dépendait de la at(thé ou milieux aqueux) ainsi que du
type de flavonoides (Figure 31) et de protéinesleygp(Figure 32). Ainsi, la caséirfe
couplée a la (-)-épigallocatéchine ou a l'acideligaé, masque nettement le pouvoir
antioxydant de ces composés. L'efficacité des oaséilans ce processus semble suivre leur
richesse en proline. Des effets similaires de magguwlu pouvoir antioxydant sont observes
dans cette étude avec le thé, noir ou vert (Attal., 2002) . Cependant, une autre étude
(Serafini et al, 1996) montre des résultats contradictoires :ell semble pas exister de
différence entre le pouvoir antioxydant (test FRAPableau VI) de solutions de thé, vert ou
noir, auxquelles sont ajoutés ou non 25 % de figiie 33). De méme, une étuatevitro de
l'oxydation des LDL ne fait apparaitre aucune ddfece dans les cinétiques d'oxydation de
ces LDL incubées avec du thé noir, en absence auésence de 10 % de lait (Richedteal,
2001).
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Des résultats comparables ont été observés avebaisson au chocolat contenant 66 % de
lait (Richelle et al, 2001). Pourtant, il a été montré (figure 34) dieteraction de
procyanidines extraites du sorgho avec de la g@déisait |égerement diminuer leur pouvoir
antioxydant dans le test TEAC (Riedl et Hagerm#&®912. Le chocolat contenant également
des procyanidines, on peut imaginer une complexates protéines du lait avec les
procyanidines du cacao dans une préparation delkta@u lait a boire.

En revanche, certains travaux (Sanchez-Gonzéteal, 2005) suggérent que le pouvoir
antioxydant du café expresso, mesuré par les ERAP et ABTS, diminue lorsque I'on
ajoute du lait dans le milieu. Aucun résultat aféifii’est cependant fourni dans cette étude.
Les résultats expérimentaux concernant les boissongit sont donc contradictoires et
semblent dépendre au moins des tests de mesumdaipantioxydant utilisés.

Dans laliment, les interactions polyphénols/maarsrment ont donc comme
conséquence :
- d’éliminer ou de rendre inactive une partie desypblénols contenus dans le
fruit d’origine, notamment par oxydation enzymaéqu
- de limiter I'extraction des composés phénoliquessda produit fini lors de
la fabrication.
- Probablement de limiter le pouvoir antioxydant pdiel d’'un aliment vis-a-

vis de I'organisme en bloquant une ou plusieursfions phénoliques.

[I.2. INTERACTIONS DANS L’ ORGANISME ET POUVOIR ANTIOXYDANT DES POLYPHENOLS

Lorsque l'aliment est ingéré, on peut se demanddesscomposés phénoliques liés aux
macromolécules sont susceptibles d’étre libérés dar la digestion, ou au contraire, si la
complexation peut s’en trouver renforcée. De méorsgu’ils sont ingérés, les polyphénols
liés aux macronutriments peuvent avoir un pouvoioxydant différent vis-a-vis des lipides
des parois du tube digestif ou de ceux du bol aitaiee que leurs équivalents libres. Enfin, la
question du devenir du pouvoir antioxydant de pellyphénols, une fois absorbés, se pose
également.

De plus, dans l'organisme, de nombreuses interatiqui n'existaient pas dans I'aliment
seul, peuvent se produire lorsque celui-ci se wonélangé aux autres composants du bol
alimentaire ou en interaction avec les protéinemdieu digestif. Ont-elles une influence sur
le pouvoir antioxydant des polyphénols ?

Dans tous les cas, il est important de détermigicbnséquences sur le pouvoir antioxydant

des polyphénols :
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- vis-a-vis des lipides de I'aliment lors de la dig@s
- vis-a-vis des lipides de la paroi du systeme difjest
- vis-a-vis des lipides et des protéines du miligérieur.

[1.2.1. Interactions se formant lors de la digestin des composés phénoliques

[1.2.1.1. Interactions au niveau buccal : I'astringnce

Les interactions intervenant dans le phénomendriatigence, que ce soit avec les protéines
salivaires ou les polysaccharides alimentairesyegm@ubloquer les fonctions phénoliques
(Spenceret al, 1988). On peut donc supposer qu’elles font dimirla pouvoir antioxydant

gue les polyphénols pourraient exercer vis-a-visrdaqueuses buccales.
[1.2.1.2.Interactions au niveau gastro-intestinal

[1.2.1.2.1. Digestion des fibres
Les pontages d’acide férulique dans les fibresam que tres peu altérés par la digestion.
L’incubation de son de blé avec des enzymes gassigt intestinales ne libere que 2,6% de
I'acide férulique (Krooret al, 1997). Les acides phénoliques ne pourraient étmecque tres
peu absorbés a ce niveau du tractus digestif.
En revanche, méme si aucune étude ne s’est jantaressée au sujet, on peut parfaitement
imaginer, au vu des conditions de pH du systémestifg(estomac : 1,5 a jeun, intestin : de
55 a 7,7 selon le segment (Ekmekcioglu, 2002))] qa forme des interactions entre les
polysaccharides des parois végétales et les patgihédngérés simultanément, par des
phénomenes similaires a ceux décrits lors du prageudes pommes (Le Bourvelletal,
2004a). Ces polysaccharides n’étant pas ou peuédigl niveau gastro-intestinal, et si la
liaison se fait réellement au niveau de la foncpbénolique (Le Bourvelleet al, 2004a) et
inactive son effet antioxydant, ces polyphénolsrpoent arriver directement au niveau du
cblon, ou la digestion des fibres pourrait les ri#oe lls pourraient alors étre absorbés ou

exercer leur effet antioxydant sur la paroi du nélo
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11.2.1.2.2. Conséquences des interactions protéirpslyphénols sur le pouvoir
antioxydant des polyphénols lors du tractus gastraatestinal

= Digestion des complexes protéines/polyphénols datare covalente

Les parties brunies des fruits et légumes ou l&ssbos dont la couleur est altérée ne sont en
général pas consommées dans les pays industridisé®vanche, dans les pays en voie de
développement ou la nourriture est moins abondantes conditions de conservation plus
difficiles, des aliments contenant ce type de caxgs sont susceptibles d’étre ingérés. De
méme, des complexes polyphénols/protéines animdlasons convalentes sont susceptibles
de se former dans les aliments complexes. On et se demander ce qu’il advient de ces
complexes polyphénols/protéines a liaison covalaptés ingestion, et s’ils ont une influence
sur la qualité nutritionnelle des protéines etlsyyouvoir antioxydant des polyphénols.
L’étude de la susceptibilité a la digestion progégluein vitro d'un systeme modéle (figure
35), le complexe myoglobine - acide phénoliguedaaiaféique, chlorogénique et quinones
correspondantes), a montré que la digestibilittadayoglobine était moins bonne, mais pas
annulée, lorsque celle-ci était complexée avec aideaphénolique, en particulier pour les
résidus lysine et arginine (Kradit al, 2000). Des résultats similaires ont été obtenmes &s
protéines du lactosérum (Rawetl al, 2001a) et les protéines de soja (Raetehl, 2002a) :
leur digestibilité est altérée lorsqu’elles songérées sous forme de complexes covalents
formés a pH basique (pH 9) avec des acides phémdlitgls que I'acide caféique ou l'acide
férulique.

Les complexes a liaison covalente diminueraientcdargualité nutritionnelle des protéines,
mais on peut également émettre I'hypothése d’ugestion partielle des protéines, donnant
des peptides auxquels les polyphénols seraieraumicomplexés. Ces complexes pourraient
alors éventuellement étre absorbés tels quels, fa@®ent diminuer le potentiel antioxydant
des composés phénoliques vis-a-vis des lipides drstractus gastro-intestinal si les
groupements phénoliques sont bloqués par I'intenact

= Complexes formés dans I'organisme pendant la digien

Peu d'études se sont intéressées aux conséquercelm dormation de complexes
protéines/polyphénols lors du tractus gastro-immaekt sur le pouvoir antioxydant des
polyphénols pendant celui-ci ; ce phénoméne esteeanche souvent évoqué en hypothéese
dans les discussions des études concernant less eétati-nutritionnels” des tanins

(diminution de I'efficacité alimentaire des protégsuite a la co-ingestion de tanins).
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Ces études suggerent qu'une grande partie deshgolgis qui précipitent avec les protéines
dans l'organisme se retrouvent directement danfedes, si aucun systéme enzymatique ou
bactérien ne les dissocie par la suite. Certaitesuasi (Shahkhalilet al, 1990) expliquent par
exemple de cette maniere la faible digestibilité petéines du cacao (complexes formeés lors
de la fermentation des féves de cacao). Il estrukgre vraisemblable au vu de leur taille, que
de tels complexes ne soient pas ou trés peu alssalh® sont indissociables dans les
conditions de la digestion.

Ces effets « anti-nutritionnels » pourraient dogalément étre considérés comme des effets
"anti-polyphénols” et semblent étre suffisants pfaire diminuer de facon importante le
pouvoir antioxydant que les composés phénoliquesahsorbés peuvent exercer vis-a-vis de

la muqueuse gastro-intestinale.

[1.2.1.3. Devenir des complexes polyphénol / macmécules au niveau du cblon

Les complexes protéines/polyphénols ne seraientligasciés au niveau du colon. En
revanche, la digestion des fibres par les bactéiesdlon est susceptible de libérer les
composes phénoliques constitutifs de la paroi lzetkl 20 % des acides hydroxycinnamiques
liés pourraient étre libérés (Andreasdral, 2001a).

Il a été montré que lincubation de son de blé amacinoculum de flore fécale
humaine provoquait une hydrolyse des fibres en @tapes (Kroomt al, 1997). La premiére
consiste en une coupure des chaines de xylopyrgaoseité xylanase), libérant ainsi des
féruloyl-oligosaccharides. Les bactéries probic®sont également capables de réaliser ces
hydrolyses (Crittenderet al, 2002). Dans un second temps, ces résidus peldtent
hydrolysés par des estérases (cinnamoyl estér&sef et al, 2000)) qui libérent des
monomeres ou des dimeres d’acide férulique (figaBg Cette activité varie d’'un acide
hydroxycinnamique a l'autre : en prenant comme neodkes acides hydroxycinnamiques
estérifiés par une fonction méthyle, il a été méwupue I'activité de I'estérase décroissait selon
'ordre suivant : méthyp-coumarate > méthylférulate = méthylcaféate > méthgpate
(Andreasenet al, 2001b). L’ensemble de ces métabolites peut éiseliie réabsorbé au
niveau du célon et métabolisé dans lI'organisme.

Ce phénomeéne n’a pas uniquement lieu dans le grestin puisque l'activité estérase
est retrouvée tout au long du tube digestif chdwnime, méme si son origine est
probablement bactérienne. Lorsque I'on donne ardes des acides hydroxycinnamiques
marqués ad’C intégrés dans les parois cellulaires d'épina?8s% de la radioactivité sont

retrouvés dans l'organisme deux heures seulemess apgestion, donc avant que le bol



Etude Bibliographique : Influence des interactions polyphénols/macronutriments sur le pouvoir antioxydant des polyphénols 71

alimentaire n’ait atteint le célon, ce qui sugggréune hydrolyse partielle a bien lieu dans le
systeme gastro-intestinal (Bucharedral, 1996).

Le pouvoir antioxydant des produits de la digestdes fibres serait légérement
supérieur a celui de I'acide férulique lui-mémeetaca été notamment montré pour le 5-O-
féruloyle arabinofuranose, et le (5-O-férulayl--arabinofuranosyle)-@ 3)-O-D-
xylopyranosyl-(3-4)-D-xylopyranose vis-a-vis de I'oxydation de lipglde microsomes de
rats (Ohtaet al, 1994). Ces composés pourraient donc avoir unitéctantioxydante
intéressante vis-a-vis des lipides membranairesafion et participer a I'activité anti-cancer
des fibres alimentaires. La lignine, bien que pligne, ne constitue paspriori un composeé
intéressant pour le pouvoir antioxydant: les pargui en contiennent de grandes
concentrations sont peu fermentescibles (Fergasah 2001).

La part d’acide férulique non absorbé est métabelgar les bactéries coliques : des
réductions, déméthylations et déhydroxylations dnoG en C3 se produisent, donnant par
exemple de l'acide 3-hydroxyphénylpropionique. deséres d’acide férulique peuvent aussi
étre dégradés (Chessenal, 1999). On peut donc supposer que les effetsxymtamts sur les

lipides de la paroi colique peuvent étre améliasiiminués, selon le produit obtenu.

[1.2.2. Interactions aprés absorption

Un dernier niveau peut encore étre envisagé, colenseiggerent plusieurs étudesvitro
récentes : une complexation au niveau sanguin iquinderait le pouvoir antioxydant des
polyphénols absorbés.

Des chercheurs ont ajouté a concentration physmlegdes polyphénols (quercétine, rutine,
(+)-catéchine, 7-mono-éthyle rutoside) a du plagsmaa une solution d’albumine dans les
mémes conditions de pH (Aret al, 2001d).. Le pouvoir antioxydant a ensuite étéures
par le test TEAC. La diminution du pouvoir antiogyd a ensuite été calculée comme étant la
différence entre la capacité antioxydante que dlexrait obtenir théoriquement et ce que I'on
obtient expérimentalement. Les résultats montrergrgprésence de plasma, des pertes de
40 % sont observées par rapport aux valeurs thésiffigure 37). Les auteurs attribuent ces
valeurs a une liaison des polyphénols a 'albundaes le plasma, qui masquerait le pouvoir
antioxydant (Artset al, 2001d). Il a également été montré que des glytéjpres riches en
histidine et le fibrinogene contenus dans le plapnéaentaient une forte affinité pour la (-)-
épigallocatéchine gallate (Sazukiaal, 1996).

Cependant, certains composeés phénoliques ne s@éisra I'albumine et sont par conséquent
plus efficaces dans la protection des dommagesabikydtausés aux protéines plasmatiques
par la présence de radicaux libres, que d’autregposés, plus intéressants en théorie, mais
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dont la liaison a I'albumine fait diminuer le poteth antioxydant. Ce serait notamment le cas
pour I'acide chlorogénique, plus efficace que largétine (Salvet al, 2001).

Afin de déterminer si les flavonols se trouvaiewinsg la fraction lipidigue (HDL-LDL-
VLDL), dans la fraction aqueuse ou liés aux pratsjrie spectre d’absorption UV-Visible du
plasma de rats nourris avec un régime contenarfloQ(p/p) de quercétine a été compare a
celui de rats recevant un régime non supplémengngéighet al, 1995). Le plasma des rats
supplémentés présente une absorbance a 411 nmeqoorrespond pas a lanax de la
quercétine (375 nm) dans du tampon phosphate pH_-&E#et bathochrome est également
observé apres incubation de quercétine avec dmutidhe (1/5, mol/mol), ce qui suggere un
transport des flavonols par l'albumine. Plus de%®0de la quercétine seraient liés a
'albumine (Manachet al, 1995). Cette hypothése a pu étre confirmée pautas
techniques : ultracentrifugation d’une solution[d€“C]-quercétine dans du plasma (Mullen
et al, 2002) ou utilisation de la fluorescence (Dangteal, 2001 ; Dufour et Dangles, 2005).
Cette derniere technique a de plus permis de miearactériser la nature du
complexe albumine/quercétine : stoechiométrie mdintenu par des liaisons faibles de type
Van der Waals avec une constante de liaison moyeegeld M™ & 25°C.

Ces liaisons pourraient aussi étre de nature coteldRohnet al. (2004) ont formé, par
oxydation, des dérivés sérum albumine bovine (Sdurcétine a liaison covalente, et évalué
les pertes de pouvoir antioxydant consécutivesoliservent que plus le taux de quercétine
liée a la SAB est élevé, plus son pouvoir antioxydanesuré par le test TEAC, diminue.
Avec le ratio maximal utilisé (SAB/quercétine 1/8®l/mol), 15,5 % de la quercétine sont
liés de fagcon covalente a la SAB, et le pouvoiicaaydant de la molécule ne représente que
79 % de celui que I'on obtient pour la moléculedifRohnet al, 2004).

Cependant, le pourcentage de liaison dépend deplraretres : il augmente fortement avec
'augmentation du rapport albumine/quercétine gbetié de la structure chimique de la
molécule (Danglest al, 2001 ; Manactet al, 1999). En effet, le kaempférol, qui ne différe
de la quercétine que par I'absence d’'un groupergditoxyle en position 3’, présente une
capacité de liaison environ 10 fois plus faible daequercétine. La glycosylation des
flavonols en position 3 réduit également la formatide complexes flavonol/sérum albumine
bovine. A l'inverse, la fisétine, qui ne posséds da groupement hydroxyle en position 5, a
une capacité de liaison deux fois plus forte queguarcétine. Par ailleurs, le dosage de la
quercétine (aglycone + conjuguée) contenue daniDésde sujets ayant consommé des
oignons a été réalisé (Moa@t al, 2000). La concentration de quercétine incorpfeééee ses

métabolites conjugués) est tres faible: 0,03 nmgpl/ de LDL. De méme, par
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ultracentrifugation, il est possible de détermil@fraction plasmatique contenant le plus de
resvératrol. La fraction protéique en contient lusp grande partie (76413,2 %)
(Belgendouz, 1997), tandis que seuls 31247 % du resvératrol sont retrouvés dans les
lipoprotéines plasmatiques.

Les flavonols, dont la quercétine, ainsi que ddgpb@nols comme le resvératrol, semblent
donc tres largement liés a I'albumine. Ceci cousetiin paramétre important du point de vue
de l'action antioxydante potentielle de ces compatans I'organisme. Cependant, la liaison
de ces molécules a I'albumine présente un avardegain pour I'organisme, au niveau de
leur distribution : elle retarde leur éliminatiorarpvoie urinaire. En effet, la vitesse
d’élimination peut étre caractérisée d’'un pointvde pharmacocinétique par lgttemps au
bout duquel la concentration plasmatique maximaleamposé est divisée par deux. Calculé
aprés injection intraveineuse de quercétine,geest de 17,2 3,7 heures chez 'homme
(Ader et al, 2000). Ainsi, la vitesse d’excrétion, qui compias@ment aux autres polyphénols
est faible, peut s’expliquer par deux mécanismegpremier est la liaison de la quercétine et
de ses métabolites a I'albumine, ce qui augmestdétais d’élimination par le rein (Graefe
al., 1999 ; Manactet al, 1995) ; le second est I'élimination préférenéalke la quercétine par

voie biliaire.

Apres ingestion, le pouvoir antioxydant potenties gholyphénols vis-a-vis des lipides
et des protéines du systeme digestif est donc tildeed’étre limité par la formation de
nouvelles interactions avec les protéines et leeed$ de la matrice alimentaire, au niveau
buccal et gastro-intestinal, si les fonctions pHénees sont bloquées par l'interaction et si
cela neutralise leur effet antioxydant. La majodi ces complexes se retrouverait ainsi dans
les féces, comme suggéré par 'augmentation derfeagse azotée lors de la consommation
simultanée de protéines et de tanins. Les compkarssformeés pourraient donc n’avoir pas
ou peu d’'effets bénéfiques vis-a-vis du tractusrgastestinal.

Cependant, la digestion par la flore bactérienne ahion permet de libérer des
composés phénoliques de petite taille, susceptibétee absorbés. De plus, I'ingestion d’'un
repas contenant a la fois des aliments riches dypb@&nols, avec de I'alcool ou des lipides,
peut modifier la formation des interactions bucsatei gastro-intestinales, par dissociation
des complexes ou modification de la polarité duemilLes données générées sur le pouvoir
antioxydant des polyphénols dans le tractus difysstint donc a replacer dans le contexte

d’un repas complet.
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[Il. INFLUENCE DES INTERACTIONS POLYPHENOLS /MACRONUTRIMENTS SUR LA

BIODISPONIBILITE DES POLYPHENOLS

La biodisponibilité des polyphénols est un domaieerecherche en perpétuelle évolution.
Les travaux sont tres nombreux et pour la plupag técents. Les doses utilisées, le modeéle
animal choisi et linfluence de la forme d'admimgion sont autant de variables
expérimentales dont I'importance est encore mahagen

Tous les polyphénols sont susceptibles de participéa protection contre les maladies
cardiovasculaires, certains cancers... Néanmoinsbsdigtion, la métabolisation et
I'excrétion de ces molécules sont tres dépendateekeurs structures chimiques (squelette
carboné, position et nombre de groupements phérediqprésence d'une charge...).
Quelques éléments ressortent des travaux publgsd{Ri, 2002) :

L'absorption est d’autant plus forte que la solubilité dansréetus digestif ou que l'affinité
pour la membrane intestinale est grande. La forgérée (simple, glycosylée ou estérifiée)
joue un rble considérable dans la biodisponibiliés polyphénols : les formes glycosylées
sont préalablement hydrolysées par la microflotergtinale et leur apparition dans le plasma
est de ce fait retardée. Les formes glycosyléesraient aussi étre absorbées telles quelles
par transport actif, vraisemblablement au niveaurétepteur glucose/sodium dépendant.
Cependant, le mécanisme réel d’absorption des péhais reste inconnu. On peut en effet se
demander si leur faible masse molaire, leur faibl@rge ionique et leur polarité conduisent a
une diffusion passive ou si le passage de la barii@estinale est plutdt réaliséa une
diffusion facilitée ou un transport actif (cas desnes glucosylées).

La métabolisationdes polyphénols est trés importante. Quelle quié Iso classe de
polyphénols considérée, la proportion de formeveatians le plasma ou l'urine est faible, et
les métabolites conjugués (formes sulfatées etlacugpnidées) sont largement majoritaires
(> 75 %). Par ailleurs, un certain nombre de flaidas et d’acides phénoliques sont
méthylés au niveau du noyau catéchol. Enfin, laabwdisation par la flore intestinale est
intense et serait a I'origine d'un grand nombreddevés. Or, a de rares exceptions pres, la
biodisponibilité de ces métabolites n’est pas peiseompte dans la biodisponibilité totale du
COmMpose ingére.

Le transportdes polyphénols et de leurs métabolites dans lg sanassez peu étudié bien
gue les conséquences en terme d’effet protectéuingmortant : la liaison avec une protéine
de transport réduit fortement la vitesse d’élimimatdu composé mais sa distribution dans les
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tissus est probablement plus faible. Une assoaiaicec la fraction lipoprotéique du sang
permettrait une actioim situdes polyphénols.

La distributiondans les tissus reste le point le plus méconnuabes études font état de la
présence de polyphénols et de leurs métabolites dlamombreux tissus (foie, reins, cerveau,
poumons...) mais leur concentration extravasculaiseerfaible.

L’élimination est dépendante de la polarité du composé : les asdsples moins polaires
ainsi que les métabolites méthylés sont préféréaient excrétés par voie biliaire tandis que
les autres formes sont éliminées par voie urin&ependant, aucune « exclusivité » n'a été
mise en évidence. Enfin, certains flavonoides @oemt étre directement relargués au niveau

des entérocytes aprés métabolisation (Roratial, 2003 ; Scalbert et Williamson, 2000).

Si la biodisponibilité des polyphénols ingérés starsne purifiée, a dose alimentaire ou a
dose pharmacologique, commence a étre bien coenugvanche on dispose encore de peu
de données concernant leur biodisponibilité londgsont ingérés au sein d’'une matrice
alimentaire. Pourtant, certaines interactions, @eeq dans la partie précédente, se produisent
dans la matrice et ont un effet sur le pouvoirayiant du produit. Elles ont également un
réle dans la biodisponibilité. Cette derniere pEue évaluée de deux manieres :
- De maniere «indirecte » : par mesure du pouvoirogydant du plasma, lié a la
consommation des polyphénols ;

- De maniere « directe » : par dosage des polyph@tadsnatiques ou urinaires.

I1.1. EVALUATION DE L 'INFLUENCE DE LA MATRICE ALIMENTAIRE SUR LA
BIODISPONIBILITE DES POLYPHENOLS DE MANIERE « INDIRECTE »

Diverses études se sont intéressées a |'effetaglmut’ de protéines laitieres dans des boissons
ou des aliments riches en polyphénols sur le powmioxydant du plasma acquis suite a la
consommation de ceux-cCi.

Ainsi, Serafiniet al. (1996) montrent que 'addition de 25 % de laina infusion de
thé vert ou noir annule totalement le pouvoir antdant acquis par le plasma aprés ingestion
de la méme quantité de thé pur chez I'homme (fi@®)e Des résultats similaires ont été
trouvés par le test FRAP pour une consommation tsges de thé noir tout au long d’'une
matinée, avec ou sans lait, (Langley-Evans, 20Dahs les deux cas, les auteurs attribuent ce
phénomene a la formation de complexes polyphénolgipes laitieres, non dissociés au pH
gastrique, entrainant la non absorption des polyplséet donc la disparition du pouvoir
antioxydant. Cette hypothése est corroborée pdrdeaux d’autres auteurs, qui montrent que

I'incubationin vitro d'extraits de thé vert ou noir avec différentestgines laitieres (caséines
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et albumine) se traduit par un masquage partighawoir antioxydant des polyphénols du
thé (Artset al, 2002).

L'annulation du pouvoir antioxydant acquis parlEsma suite a l'ajout de lait dans le
thé ingéré par les sujets pourrait donc étre dums da premier temps a une complexation
d'une partie des composés actifs du thé dansda &le-méme avant ingestion. Les composés
restants pourraient ensuite se complexer avec rdésines salivaires et/ou intestinales, voire
des protéines plasmatiques. Des résultats obtenustro dans un systéme dynamique
d’absorption, en présence de lait plus ou moinsaapp en matieres grasses, vont dans le
sens de cette hypothese (Ketlal, 2001): le pouvoir antimutagene (test de Ameshecpar
le dialysat apres digestion de thé est partielléraepprimé aprés ajout de lait. Par exemple,
dans la fraction recueillie 2 heures apres le ddbua digestion (la plus antimutagene), I'effet
antimutagéne du thé noir est diminué de 22 % esepie de lait entier, de 42 % en présence
de lait demi-écrémé et de 78 % avec du lait écrémeéc le thé vert, la suppression de I'effet
antimutagéne induit par la présence de lait estrenglus marquée puisqu’elle varie entre 60
et 90 % pour ces trois types de lait. Les autentsonfirmé que la perte d’effet antimutagéne
provenait bien d'une diminution de la quantité gegpicatéchine et de (+)-catéchine dans les
fractions dialysées.

Il est cependant a noter que des études de biodislig, réalisées sur ce méme théme,
montrent des résultats différents : d’autres équiptolimanet al, 2000 ; Van Het Hoét al,
1998) travaillant uniguement avec du thé noir et desntjtés de lait inférieures a celles
utilisées par Serafiret al. (respectivement 16 % et 10 % contre 25 % dangikétle Serafini

et al. (1996), ne trouvent en effet pas de différence dans lesesdrations en composés
phénoliques du thé ((+)-catéchine et quercétinedueées dans le sang suite a l'ingestion de
thé noir avec ou sans lait (figures 39 et 40). léssiltats de ces études semblent donc plus ou
moins dépendre des méthodes de mesure employéds @reopréparation des échantillons,
guantités ingérées...) et sont donc a manipuler prézaution.

La différence de composition des thés vert et peut toutefois expliquer ces contradictions.
Le thé noir, résultat de la fermentation du thét,veontient en effet essentiellement des
théaflavines et des théarubigines, molécules de pblaut poids moléculaire que leur
monomere, la (+)-catéchine, contenue en abondaacse k& thé vert (Graham, 1992). Les
auteurs trouvant des résultats contredisant ceuSedafiniet al (1996) n’ont utilisé que du
thé noir et des quantités moindres de lait. Erséabe de données concernant les quantités de
théaflavines présentes dans le thé noir utilisépem penser que, dans leur expérience, la

totalité du lait ajouté au thé noir (en plus faiglgantité que dans I'expérience de Seradini
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al., 1996), a pu étre complexée par les théaflavimeplds haut poids moléculaire que les
catéchines, laissant ces derniéres libres d'éserlaes. La différence avec I'étude de Serafini
et al proviendrait donc de la quantité de lait ajoutée.

De méme, trés récemment, Seraéhial. (2003) ont mis en évidende vivo une diminution

de la capacité antioxydante du plasma humain shtecolat (solide) était consommé en
présence de lait ou sous forme de chocolat ayHaure 41). Le pouvoir antioxydant du
plasma humain a été mesuré par le test FRAP aprésnsommation de 100 g de chocolat
noir, avec ou sans 200 mL de lait, et de 200 ghtbeaat au lait. Les doses consommeées lors
de cette étude reposent sur le fait que I'extraipdlyphénols de chocolat au lait était/itro
deux fois moins antioxydant que I'extrait de chataloir (chocolat provenant d’'un méme
batch, délipidation a [I'hexane, extraction par unélange acétone/ eau /
acide +acetique (70/29,8/0,2, v/viv). Les résultatentrent que le pouvoir antioxydant
plasmatique acquis par les sujets suite a I'ingegde chocolat noir seul est significativement
plus important une heure aprés ingestion que cgsisujets ayant ingéré des préparations
contenant également du lait. Ce pouvoir antioxydanotndre est associé a une absorption
plus faible de la (+)-catéchine, qui est retrouggeconcentration significativement inférieure
dans le plasma des sujets ayant consommé le charolprésence de lait. Cependant, une
autre équipe a trouvé des résultats différentss emiutilisant une boisson au cacao a I'eau ou
au lait : aucune différence significative n'a éérouvée dans la composition plasmatique en
(-)-épicatéchine ou dans le pouvoir antioxydant geEsmas des difféerents sujets ayant
consommeé l'une ou l'autre des boissons (Schroeteal, 2003). Toutefois, la encore, la
guantité de lait utilisée est moins importante tac 10) que dans I'étude de Serafdtial
(2003).

Les résultats concernant le pouvoir antioxydantptisma suite a l'ingestion de produits
alimentaires solides ou liquides contenant a la fies polyphénols et du lait sont donc
contradictoires. On peut également envisager quedevoir antioxydant plasmatique
déterminé dans ces études ne provenait pas exaieit des composés phénoliques. Cette
hypothese a d'ailleurs été avancée pour remettreuastion les résultats de I'étude de
Serafini et al. concernant le chocolat (Serafiet al, 2003), 'augmentation de pouvoir
antioxydant observé pouvant étre due a l'urée,efgaiht présente dans le plasma et dont le
pouvoir réducteur est également pris en compte tansethode de mesure utilisée, le test
FRAP (Halliwell, 2003).

Il est donc indispensable, pour connaitre le pauaniioxydant potentiel total du plasma, de

mener de front les deux types d’étude, a savamalyse du pouvoir antioxydant du plasma,
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ce qui donne une information sur I'effet santé &l k¢de la consommation de polyphénols
dans une matrice alimentaire, et 'analyse deraue plasmatique en composés phénoliques.
En effet, comme le suggerent quelques étudesedt pas impossible que les formes liées par
exemple a des protéines dans le plasma, ne sagsntirées avant action sur les tissus
cibles.

[Il.2. EVALUATION DE L 'INFLUENCE DE LA MATRICE ALIMENTAIRE SUR LA
BIODISPONIBILITE DES POLYPHENOLS DE MANIERE « DIRECTE »

I11.2.1. Difficultés couramment rencontrées lors del’étude de l'influence de la matrice
alimentaire sur la biodisponiblité des polyphénols

Il existe différentes manieres d’évaluer la biodisipilité d’'un composé de maniere directe. |l
est possible de marquer les molécules radioactimemais de suivre leur devenir dans
'organisme en mesurant la radioactivité au nivdas organes. Cependant, cette méthode
nécessite des équipements lourds et ne donne passaéement I'information recherchée, de
la radioactivité étant retrouvée, dans certainades, jusque dans le G@xpiré (Mullenet

al., 2002). Une méthode plus simple a mettre en oeconsiste a récupérer les urines du
sujet pendant 24 heures, puis a doser les compgwsa®liques, présents en général en
concentration plus importante que dans le plasriafokmation obtenue est assez fiable,
mais ne permet pas de connaitre la cinétique dfphien dans I'organisme. Pour obtenir cette
information, on peut avoir recours aux techniquesahulation sur des rats (ou récupérer les
poches d’humains iléostomisés) et a des étudesaljptionin vitro, par exemple par la
technique de l'intestin éversé. Cependant, avecnughodes, on perd l'information sur la
digestion colique, importante dans le cas des ceggpphénoliques retenus dans les fibres.
De plus, cette technique peut induire un certaisstdes tissus et ne pas refléter I'absorption
réelle du composé.

Le gain de précision des méthodes de mesure (aétediectrochimique et spectrométrie de
masse ont remplacé la détection en spectrophotiemd¥) permet a présent de doser les
composés phénoliques présents dans le plasma,dosies de I'ordre du micromolaire. Il est
ainsi possible de connaitre a la fois les cinégaiabsorption et les quantités de polyphénols
potentiellement distribuées aux tissus (on saibenmal analyser le contenu en polyphénols
des organes cibles). Dans toutes les méthodegtéxoelles mettant en oeuvre des composés
marqués, il est cependant indispensable d'utiliesr enzymes qui effectuent une hydrolyse
des formes conjuguées circulantes afin de déterntaneoncentration totale en polyphénols
puisque les formes conjuguées ne sont pas détdetkssquelles par les méthodes d’analyse,

sauf dans le cas des analyses par CLHP couplée déiaction en spectrométrie de masse,
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dont l'utilisation dans les études de biodispoitibiest cependant encore peu répandue. Les
composés phénoliques pourraient de plus soit étarellement déconjugués lorsqu’ils
atteignent les tissus cibles, soit encore consearmerertain pouvoir antioxydant sous forme
conjuguée (Rondini, 2002).

Cependant, il est difficile de tirer des conclusicar I'influence de la matrice alimentaire sur
la biodisponibilité des polyphénols en se basarnijuement sur des comparaisons de
biodisponibilité des polyphénols dans différentmahts, et ce pour plusieurs raisons.

D’'une part, parce que les conditions et les méthatlanalyse sont rarement comparables
d’'une étude a l'autre (méthode d’analyse différentedéle animal différent), ce qui améne
souvent a remettre en cause des résultats quectosidérait comme acquis. On a par
exemple trés longtemps cru que l'acide chlorogémiquétait pas absorbé. De méme,
I'absorption des formes glycosylées a longtempscétéestée : alors que certaines équipes
retrouvaient des flavonols encore glycosylés dangldsma, d’autres ne les détectaient que
sous formes métabolisées et aglycones. En faite amintroverse est née en raison des
techniques d’analyse utilisées, trop peu spécifiqpaur distinguer les métabolites conjugués
des formes glycosylées ; les auteurs pratiquaierdgfiet I’hydrolyse acide des échantillons,
ce qui entrainait a la fois I'hydrolyse des métébslconjugués et la libération des parties
aglycones des flavonols glycosylés éventuellemeésegmts (Hollmaret al, 1997b). En
analysant le plasma ainsi obtenu par couplage CUMRbarrettes de diodes) (Olthet al,
2000 ; Paganga et Rice-Evans, 1997), il n’étaitcdpas possible de distinguer formes
glycosylées et métabolites puisque seules des faglgcones sont détectées. De plus, méme
si une hydrolyse acide préalable n'est pas pragigles temps de rétention des flavonols
glycosylés et des métabolites glucuronidés sostfreches (Manacét al, 1995 ; Sesinlket

al., 2001), ce qui semble normal au vu de la simiétae leurs structures chimiques. Cette
similitude a donc probablement été a l'origine @uerreur d’'interprétation. L’absence de
flavonols glycosylés dans le plasma aprés admatistr orale est maintenant unanimement
admise.

D’autre part, les polyphénols ne sont pas nécessaint sous la méme forme dans les
différents aliments. Par exemple, la nature et daitn du sucre influencent fortement
I'absorption des flavonols glycosylés, ce qui pexpliquer les différences de biodisponibilité
observées d'un aliment a l'autre. La quercétineaigsons est ainsi mieux absorbée que celle
du vin ou du thé, probablement parce que ces dezmiades sources contiennent
principalement de la quercétine glycosylée parutimoside (de Vriegt al, 2001). De méme,

les flavonols des oignons sont mieux absorbés qu& des pommes ou que la quercétine
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aglycone (Hollmaret al, 1997a). Ainsi, I'absorption est-elle favoriséeshjue le substituant
est un glucose ou dans une moindre mesure un gséaetlors que les formes glycosylées par
un diglycoside comme le rutinose sont moins biesodiges.

L’influence de la matrice alimentaire sur la bigubgibilité des polyphénols ne peut donc étre
déterminée de maniére précise qu'en utilisant legles faisant intervenir le méme
polyphénol, dans différentes matrices, ne difféigue par une seule composante et a dose
vraisemblablement rencontrée dans le milieu aliment et ce dans les mémes conditions

d’étude. Malheureusement, de telles études sooremares.
[11.2.2. Données disponibles
[11.2.2.1. Etudes de biodisponibilité faisant inteenir des matrices contenant des protéines

[11.2.2.1.1. Interactions de faible énergie
Dans le cas des matrices alimentaires contenanfasl polyphénols et protéines, la majorité
des travaux concerne les boissons ou aliments inudamme le montrent les données
présentées dans le Ill.1., les résultats sontaegé contradictoires d’'une étude a l'autre. Les
cinétiques d’absorption des composés phénoliqguesgmblent en revanche pas modifiées par
I'ajout de lait.
Le reste des travaux existants porte sur la comfiax des protéines avec les tanins, et
montre globalement une baisse de la qualité mntlle des aliments protéiques due aux
composés phénoliques. La majorité des études amarteles effets "anti-nutritionnels” des
tanins suggérent qu'une grande partie des polyfhéuo précipitent avec les protéines dans
'organisme se retrouvent directement dans lessfese aucun systeme enzymatique ou
bactérien ne les dissocie par la suite. De fat{d@ins n’ont jamais été retrouvés sous forme
native dans le plasma, ce qui est aussi di a adle (Bravo, 1998 ; Scalbert et Williamson,
2000). La complexation aux protéines dans ce cdaihgqu’amplifier le phénoméne et limite
probablement la dissociation des tanins par laafiane en molécules de plus faible poids

moléculaire susceptibles d’étre absorbées.

111.2.2.1.2. Interactions a liaisons covalentes
Les complexes a liaisons covalentes faisant inteérvdes molécules de taille relativement
faible telles que des acides phénoliques et depeéiss peptides, sont susceptibles d’étre
absorbés tels quels comme le suggerent certawveuttgHurellet al, 1982). Dans leur étude,
ces auteurs ont formé des complexes a liaison eotgakntre les résidus lysine de la caséine

marqués radioactivement et de l'acide caféique @xydils ont administrés a des rats durant
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10 jours. Les contenus en lysine marquée de dwganes, des urines, du sang et des feces
des sujets ont été analysés apres 72 heures.

Les résultats (tableau X) montrent qu'une grandgepde la radioactivité est retrouvée dans
les feces, et qu'également une partie non négligeabté incorporée dans les organes. Cette
quantité est moindre lorsque la caséine est coupléles composés phénoligues mais ne
diminue que de 25 % environ comparée a la caséige.s Ainsi, si les complexes
alimentaires de forte masse moléculaire sont cénssgdcomme peu voire non absorbables, il
n'‘en irait pas de méme pour les complexes de talills modeste. On peut supposer qu'ils
seraient susceptibles d'étre partiellement décoésp@sl moins au niveau de la protéine avant
une absorption éventuelle.

De méme, la digestibilité de la myoglobine est rdiwnne lorsque celle-ci est complexée
avec un acide phénolique, mais elle n'est pas @éamadr le couplage (Krodt al, 2000). De

la, on peut imaginer une hydrolyse partielle deratéine complexée au polyphénol suivie
d'une éventuelle absorption. On peut ainsi pengerdgs complexes peptides - polyphénols
provenant d'associations plus grosses hydrolyss#esld tractus digestif puissent se retrouver
dans le sang. Il est important de savoir si le pouantioxydant des polyphénols subsiste, ou
si les effets antioxydants potentiellement bén@&wgpour I'organisme sont moindres que ce
que I'on pouvait espérer en se basant sur lesitggaapportées par I'alimentation. Il n’existe
pas d’étude montrant le dosage de tels complexes ldgplasma, mais les résultats obtenus
pour la complexation de la quercétine a I'albunpfesmatique (cf. 11.2), suggérent tout au
plus qu’ils pourraient ne pas étre aussi efficapesla molécule pure, a concentration égale.
[11.2.2.2. Etudes de biodisponibilité faisant inteenir des matrices contenant des fibres
alimentaires, des polysaccharides

Comme pour le thé, les effets de la consommatiofruis et Iégumes, comme les pommes
ou les oignons, vont dans le sens d’'une corrélativerse a I'apparition de maladies cardio-
vasculaires ou de cancers, mais celle-ci n’estspasent significative. La consommation de
pommes est cependant significativement et inversenwerélée au cancer du poumon (Knekt
et al, 1997). L'apparition de cancers épithéliaux esargqua elle légérement corrélée a
I'ingestion de flavan-3-ols provenant d’autres sesr que le thé (risque relatif de 0,66 :
intervalle de confiance 0,42-1,05) (Aret al, 200l1a). Ces résultats suggerent que les
polyphénols sont susceptibles d’étre absorbés uadlsgsont ingérés au sein d'une telle

matrice.
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[11.2.2.2.1. Dans les matrices végétales peu tramsmées
Les interactions constitutives retenant les acitigslroxycinnamiques comme l'acide
féruligue dans les fibres, peuvent avoir pour effiet considérablement modifier leur
biodisponibilité, comparée a celle du composé iagér.

En effet, la digestion des fibres est effectuéaqgipalement au niveau du célon (cf
[1.2.1.3.). Par conséquent, la cinétiqgue d’absorptt d’apparition dans le plasma de l'acide
férulique, lorsqu’il est ingéré lié au sein d’'unatnce végeétale, est totalement différente de
celle du composeé pur, qui lui peut étre absorbéiaeau intestinal de maniére nettement plus
importante.

Lorsque I'on nourrit des rats avec un aliment au (&6 % de son) ou avec de l'acide
férulique libre en concentration équivalente aece# trouvant dans ces 26 % de son (Rondini
et al, 2004), on obtient ainsi des cinétiques trés dhiffées (figure 42). En effet, dans le cas
du son, si la concentration augmente rapidemenitsadprrepas pour atteindre une valeur de
1,27+ 0,10 umol/L 30 minutes apres ingestion du repdle meste ensuite quasiment
constante. Au bout de 24 heures, I'acide féruligaeencore présent dans le plasma a une
concentration de 1,200,23 umol/L, alors que lorsque l'acide féruliqust mgéré libre, la
concentration plasmatique en acide férulique augeneapidement et atteint un maximum
(5,280+ 0,829 umol/L) 30 minutes aprés ingestion, déaaptdement entre 30 min et 1,5 h
et plus lentement entre 1,5 h et 4,5 h, et dewdétieure a 0,2 umol/L au bout de 4,5 h.

Dans le cas du son, la concentration plasmaticggte tnc constante (1 uM) au cours
des 24 heures qui suivent la prise alimentaire p&omene pourrait s’expliquer par une
lente libération de I'acide férulique dans le tusctligestif sous action de la flore intestinale.
Ainsi libéré, I'acide férulique serait progressivem absorbé et participerait au maintien de la
concentration plasmatique. Par ailleurs, I'élimimatet la distribution du composé seraient
également modifiées puisque la quantité d’acideliffire excrétée par voie urinaire est
presque 20 fois plus faible aprés ingestion dedaprés consommation d’acide férulique
libre, et ce en dépit d’'une présence d’acide fgudiplus importante sur 24 heures dans le
plasma, si on cumule les quantités retrouvées sappasommation de son (Rondgti al,
2002 ; Rondiniet al, 2004). De plus, I'ingestion de farines complgbesirrait étre encore
plus efficace que l'ingestion de son seul, car dansas I'endosperme du grain, aussi riche en
acide férulique que le péricarpe mais moins lignét beaucoup plus facilement dégradable
par les bactéries du cblon, est lui aussi inclusdialiment (Adamet al, 2002).

Ce résultat est encourageant du point de vue ditorade I'acide férulique dans I'organisme.

En effet, en utilisant le son comme source d’aéétalique, on augmente le temps de séjour
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dans le compartiment plasmatique et la distributdans les tissus, ce qui pourrait présager
d’un potentiel protecteur plus important.

Toutefois, l'acide féruligue provenant du son e@jnificativement plus métabolisé
(conjugaison) dans le plasma (91 % ; 0-7 heurasppges supplémentation par de l'acide
férulique libre (76 % ; 0- 2,5 heures). La déteration de l'activité antioxydante des
métabolites conjugués est indispensable avant deopoconclure sur le bénéfice que
pourrait apporter l'utilisation de son de blé comswmurce d'acide férulique. En effet, la
consommation de 250 g / jour de pain riche en sorsaigle pendant 6 semaines par des
femmes ménopauseées induit une augmentation dedt®xe urinaire de I'acide férulique, qui
passe de 1,9 mg/jour avant intervention a 4,8 mg/jmais ne modifie pas la susceptibilité
des LDL a I'oxydatiorex vivo(Harderet al, 2004).

Dans le célon, I'hydrolyse des formes estérifiéas ges polysaccharides dépendrait de plus
de la nature de la molécule estérifiee, puisqué&ocSde la dose ingérée de 5-O-féruloyl-L-
arabinofuranose sont retrouvés dans l'urine sousde métabolisées ou non de l'acide
férulique alors qu’on n’en retrouve que 20 % apngestion de féruloyl-arabinoxylane chez
le rat (Zhaoet al, 2003). En revanche, le fait de consommer de mauigronique des fibres
riches en acide férulique (10 jours d’'un régimetenant 5 g / 100 g de son de mais) n’induit
pas d’amélioration de I'absorption des acides plignes chez le rat (Zhagt al, 2005).

Les diméres d’acide férulique peuvent égalememt @rsorbés chez le rén effet, suite a
'administration d’acides diféruliques dissous dales I'huile de tournesol, la présence de
certains d’entre eux (acides 5-5-diférulique, 8H&rdlique, 8-O-4-diférulique et 8-5-
benzofurane-diférulique) a été détectée dans lagar spectrométrie de masse (Andreasen
et al, 2001b). Ce résultat est le premier qui met erdenge I'absorption des acides
diféruligues. Les concentrations plasmatiques dentordre du micromolaire, 1 heure apres
ingestion de 4,4 mg d’acide diférulique (toutesrfes confondues).

Cependant, chez 'homme, une seule étude a étsséeabt montre des résultats
légerement différents de ce qui a été trouvé peuat : apres consommation de 100 g de
céréales pour petit-déjeuner riches en fibres (dappbl30 mg d’acides phénoliques) avec du
lait écremeé, les maxima d’absorption sont déteetdése 1 et 3 heures aprés ingestion
(0,2 umol/L d’acide férulique et 40 nmol/L d’'acidmapique, toutes formes confondues). La
concentration plasmatique décroit ensuite rapidémane t = 3h et t = 6h aprés ingestion du
repas, puis plus lentement jusqu’a 24 heures apgestion. De plus, les formes diféruliques
n'ont pas été détectées dans I'organisme alordlgsi’avaient pu étre dosées dans l'aliment.

Ainsi, I'absorption des acides phénoliques se farajoritairement au niveau intestinal, a
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partir de la fraction d’acide férulique des fibreslubles dans l'eau, la partie due a la
dégradation colique des fibres étant nettement falibée que chez le rat. Les concentrations
retrouvées dans le plasma aprés consommation des dies I'alimentation quotidienne
seraient tres faibles comparées a celles utilisées les test d’oxydation des LDL, ce qui
laisse supposer la piste de la régulation de lesgion génétique par les acides phénoliques
comme étant nettement plus plausible que I'effdiradicalaire direct chez I'étre humain
(Kernet al, 2003).

Chez les fruits charnus, comme la tomate, il sembke la cuisson fasse légerement
augmenter la biodisponibilité de la naringéninelet’acide chlorogénique (figure 43) : chez
'homme, aprés consommation de 500 g de tomatésecerues ou cuites (15 minutes dans
I'eau bouillante) dans le cadre d'un repas a base@ates, les quantités retrouvées dans le
plasma, au pic, sont légerement plus importantes da cas des tomates cuites que des

tomates crues (Bugianest al, 2004).

[11.2.2.2.2. Cas des produits transformés
Si les procédés de fabrication des jus de fruits é® maniere générale diminuer le pouvoir
antioxydant potentiel des jus comparé au fruit egjent par €limination d’'une partie des
polyphénols, en revanche, ces derniers, une fdisiex dans le jus, seraient davantage
biodisponibles.
Ainsi chez ’'homme, I'excrétion urinaire de narimg®e et d’hespérétine apres ingestion orale
de 500 mg de leur équivalent glycosylé est respemtient de 4,89 et 2,97 % de la dose de
polyphénols ingérée (résultats prenant en compefdames aglycones et les métabolites
glucuronidés) (Ameeet al, 1996). Or, ces quantités augmentent fortemestjleg la source
est du jus dorange ou de pamplemousse : I'exerétionaire est respectivement de
4,1+12% et 7,% 1,7 % (Manachet al, 2003) ou de 6,81 % pour la naringénine et de
24,43 % pour I'hespérétine (Ameet al, 1996), ces valeurs ne semblant pas dépendre de la
quantité ingérée (Manaddt al, 2003). Ainsi, la biodisponibilité des flavanormsurrait étre
meilleure dans les jus d’agrumes, d’'une part skiteur extraction de la matrice fruit par le
procédé industriel de fabrication du jus, d’autestparce que d’autres composés contenus
dans le jus pourraient éventuellement modifier Eagorption.
De méme, on ne retrouve que 0,004 % de la dosedagtanthocyanes de myrtille dans les
urines (Wuet al, 2002), alors que les anthocyanes du jus de c@idhinidine-3-glucoside,
delphinidine-3-rutinoside, Cyanidine-3-glucosideya@idine-3-rutinoside) sont également
excrétées dans I'urine humaine telles gu’ingéréais nlans des quantités treés faibles allant de
0,021 % a 0,05 % de la dose ingérée en enviromiifGtes (Netzeét al, 2000). Enfin, dans
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une autre étude réalisée chez ’'homme, I'analyskudee apres consommation de vin rouge
apportant 218 mg d’anthocyanes, a montré que 53 & des anthocyanes ingérées étaient
retrouvés inchangés dans l'urine (Lapigéobtal, 1998), ce qui pose également la question de

I'influence de la présence d’alcool dans le milseu les quantités absorbées.

l11.2.2.2.3. Cas de polyphénols ingérés dans le aadd’un repas riche en fibres
La consommation simultanée de céréales pour p&ttider et de pain complet, apportant au
total 40 g de fibres de blé, associée a du toftl,diainuer de 13 % I'excrétion urinaire
globale de la génistéine par rapport aux quangxésétées lors de la consommation du méme
repas ne contenant que 15 g de fibres (€ewl, 1996). Cette diminution est due, selon les
auteurs, a une complexation des isoflavones disrpaales fibres pendant la digestion (des
résultats similaires ont été montrés pour les ogstres), mais également au fait que les fibres
gonflent en absorbant de l'eau dans le tractusraastestinal, ce qui pourrait géner
I'absorption des isoflavones a cause de I'encombreratérique di aux fibres. De plus, cet
encombrement génerait I'hydrolyse colique des dsamfhes glycosylées. L’ingestion
simultanée de fructooligosaccharides (FOS), sucres digestibles connus pour leurs
propriétés de stimulation de la croissance desidbfictéries, et de génistéine, serait a
I'origine d’'une augmentation de I'absorption deteedlerniére, grace a la stimulation de
I'activité B-glucosidase dans l'intestin provoquée par lestdmligosaccharides (Uehaet
al., 2001). De méme, l'ingestion simultanée d’inuleted’isoflavones de soja modifierait la
fermentation bactérienne colique, diminuant la poidn d’égquol consécutive a I'ingestion
des isoflavones (Zafast al, 2004). En revanche, I'intégration de lait de sdgas un repas
complet, non enrichi en fibres, n’entraine pasifférénce de biodisponibilité des isoflavones
du lait de soja (Hendrich, 2002).

[11.2.2.3. Etudes de biodisponibilité faisant inteenir des matrices lipidiques

A priori, les lipides des aliments solides ne semblentj@asr un réle déterminant dans
I'absorption des polyphénols puisque les flavans3e chocolat ou de la poudre de cacao
ont le méme taux d’absorption (Balke& al, 2000) : les cinétiqgues plasmatiques de la (-)-
épicatéchine et de la (+)-catéchine ne sont pasifisgtivement différentes aprés
consommation de I'un ou l'autre de ces aliments.

En revanche, lorsque la quercétine-3-O-glucosidenggrée au cours d’un repas contenant
des lipides, sa biodisponibilité est améliorée (@acet al, 2003) : I'ingestion simultanée de
guercétine-3-O-glucoside (10 mg/kg de masse colippret d'un repas contenant 15 g de
viande de boeuf hachée a 9,5 g/100 g de matiersegrimt considérablement augmenter la

quantité de quercétine retrouvée dans le plasma¥s)dchez le porc (figure 44), comparée au
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méme repas ne contenant pas la viande. Le maxinalmsatption est atteint plus rapidement
en présence de matiére grasse dans cette expéetaceonduit les auteurs a réitérer cette
expérience avec uniguement de la quercétine-3-€ogide ou de la quercétine aglycone dans
une matrice contenant de la matiére grasse a@liftieés concentrations.

En effet, I'absorption de quercétine aglycone clezat provoque un pic plasmatique
30 minutes seulement apres absorption lorsqu’stleissoute dans du propylene glycol, alors
gu’en solution dans l'eau, dans laquelle elle edibiS moins soluble, la concentration
plasmatique continue a augmenter 8 heures apidsblgt de I'expérience (Piskula et Terao,
1998b). Cependant, si la cinétique d’absorptionnesdlifiee, la quantité totale absorbée ne
semble pas étre affectée par le changement deumHMeur la quercétine aglycone, plus
lipophile que son équivalent glycosylé, la vitesdabsorption semble également étre
dépendante de la solubilité dans la matrice alimient

Lesseret al. (2004) ont donc comparé la biodisponibilité degxd®rmes, ingérées dans des
matrices alimentaires contenant plus ou moins déenmeagrasse, chez le porc (tableau Xl).
Pour les deux molécules, les quantités absorbé&eagegosont nettement supérieures en
présence de 17 % de matiere grasse. La cinétiqalesafption et les quantités totales
absorbées sont modifiées dans les deux cas, deémaius nette dans le cas de I'aglycone
(concentration maximale atteinte au bout de 70 temau lieu de 120, contre 50 au lieu de 70
dans le cas de la forme glycosylée). Cependantdjlaaconcentration en matiére grasse est
de 32 %, I'absorption n’est pas améliorée (Lessea, 2004).

Azuma et al. (2002) ont observé que la co-administration de lipidesiléhde soja) ou
d’émulsifiants comme le taurocholate (composé d®lég ou la lécithine, faisait augmenter et
accélérait I'absorption intestinale de la queraetiaglycone chez le rat. On peut par
conséquent supposer que la présence de matierse giasliterait I'incorporation de la
quercétine dans les micelles de sels biliaires tadsodénum, ce qui faciliterait son passage
a travers la couche aqueuse non agitée et lui peaimede rejoindre plus facilement la
bordure en brosse, ou elle serait absorbée pasiiff passive (Azumet al, 2002).

Cependant, cette hypothése est moins plausible ldacess de la quercétine-3-O-glucoside,
qui est plus hydrophile, et doit étre déglycosyfs la lactase-phlorizine hydrolase a
proximité de la bordure en brosse avant d’'étre digso Son absorption est toutefois
également améliorée par I'ajout de matiere grasses de milieu (Lesseet al, 2004). Cet
effet pourrait étre en fait d0 a une réabsorptierladquercétine aglycone et glucuronidée au
niveau du cycle entéro-hépatique, les formes garmideées relarguées dans la lumiére

intestinale pouvant étre déglucuronidées, avarts@ation, par les bactéries du cdlon. Ceci
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expliquerait également la persistance de la quesdans le plasma a des concentrations plus
importantes dans le cas du régime enrichi en neagjersse (Lesset al, 2004).

Il semble de plus que consommer simultanément deiemeachronique des oignons et au
moins 4,6 % de matiere grasse, induise une amtétiorade la biodisponibilité de la
quercétine au fil du temps (figure 45), qu'il s'sgg d’huile de soja, de poisson ou de graisse
de boeuf (Azumaet al, 2003).

La plus faible affinité des composés de I'huilelid® pour I'huile que pour I'eau ne semble
de méme pas entraver leur biodisponibilité ; cellserait méme meilleure dans 'huile que
dans l'eau. Par radiomarquage chez le rat, 92,6 % de la radioactivité fixée sur de
I’hydroxytyrosol sont retrouvés dans l'urine 24 resuapres administration orale du composeé
dissous dans de l'huile (Tuckt al, 2001) contre 70,2 2,1 % dans de l'eau; quant au
tyrosol, seuls 72,2 6,3 % de la radioactivité y sont retrouvés lorggest dissous dans

I'huile et 53,2+ 5,4 % apres dissolution dans I'eau.

[11.2.2.4. Etudes de biodisponibilité faisant inteenir des matrices contenant de I'alcool

Le vin fait partie des aliments considérés depamgiemps comme ayant un effet protecteur
sur les maladies cardio-vasculaires. L'étude MONI€Aermis de mettre en évidence un
« paradoxe francais »: les habitants de la régien Toulouse, bien quayant une
consommation en graisses saturées et une cholésté&gocomparable a celles de pays
industrialisés tels que les Etats-Unis ou le Royausmi, ont une mortalité par accidents
cardiaques 3 a 5 fois plus faible (Renaud et dgérily 1992).

En l'absence d'études d’interventions, seules dgmtheses peuvent étre formulées pour
expliquer cette corrélation. La consommation régelide vin rouge a largement été évoquée.
Si la plupart des études ont montré une relatimerse entre I'ingestion modérée d’alcool
(20-30 g d'éthanol/jour) et la survenue d’accidewdsculaires ou de déces (Légsral,
2000), une seule étude de cohorte a clairementemigvidence I'effet protecteur d’'une
consommation réguliere de vin indépendamment degd$tion d'alcool (Formica et
Regelson, 1995).

La présence de nombreux composés phénoliques @ttesboisson constituerait alors une
bonne hypothese pour expliquer ces effets. Il aeddcé que I'alcool pourrait avoir un effet
positif sur 'absorption de ces derniers, cepend&ci n'a pas pu étre clairement démontré
pour tous les composés phénoliques du vin.

L’absorption de la catéchine (Donovahal, 1999), de la malvidine-3-O-glycoside (Bab

al., 2001), de la quercétine ou du resvératrol (Galglle¢ al, 2003) du vin ne semblent pas
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dépendre de maniere significative de la présenakeabl. Cependant, la présence d’alcool
accélere la disparition de la (+)-catéchine du camimpent plasmatique lorsqu’elle est ingérée
dans des vins reconstitués, chez 'hnomme (8il, 2000), ce qui pourrait étre en partie di a
une augmentation de son excrétion urinaire consgcud la consommation d’alcool
(Goldberg et al, 2003). L'alcool modifierait également la conjugan réalisée dans les
cellules épithéliales intestinales (Goldbetgl, 2003).

En revanche, la consommation d’alcool, contenu g@g@mple dans le vin, au cours d’'un
repas, est susceptible de modifier I'absorptionmEgphénols du bol alimentaire. En faisant
diminuer la polarit¢ du milieu, l'alcool est en efffcapable de faire diminuer les effets
hydrophobes (Le Bourvellest al, 2004a). On peut donc émettre I'hypothése quearonmser
simultanément de lalcool et des produits alimeetai dans lesquels protéines,
polysaccharides et polyphénols sont susceptiblesedsomplexer, aussi bien au niveau des
protéines du produit que des protéines salivaipegjrrait libérer des polyphénols et

augmenter leur biodisponibilité.
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Conclusion

Il existe donc deux grands types d’interactionsceps8bles de se produire entre les
polyphénols et les macronutriments : des interastispécifiques, de nature réversible ou
covalente, qui concernent plutét les protéinesesgtpolysaccharides, et des interactions non
spécifiques, en lien avec la solubilité des polyphe dans les matrices qui les contiennent, et
gui concernent plutot les lipides et I'alcool.

Dans l'aliment, ces interactions pourraient élimirm rendre inactifs une partie des
polyphénols contenus dans les fruits, notammentnedifiant leur structure chimique par
oxydation enzymatique, limiter I'extraction des quweés phénoliques dans le produit fini
lors de la transformation des fruits (en jus pagregle), et pourraient finalement limiter le
pouvoir antioxydant potentiel d’'un aliment vis-&uile I'organisme en bloquant une ou
plusieurs fonctions phénoliques.

Apres ingestion, le pouvoir antioxydant potenties goolyphénols vis-a-vis des lipides et des
protéines du systeme digestif peut se trouver dipér la formation de nouvelles interactions
avec les protéines et les fibres de la matricealiaire ou avec des protéines endogénes, au
niveau buccal et gastro-intestinal. La majoritécds complexes se retrouverait ainsi dans les
feces. Cependant, peu d’études s’intéressent pauoiment a ces questions.

Les complexes ainsi formés n'auraient donc pas ew gieffets bénéfiques vis-a-vis du
tractus gastro-intestinal. Cependant, la digespianla flore bactérienne du célon permet de
libérer des composés phénoliques de petite talisceptibles d'étre absorbés. De plus,
I'ingestion d’'un repas contenant a la fois des ahis riches en polyphénols, de I'alcool ou
des lipides, peut modifier la formation des intéi@ats buccales ou gastro-intestinales.
L’influence de la matrice alimentaire sur la biguhsibilité des polyphénols est un domaine
encore mal connu. Les résultats concernant lesraritens avec les protéines sont
contradictoires mais vont globalement dans le skunse modulation de la biodisponibilité ;
les fibres, quant a elles, auraient des effetsdmaguplus significatifs en ce qui concerne les
cinétiques d’absorption, mais leur lente dégradatimuirait un relargage continu sur 24
heures dans la circulation sanguine.

En revanche, les procédés de transformation dés &eraient a I'origine d’'une amélioration
de la biodisponibilité des polyphénols, en lesrhio¢ de la matrice cellulaire. De méme, la
présence de lipides ou d’éthanol dans le bol alimiensemble améliorer la biodisponibilité
de ces composeés.
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"Plusieurs moyens, utilisant les propriétés d'inttiem polyphénols/macronutriments, ont déja
été envisagés dans le but d’améliorer la biodidplitdi et les effets santé bénéfiques des
polyphénols dans I'organisme.

Il a tout d’abord été envisagé de les encapsules das cyclodextrines, comme cela se fait
pour les principes actifs de certains médicamdatseffet, cela permettrait de protéger le
polyphénol de la dégradation lors de la digestidég(adation par la microflore, ou méme
simplement par I'acidité gastrique pour certaingypioénols, comme ceux des fraises (Gil-
Izquierdoet al, 2002b)). Si la cyclodextrine est dégradée pentdadigestion, une quantité
plus importante de polyphénols pourrait alors atte? les muqueuses digestives pour y étre
absorbée. De plus, la complexation des dihydroohalse a des cyclodextrines réduit leur
astringence. Or, l'astringence est justement I'aa droblémes majeurs qui améne a éliminer
des polyphénols lors de la fabrication de cert@ilssd’agrumes comme le pamplemousse.
L’incorporation de cyclodextrines dans ces jus paitrétre une alternative intéressante, si
toutefois elle n'est pas trop colteuse et si I&lation le permet (Cacciet al, 1998). Enfin,

il a été montré que lincorporation de cyclodextsndans les boissons contenant des
flavonoides limitait la précipitation de ces dersi€Szente et Szejtli, 2004).

Le greffage de lipides sur les acides phénoliquégadement été envisagé. Cela permettrait
notamment d’augmenter leur solubilité dans lestemia lipidiques, et pourrait dans certaines
cas améliorer d’autant leur potentiel en tant qukeydants, aussi bien dans I'aliment que
dans lI'organisme (Figueroa-Espinoza et Villene@g8)5).

Il est cependant clair que le manque de donnéeseomant l'influence de la matrice
alimentaire sur la biodisponibilité et le pouvointiaxydant des polyphénols, risque de
conduire a des erreurs potentiellement dangerqameda santé humaine, dans ces tentatives
d’amélioration de la biodisponibilité. Les méthodetenues visent en effet a contourner les
mécanismes de défense naturels de l'organisme, deés I'astringence. Il est donc
indispensable de chercher a mieux appréhendefuéin€ée de la matrice alimentaire avant
d’essayer de la modifier pour améliorer la biodispdité et/ou le pouvoir antioxydant des

polyphénols au sein d’'un régime alimentaire.
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|. REACTIFS ET SOLVANTS UTILISES

Les produits alimentaires, solvants et réactifésas lors de cette étude sont répertoriés dans

les tableaux Xl et XIII.
[l. ECHANTILLONS DE CAFE

Différents types de cafés ont été utilisés : dé tgbphilisé du commerce (Carte Noire), et du
café en grain, torréfié ou non. Le premier a éiigsé@tpour les préparations extemporanées et
atomisées, en présence de lait ou non ; ces ditEsgréparations seront désignées sous le
terme « cafés expérimentaux ». Le second type fie €a grains, a été uniquement utilisé a
titre de comparaison avec les cafés expérimentaixafé soluble a été choisi décaféiné afin
de pouvoir étre administré aux animaux sans biassadla caféine. Toutes les solutions ont
été préparées a 20°C (sauf indication contraitef))acées sous agitation modérée pendant 5

minutes.

[I.1. PREPARATION DES CAFES EXTEMPORANES

Deux solutions contenant 50 g/L de café lyophilzairte Noire ont été préparées. Dans la
premiéere, le café était solubilisé dans de l'eamaplre sous agitation modérée a 20°C
pendant 5 minutes. Dans la seconde, une partikede & été remplacée par du lait demi-

ecremeé a hauteur de 250 g/L dans la solution finale

[I.2. PREPARATION DES CAFES ATOMISES

Deux solutions contenant 50 g/L de café lyophilzste Noire ont été préparées, avec ou
sans ajout de lait, dans les mémes proportiondegueafés extemporanés. Ces deux solutions
(environ 12 L de chaque) ont ensuite été atomisies un atomiseur pilote Minor Lab
(capacité 3 kg/h, Niro Atomizer, St Quentin en Ywes, France). La température d’entrée
était de 175°C, celle de sortie 90°C et le débitbfey/heure. La poudre recueillie lors du
premier quart d’heure a été éliminée. Environ 4@ goudre ont été récupérés pour chaque
liquide atomisé, puis conservés dans un emballage dde a -18°C.

Pour les analyses, les poudres ont été remisesigperssion en tenant compte de leurs
matieres seches, a hauteur de 50 g/L de poudre lpazafé atomisé et de 76,025 g/L de

poudre pour le café au lait atomise.

[1.3. PREPARATION DES CAFES A BASE DE CAFE EN GRAINS (VERT ET TORREFIE )
Deux solutions de café ont été préparées a partyrains de café, verts ou torréfiés. Ces deux

échantillons de café sont tous deux des arabicaéslenaafé torréfié n’a pas la méme origine
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que le café vert. Les solutions ont été préparég80aC pendant 10 minutes dans 100 mL
d'eau, 6 g de grains de café moulus puis tamigésnstamis n°31, puis en filtrant le mélange
sur filtre n°2 (Melitta, Chézy sur Marne, France).

[1.4. DETERMINATION DES MATIERES SECHES

Les matieres seches des poudres et des filtratswbbnt eté déterminées par pesée avant et
apres séchage a I'étuve (Thermosi SR3000, OsicEygendant 24 heures a 103°C (tableau
XIV). Ces matieres seches ont ensuite été utilipées déterminer les quantités de poudre de

café atomisé a utiliser dans les régimes des tattams les tests de mesure du pouvoir

antioxydant. Les résultats présentés sont la mayederirois répétitions.

[1l. DOSAGE DES ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES DANS LES SOLUTI ONS DE

CAFE ET CAFE AU LAIT PAR CLHP-DEC

Les composés phénoliques présents dans les boipsgparées a base de café et/ou de lait
ont été analysés par chromatographie liquide hpetéormance couplée a un détecteur
électrochimique de type coulométrique (CLHP-DE®).ont été dosés soit directement apres
extraction, soit apres hydrolyse basique de facpreadre en compte I'ensemble des dérivés

hydroxycinnamiques.
I11.1. MISE AU POINT DES CONDITIONS D' ANALYSE PAR CLHP-DEC

[11.1.1. Systeme chromatographique
Le systéme chromatographique se compose d’'une pgogiernaire Waters 600E couplée a

un détecteur électrochimique ESA Coulochem II. Beedteur est équipé de deux électrodes
de travail (modéle 5010). Le potentiel de la premi@ectrode est fixé a 300 mV, avec une
sensibilité de 10 pA. Le potentiel de la seconeetébde est de 600 mV, avec une sensibilité
de 10 pA. Le logiciel d’'intégration est Azur ECWQ0(Datalys, France).

20 pL d’échantillon sont injectés a l'aide d'unenma rhéodyne sur une colonne C18
Interchrom (250« 4,6 mm d.i.; taille des particules : 10 um) (Ioteém). La phase mobile est
composée d’'un mélange [acétonitrile / NBRBy 25 mmol/L pH 2,4] [15/85] (v/v) délivré a
un débit de 1 mL/min.

[11.1.2. Etablissement des voltamogrammes des acigdydroxycinnamiques et dérivés
Afin de déterminer les conditions de détectionmpies en coulométrie, les voltamogrammes
des principaux acides hydroxycinnamiques suscestidiétre retrouvés dans le café ont été

établis, a partir de solutions étalon préparéess dam mélange [acétonitrile / NaPiO,
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25 mmol/L pH 2,4] [15/85] (v/v), a une concentoatide 15 mg/L : acides chlorogénique,
caféique p-coumarique, et férulique. La sensibilité utilisegiait de 5 a 20 pA. Les résultats
sont exprimés pour une sensibilité de 10 pA.

[11.1.3. Etablissement de gammes d’étalonnage pouianalyse des acides phénoliques

Des gammes étalon des quatre acides phénoliquégsémant été établies dans la phase
mobile utilisée en CLHP pour des concentrations prises entre 0 et 25 mg/L, a partir de
trois solutions meres différentes. Les équatiorssdieites de régression sont respectivement,
pour la sensibilité 10 pA :

- acide chlorogénique (ACQ) : y = 12,5°0(R? = 0,995)

- acide caféique (AC) : y = 26,7310 (R? = 0,980)

- acidep-coumarique (&C) : y = 58,2.18x (R* = 0,995)

- acide férulique (AF) : y = 41,4.3& (R* = 0,997)

y correspondant a l'aire du pic chromatographiqiiexea la concentration en acide

hydroxycinnamique exprimée en mg/L.
I11.2. EXTRACTION DES ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES ET DERIVES DU CAFE

[11.2.1. Extraction directe des acides hydroxycinnaniques

Les acides hydroxycinnamiques contenus dans ldérelites solutions de café ont été
analysés selon une méthode publiée (Nawrtiai, 2002), legerement modifiée.

Les solutions de café sont diluées alf ti&ns de I'eau ultrapure, avant extraction. 25@igL
ces solutions diluées sont mélangés avec 150 pheddolution d’acide dihydrocaféique a
200 mg/L (standard interne). Le mélange est corda@éb00 UL avec de I'eau ultrapure. Ce
mélange est ensuite acidifié a pH 3 avec de I'aciderhydrique a 1 mol/L, de facon a
assurer la stabilité des acides phénoliques petidatraction. 300 mg de chlorure de sodium
sont ajoutés, puis les échantillons sont extraitis fois avec 4 volumes d’acétate d'éthyle ;
les tubes sont agités au vortex pendant 5 minpigs, centrifugés 10 minutes a 3000 g et
4°C. Les surnageants sont ensuite mélangés etdaepbrganique est séchée sous flux
d’'azote. Le résidu est ensuite repris dans 5 mimékange acétonitrile / tampon phosphate
25 mmol/L pH 2,4 15/85 (v/v). Les extraits resughen sont ensuite filtrés sur des filtres
seringue nylon 0,22 um, et les acides phénoliqued analysés par CLHP-DEC. Trois

répétitions (extractions) sont réalisées par edhamt
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[11.2.2. Hydrolyse basique et extraction des dérive hydroxycinnamiques

Les acides phénoliques présents dans le café soo festérifiée (par I'acide quinique)

n'existent pas en standards commerciaux, except&€ chlorogénique. Pour les quantifier,
il est donc nécessaire de recourir a une hydradysaline. Les acides phénoliques libérés
peuvent alors étre quantifiés par la méthode décrtessus.

0,5 mL de solution de café diluée au®l$dnt mélangés a 4,5 mL d’hydroxyde de sodium
1,8 mol/L, contenant 10 mmol/L d’EDTA et 1 % d’aeidscorbique, puis incubés pendant
30 minutes a 30°C sous agitation. Apres refroidiss®, les échantillons sont extraits et

analysés comme décrit ci-dessus. Trois répétisons réalisées par échantillon.

[11.2.3. Détermination des taux de récupération

Afin de déterminer les taux de récupération defedihts acides hydroxycinnamiques apres
extraction et analyse par ces méthodes, des swutie café préparées a partir de café
lyophilisé Carte Noire ont été enrichies par deanttés connues en chacun des acides
hydroxycinnamiques, puis extraites et analysées dieé) mémes conditions. Les quantités
supplémentaires détectées ont alors été soustmitegjuantités déterminées dans la méme
solution de café non enrichie. Pour toutes les maiions, la validité de I'extraction a été
vérifiée a I'aide du standard interne. Trois réjm@ts sont réalisées par échantillon.

Les taux de récupération obtenus avec cette méttmdéraction sont de 951 % pour
I'acide chlorogénique, 95 1 % pour 'acide caféique, ¥1.3 % pour I'acidg-coumarique, et
81+ 7 % pour I'acide férulique, sans hydrolyse alaalin

Avec hydrolyse alcaline, on obtient des taux deupécation de 8& 2 % pour I'acide
chlorogénique (retrouvé alors exclusivement sousndod’acide caféique), de #27 % pour
'acide caféeique, de 867 % pour I'acidep-coumarique, et de 843 % pour l'acide

férulique.

V. SEPARATION DES ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES ET DES PROD UITS DE LA

REACTION DE MAILLARD PRESENTS DANS LES SOLUTIONS DE CAFE

IV.1. SEPARATION CHROMATOGRAPHIQUE SUR COLONNE LH-20

Les polyphénols et les produits de la réaction ddéldMd (PRM) du café ont été séparés sur
gel de Sephadex LH-20 (gel de dextrane hydroxyp&pwelon un protocole adapté de
Maillard (1996).
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500 pL d’une solution de café lyophilisé Carte Mair 50 g/L sont déposés sur une colonne
de Sephadex LH-20 (Pharmacia Biotech, longueucm7? diametre intérieur : 5 mm).
L’élution est réalisée par deux fois le volume decblonne en eau acidifiée a pH 3 par de
I'acide chlorhydrique a 37 % puis par deux volundesméthanol pour analyses (Maillard,
1996). Deux fractions de 7 mL sont ainsi récupéeteppelées « fraction HCI » et « fraction
méthanolique ».

Ces fractions ont été analysées par spectrophatieneéitre 200 et 450 nm dans des cuves en
quartz (spectrophotometre UV-VIS Perkin Elmer é§uijn logiciel d’acquisition Lambda 9
(Shelton, USA)) et leur pouvoir antioxydant a éetedminé par les tests DPPH, AAPH et
TAC, qui seront décrits dans le paragraphe 2.5.

La colonne a été étalonnée par passage de solufiacide chlorogénique, isomérisé ou non
(24 heures sous U.V. en milieu méthanolique) etne’wsolution de PRM préparée par
incubation d’un mélange de glucose 0,5 mol/L etydene 0,8 mol/L pendant 92 h a 103°C.
De méme, il a été vérifié que la concentration di¢ ¢’entravait pas la séparation, ceci en
appliguant sur la colonne une solution de cafédl® moins concentrée. Des gammes étalon
d’acide chlorogénique dans chaque solvant ont &tBliés afin de le quantifier dans les

fractions « HCI » et « méthanolique ».

IV.2. SEPARATION PAR ULTRAFILTRATION

Les produits de la réaction de Maillard, présemssdla « fraction HCl » issue de la
chromatographie LH-20, ont été fractionnés par afiltration sur deux types de
concentrateurs Vivaspin 20 (Vivascience, Allemagniifférant par leur seuil de coupure :
3 kDa et 5 kDa. Ces concentrateurs sont formés alx dompartiments séparés par une
membrane de dialyse en polyethersulfone (figure Bé)r centrifugation permet de réaliser
la séparation d’'un mélange, les composés ayanmasse moléculaire inférieure au seuil de
coupure de la membrane étant récupérés dans |leactmmgnt inférieur.

Le protocole suivant a été mis en place : 5 mL liiétillon dilués au 1/Tont été introduits
dans des concentrateurs Vivaspin 20 (Vivascientlemmagne) et centrifugés pendant deux
heures a 6000 g et a 4°C. Aprés deéetermination dastidns résiduelles dans chaque
compartiment par pesée, les rétentats et perm@ateté analysés par spectrophotométrie
entre 200 et 450 nm dans des cuves en quartz (gpectometre UV-VIS Perkin Elmer
equipé du logiciel d’acquisition Lambda 9 (Sheltttf§A)) et leur pouvoir antioxydant a été
déterminé par le test TAC. L'analyse des réten@mt®té réalisée apres passage des
concentrateurs dans un bain a ultrasons, afin cegéger les PRM éventuellement liés a la
membrane de dialyse.
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V. MESURE DU POUVOIR ANTIOXYDANT DES SOLUTIONS DE CAFE ET DE CAFE

AU LAIT

Le pouvoir antioxydant des différentes solutions adé a été déterminé selon trois
méthodes :
- le test DPPH, qui évalue le potentiel antiradicalades antioxydants en milieu
méthanolique ;
- le test AAPH, qui mesure le pouvoir antiradicalagdes antioxydants en milieu
émulsionné contenant de I'acide linoléique ;
- le test TAC, qui détermine le pouvoir antiradicedades antioxydants en milieu
émulsionné contenant de la crocine.
Tous les tests n'ont pas été réalisés sur I'ensemd$ solutions dont nous disposions. Les
expériences effectuées sont donc résumeées danablead XV. La signification des

parametres sera détaillée pour chaque test.
V.1.TESTDPPH

V.1.1. Principe

Ce test permet de mettre en évidence le pouvairaditalaire d’'un antioxydant pur ou d’'un
extrait antioxydant. Il met en jeu le radical stal®,2-diphényl 1-pycrilhydrazyl (DPPH°®,
figure 47). Le DPPH® absorbe a 515 nm. Sous l'aatfein antioxydant AOH qui le réduit en
DPPHH, cette absorbance diminue jusqu’a atteindrplateau, cette cinétique variant selon

I'antioxydant utilise.
DPPH° (violet) + AOH> DPPHH (jaune) + AO° (a)

Le suivi de l'absorbance du mélange en fonction tdmps permet de déterminer le
pourcentage de DPPH° résiduel a I'équilibre. Cepération est répétée pour différentes
concentrations d’antioxydant et les résultats algersont reportés sur un graphique
représentant le pourcentage de DPPH?° restant ailllérg en fonction de la concentration en
antioxydant [AOH]. L’équation de la courbe effetsgoainsi obtenue permet de calculer la
CEso, concentration en AOH nécessaire pour réduire déiénla quantité de DPPH°

initialement présente dans le milieu. L'inverselaeCE;, donne le pouvoir anti radicalaire

(PAR). Plus la valeur du PAR est élevée, plus itatydant est efficace.
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V.1.2. Protocole expérimental

Une solution de DPPH° & 6.20nol/L dans du méthanol est préparée quotidiennerent
partir d’'une solution mére & 6.3fol/L, qui, elle, peut étre conservée pendant emeaine a
-18°C. 77 uL de solution de café préparée dan&da (8 dilutions différentes de la solution
initiale, entre 1/200 et 1/26) sont incubés avec 3 mL de solution de DPPH° penda
500 minutes, temps nécessaire pour atteindre leegqulaavec ce type d’échantillons.
L’absorbance des mélanges est ensuite lue a 51&unmn spectrophotometre Perkin Elmer
UV-VIS équipé du logiciel Lambda 9 (Shelton, USApntre un blanc contenant la solution
de DPPH?® et de I'eau, la valeur de ce blanc ay@négalement mesurée au temps 0. Lors de
cette mesure, les cuves sont en fait inverséeguicgermet d’obtenir directement une valeur
positive pour la différence entre I'absorbance aesdlution de DPPH° ne contenant pas
d’antioxydant et celle en contenant. En calculanthaque instant la différence entre
I'aborbance de la solution initiale et cette vaJeam obtient la cinétique de diminution du
DPPH° dans le milieu (figure 48).

V.1.3. Calculs et expression des résultats

Le rapport entre la valeur lue a 500 minutes ebléc au temps initial est calculé pour
chaque concentration, ce qui donne le pourcentageRPH°® résiduel dans le milieu. Cette
valeur est ensuite portée en ordonnée d'un graphiggdiquant en abscisse la valeur de la
concentration en café, de maniere a déterminepth&emntration qui permet de n’avoir que
50 % de DPPH? résiduel dans la cuve {§ Egure 49), en utilisant I'équation de la coudm
régression de la partie linéaire du graphiquegtacl’aide de Microsoft Excel.

V.2.TESTAAPH

V.2.1. Principe

Ce test met en jeu le dichlorure de 2,2’-azobis(@damopropane) (APPH, figure 50). Ce
dernier, en solution a 37°C et en présence d’oxggéarme un radical AzOO°, capable de
réagir avec les acides gras. L'acide linoléique )(L&tide gras polyinsaturé utilisé dans le
test, lui céde en effet un hydrogéne, donnant ainsradical lipidiqgue L° qui absorbe a
234 nm:

2 Az-N=N-Az> Az-Az + 2 Az° + 2 N (b)

Az° + O, > AzOO° (c)

AzOO° + LH-> AzOOH + L° (d)
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En présence d'antioxydants (AOH), les radicaux bhtsréduits en LH. De ce fait, la
cinétique d’apparition des dienes conjugués a 284st ralentie :

L° + AOH > LH + AO°(e)
En fonction de la dose d’antioxydant, un retardspgdu moins prolongé (phase de latence) de

I'apparition des diénes conjugués est donc observe.

V.2.2. Protocole expérimental

Le substrat est une dispersion d’acide linoléignemglieu aqueux obtenu par mélange de
0,2245 g d’acide linoléique (pureté de 98 %) dajssmdl de tampon phosphate de sodium
50 mmol/L pH 7,4 et de 0,30 g de tween 20. L'énarisiormée est ensuite cassée par ajout
de 1 mL de soude a 1 mol/L et le mélange est tam@qmar 50 mL de tampon borate de
sodium a 50 mmol/L pH 9,0. La concentration fineheacide linoléique est de 16 mmol/L. Le
substrat est conservé dans un flacon fermé soue,azd°C pendant une semaine maximum.
Une solution a 40 mmol/L d’AAPH est préparée danstampon phosphate de sodium a
50 mmol/L pH 7,4. Cette solution peut étre consependant une semaine a 4°C.

La détermination de l'efficacité d'un antioxydarg fait en deux étapes : tout d’abord, la
cinétique d’oxydation de l'acide linoléique estl@im en I'absence d’antioxydant, puis des
cinétiques sont enregistrées en présence d’'antamt\aldifférentes concentrations.

La cinétique sans antioxydant est établie en mékamy dans une cuve spectrophotométrique
bouchée, 2,82 mL de tampon phosphate de sodiurm@0& pH 7,4 préalablement incubé a
37°C, avec 10 uL deau ultrapure, 30 pL de substtai50 uL de solution d’AAPH a
40 mmol/L. Apres agitation, I'absorbance a 234 nsh lee toutes les 5 minutes pendant
300 minutes sur un spectrophotométre Kontron Uvikedl UV-VIS, avec passeur
d’échantillons thermostaté a 37°C, contre une cieveontenant pas de substrat.

La cinétigue en présence d’antioxydant est réalgggrés mélange de 2,81 mL de tampon
phosphate de sodium 0,05 mol/L pH 7,4 pré-inculB& <& avec 30 uL de substrat et 10 pL
de la solution d’antioxydant (solutions de caféddCQ dans de I'eau, diluées entre 1/200
et 1/20). Aprés addition de 150 pL d’AAPH et agitatioraisorbance a 234 nm est lue toutes
les 5 minutes pendant 300 minutes sur un specttoptaire Kontron Uvikon 941 UV-VIS
contre une cuve ne contenant pas de substrat (isegeal, 2000 ; Peyrat-Maillarckt al,
2003). L’'absorbance des antioxydants testés a &ifiée comme étant négligeable pour

chaque concentration utilisée.

V.2.3. Calculs et expression des résultats
On mesure les temps d’inhibition (durée de la phdesdatence) a partir des cinétiques

d’apparition des dienes conjugués, a l'intersecties tangentes (figure 51). Les valeurs ainsi
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“obtenues sont utilisées pour tracer la courbe-dfise (figure 52), soit le temps d'inhibition
en minutes en fonction de la concentration en A@H. peut alors comparer différents
antioxydants selon la pente des droites obtendes.|® valeur de la pente est élevée, plus le

produit testé est antioxydant.
V.3.TESTTAC

V.3.1. Principe

Le pouvoir antioxydant des différentes solutionscd& a été déterminé selon un protocole
adapté d'un test mesurant la Capacité Antioxyddmtle (TAC) (Kampaet al, 2002 ;
Lussignoliet al, 1999). Ce test repose sur la capacité que possedsolution antioxydante a
ralentir I'oxydation, accéléréee a 37°C, d'un sudistcaroténoide, la crocine. La capacité
antioxydante totale de molécules pures ou de métargt déterminée en milieu tamponné a
pH 7,4. A 37°C, 'AAPH génére des radicaux librag gont oxyder la crocine, pigment
caroténoide extrait du safran. Celle-ci va sub& décoloration, ce qui se traduit par une perte
d’absorbance (A) a sa longueur d’onde maximalg,d qui pourra ainsi étre suivie par
spectrophotométrie. En présence de molécules authimtes (AOH), les formes radicalaires
issues de I'oxydation de 'AAPH seront réduitesstarme AzOH et AzOOH, limitant ainsi

I'oxydation de la crocine et ralentissant sa déwdion (Lussignoliet al, 1999).

37°C Q AOH AO°
_ o AzO°, AzOH,
2AZN=N-Az 00— 2AZ O-  poo, % oo @
-2N, crocine  crocine
-Az-Az oxydée

V.3.2. Protocole expérimental

V.3.2.1. Extraction et analyse du substrat d’oxyitet : la crocine

La crocine (figure 53) n’existant pas sous formafige dans le commerce, elle a été extraite
du safran (Lussignoléet al, 1999). L'ensemble des étapes se déroule a ltbia lumiere
afin de limiter la photo-dégradation de la crocine.

500 mg de safran sont lavés a trois reprises panl2@’éther éthylique, sous agitation
pendant deux minutes (300 rotations/min). Afin idhher toute trace résiduelle d'éther
éthylique, le safran est ensuite séché sous undfhig puis extrait par 15 mL d’'un mélange
méthanol/eau 30/70 (v/v), sous agitation (300 rtstmin) pendant 5 minutes a température
ambiante. La solution obtenue est filtrée surdil@,45 um dans une fiole de 50 mL. Le
volume est alors complété par du tampon phosplatodium 10 mmol/L pH 7,4. L'extrait
de crocine ainsi obtenu est aliquoté et peut @&nservé a -20°C pendant deux mois.
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Un spectre de I'extrait de crocine dilué au £fG été réalisé entre 380 et 580 nm sur un
spectrophotometre  KONTRON UVIKON 941 afin de déteven sa longeur d’onde
d’absorbance maximal@ {ay). L’allure du spectre obtenu confirme bien cekelal littérature
(Lussignoliet al, 1999), avec un&nax a 438 nm et deux épaulements, a 414 nm et 465 nm
(figure 54). Bien que Lussignadit al. (1999) aient choisi de travailler & une longueunde
de 450 nm, différente de lanax le test TAC a été réalisé a 438 nm, apres av@ifi& qu'il
n'y avait aucune interférence des réactifs a dettgueur d’onde.
La concentration de I'extrait de crocine a été wale a 443 nm, a partir de son coefficient
d’extinction molaire €) fourni dans la littérature a cette longueur der{lussignoliet al,
1999) :€ 443 nm= 89000 L/mol/cm. Selon la loi de Beer Lambert :

A443 nm

[crocine] = (1)
€443 nm™ trajet optique (cm)

Une gamme étalon de la crocine a été établie énhte¢ 20 umol/L par des dilutions de
I'extrait de crocine dans du tampon phosphate akuso 10 mmol/L pH 7,4. Le seuil de
linéarité de la crocine a ainsi été fixé a 14 pmol/

V.3.2.2. Protocole du test TAC

Dans des microcuves, des aliquotes de 200 pL cantedes concentrations croissantes de
solution de café (diluées entre 1/20@@ 1/206) sont ajoutés a 400 puL de crocine diluée
(volume final 600 pL). Les cuves sont maintenued/2C pendant 10 minutes. La réaction
d’oxydation est ensuite initiee par I'addition dé04uL d’AAPH a 18,4 mmol/L dans du
tampon phosphate, a 37°C, puis I'absorbance a AB3@st lue toutes les 2 minutes contre
600 pL de tampon phosphate mélangé a 400 uL d’AA#ddant environ 160 minutes, sur
un spectrophotometre Kontron Uvikon 941 UV-VIS dmuid’'un passeur d’échantillons

thermostaté.

V.3.3.Calculs et expression des résultats

L’exploitation des résultats a été adaptée de ldoae de Lussignokt al.(1999) par Claire
Ordonaud lors de son stage d’ingénieur C.N.A.Msein du laboratoire. A partir des données
brutes d’absorbance, le pourcentage de crocindugl dans le milieu réactionnel a été

calculé selon I'équation suivante :

A au temps € AA parasite
Crocine résiduelle au temps t (%) = * 100 (2)

A au temps 0
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AA parasiecorrespondant a 'absorbance due a la solutioimamtante ajoutée dans le milieu
réactionnel (A échantillon initiale — A témoin iiaite).

A partir de ce calcul, les cinétiques indiquanpdeircentage de crocine résiduelle en fonction
du temps ont été établies (figure 55). Le tempsespondant a un pourcentage de crocine
résiduelle de 50 % ¢f) a ainsi été déeterminé, et a permis de calculgaur d’inhibition de

I'oxydation de la crocine.

T50 Témoin~ T50 échantillon
Taux d’inhibition = (3)

T50 Témoin

Une courbe effet-dose donnant ce taux d'inhibitien fonction de la concentration
d’échantillon antioxydant dans le milieu réactionre ensuite été établie. La capacité
antioxydante est représentée par la pente de dreite effet-dose. Plus la valeur de la pente
est élevée, plus le produit testé est antioxydant.

La capacité antioxydante est exprimée en taux ifiinbn par g de café introduit dans le

milieu réactionnel, par mL de boisson ou par g datiéne séche suivant le cas.

VI. MISE EN EVIDENCE D’'INTERACTIONS ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES /

PROTEINES DANS LE CAFE AU LAIT

Différentes méthodes ont été utilisées pour temter mettre en évidence I'existence
d’interactions entre les acides hydroxycinnamiqgeedes protéines dans le café au lait:
l'ultrafiltration, la dialyse a I'équilibre et lapgctrofluorimétrie. Ces expériences ont été
menées sur des systemes simplifiés partiellemgnésentatifs de la boisson considérée :
acide chlorogénique-lait, acide chlorogénique-ceesi et acide chlorogéniqge-
lactoglobuline, en conservant dans tous les caspteportions relatives des différents
intervenants du café au lait. L'ultrafiltration ayadlonné les résultats les plus probants, seule

cette méthode sera dévelopée.

VI.1. MISE EN EVIDENCE D’ INTERACTIONS PAR ULTRAFILTRATION

Des concentrateurs de type Vivaspin 20 (VivascicAtlemagne) ont été utilisés. Dans le
compartiment supérieur du concentrateur est intt@dit un mélange macromolécule/ligand,
soit le ligand seul dissous dans le méme milieumasse moléculaire de la macromolécule
(ici la ou les protéines laitieres) doit étre auimscégale au double du seuil de coupure de la

membrane du concentrateur (5000 Da). L’ensemblecestrifugé et I'on obtient dans le
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compartiment inférieur le ligand libre, que I'onypealors doser. On calcule alors le ratio

(exprimé en %) de ligand lié selon la formule sotea(Pedonet al, 1995) :
% ligand lié = ((ligand total — ligand libre) / ligand total) x 100  (4)

avec :
- ligand total = nombre de moles de ligand recudgins le filtrat de la manipulation
utilisant le ligand seul
- ligand libre = nombre de moles de ligand recueins le filtrat de la manipulation

utilisant le ligand en présence de macromolécule

VI.1.1. Validation de la méthode

L'utilisation de cette méthode a été validée demianiere suivante : différentes quantités
d’acide chlorogénique (ACQ) ont été mélangées a qumtité fixe de sérum albumine
bovine (SAB) (12 g/L dans le mélange final), afiatdblir le graphique « nombre de moles
d’acide chlorogénique liées par mol de SAB » ercfiom du rapport SAB/ACQ (mole/mole)
introduit dans le milieu (résultats obtenus patydiaa I'équilibre par (Prigergt al, 2003)). 5
rapports molaires ACQ/SAB ont été testés: 1,5;63; 15 et 21. Afin d’évaluer la
répétabilité de la séparation par ultrafiltratidm,rapport 3 a été répété trois fois avec des
solutions meres différentes.

Toutes les solutions ont été préparées dans duotamposphate de sodium a 0,02 mol/L
pH 7 contenant 0,02 mol/L de NaCl. Elles ont ét&ub€es pendant 15 minutes a 20°C dans
un bain marie a agitation orbitale (100 rpm), plileées au 1/10dans du tampon phosphate
pour se placer dans la gamme de concentrationat@ipe préconisée par Vivascience pour
l'ultrafiltration. Il a été vérifié que des dilutis supérieures donnaient le méme résultat.
10 mL de mélange ont été introduits dans les tyles®s au préalable, puis le tout a été
centrifugé (centrifugeuse Sorvall ST 21, (DuporgslUlis, France)) pendant 30 minutes a
6000 g et a 20°C. Les volumes recueillis dans hapartiment inférieur ont été évalués par
pesée différentielle et TACQ a été dosé par spetiotométrie a 324 nm (spectrophotometre
Perkin Elmer lambda 9 UV-VIS, Shelton, USA), aptexé du spectre correspondant entre
200 et 450 nm. Le pourcentage d’ACQ lié a ensuiecéalculé, puis utilisé pour calculer le

nombre de moles d’ACQ liées par molécule de SAB.

VI.1.2. Etude des interactions dans le café au lait
Les interactions pouvant se produire entre 'ACQadde et les protéines du lait ont été

étudiées par ultrafiltration. Deux types de pratéiont fait 'objet d’études complémentaires
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en systeme modéle : [&lactoglobuline et un mélange commercial de caséméraites du
lait de vache.

Des solutions de lait écrémé ou demi-écrémé a A50m été préparées, de méme que des
solutions modele contenant 6,625 g/L de caseéines4@®,2 mg/L de-lactoglobuline
(concentrations équivalentes a celles contenueslddait dilué au Y4, c'est-a-dire a 250 g/L).
Toutes ces solutions ont été préparées dans dwimaggtate de sodium 0,1 mol/L pH 5,5 pH
correspondant au pH du café au lait. Cependantdssines étant peu solubles a ce pH, elles
ont d’abord été dissoutes dans du tampon phospgleatedium 0,04 mol/L pH 7 a 37°C sous
agitation pendant 2 heures ; puis le pH de la sol été ramené a 5,5 (pH du café au lait),
en diluant la solution de caséines dans le tampétate.

Les solutions de protéines étaient préparées &ateentrations doubles des concentrations
désirées, c’est-a-dire celles présentes danségsuations de café au lait. Elles ont ensuite été
mélangées a du tampon acétate pH 5,5 ou a desosslut'acide chlorogénique dans du
tampon acétate a 1,421 g/L, dans une proportiod 1v/v), de maniére a obtenir des
mélanges dans les proportions du café au laipeuaoir réaliser des témoins d’ultrafiltration
avec la méme solution d’acide chlorogénique, dilugéeemi dans du tampon acétate.

Les solutions d’acide chlorogénique contenant ou ehes protéines ont ensuite été incubées
pendant 5 minutes au bain-marie sous agitation ndéedpgar barreau aimanté, a 20°C ou a
85°C. Dans le second cas, les flacons étaientidefreous un courant d’eau froide avant
ultrafiltration (les concentrateurs ne sont enteffas utilisables avec des liquides excédant
une température de 60°C).

Une dilution dans du tampon acétate était enstiigetaée, de maniére a se ramener a une
concentration en protéines inférieure a 1 g/L, comEment aux instructions du fabricant.
Ensuite, 10 mL d’échantillon dilué étaient intradudans les concentrateurs Vivaspin et
centrifugés pendant 30 minutes a 6000 g et a 2&@es détermination des volumes
résiduelles dans chaque compartiment par peséepdeséats ont été analysés par
spectrophotométrie. Les spectres des permeéats téntracés et I'absorbance mesurée a
324 nm.

Enfin, dans le cas de [lactoglobuline, une derniere solution, contenantapport ACQB-
lactoglobuline égal a 3, mais la méme quantitée dQAQue les autres solutions testées, a

également été analysée par la méme méthode.
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VI.2.MISE EN EVIDENCE D’'INTERACTIONS PAR MESURE DU POUVOIR ANTIOXYDANT DES
COMPLEXES COVALENTS ACIDE CHLOROGENIQUE -PROTEINES

Des solutions a 10,5 g/L de SAB (Ravetlal, 2002b), a 39,7 g/L dp-lactoglobuline, et a
48,9 g/L de caséines (Rawet al, 2001a), dans de I'eau, contenant suffisammented’u
solution d’hydroxyde de sodium a 0,5 mol/L pourestit un pH final de 9, ont été préparées,
ainsi qu’une solution d’acide chlorogénique a 100dans de I'éthanol .

Les deux solutions (protéines et ACQ) ont ensugengelangées dans un rapport 19 : 1 (v/v),
et le pH réajusté a 9 si nécessaire, soit un rappolaire protéine/ACQ de 1/9 pour la SAB,
et de 1/7 pour I8-lactoglobuline et les caséines.

Des témoins ne contenant pas d'acide chlorogénanteété réalisés en remplacant la
proportion d’ACQ ajoutée par de I'éthanol. De mérdes témoins ne contenant que de
'ACQ ont été réalisés, en ajoutant 19 volumes ul'aapH 9 a un volume d’ACQ dans de
I'éthanol. Dans chaque cas, les pH étaient égalenéajustés a 9 avec NaOH 0,5 mol/L si
nécessaire.

Ces mélanges ont ensuite été mis a incuber pe@damures a 24°C en enceinte climatique,
sous agitation par barreau aimanté. L'acide chiemague libre au terme de cette incubation a
été éliminé par dialyse en boudin (Seuil de couBukBA, Spectrapor, Etats-Unis) 20 heures
a 24°C, de 2 mL de mélange ACQ/protéines contren20@’eau ultrapure.

Les spectres d’absorbance des mélanges ont étgistree apres dilution dans du tampon
phosphate de sodium 0,1 mol/L pH 7, avant (dilutidg200) et aprés incubation (dilution
1/1¢° a lintérieur du boudin, pas de dilution de I'exéfir). Les quantités d’acide
chlorogénique retrouvées dans les eaux de dialysété quantifiees par a I'aide des gammes
étalon établies dans de I'eau a 329 nm en utilidastconcentrations allant de 0 a 0,1 mmol/L
(y = 16721 x ; R2=0,9952), et les quantités restalintérieur des boudins de dialyse en ont
été déduites par différence avec la quantité Ieiti@nt introduite.

L’intérieur des boudins de dialyse a ensuite éiéédau 1/10 dans du tampon phosphate de
sodium pH 7,4 0,1 M et le test TAC a été appliquéea dilutions, en rapportant le taux

d’inhibition a la quantité d'acide chlorogéniquelotdée dans les boudins de dialyse.

VIl. SUIVI DU DEVENIR DES INTERACTIONS ACIDE CHLOROGENIQU E-

PROTEINES AU COURS DE LA DIGESTION : MODELE IN VITRO

Afin d’obtenir des indications sur le devenir dentatrice café au lait une fois ingérée, des

solutions modélisant le café au lait ont été soaméune digestian vitro, et le pourcentage
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d’acide chlorogénique lié de nouveau calculé etadp les manipulations en ultrafiltration

décrites précédemment.

VII.1. PREPARATION DES SOLUTIONS A « DIGERER »

Toutes les solutions modéles ont été préparéesdiatempon aceétate de sodium 0,1 mol/L
pH 5,5 (pH du café au lait, tampon de force ioniguache de celle calculée pour le café au
lait).

VII.1.1. Modeles acide chlorogénique et protéinesitieres

Deux solutions modeéles ont été préparées : A@G@actoglobuline : 2,74 g/L (7,73 mmol/L) /
1,02 g/L et ACQ / Caséines : 2,74 g/L / 25,50 ddn témoin d’acide chlorogénigue sans
protéines a également été préparé. Afin de pouwdiser la méme solution d’ACQ dans
toutes les digestions, les solutions d’ACQ et d&gines ont été préparées au double de la
concentration nécessaire et mélangées dans unrtdppb, la solution témoin d’ACQ étant
mélangée a un volume de tampon. Les solutions enh@nogénéisées pendant 5 minutes
sous agitation modérée a 20°C.

Les caséines n’étant que tres peu solubles datesztete de pH, la solution de caséines a tout
d'abord été préparée dans une solution d’hydroxgge sodium, conformément aux
instructions du fabricant. La poudre est lentemajoutée en pluie dans une solution
d’hydroxyde de sodium a 0,5 mol/L sous agitationsdan bain-marie a 24°C. Le tout est
laissé sous agitation pendant une nuit, puis diares du tampon acétate de sodium 0,1 mol/L
pH55 et homogénéisé par  sonification (2 minutesetondes, période
homogénéisation/repos 10 secondes/ 10 secondedjtua®pl00 %, sonificateur 130 W,
autotune 75186, Bioblock , lllkirch, France). Laldmn obtenue restait stable plusieurs

heures avant de commencer a sédimenter.

VII.1.2. Modele acide chlorogénique et lait
Un modele acide chlorogénique / lait écrémé a éuyahe été étudié. La solution
initiale contenait 2,74 g/L (soit 7,73 mmol/L) d’AL; et 96,62 g / 100 g de lait écrémé.

VII.1.3. Modele acide chlorogénique / produits ded réaction de Maillard

Les produits de la réaction de Maillard (PRM) otét gréparés par incubation pendant 92 h a
103°C d’'un mélange aqueux de glucose 0,8 mol/Leellysine 0,5 mol/L a I'obscurité. Pour
calculer la dilution a appliquer pour obtenir unencentration en PRM proche de celle
contenue dans un café qui contiendrait 7,73 mmadlécide chlorogénique, nous nous

sommes basés sur les maxima d’absorbance du caéélatsolution de PRM, dilués dans du



Matériel et Méthodes : Suivi du devenir des interactions acide chlorogénique-protéines au cours de la digestion : modele in vitro 107

tampon acétate de sodium pH 5,5 0,1 mol/L. Il agipayu’une dilution au 1/3 de la solution

de PRM de synthése donne un contenu équivalera gella solution de café.

VII.2. DEROULEMENT DE LA DIGESTION IN VITRO ET DETERMINATION DES RATIOS D 'ACQ
LIES AUX PROTEINES

La digestion (Glahret al, 1996) de chacune des solutions (ACQ seul, ACQ#aieémé,
ACQ+caseéines, AC(Plactoglobuline, ACQ+PRM) a été répétée 3 fois.sbéution d’acide
chlorogénique témoin a également été incubée toissen absence d’enzymes digestives,
afin de pouvoir déterminer par ultrafiltration latio lié aux enzymes digestives lors de la
digestion. A l'issue de chaque étape, 'ACQ libré&té séparé de 'ACQ lié aux enzymes

digestives et/ou aux protéines laitieres par ultrafion, afin de pouvoir quantifier le ratio lié.

VI1.2.1. Digestion gastrique

Avant la digestion, les solutions modeles a dig&mnt mises a incuber 5 minutes sous
agitation modérée a 20°C. 20 mL sont ensuite péslet placés a 37°C, dans un bain-marie
avec agitation orbitale (55 oscillations par minutee milieu est ensuite acidifié jusqu’'a pH 2
par une solution d’'acide chlorhydrique 5 mol/L. By& d’'une solution de pepsine dans de
I'acide chlorhydrique 0,1 mol/L (rapport enzyme/stiht : 1/20) sont ajoutés et le volume est
ajusté a 25 mL avec de I'eau ultrapure et de lacilorhydrique 0,1 mol/L. Aprés une heure
d’incubation a 37°C, sous agitation orbitale, I'gme est inactivée par refroidissement des
échantillons, plongés 10 minutes dans la glace.

2,5mL de digestat sont alors prélevés et dilués1@5CF dans une solution d’acide
chlorhydrique 0,1 mol/L (pH 2). 10 mL de I'échaldn dilué sont ensuite introduits dans des
concentrateurs Vivaspin (seuil de coupure 5000 meg centrifugés pendant 30 minutes a
6000 g et a 20°C. Apres détermination des volurésgluels dans chaque compartiment par
pesée, les perméats sont analysés par spectrogftatma 324 nm (spectrophotomeétre Perkin
Elmer lambda 9 UV-VIS, Shelton, USA), apres tracésgectre correspondant entre 200 et
450 nm.

VII.2.2. Digestion intestinale

Le reste des digestats est soumis a la simulagda digestion intestinale. Le pH est ajusté a
6 a I'aide d’hydroxyde de sodium 0,1 mol/L, et 9k d’'un mélange contenant un extrait de
bile et de la pancréatine (rapports massiques esfsyistrat respectivement de 1/13 et de
1/20) dans une solution de NaHE@Q1 mol/L sont ajoutés. Le volume est ajusté a 5 m
Apres deux heures d’incubation a 37°C, sous agitabrbitale, les enzymes sont inactivées

par refroidissement des échantillons, qui sontgésrilO0 minutes dans la glace.
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2,5 mL de digestat sont alors préleveés et le mtaide chlorogénique lié est déterminé en
répétant les manipulations en ultrafiltration, coenaghécrit précédemment pour le digestat
gastrique, aprés dilution au 1/25@ans du tampon phosphate de sodium 0,1 mol/L {pH 7
Les spectres des perméats sont analysés par gedttvmétrie a 324 nm (spectrophotometre
Perkin Elmer lambda 9 UV-VIS, Shelton, USA), aptexé du spectre correspondant entre
200 et 450 nm.

VIIl. DETERMINATION DE LA BIODISPONIBILITE DE L 'ACQ SUR MODELE

CELLULAIRE DE TYPE CACO-2

L’absorption de 'ACQ sur le modéle cellulaire Caza été étudiée dans différents milieux :
en présence de lait, de protéines ou encore delipsate la réaction de Maillard. Chacune de

ces solutions a subi au préalable les étapes @staigin vitro décrites au paragraphe 2.9.

VIII.1. CULTURES CELLULAIRES

La culture des cellules Caco-2 a été menée au deihaboratoire de Physiologie de la
Nutrition et du Comportement Alimentaire du Pr. BhiTomé, a I'lLN.A.-P.G. (Paris). Les
cellules proviennent de I’American Type Cultureledlion (Rockville, Etats-Unis.), et ont été
utilisées apres confluence. Pour les manipulatides,filtres en polyéthylene téréphtalate ont
été ensemencés a une densité de 40000 cellulegZasiltres sont insérés dans des puits
(figure 56) rassemblés par plaques de 12. La @oissdes cellules s’est effectuée dans du
milieu Dulbecco Eagle modifié (Sigma Aldrich, Sa@tientin Fallavier, France), contenant
15% (v/v) de sérum fcetal de veau, 25 mmol/L decage, 1 % d’acides aminés non
essentiels, 6 mmol/L de glutamine et 50 pug/mL deepsbmycine. Les cellules sont
maintenues a 37°C dans un incubateur avec unesplra® contenant 5 % de €€ 95 %
d’air ambiant, sous une humidité constante. Leemilile culture est changé tous les deux
jours, puis chaque jour une fois que les celluteg a confluence.

VIIl.2. ETAPE PREALABLE INDISPENSABLE A L 'APPLICATION DES DIGESTATS OBTENUS IN

VITRO SUR LES CULTURES CELLULAIRES : INACTIVATION DEFINITIVE DES ENZYMES
DIGESTIVES

Afin de pouvoir appliquer les solutions d’ACQ praiaslement digérées sur les cellules Caco-
2, il est indispensable d’inactiver les enzymegslilyes encore présentes dans le milieu. Pour
cela, on procede généralement a un autoclavage duiwe précipitation, ce qui est
indispensable pour éviter un décollement des esll@aco-2 (Rubio et Seiquer, 2002).

Le protocole retenu est un autoclavage en cocattetende 4 minutes a 100°C, suivi d’'une

centrifugation a 3900 g pendant 30 minutes.
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Il a été Vérifié que les enzymes étaient effectiohinactivées par ce protocole en mesurant
I'activité trypsique dans le digestat autoclavé r{giai, 2002). Ce dosage repose sur le
principe suivant : la caséine, utilisée comme sabste la réaction, est hydrolysée par la
pancréatine, et les produits d’hydrolyse formég saivis a 280 nm.

Une solution de caséines a 0,3 % (p/v) est donpapéé dans un mélange tampon
phosphate de sodium 0,1 mol/L pH 7,6 / eau distil{&/2, v/v), incubé sous agitation
modérée pendant 1 h 30 a 37°C, afin de dissoudreagéines. Le surnageant est ajouté a ce
substrat dans une proportion 1/1 (v/v). Le mélarge incubé pendant 20 minutes sous
agitation dans un bain-marie thermostaté a 37°G. éehantillons sont précipités par 3
volumes d’acide trichloracétique a 5% (m/v). Labes sont ensuite laissés au minimum
30 minutes a température ambiante puis centrif@@ésin & 3000 g (centrifugeuse Sorvall
ST 21, Dupont, Les Ulis, France). L’absorbance ltgoe échantillon est alors lue a 280 nm
contre le blanc (spectrophotometre Perkin EImeb@an9 UV-VIS, Shelton, USA). Pour la
réalisation du blanc, le mélange est ajouté autsatten méme temps que le surnageant, puis
le mélange subit les mémes étapes que les échastill
Si la difference d’absorbance entre I'échantillonle blanc est significative (p<0,05),

I'inactivation de la trypsine n’est pas compléete.

VII1.3. APPLICATION DES SURNAGEANTS DE DIGESTION IN VITRO SUR LES CELLULES CACO-2
Avant d’appliquer les surnageants (digestats olstenuvitro, ayant subi le protocole
d’inactivation des enzymes digestives) sur lesucedt cellulaires, le pH de ces derniers a été
ajusté a 6 avec de l'acide chlorhydriqgue a 1 moliLde I'hydroxyde de sodium a 1 mol/L.
L’'osmolarité des solutions a également été ajudeenaniére a étre comprise entre 290 et
330 mOsm/kg. Apres ces ajustements, le contenudmacide chlorogénique des solutions a
de nouveau été déeterminé par mesure de I'absorizad24 nm.

Juste avant I'application des surnageants surdidgdes, le milieu de culture a été éliminé par
aspiration dans chaque puits, puis la couche daglezla été rincée deux fois avec du tampon
MES a pH 6. 1,5 mL de tampon HEPES pH 7,4 a altZkpkacé dans le milieu basolatéral
tandis que la face apicale recevait 0,5 mL de g#a@t des digestats. Pendant une heure,
toutes les 10 minutes, 150 pL de solution ont étdepés dans la phase basolatérale et
remplacés par le méme volume de tampon HEPES. Tépistions ont été réalisées pour
chaque surnageant et les prélevements ont été lésnge21°C jusqu’a analyse (sous une

semaine).
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VIIl.4. ANALYSE DES PERMEATS CELLULAIRES

Les échantillons collectés dans la phase basolaténa été analysés par CLHP/DEC, dans les
mémes conditions que les solutions de café, adjtkan de la sensibilité des électrodes
(1 pA au lieu de 10 pA). Le facteur de dilutionaliimode de prélevement (remplacement du
liquide basolatéral prélevé par du tampon) a éphiquee et les quantités retrouvées dans les
perméats ont été rapportées aux quantités d'aclderogénique mesurées dans les
surnageants apres ajustement du pH et de l'osrela’a cinétique de perméation dans les

différentes conditions a ainsi pu étre établie.

IX. DETERMINATION DE LA BIODISPONIBILITE DE L 'ACIDE CHLOROGENIQUE

SUR MODELE ANIMAL (RAT)

IX.1. EXPERIMENTATION ANIMALE EN CHRONIQUE

IX.1.1. Animaux

30 rats Wistar males pesant en moyenne+82) ont été répartis en 5 groupes de 6 rats,
respectivement nommeés «témoin» (rats 1 a 6), «céféts 7 a 12), « café au lait » (rats 13 a
18), «café atomisé » (rats 19 a 24) et «café @t dtomisé » (rats 25 a 30).
L’expérimentation a été réalisée a l'animalerie Wastitut National de Recherche
Agronomique de Jouy-en-Josas, en collaboration 8gquipe du Professeur Daniel Tomé.
Les animaux ont été placés dans des cages indiduelans une piéce thermostatée a
22+ 2°C, en cycle jour/nuit inversé avec une périoelgotdir comprise entre 21 h et 9 h. Leur

poids a été mesuré quotidiennement.

IX.1.2. Régimes

Pendant trois jours, les rats ont consonamdibitum entre 13 heures et 18 heures, un régime
standard semi-liquide contenant 14 % de protéimgales (régime P14, tableau XVI),
réhydraté avant utilisation dans des proportiong580(p/p). Parallelement, de lI'eau était
fournie a volonté aux animaux.

A partir du quatriéme jour, les différentes boiss@xpérimentales ont été proposées aux
animaux entre 9 h et 10 h : eau, café, café auddati-écrémé, café atomisé réhydraté et café
au lait atomisé réhydraté. La trop faible accepitéldu café par les animaux nous a conduits
a ajouter du sucre aux régimes expérimentaux. Aut daune semaine d’adaptation aux
régimes, qui nous a notamment permis de répastirais en fonction de leur prise alimentaire

de café, I'expérimentation a réellement commencé.
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La composition définitive des boissons expérimastast présentée dans le tableau XVII.
12,5 g de ces boissons ont été proposés aux ratjuehour entre 9 h et 10 h pendant
22 jours.

Les masses d’aliments consommeés (café et P1l4)té@mdvaluées par pesée différentielle. Le

coefficient d’efficacité alimentaire apparent (CE&Agté déterminé selon la formule suivante :
CEA = Prise de poids quotidienne/ Prise alimentgiretidienne (26)

Il a été calculé sur les deux dernieres semaineegiene, lorsque la prise alimentaire et

I’évolution pondérale des animaux étaient devestases.

IX.1.3. Sacrifice des animaux

A lissue des 22 jours du régime expérimental, dagnaux ont été sacrifiés quatre heures
aprés consommation de la boisson expérimentale,inpaction de pentobarbital sodique
(1,6 mg/kg de poids corporel), puis exsanguinegsafmjection d’héparine par section de
'aorte abdominale et de la veine cave. Le santpis @&té récupéré et centrifugé a 3000 g
pendant 20 minutes a 4°C. Les plasmas ainsi rééspent été acidifiés a pH 3 (acide
chlorhydrique a 3 mol/L), aliquotés puis congelé2F C. Différents organes, susceptibles de
servir de lieu de stockage de polyphénols (cceig, fmumons) ont également été récupérés

et pesés afin de rechercher d’éventuelles hypdriep

IX.2. DETERMINATION DE QUELQUES PARAMETRES SANGUINS

Le taux de triglycérides plasmatiques a été détermai I'aide du kit enzymatique TG PAP
150 (BioMérieux, France). Les taux de cholesteml/Hcholesterol ont été déterminés a
I'aide du kit enzymatique Cholesterol RTU (BioMérke France).

Ces mesures ont été realisées a I'aide d’'un aueoMascott plus (Lisabio, France).

IX.3. DETERMINATION DU STATUT ANTIOXYDANT PLASMATIQUE

Le pouvoir antioxydant des plasmas des rats ayamsammé les différents régimes a été
déterminé par le test TAC (cf. paragraphe V).éké& mesuré soit directement sur les plasmas,
soit aprés une étape d’hydrolyse enzymatique dasmas destinée a libérer les formes

métabolisées des acides hydroxycinnamiques.
IX.3.1. Protocole d’analyse :

IX.3.1.1. Sans hydrolyse enzymatique
L’'analyse des plasmas a été réalisée apres déatingélde 30 minutes a température
ambiante et éventuellement centrifugation a 50p@rglant 10 minutes lorsque la présence de

fibrinogene était détectée. Le surnageant a atéredéupéré pour I'analyse.
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Le plasma est introduit dans des microcuves a bawute 0 a 40 pL. Le volume est alors
complété a 200 pL par du tampon phosphate de sotfbummol/L pH 7,4. 400 uL de crocine
diluée sont ensuite introduits. Les cuves sont teaires a 37°C pendant 10 minutes. La
réaction d’oxydation est ensuite initiée par I'doidi de 400 uL d’AAPH a 18,4 mmol/L dans
du tampon phosphate, a 37°C, puis I'absorbanceBaABest lue toutes les 2 minutes contre
600 pL de tampon phosphate mélangé a 400 uL d’AA#dddant environ 160 minutes, sur
un spectrophotométre Kontron Uvikon 941 UV-VIS dmuid’'un passeur d’échantillons

thermostaté a 37°C.

IX.3.1.2. Avec hydrolyse enzymatique

Les protocoles d’hydrolyse enzymatique et d’exteacides plasmas décrits ultérieurement
(2.9.4.1.2.) ont été appliqués aux plasmas desdratgroupe « café au lait », avec et sans
enzyme, de maniere a déterminer le réle potenésl fdrmes métabolisées dans le pouvoir
antioxydant total du plasma. Les mémes volumesla®a que dans le test sans hydrolyse
ont été utilisées pour le test TAC.

IX.3.2. Calculs et expression des résultats

Le taux d'inhibition a été calculé de la facon d&cdans le paragraphe 2.5.3.3. Les cinétiques
indiquant le pourcentage de crocine résiduelleoatfon du temps ont été établies. Le temps
correspondant a un pourcentage de crocine réseddelb0 % (Jo) a ainsi été déterming, et a
permis de calculer un taux d’inhibition de I'oxyubett de la crocine. La capacité antioxydante
est représentée par la pente de la droite effet-dtaix d’inhibition en fonction de la
concentration en échantillon antioxydant dans leemréactionnel).

Dans le cas des plasmas, le statut antioxydanmplégue a été pondéré par la masse

journaliere moyenne de boisson consommeée par chatjlers de I'expérimentatioim vivo.
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Taux d’inhibition / pL de plasma

Statut antioxydant plasmatique = _ = (27)
Masse journaliere moyenne de

boisson consommée

IX.4. DETERMINATION DES TENEURS PLASMATIQUES EN ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES

Dans chaque plasma collecté, un dosage des pnncipatioxydants phénoliques issus du
café (acides hydroxycinnamiques et dérivés) adashlse. Les formes natives et métabolisées
(sulfatées, sulfo-glucuronidées et glucuronidées)té analysées apres extraction du plasma,
précédée ou non d'une étape d’hydrolyse enzymatigaes échantillons ont ensuite été
analysés par chromatographie liquide haute perfoceacouplée a un détecteur
électrochimique (CLHP-DEC).

IX.4.1. Préparation des échantillons pour I'analysgar CLHP-DEC

IX.4.1.1. Hydrolyse enzymatique et extraction desnposés phénoliques

L’hydrolyse enzymatique a été réalisée par uneatagé extraited’Helix Pomatig a
258 pkat/g, possédant également une activité ghnddmse de 7750 pkat/g. A 100 pL de
plasma sont ajoutés 20 pL de tampon acétate demsotimol/L pH 4,9, contenant ou non
0,01 mg de sulfatase. Le mélange est homogénéiséoex pendant 10 secondes, puis
incubé a 37°C, sous agitation, pendant une heugs. dchantillons non hydrolysés sont
incubés de la méme maniere, en remplacant la aonldtenzyme par un volume équivalente
de tampon acétate de sodium 1 mol/L pH 4,9. Il & \&rifié que I'étape de chauffage

n’induisait pas de perte d’acide chlorogénique.
IX.4.1.2. Précipitation des protéines plasmatiques

Apres lincubation a 37°C, 250 uL d’acétone sortuggs au milieu réactionnel. Apres
30 secondes d’homogénéisation au vortex, I'écHantiést centrifugé 10 minutes a 16000 g
et a 4°C (centrifugeuse Biofuge Fresco, Kendroemlhgne). Le surnageant est récupéré, et
150 puL d’acétone sont ajoutés au culot. Le toutheshogénéisé pendant 30 secondes au
vortex, 10 secondes dans un bain a ultrasons, c&hdes au vortex, puis de nouveau
centrifugé dans les mémes conditions que précédamines deux surnageants sont ensuite
combinés, et le solvant est évaporé a sec sousdfarote. Le résidu est alors repris dans
150 pL de phase mobile utilisée en CLHP (mélange/ eaéthanol / acide acétique 88/10 /2

(v/viv) contenant 50 mmol/L d’acétate de lithiungt, homogénéisé aux ultrasons pendant
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10 secondes, puis au vortex pendant 30 seconttes,sfir filtre seringue nylon 0,22 um et
injecté en CLHP/DEC.

IX.4.2. Détermination du taux de récupération de l&cide chlorogénique

Le taux de récupération des acides hydroxycinnagsigulasmatiques a été déterminé a partir
d’acide chlorogénique, composé majoritaire du caifié,un plasma témoin, apres avoir vérifié

que ce dernier présentait un profil chromatographigxempt d’acides hydroxycinnamiques.

Il a été réalisé avec et sans hydrolyse enzymatique

L’acide chlorogénique a été introduit des le détwiprotocole d’extraction, dans le tampon

ajouté au plasma. La concentration choisie étaltodére de 1 pmol/L, correspondant a une

concentration plasmatique susceptible d’étre rereapres consommation du régime donné
aux animaux.

Par ailleurs, 'ACQ, naturellement sous forrfrans pouvant étre isomeérisé au cours du

protocole d’extraction, les formess ettransont été prises en compte dans le calcul.

([ACQtrans] + [ACQcis]) récupérés aprés extraction du plasma témoin
Taux de récupération = (28)

([ACQtrans] + [ACQcis]) initiale

Les taux de récupération en acide chlorogéniquenoistavec cette méthode d’extraction sont

de 71+ 4 % sans enzyme et de 640 % avec enzyme.

IX.4.3. Analyse par CLHP-DEC

IX.4.3.1. Conditions d’analyse en CLHP-DEC

Les antioxydants phénoliques issus du plasma @nséparés par chromatographie liquide
haute performance couplée a un détecteur élecinigie (CLHP-DEC) de type Coulochem
I (ESA), décrit en 2.3.1.1. L’élution est réaliséeun débit de 1 mL/min a l'aide d’'un
mélange [eau / méthanol / acide acétique] [88/1@]v) contenant 50 mmol/L d’acétate de
lithium.

Les voltamogrammes d'un plasma témoin et d'un ngdarcontenant les acides
chlorogénique, caféique et féerulique a 0,1 mg/Lsdlis dans la phase mobile utilisée en
CLHP, ont été réalisés. Le plasma témoin a étéigxt dilué au 1/10dans la phase mobile
de CLHP. Le potentiel de E1 a été fixé a 300 m\hggalité de 1 pA), celui de E2 variant
entre 300 et 1000 mV (sensibilité de 1 pA).

Les potentiels retenus pour I'analyse des plasmas E1 = 300 mV (1 nA), E2 = 400 mV

(1 nA).
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Enfin, la limite de sensibilité de la méthode a dééerminée : elle est de 14 nmol/L pour les
acides chlorogénique et caféique et de 50 nmoldlr pacide férulique (soit des quantités
injectées respectivement de 0,28 pmol et de 1 pmol)

IX.4.3.2. Identification des isomeres de I'acidelologénique

Afin de déterminer le temps de rétention de l'acicie-chlorogénique, une solution
méthanolique d’acideans-chlorogénique a été placée sous UV a 254 nm pedddrheures
(Maillard et Berset, 1995). Des prélevements oétetfectués régulierement et les solutions
ont été injectées dans le systeme chromatographiguéemps de rétention de l'acides-

chlorogénique a ainsi été établi a 32 minutes deasonditions.

IX.4.3.3. Etalonnage des acides chlorogénique, ogf& et férulique

Les gammes d’étalonnage des antioxydants phénsligué été effectuées dans la phase
mobile de CLHP. Les concentrations en acide chiemagie, acide caféique et acide férulique
varient de 0 a 1 umol/L. Les gammes d’'étalonnagetenréalisées a partir d’'un minimum de
trois solutions meéres différentes.

Les équations des droites de régression sont tagraent, pour la sensibilité 1 pA :

- acide chlorogénique : y = 68970 X*(R0,9645) ;

- acide caféique : y = 71768 x{R 0,9783) ;

- acide férulique : y = 58983 x R 0,9651) :

Par ailleurs, la réponse des isomeces et trans a été considérée comme similaire en
électrochimie, comme cela avait été montré aveddé& férulique par Rondini (2002). La
guantification de ces composés a donc été réadisgeenant en compte la somme des deux

isomeres.
X. ANALYSES STATISTIQUES

Pour toutes les expériences sur l'aliment, sautatobn particuliere, trois répétitions ont été
effectuées. Les résultats sont exprimés sous fommgnnet écart-type. Dans tous les cas,
des analyses de variance ont été effectuées aidaPRtite Différence Significative (PPDS) a
éte calculée, afin de déterminer si les échanslieaient significativement différents ou non.
Pour les expérimentations animales, lorsque cedd pertinent (écart-types faibles), des
moyennest écart-types ont été calculées et comparées par\VBN& PPDS. Sinon, les
résultats sont présentés rat par rat, avec lestypas dus a I'analyse.

Tous les calculs ont été effectués sous MicrosedeEaveq< 0,05 significatif.
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Le café a été retenu comme systeme d’étude, aidecém il présente un profil phénolique
simple (acide chlorogénique majoritaire), et casil fréequemment consommé en présence de
lait, ce qui permet de disposer d'un « aliment n@eepour etudier l'influence des protéines

laitieres sur la biodisponibilité des acides phinas.

Nous nous sommes tout d’abord intéressés au poamtizxydant de la boisson elle-méme,
dans les différentes conditions de préparationuaje lait, atomisation, chauffage...), puis
des interactions éventuelles entre les acides figées du café et les protéines laitieres ont

été recherchées.

Le devenir de ces interactions lorsque l'alimenti@geré a ensuite été étudnévitro, puisin
vivo, par une étude de biodisponibilité de l'acide chigmique du café dans différentes

conditions de préparation.

|. ETUDE DE LA MATRICE ALIMENTAIRE : LE CAFE AU LAIT

[.1. CHOIX DE LA DOSE DE CAFE

Dans la seconde partie de I'étude, nous nous sommé&wessés au devenir des acides
phénoliques dans I'organisme, par une étude ddé&@upeptation chroniqui vivo. Pour cela,
nous avons prépareé différentes solutions a basafdesoluble décaféiné Carte Noire (20 g/L,
30 g/L, 50 g/L et 60 g/L), en partant des recomnaéinds du fabricant (20 g/L). Cing
personnes appartenant au personnel de FENSIAyri du café de maniere réguliere, ont
désigné la boisson a 50 g/L comme étant accepéhleoche d’'un café préparé en cafetiére,
la boisson a 60 g/L étant jugée trop « forte »estdutres trop diluées. Cette dose a donc été
retenue pour la suite de I'étude. Le café solublété choisi préférentiellement a une
préparation par filtration en cafetiére pour desams de répétabilité de préparation d’un jour
sur l'autre, I'étude en chronique sur animaux ayéi# planifiée sur une durée de trois
semaines. Le méme lot de café soluble a été utibsé toutes les études, et a été conservé en

bocal hermétique a 4°C pendant toute la dureeétiedé.

|.2. ANALYSE DES ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES DANS LES CAFES
L’analyse des acides phénoliques du café a étiséégbar Chromatographie Liquide Haute

Performance couplée a un détecteur électrochim{@leHP/DEC), aprés extraction des
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composes phénoliques a l'acétate d’éthyle, le éwat au préalable solubilisé dans de I'eau

ultrapure et acidifié a pH = 3.

[.2.1. Mise au point de la méthode d’analyse

L’établissement des voltamogrammes des différeaiidea phénoliques susceptibles d’étre
retrouvés dans le café a permis de déterminer uenpel maximal de réponse en
électrochimie : il est de 600 mV sur E2 (figure 3@)sque I'élution est réalisée par le
mélange acétonitrile / NaRO, 25 mM pH 2,4 15/85 (v/v) et I'électrode 1 réglée 300 mV.
Les temps de rétention sur la colonng, @ans ces conditions, sont de I'ordre de 9,4 resut
pour l'acide chlorogénique (ACQ), de 15,1 minutesump I'acide caféiqgue (AC), de
30,3 minutes pour I'acidp-coumarique (fC) et de 38,5 minutes pour I'acide férulique (AF).
L’acide dihydrocaféique a été choisi comme standatdrne pour vérifier la fiabilité de

I'extraction, aucun composé du café n’étant élsératemps de rétention (11,2 minutes).

[.2.2. Dosage des acides hydroxycinnamiques

[.2.2.1. Concentrations en acides hydroxycinnamiguedans les cafés préparés
extemporanement

La solution de café a 50 g/L préparée a partir die csoluble du commerce contient
710 £ 31 mg/L d’ACQ (tableau XVIII). Les autres @es hydroxycinnamiques recherchés
(AC, ApC, AF) n'ont pas été détectés dans la boisson séalgans hydrolyse alcaline, ce qui
est en concordance avec les résultats de Natali (Nardini et al, 2002).

Dautres formes estérifices de [lacide caféique id@e néochlorogénique,
cryptochlorogénique, 3,4-dicaféoyl-quinique, 3,6adéoyl-quinique, 4,5-dicaféoyl-quinique)
sont en revanche certainement présentes en coatdemér moindres, comme l'indique la
littérature (tableau XVIII). Il existe en effet wertain nombre de petits pics non identifiés sur
les chromatogrammes du café (figure 58), qui peemta&tre ces formes estérifiées.

Apres hydrolyse alcaline, ces pics disparaissetialeiment et sont remplacés par trois pics
identifiables : AC, AC et AF (figure 58), ce qui suggere la présenceedeacides sous forme
estérifiée dans le café de départ (acides 3-fégioyique, 4-féruloyl-quinique, 5-féruloyl-
quinigue entre autres). Les esters d’AC sont les pbondants (tableau XVIII).

A noter cependant que si I'on convertit les conedimt en mmol/L et que I'on se base sur une
stoechiométrie 1 : 1, on retrouve une quantitéidacaféique nettement plus importante que
ce gue I'on devrait trouver si sa seule originét étaydrolyse de sa forme estérifiée, I'acide
chlorogénique. Ceci suggere la présence d'autrédesaccaféoyl-quiniques ou d’acides

dicaféoyl-quiniques dans le café (Cliffoetlal, 2003).
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[.2.2.2. Comparaison des cafés préparés extempomaer® avec des boissons préparées a
partir de café en grains

Quel que soit le café considéré, nous confirmons bacide chlorogénique est l'acide
hydroxycinnamique le plus abondant du café (tabl€slil). La solution de café a 50g/L
préparée a partir du café soluble du commerce eniecd 710 + 31 mg/L, ce qui est
légerement supérieur a ce que l'on obtient en paépadu café par filtration de poudre
moulue (tableau XIX). Cette derniere valeur esteoglant proche de celle indiquée par
Nardini et al. (2002) pour une solution de café préparée paatiitin. Le dosage choisi pour
I'expérimentation, a savoir 50 g de poudre de cal@ble par litre de solution, correspond
donc a un café relativement riche en ACQ, maistipas totalement aberrant par rapport a ce
que I'on obtiendrait avec une préparation pardiitn.

Les concentrations en ACQ retrouvées dans la solutie café vert sont 3,5 fois plus
importantes que celles trouvées dans les cafééfitmr (tableaux XVIII et XIX). Cette
différence peut s’expliquer par le fait qu’une gtarpartie de 'ACQ présent dans le grain de
café disparait a la torréfaction (Herrmann, 198%me si les cafés analysés ici n’avaient pas
la méme origine. De plus, I'extractibilité des asdohénoliques est probablement différente
dans le café vert et dans le produit torréfié, atdes modifications profondes du grain lors

de la torréfaction.

1.2.2.3. Influence de I'atomisation sur les acidbdgdroxycinnamiques

L’atomisation de la solution de café fait Iégéremdmminuer les concentrations d’acides
hydroxycinnamiques retrouvées dans le café avaapets hydrolyse acide (tableau XVIII,
figures 59 et 60). Cependant, cette diminutiony lgjee significative, reste faible.

En revanche, les concentrations retrouvées sotgmeit plus faibles lorsque I'atomisation
du café est réalisée en présence de lait. Or, aomss vérifié que le rendement d’extraction
de 'ACQ du café n’était pas modifié en présenceaite Ce résultat suggere donc qu’il a pu
se former des complexes entre les protéines duetales acides phénoliques pendant le
procédé d’atomisation. En effet, ce dernier estegpiible de légérement dénaturer les
protéines et de démasquer des zones hydrophobasaaapt inaccessibles.

De plus, la littérature suggere que des liaisonglentes peuvent également se former en
faible quantité entre I'acide chlorogénique etgestéines laitieres, a pH acide et en présence
de dioxygéene (Petzket al, 2005). Or, la surface de contact entre l'air et imolécules
composant le café au lait est considérablement aentga lors du procédé d’atomisation, par
comparaison a un mélange extemporané, puisquefdeliqaide est présenté au flux dair

chaud sous forme de gouttelettes. Une partie ddgsaphénoliques a donc pu s’oxyder en
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quinones, qui sont ensuite susceptibles de formetidisons covalentes avec les protéines tel
gue ce que I'on observe en milieu basique (Raweal, 2001a). De tels complexes pourraient
étre a I'origine d’'une diminution de I'extractitii des acides phénoliques.

S'’il existe des complexes entre les protéines leldes acides phénoliques du café,
I'analyse du contenu polyphénolique des cafés segge’ils se forment préférentiellement

lors de I'atomisation des mélanges en présencaitle |

|.3. DETERMINATION DU POUVOIR ANTIOXYDANT
Trois tests de mesure du pouvoir antioxydant (PAGY) été réalisés sur les différentes
boissons :
- Le test DPPH permet d’évaluer I'effet antiradicadaiirect des molécules contenues
dans les boissons. Il s’agit d’un test rapide repé¢ a mettre en ceuvre, qui permet donc de
tester un nombre élevé de conditions susceptibgedencontrées lors de la préparation
du cafe.
- Le test AAPH permet de mesurer le pouvoir antioxyates boissons vis-a-vis d’'une
emulsion lipidique et s’approche davantage d’unesye alimentaire que le test DPPH.
- Le test TAC est classiquement utilisé pour déteemie pouvoir antioxydant de
fluides biologiques tels que le plasma suite agestion d’aliments riches en antioxydants.
Cependant, il est également intéressant de I'apgliq I'aliment lui-méme, de maniére a
disposer d’'un point de comparaison valable entfeA® potentiel de I'aliment et le statut
antioxydant acquis par le plasma suite a son ifagest
Dans un premier temps, le PAO du café a été mesumaniére globale, en faisant varier
divers parametres intervenant dans la préparatemadooisson ; puis des séparations sur
colonne chromatographique LH-20 ont permis d'atigibles parts relatives du PAO aux

différents composés du café.
[.3.1. Pouvoir antioxydant global des boissons
1.3.1.1. Pouvoir antioxydant du café extemporané

1.3.1.1.1. Pouvoir antioxydant du café extemporangeul
Le café extemporané présente bien une activitoxyuante, quel que soit le test utilisé
(figures 61 et 63). Cependant, il n'est pas possild comparer les valeurs que nous avons
obtenues aux données de la littérature, car lés ¢ge nous avons utilisés ont rarement été

appligués a des boissons a base de café, et, igdgnt été, les conditions de manipulation
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étaient différentes. Nous avons donc appliqué ests ta d’autres boissons afin d’obtenir un
point de comparaison.

1.3.1.1.2. Comparaison du pouvoir antioxydant des afés préparés

extemporanément avec celui des cafés préparés a fade café en grains
Une solution de café a été préparée a partir de eafgrains du commerce (marque Carte
Noire également), torréfiés et moulus, selon urc¢ué proche des conditions de préparation
domestique. Cette derniere est décrite dans éaditire de la maniére suivante : « aprés avoir
déposé les grains moulus sur un filtre et les dadtigonfler avec de I'eau tiede, on ajoute sur
la poudre par petites fractions de I'eau a la Bnaie I'ébullition durant dix minutes » (Debry,
1993). Pour des raisons évidentes de repétabditéertraction, il a été préféré d’'incuber la
poudre de grains de café (vert ou torréfie) dankede bouillante pendant 5 minutes, puis de
filtrer le mélange sur filtre papier (Maezttial, 2001 ; Nardiniet al, 2002).
Afin de pouvoir effectuer une comparaison entre tedés ainsi préparés et le café
expérimental préparé par dissolution de poudreafi& lyophilisé Carte Noire dans de l'eau,
nous avons rapporté tous les résultats a la qéadéitmatiere seéche apportée par le café
contenu dans les boissons. En effet, la matiéreesde la boisson expérimentale préparée
extemporanément est de 4,8 £ 0,3 %, tandis quen&®res seches des filtrats de café en
grains verts et torréfiés sont respectivement dexD,6 % et de 2,0 £ 0,2 %. Comparer
directement les boissons en considérant le voluenkqdide ajouté dans les cuves apporte
donc un biais di aux différences de concentration.
Si I'on compare le PAO des cafés préparés avewlaing soluble avec celui d'un café
préparé a partir de café en grains torréfies (figbt), on constate qu’a contenu en acide
chlorogénique sensiblement égal, le pouvoir antlexy du café préparé a partir de café en
grains est environ 40 % plus élevé que celui dédscaréparés extemporanément avec la
poudre commerciale soluble : il faut plus de poutkecafé soluble que de matiére séche de
filtrat de café pour obtenir un PAO équivalent ucd’'un café préparé par filtration.
On peut donc penser que le procédeé industriel ggpplpour obtenir la poudre de café soluble
commerciale fait évoluer le contenu en composésoxmants autres que l'acide
chlorogénique. Ces derniers sont probablement gqués dans le pouvoir antioxydant,
puisque celui de la préparation de café vert emgyran’est que faiblement plus élevé que
celui de son équivalent torréfié, alors qu’il centi plus de 60% de plus dacide
chlorogénique en matiere seche (figure 61).
Cependant, la poudre soluble et le café utilisé ppréparation filtrée n'ayant pas la méme

origine, il est également possible que ces vanatiproviennent d'un degré de torréfaction
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différent. En effet, la littérature montre que plcs dernier est élevé, et plus le pouvoir
antioxydant du café diminue (Borrebit al, 2002 ; del Castilleet al, 2002 ; Nicoliet al,
1997).

1.3.1.1.3. Comparaison du PAO du café préparé extgmoranément a celui d’'une

infusion de thé vert
Afin de conforter I'intérét du choix du café comlenent modéele (profil phénolique simple,
consommation habituelle avec du lait), son pouaotioxydant a été comparé a celui d’'une
boisson consommeée dans des conditions équivalegteseconnu pour son pouvoir
antioxydant : le thé vert (Natellet al, 2002 ; Serafiniet al, 1996). Le café extemporané,
préparé avec 50 g/L de poudre de café soluble,rappsomme étant compétitif avec la
boisson au thé vert étudiée, puisque son activitéaydante est prés de dix fois plus élevée
(tableau XX). Ceci confirme les résultats de Natell al. (2002), qui ont montré que le
pouvoir antioxydant du café était 5 a 8 fois plievé que celui du thé selon le test TRAP
(Natellaet al, 2002). Il serait toutefois évidemment nécessagreépéter cette manipulation
avec difféerents thés du commerce pour obtenir sualta plus valable, cependant, ce résultat
montre que le test utilisé pour cette manipulationne un résultat comparable aux données
de la littérature.
Le choix du modele café/café au lait se justifim@@leinement pour étudier I'impact des
protéines sur le pouvoir antioxydant et les effeaté des composés phénoliques du café,
avec implication possible de cet aliment dansfti® lcontre le stress oxydatif.
[.3.1.2. Effets de la formation de liaisons covates avec des protéines sur le pouvoir
antioxydant de I'acide chlorogénique
Comme nous l'avons vu précedemment, différentsstygee liaisons sont susceptibles de se
former entre les protéines et les composés phéredig’'un aliment : en milieu acide, des
interactions de faible énergie sont susceptibleprdadre place lors d’'une premiere phase
réversible, remplacées par des liaisons covalemtebout de quelques jours, liaisons dont
I'apparition est facilitée par le rapprochement asionné lors de la phase réversible ; en
milieu basique ou oxydant, les composés phénoligeasent étre convertis en quinones, qui
forment alors des liaisons covalentes avec lesépres. La déprotonation d’'un phénol
augmente en effet son caractére réducteur et dosersibilité a I'autooxydation.
La littérature suggére que la formation de teli@isdns entre les polyphénols et les protéines
dans un mélange de ces composeés fait diminuerdegroantioxydant du mélange (Aret
al., 2001d ; Artset al, 2002). Nous avons donc dans un premier temp<lober mettre en

évidence cette diminution par le test TAC.
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Des complexes a liaisons covalentes entre I'acider@génique et les protéines ont été
formés selon le protocole décrit par Rawetlal, entre 'ACQ et la SAB (Raweét al,
2002b), 'ACQ et lap-lactoglobuline (Rawelet al, 2001a), et 'ACQ et un mélange
commercial de caséines extraites du lait, en mbesique.

Dans ces publications, des proportions croissashtegrotéines étaient ajoutées a de l'acide
chlorogénique a pH 9. Pour nos essais, nous avtgsament utilisé le rapport apportant le
maximum de protéines. Ainsi, des solutions de Sdd-lactoglobuline, ou de caséines, dans
de I'eau a pH 9, ont été préparées, et mélangéaas aolution d’acide chlorogénique pendant
24 heures a 24°C. Les quantitéspdiactoglobuline ont été choisies en se basantestait
que l'extrait de protéines du lactosérum utilisésdéa publication contenait 75 % de cette
protéine.

Le pouvoir antioxydant des mélanges a été anabpgees avoir été ramené a la quantité
d’acide chlorogénique présente dans le milieu agiglyse, cette derniere visant a éliminer
I'acide chlorogénique libre restant dans le miliBlous avions préalablement vérifié que les
protéines ajoutées n’apportaient pas de pouvoioxyttant, en réalisant les mémes tests mais
en remplacant la solution d’ACQ par du tampon. té&siltats obtenus montrent bien que le
pouvoir antioxydant des complexes est plus faille i@ pouvoir antioxydant de la molécule
pure (figure 62) : on observe des diminutions sigaiives (p<0,05) respectivement de 27 %,
34 % et 48 % pour les complexes a base de SABasknes et dp-lactoglobuline (rapports
molaires initiaux protéine/ACQ de 1/9 pour la SAB,de 1/7 pour I@-lactoglobuline et les
caseéines). Il semble que la formation de complseésplus élevée avec les caséines ¢k la
lactoglobuline qu’avec la SAB, puisque le nombre meles d’ACQ par mole de SAB
introduite est plus importante que dans le cas alsx autres protéines, alors que la
diminution de pouvoir antioxydant observée est plysortante pour ces derniéres.

La formation de complexes de nature irréversibleeeliacide chlorogénique et certaines
protéines entraine donc bien une diminution du pouantioxydant du mélange, mesurable
par le test TAC. Cependant, la proportion protépmgphénol utilisée dans ces systemes
modeles, fidéle aux données publiées (Rastedl, 2002b ; Rawekt al, 2001a), ne refléte
pas nécessairement la réalité de I'aliment : djpen, les proportions dans le café au lait sont
différentes ; d’'autre part, les conditions de pHdet force ionique, ainsi que les autres
composés présents dans le café, peuvent considédmafii modifier linteraction. Des
interactions de nature radicalement différentesque réversibles, ont ainsi été mises en
évidence dans un systéme modele présentant desticomdde pH et de force ionique

comparables a celles d’'un aliment, entre la SABaeide chlorogénique (Rawet al, 2005).
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De telles interactions sont susceptibles de seuym®dians le systeme « café au lait ». Nous
avons donc dans un premier temps cherché a mettévidence une variation du pouvoir
antioxydant dans le café additionné de lait, pudssnavons recherché I'existence de tels

complexes dans la boisson.

1.3.1.3. Pouvoir antioxydant du café au lait prépaextemporanément

D'apres les résultats observés précédemment, ilblgerplausible que la formation
d’interactions entre les protéines du lait et Bcchlorogénique du café diminue le pouvoir
antioxydant de la boisson. Nous avons donc étutidluence de divers parametres
susceptibles d’'étre utilisés dans la préparatiorcafié au lait et de créer des interactions
protéines/ACQ, plutét de nature réversible dansase sur le pouvoir antioxydant global de la
boisson, a savoir I'ajout extemporané de lait,dmpérature de préparation et un procédé

industriel couramment appliqué a la boisson, I'agation.

1.3.1.3.1. Effets de I'ajout extemporané de lait das les différentes boissons
Des interactions entre protéines et polyphénolsitagéé mises en évidence dans divers
systemes alimentaires (Haslam et Lilley, 1988gsil important d’évaluer I'impact éventuel
de la présence de protéines laitieres sur I'exfmesde I'activité antioxydante des composés
phénoliques du café. Dans le cas du thé, Seretfial (1996) ont montré une diminution du
« bénéfice santé » apporté par les flavonoidehéwert lorsque celui-ci était consommeé en
présence de lait (élimination totale du pouvoiri@ydant acquis par le plasma suite a la
consommation de la méme boisson sans lait), bieauqune différence du pouvoir
antioxydant des boissons initiales, thé vert eviré au lait, n’aient été observées.
Les résultats que nous avons obtenus par le te€t dgnfirment ces données. Ainsi, une
boisson a base de thé vert, préparée dans dedionadiourantes d’utilisation (1 sachet de
2 g de thé vert infusé pendant 5 minutes dans 15@'au bouillante), possede la méme
capacité antioxydante qu’elle contienne ou non 28e%ait (tableau XXI).
Il faut cependant noter que les composés phéndaliguésents ne sont pas les mémes que
dans le café. En effet, si le café est riche eivé&rhydroxycinnamiques, le thé contient
principalement des flavonoides monomériques (th§ wvemme I'épigallocatéchine gallate
ou des dérivés polymériques (thé noir) comme laftAéne ou encore la théarubigine
(Graham, 1992). Les interactions éventuellemenesnen jeu avec les protéines laitieres ne
sont donc probablement pas équivalentes.
La mesure de la capacité antioxydante des boige@psrées de maniére extemporanée, café
et café au lait, a donc été réalisée en parallaleedsolution contenant uniquement du lait a la

méme concentration que dans le café au lait.
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La figure 63 présente les pouvoirs antioxydants st@stions préparées a partir du café
soluble Carte Noire, auquel on ajoute ou non di ¢datenus selon les trois tests de mesure
différents (DPPH, AAPH et TAC). Il n’existe pas dhfférence significative entre les
différents échantillons.

Le lait seul, dilué aux doses utilisées dans & eaf lait expérimental (25 % de la boisson,
soit 250g/L) n'a montré aucun pouvoir antioxydant dans les trests de mesure. Des études
menées sur un sous-produit de la fabrication dgdee ayant une composition proche de
celle du lait écremé (Wong et Kitts, 2003) ont nnénine activité antioxydante non nulle,
mais de nombreuses publications traitant du PAO pleines laitieres montrent qu’une
hydrolyse préalable est nécessaire (Kitts et We2@03 ; Marshall, 2004). En effet, les effets
antioxydants du lait observés dans I'organismeiaarassentiellement dus a des peptides
dérivés des protéines du lactosérum, obtenus &Ugteligestion trypsique du lait. lls agiraient
notamment grace a la conversion de leurs cysténegutathion au sein de la cellule (Kitts et
Weiler, 2003 ; Marshall, 2004).

L’ajout de lait au café, de maniére extemporan&® (L dans la boisson), ne semble donc
pas avoir d’effet sur le pouvoir antioxydant deblaisson. Il en est de méme lorsque I'on
ajoute 250 g/L de lait dans la boisson préparéasa de café vert ou dans la boisson préparée
par filtration de café moulu (figure 64).

Deux hypotheses peuvent alors étre émises pouiqarplce résultat : soit il ne se forme
aucun complexe entre les acides hydroxycinnamiquesafé et les protéines du lait au cours
d’'une préparation extemporanée, soit la présendaitdee modifie pas, dans ces conditions
de mesure, la capacité antioxydante du café oladielé chlorogénique, malgré la formation
de complexes protéines/acides hydroxycinnamiques.

1.3.1.3.2. Effets de la matiére grasse du lait
La B-lactoglobuline est susceptible de s’associer aicea gras présents dans le lait (Phillips
et al, 1994). Cette association pourrait donc limitee éwentuelle interaction avec les acides
phénoliques du café, ou au contraire amélioreedateraction, puisqu’il a été montré que la
liaison de laB-lactoglobuline a I'acide palmitique modifiait sanformation, ce qui faisait
augmenter I'accessibilité aux résidus tryptophaaedadprotéine (Bustet al, 1998). Nous
nous sommes donc intéressés aux effets de la tenematiere grasse du lait sur le pouvoir
antioxydant de la boisson.
Les différents pouvoirs antioxydants des solutipréparées avec le café soluble Carte Noire
auquel du lait, contenant différents taux de mesiggrasses, a été ajouté, ont été évalués par
les tests DPPH et TAC (figure 65). Les trois laigstés ne présentent pas de pouvoir
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antioxydant, du moins pour les concentrationssgtés. L'ajout de lait au café, quelle que soit
sa teneur en matiére grasse, ne semble pas aefietdsur le pouvoir antioxydant de la
boisson. La matiére grasse n’aurait donc pas démite sur la formation d’éventuelles

liaisons ACQ/protéines ou sur I'expression du pauaotioxydant.

1.3.1.3.3. Influence de la température de préparatin du café soluble
Le chauffage du lait au-dela de 55°C induit des@asions entre caséinas;lactalbumine et
B-lactoglobuline, mais également un début de déattur de lb-lactalbumine des 65°C
(Holt et Roginski, 2001). Chauffés entre 50 et 80f& dimeres d¢-lactoglobuline se
dissocient et des zones hydrophobes de la proséneuvent découvertes (Chobert, 1995),
libérant ainsi des zones susceptibles de formercdegplexes réversibles avec les acides
phénoliques. Au pH du café au lait (5,5), la terapéne de dénaturation defldactoglobuline
est d’environ 78°C (Relkin, 1996). De méme, plus avauffe les caséines, moins leur
structure est organisée (Holt et Roginski, 2008s Changements induits par le chauffage
sont dona@ priori susceptibles d’induire de nouvelles interactiamseeles protéines du lait et
les composés du café.
La figure 66 présente les pouvoirs antioxydantst (BPPH) des solutions préparées avec le
café soluble Carte Noire, auquel on ajoute duetédu de I'eau chauffés au micro-ondes ou a
la casserole. Le fait de simplement chauffer 'epuutée au café fait Iégerement augmenter le
pouvoir antiradicalaire de la solution. De mémeutgr au café du lait chaud ou froid avec de
I'eau a 85°C induit une augmentation légere masificative de PAO par rapport a la méme
préparation a froid avec ou sans lait, quel queleanode de chauffage. Ces augmentations
du PAO peuvent s’expliquer par une solubilité |égéent meilleure du café dans l'eau
chaude ; cependant, elles restent trés faibles.doasmées obtenues avec les préparations
réalisées a froid sont donc comparables a ce quedbtiendrait avec une préparation par

filtration du café.

1.3.1.4. Effet de 'atomisation du café en présende lait sur le pouvoir antioxydant

Les pouvoirs antioxydants des solutions prépargesrtir des poudres de café atomisées ou
avec la poudre Carte Noire initiale, auxquellegjoute ou non du lait (tests DPPH, AAPH et
TAC), sont présentés sur la figure 67. Le pouvatiradicalaire de la solution de café au lait
atomiséa été calculé en considérant uniguement le caeptéans la poudree. les mémes
dilutions que pour les autres échantillons ontagliquées aux solutions méres. Dans le cas
du test DPPH, il n’existe pas de différence sigatiive entre les échantillons. L'ajout de lait

et/ou l'atomisation des mélanges ne semblent dom& @voir d’effet sur le pouvoir



Résultats et Discussion : Etude de la matrice alimentaire : le café au lait 127

antiradicalaire du café, malgré les différences statBes dans les quantités d’acides
phénoliques détectées dans ces solutions (cf)3.1.2

En revanche, lorsque le pouvoir antioxydant estuévpar les tests AAPH et TAC, atomiser
le café en présence de lait entraine une dininutddnle mais significative (p<0,05) du
pouvoir antioxydant de la boisson reconstituée saptémisation par rapport au café au lait
préparé extemporanément, alors que ni I'ajout egteamé de lait ni I'atomisation du café
n'induisent de variation du PAO. De plus, on détectoins d’acides phénoliques dans la
poudre de café au lait atomisée que dans le caf@mit (- 33 %), alors que I'atomisation du
café seul ne fait pas diminuer de maniére impaogtéed quantités détectées. On peut supposer
gue le procédé d’atomisation favorise la formatikinteractions ACQ/protéines, a l'origine
de la diminution de PAO constatée. Cependant,tilégalement possible que ce procédé
induise la formation de nouveaux produits de latiéa de Maillard, bien que le chauffage
lors du procédé d’atomisation ne soit pas particainent drastique. La premiere explication
semble donc plus plausible et concorde de plus l@ge@sultats sur I'effet de la formation de
complexes de nature covalente sur le pouvoir apdiact de I'acide chlorogénique.

1.3.2. Réle de I'acide chlorogénique dans le pouvaantioxydant du café

La concentration d’ACQ dans les différents caféanayété déterminée, les proportions
relatives du pouvoir antioxydant attribuables &itle chlorogénique du café ont pu étre
evaluées (figure 68). Pour tous les tests de mehwigouvoir antioxydant, les dilutions ont
éte réalisées dans du tampon acétate de sodiumadl/[1 pH 5,5, ceci afin de se trouver dans
des conditions de pH et de force ionique prochesetles rencontrées dans la boisson. Il est a
noter que les résultats obtenus ne prennent pasompte les éventuels phénomenes de

synergie.

[.3.2.1. Evalué par le test DPPH

La proportion du pouvoir antiradicalaire du café@ dul'acide chlorogénique est de 19 %. En
présence de lait, cette proportion n’'est plus gqeeld %, alors qu'aucune différence
significative n’est observée pour le café au laistjue ce dernier est ajouté extemporanément
(figure 68). On peut penser que ce résultat penat l&t conséquence d’'une complexation
protéines/ACQ, qui serait masquée dans le caféadupér le pouvoir antioxydant di a
d’autres composés du café, comme les produits déaletion de Maillard par exemple. On
peut également supposer que la présence dautregposeés dans le café empéche
I'interaction de se produire, ce qui fait que I'ntobserve pas de différence dans la boisson

« café au lait » compléte.
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[.3.2.2. Evalué par le test AAPH

Si I'on se base sur le pouvoir antioxydant de 'A@&hs le test AAPH, qui donne une valeur
de 40 min/uM d’ACQ dans le milieu réactionnel (Reyaillard et al, 2003), on peut
calculer la part relative de 'ACQ dans le pouvantioxydant observé. Sachant que 1 mg de
poudre de café contient 14,2 ug d’ACQ, soit 0,04 ran peut calculer que la durée de
protection offerte par cette quantité d’ACQ estlge min. Notre café présentant une valeur
de 13,44 min/mg.t, un simple rapport nous permet d’estimer que I'’A€&re pour environ
12 % du pouvoir antioxydant total.

En tracant les graphiques représentant le temjfenetion de la concentration équivalente en
café a la concentration d’ACQ ajoutée seule ou altetait dans le milieu réactionnel, on
obtient les valeurs des pentes en équivalence cafgyi permet de calculer le pourcentage de
I'activité antioxydante totale apporté par 'ACQvéc ou sans lait, on trouve 2 % (figure
68), ce qui confirme le calcul théorique précédemmeené. L'ajout de lait ne semble pas
avoir d’'influence sur la proportion du PAO due &ACQQ dans ce test. Cependant, la
proportion trouvée dans les deux cas est inférialeevaleur trouvée dans le test DPPH sans

lait.

[.3.2.3.Evalué par le test TAC

La proportion du PAO due a 'ACQ dans le test TASL éu méme ordre de grandeur que
celles trouvées dans les deux autres tests, séf, Es ne varie pas lorsqu’on ajoute du lait a
la solution (figure 68).

Une seule publication a ce jour s’est intéress@etée connaissance a la proportion du
pouvoir antioxydant du café due a 'ACQ (Somozalet2003) : par un test de peroxydation
de l'acide linoléique, aprés séparation de difféeeriractions du café par ultrafiltration, une
part d’environ 10 % dans le PAO du café a pu étribaée a 'ACQ, ce qui est proche de nos

valeurs.

Les résultats obtenus dans notre étude laissenpasgp qu'il se forme des
interactions entre les protéines et d’autres congégomesponsables du pouvoir antioxydant
dans le café au lait atomisé, comme par exemplgideduits de la réaction de Maillard
(PRM). En effet, si I'on se base sur une fixatiGaudmoins 33 % des acides phénoliques aux
protéines (diminution constatée lors du dosage’d€Q dans le café au lait atomisé), la
proportion théorique due a I'ACQ dans le test AAHIhinue de 4 %. Or la diminution
globale de PAO observée est de 12 %, ce qui lasgposer qu'il se produit d’autres
phénoménes qu’uniguement une complexation dessaplimnoliques pendant I'atomisation
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en présence de lait. On peut supposer que les RRébm®plexent avec les protéines du lait
ou évoluent en des composés moins antioxydants, paioxydants.

[.3.3. Part relative des polyphénols et des prodwstde la réaction de Maillard dans
I'activité antioxydante du café

Si le café vert contient 70 % d’ACQ de plus que dafés torréfiés, la perte de PAO varie
seulement de 15 % pour le café torréfieé préparasa ble café en grains, et de 54 % pour le
café torréfié soluble, ce qui laisse supposer fgotizement, des composés antioxydants sont
générés lors de la torréfaction. Nous avons doecctlé a savoir dans quelle proportion ces
composeés, probablement des PRM, étaient impliqaés k& pouvoir antioxydant du café.

1.3.3.1. Séparation des molécules antioxydantescdie

Le spectre d’absorption de la solution de café&Cldire présente un maximum a 287 nm et
un épaulement a 325 nm (figure 69). Il est assezhar de celui d'une solution de PRM
obtenue par incubation de glucose (0,8 mol/L) etydme (0,5 mol/L) pendant 92 heures a
103°C (figure 70b), suggérant que des PRM simsagent probablement présents dans la
solution de café.

Afin de déterminer le pourcentage du pouvoir antitant d0 a chaque famille de composés,
PRM ou polyphénols, nous avons réalisé une séparan deux fractions sur colonne
chromatographique Sephadex LH-20. Les trois expée® réalisees montrent une bonne
répétabilité des spectres obtenus pour la fradloée par I'eau acidifiée (figure 70a). Cette
premiére fraction présente un spectre similairelai cle I'étalon de PRM.

En revanche, la fraction méthanolique (figure fr@sente un spectre relativement différent :
deux maxima, I'un a 293 nm et l'autre a 329 nmtsdrservés. Les maxima d’absorbance de
'ACQ different légérement selon le milieu dansuetj’ACQ est solubilisé (figure 71b) :
324 nm dans l'eau a pH 3, 328 nm dans un mélangepéh3/méthanol 50 /50 (v/v) et
329 nm dans le méthanol. Le maximum d’absorptioterab avec I'échantillon de café
correspond bien au spectre de I'ACQ, mais le marimabservé dans la fraction
méthanoliqgue du café est plus marqué que celuiredsaur le standard d’ACQ. Il semble
donc que I'ACQ soit bien extrait dans la fractioethmnoliqgue, mais soit mélangé a d’autres
COMpOSES.

En effet, lorsque I'on étalonne la colonne LH-2@@wune solution d’ACQ a 710 mg/L dans
du tampon acétate 0,1 mol/L pH 5,5, la fraction mgblique obtenue présente la méme
déformation. Le dosage de I'ACQ a partir de la mesde I'absorbance des solutions a
329 nm, établi a partir d'une gamme d’étalonnagentme néanmoins que la majorité (99 %)

de I'acide chlorogénique de départ se retrouve thas la fraction méthanolique.
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Nous avons vérifié que cette modification du sgeate I'ACQ ne provenait pas d'un
phénomene d’isomérisation sur la colonne LH-20 e#at, le spectre de I'ACQ isomérisé
sous formecis, obtenu apres 24 h sous U.V., ne présente qu'dmsadimum a 329 nm dans
le méthanol et pas d’épaulement. En revanche, derdgn étalonne la colonne avec de
'ACQ isomérise, le spectre de la fraction méthana obtenue est identique a celui de
I'acide chlorogénique. La fraction méthanolique tem donc probablement une majorité
d’acide chlorogénique, sous une forme légéeremeamsformée, mais pas isomérisée. Il est
également probable qu’une petite quantité de PRMpsésente dans cette fraction.

Par ailleurs, afin d’approcher la taille des congsosnpliqués dans le pouvoir antioxydant de
la fraction PRM obtenue par LH-20, nous avons #fi@ades séparations de celle-ci par
ultrafiltration. Les spectres obtenus pour le riged ultrafiltration ne sont pas la-encore tres
différents de celui de la fraction totale de PRMyyfe 72), ce qui indiqgue que la masse
moléculaire des composés de la fraction PRM estnajorité supérieure a 3000 Da. Le
spectre du filtrat obtenu présente alors un maxinaurg60 nm, puis deux épaulements
similaires a ceux observés sur les autres spe@trasimum a 287 nm et un épaulement a
325 nm).

1.3.3.2. Pouvoir antioxydant des fractions obtenupar séparation sur colonne Sephadex
LH-20

1.3.3.2.1. Pouvoir antioxydant global des fractions
Le pouvoir antiradicalaire des deux fractions ob&ansur Sephadex LH-20 a été évalué : par
les tests DPPH, AAPH et TAC pour la fraction HClparr les tests DPPH et TAC pour la
fraction méthanolique.
70 £ 4 % du pouvoir antioxydant du café sont aexgliqués par le PAO de la fraction HCI
contenant les PRM (figure 73a), alors la fractioétmanolique (polyphénols) représente
39 £ 3 % du PAO du café selon le test DPPH. limgressant de se rappeler que le PAO de
'ACQ seul n'expliquerait que 18 % du PAO du cafgar conséquent, le surcroit de PAO
observé dans la fraction méthanolique pourrait &tirdbué aux autres composés phénoliques
du café et en partie a la faible proportion de PRibablement présente dans cette seconde
fraction.
Les résultats obtenus par les tests AAPH (figure) 28 TAC (figure 73c) sont quelque peu
différents :
- le PAO de la fraction obtenue par élution acigel@gement inférieur a celui obtenu par le
test DPPH (47 £ 4 % dans le test AAPH et 49 + 5&tsde test TAC contre 70 * 4 %). Ceci
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semble indiquer que les mécanismes mis en jeudifiétents de ce que I'on évalue par la
simple mesure d’un pouvoir antiradicalaire.

- les résultats obtenus pour la fraction phénolispmt tout a fait comparables a ces derniers,
puisqu’elle représente 46 +7 % du pouvoir antioxyah café dans le test TAC.

- les proportions du PAO dues aux différentes ibast obtenues dans le test TAC sont
légerement modifiées par rapport au test DPPH%4%u PAO sont attribués a la fraction
HCI, et 46 % a la fraction méthanolique (figure )38n remarque enfin qu’aucune synergie

entre les fractions PRM et polyphénol n’est mis@&e@dence dans le test TAC.

1.3.3.2.2. Recherche de synergies entre 'ACQ et feaction PRM
Si le test TAC n'a pas mis en évidence d’effets angé entre les fractions HCI et
méthanolique, on peut néanmoins rechercher I'entstade synergies éventuelles entre les
PRM et 'ACQ dans le pouvoir antioxydant du caf@clCa été réalisé en testant le pouvoir
antioxydant, par les tests DPPH et AAPH, de mélarfgection HCl/solutions d’ACQ aux
concentrations rencontrées dans le café (710 mg/L).
Pour le mélange fraction HCI+ACQ (figure 74), ontiebt avec le test DPPH un pouvoir
antioxydant de 79 % du PAO du café total, au lies 88 % que I'on devrait obtenir en
additionnant les PAO des deux protagonistes tesiparément. Cette différence n’est pas
significative selon le test de Student, mais sug@éutdt I'existence d’antagonismes des deux
catégories de composeés. Le méme mélange testé pestIAAPH montre un comportement
similaire. L'ACQ et la fraction PRM n’interagiraiedonc que trés peu, il n’existerait pas de
phénomeéne de synergie.

1.3.3.2.3. Séparation de la fraction PRM par ultrafltration et pouvoir

antioxydant des sous-fractions obtenues
La fraction PRM obtenue par Sephadex LH-20 a é&é#&ée en ultrafiltration (seuils de
coupure de 3000 ou de 5000Da). Le filtrat et lenttt obtenus ont été dilués de facon a
réaliser le test TAC dans les mémes conditions sue le café. On constate que le
pourcentage du pouvoir antioxydant du café dO atentat d'ultrafiltration, est
significativement plus important que celui de lacfion totale obtenue aprés séparation sur
LH-20 (figure 75), alors que le filtrat présente pouvoir antioxydant plus faible que la
fraction d’origine, et ce quel que soit le seuiladeipure des membranes.
On constate en revanche, que lorsque I'on reméliasgdeux fractions, filtrat et rétentat, dans
les proportions d’origine, le pourcentage obterutrés comparable a celui de la fraction de
départ. Le pouvoir antioxydant des composés deehansisse moléculaire serait donc plus

important que celui des PRM de faible masse maodéeylce qui concorde avec la littérature
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(Borrelli et al, 2002 ; Lopez-Galileat al, 2005 ; Nicoliet al, 1997 ; Yenret al, 2005), mais
il existerait de forts phénomenes d’antagonismé des différentes molécules composant la
fraction PRM.

Si le pouvoir antioxydant du café apparait comman@tmajoritairement did aux
produits de la réaction de Maillard, le pouvoir @xydant apporté par les polyphénols
représente cependant jusqu'a 40 % du pouvoir aydiamt total, environ 15% pouvant étre
attribués a I'ACQ.

D’autre part, si la formation de complexes a liaisocovalentes entre 'ACQ et les
protéines du lait ou I'atomisation d’un mélangea#dé et de lait, induit bien un masquage du
pouvoir antioxydant di a cet acide phénolique, émble en revanche que la formation
d’interactions de nature réversible n’'induise pas tels effets dans le café au lait préparée
extemporanément. Cependant, on peut penser qufiirege bien des interactions entre les
protéines du lait et 'ACQ dans la boisson, mai® qelles-ci ne sont pas a l'origine d’'un
masquage du pouvoir antioxydant. Il est donc négessle procéder a une étude plus fine de
ces interactions.
|.4. ETUDE DES INTERACTIONS ACIDE CHLOROGENIQUE /PROTEINES DANS LA MATRICE
ALIMENTAIRE
Nous avons montré que I'ajout de lait ne semblast modifier de facon importante le pouvoir
antioxydant du café. Toutefois, il est possible des interactions réversibles se produisent
dans le milieu mais n’aient pas d’influence suptaivoir antioxydant de la boisson. Si de
telles interactions existent, leur impact sur ladisponibilité des polyphénols du café peut
sensiblement modifier les effets bénéfiques pattntde la boisson pour I'organisme, une fois

ingérée. Nous avons donc cherché a mettre en éadmss interactions.
[.4.1. Etude des interactions par ultrafiltration

1.4.1.1. Validation de la méthode

Il existe peu de données concernant I'étude desractions protéines/polyphénols par
ultrafiltration. Il a donc été nécessaire de validgilisation de cette méthode en reproduisant
des données de la littérature obtenues par d’aotédisodes.

Nous avons donc répété les manipulations de Pregeait (2003), en utilisant I'ultrafiltration

a la place de la dialyse a I'équilibre utilisée sl publication. La régression linéaire trouvée
avec notre meéthode (figure 76) correspond exacteeealle mise en évidence par Prigent
al. (2003) : le nombre de molécules d'ACQ liées parécule de SAB augmente de maniére
linéaire avec l'augmentation de la quantité remtidACQ par rapport a la SAB (a
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concentration en SAB constante). L’équation de laurlbe de tendance est
y =0,2073x + 1,7422 (R2 = 0,9922), avec y le namble moles d’ACQ liées par mole de
SAB et x le nombre de moles d’ACQ par mole de SAéspntes dans le milieu.

De plus, dans nos conditions de centrifugatiorrgf@@tabilité de la manipulation est bonne,
puisque sur trois manipulations réalisées dansniémes conditions, le coefficient de
variation sur le ratio d’ACQ ayant filtré est dé&/Ben absence de SAB et de 1 % lorsqu’on
ajoute de la SAB dans le milieu. L'ultrafiltratim®mble donc étre une méthode applicable a

I'étude du systeme café au lait.

1.4.1.2. Interactions dans les solutions de lait

Les interactions entre l'acide chlorogénique et pestéines du lait ont tout d’abord été
étudiées, par ultrafiltration, de maniére globae, utilisant directement du lait écrémé ou
demi-écrémé, ajouté de maniere extemporanée ad'atilorogénique, dans les proportions
rencontrées dans le café au lait expérimental g/I5@le poudre de café Carte Noire et
250 g/L de lait. Deux températures de prépara6iC (dissolution a froid comme dans les
expérimentations animales) et 85°C (préparatidneé), ont été testées dans le cas du lait
demi-écrémé. Les concentrations et la nature depdas ont été choisies de maniere a étre
les plus proches possible de la force ionique degisns de café au lait.

Les résultats sont présentés dans le tableau Xxliron 40 % de I’ACQ introduit semblent
se lier aux protéines du lait, indépendamment dix tde matiére grasse ; cependant, la
répétabilité de la manipulation semble bien meibetu 85°C qu’a 20°C (écarts-types de 1 % a
85°C et >10 % dans le cas des manipulations a 2@882jui semble cohérent compte tenu du
fait que le chauffage favorise les effets hydromsolimpliquées dans la formation des

complexes réversibles protéines/polyphénols (Siatter, 1996).

[.4.1.3. Interactions dans les solutions modéles

Des solutions modeéles, contenant de I'acide chimmgie et un mélange de caséines ou une
solution de-lactoglobuline, dans les proportions du café @uulidisé dans notre étude, ont
ensuite été traitées par ultrafiltration. Il semile la majorité des interactions se produisent
avec la fraction caséines du lait3dactoglobuline ne jouant gqu’un rdéle négligeableisgue
dans les proportions du café au lait expérimemtatune interaction n'a été détectée avec
cette protéine, alors que dans le cas du mélangmasignes, on retrouve environ 40 % de
formes liées (tableau XXII), ce qui correspond aurpentage de liaison trouvé avec le lait.
De la méme maniére que dans la solution de latalt-type est plus faible lorsque la

solution est chauffée.
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Afin de nous assurer de l'absence d'interactionsreema (-lactoglobuline et I'acide
chlorogénique, nous avons réalisé un essai esaritliun rapport ACQ@Q#lactoglobuline égal

a 3, au lieu du rapport trouvé dans le café expanrtal, égal a 17 : on trouve dans ce cas 15 %
d’acide chlorogénique lie. Dans le café expérimerda ne voyait tres probablement pas
d’interaction a cause de la forte proportion d'Ad&ys le milieu, trés supérieure a celle de la
B-lactoglobuline. L'interaction existe donc certaimnt dans le café expérimental, mais la

proportion d'ACQ non liée est telle que la fractide apparait comme négligeable.

L'ultrafiltration permet donc d’obtenir rapidemestes informations fiables quant a I'existence
d’éventuelles interactions.

Cependant, I'information obtenue n’est que pasijefluisqu’elle n’indique ni la nature de
I'interaction ni le nombre potentiel de sites deafion. Des manipulations complémentaires
devraient étre réalisées afin d'obtenir ces infdroms, comme ['établissement de
diagrammes de Scatchard.

Il se crée donc bien des interactions de naturergble entre 'ACQ et les protéines
du lait dans la boisson. La majorité de linteramti aurait lieu avec les caséines, les
protéines du lactosérum n’étant que faiblement igugles, ce qui est trés probablement dd
au fait gu’elles sont présentes en concentrati@ilslds par comparaison avec les caseéines.
Ces interactions ne semblent pas avoir d’influesgele pouvoir antioxydant de la matrice

café au lait.
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[l. DEVENIR DE LA MATRICE CAFE AU LAIT APRES INGESTION

11.1. DIGESTION IN VITRO ET ULTRAFILTRATION

[1.1.1. Problématique

Il a été montré qu’il existait des interactionsreres caséines du lait et I'acide chlorogénique,
dues a des liaisons de faible énergie, dans nas@w modélisant le café au lait. Cependant,
lors de la digestion dans I'organisme, les proise trouvent décomposées en unités plus
petites qui sont ensuite absorbées.

On peut donc se demander si les interactions fardéas la matrice alimentaire subsistent
dans le tractus gastro-intestinal, si des assoomtiacides phénoliques/peptides se
maintiennent aprés décomposition de la protéinseoforment avant absorption des acides
phénoliques, ou si au contraire toutes les intemastsont annihilées par la digestion. Dans
tous les cas, l'absorption des acides phénoliquedes protéines est susceptible d’étre
modifiée.

[1.1.2. Elaboration des solutions modeéles

Les solutions digéréas vitro devant étre appliquées par la suite sur des celltdeo-2, afin

de simuler I'absorption de I'acide chlorogéniqueif\chapitre suivant), il a été nécessaire de
modifier les doses d’acide chlorogénique et de gmes dans les solutions modeéles par
rapport & celles contenues dans le café au laifaglen a ne pas se retrouver en limite de
sensibilité pour I'analyse des perméats cellulaidsus nous sommes donc basés sur des
résultats publiéqui utilisaient des concentrations en acide chlénigue de 5 mmol/L
(Konishi et Kobayashi, 2004). Les concentrationBsges au départ ont donc été calculées
afin d’étre égales a 5 mmol/L, avant passage sucddules, par le simple jeu des dilutions
successives appliguées dans le protocole de digéstvitro.

Dans les solutions de café au lait expérimental®s & de lait, les concentrations étaient de
710,5 mg/L, soit 2 mmol/L d’acide chlorogénique, 48,7 mg/L de-lactoglobuline, ou de
6,625 g/L de caséines, ou encore de 250 g/L dePlaitr les solutions modeles a digérer, nous
avons réalisé des proportions et appliqué lesdestde dilutions successifs du protocole, afin
d’obtenir des solutions dans les mémes rapportsdgne le café expérimental. On obtient
deux solutions modéles de départ: AC@-lactoglobuline : 2,741 g/L (7,73 mmol/L) /
1,020 g/L, ACQ / Caséines : 2,741 g/L / 25,5 g/ln. tdmoin d’ACQ seul (7,73 mmol/L).e.

en solution dans le méme tampon sans protéing, ralisé.
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Afin de montrer une éventuelle interférence daabdorption de I'acide chlorogénique due a
la présence de produits de la réaction de Maitlarts le café, nous avons également appliqué
aux cellules Caco-2 un systeme modele en conte@anmodele a subi les mémes étapes de
digestionin vitro que les autres mais les interactions lors de dastiion n'ont pas pu étre
analysées par ultrafiltration, a cause des interiggs dans la mesure par spectrophotométrie

dues a des PRM de faible masse moléculaire quersaat également la membrane.

[1.1.3. Elaboration du protocole de digestiorin vitro

Le protocole de digestioim vitro a été établi a partir des travaux de Glahml. (1996), des
résultats du D.E.A. de Géraldine Leforestier effécau sein du laboratoire, ainsi que de
guelques données trouvées dans d’autres publisatiekmekcioglu, 2002 ; Gil-lzquierdet

al., 2002b ; Rubio et Seiquer, 2002). Les conditioxgeementales mises en place tendent a
mimer les conditions de digestion humaine.

Dans notre systeme, les conditions de pH retenoesrelativement peu éloignées de ces
données : le pH de la partie gastrique a été fid@aet celui de la partie intestinale a 6,0. La
littérature indique un pH gastrique de 1,5 a jedqun, varie entre 5 et 1,5 lors de la période
postprandiale, et un pH variant de 5,5 a 7,7 dartedtin.

En revanche, les durées des différentes phaseplentaibles (une heure pour la digestion
gastrique et deux heures pour la digestion intalstjn mais le protocole de Glahn, adapté
pour la digestion de caséines, et assez peu diffdeecelui proposé par Gil-lzquierdo pour la
digestion d'un liquide contenant des polyphénoks, jls d’orange, a été validé par
comparaison avec la digestion de la méme soluti@a €homme. Les durées sont donc plus
faibles qu’une digestion réelle, mais permettenbtEnir le méme résultat.

Les quantités d’enzymes utilisées sont moindresdgns la réalité chez ’lhomme, mais |l
apparait gu’elles sont largement suffisantes podigérer » de telles solutions. De plus, un
exces d’enzyme provoquerait le décollement desllesliCaco-2 (Rubio et Seiquer, 2002).
Une fois le protocole de digestion retenu, la dégtian de I'acide chlorogénique au cours de
celui-ci a été évaluée en mesurant I'absorbancé d®lution initiale a 324 nm, et de la
solution apres chaque étape (digestion gastrigtestinale, inactivation des enzymes), et des
digestats en présence et en absence d’enzymes dilu#/100dans du tampon phosphate de
sodium 0,1 mol/L pH 7. Apres avoir tenu compte émseurs de dilution induits par les
prélevements et les ajustements de pH au coursatilocple, il apparait que la dégradation de
I'acide chlorogénique dans nos conditions de digestst quasi-nulle, puisque I'on retrouve

99 % de la quantité initialement introduite en igote digestion.
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11.1.3.1.1. Résultats des digestiona vitro

Nous avons donc appligué une simulation des éta@ealgestion gastrique et intestinale, en
systéeme statique, a nos systemes modeles de caféféetau lait, puis déterminé par
ultrafiltration le pourcentage d’acide chlorogéradig¢ dans le milieu apres chaque étape de la
digestion.

Afin d’améliorer la précision de la méthode, lesiam d’acide chlorogénique se liant aux
enzymes digestives ont été préalablement évalédles. sont de 12 % au niveau gastrique et
de 10 % au niveau intestinal. Ces quantités ligdsete retranchées aux résultats présentés

dans le tableau XXII.

[1.1.3.2. Digestion du mélange acide chlorogénigukait écremeé

La matiere grasse du lait provoquant le décollendest cellules Caco-2, nous avons décide
d’utiliser exclusivement du lait écrémé. Il n'a néwins pas été possible d'appliquer les
digestats obtenus sur les cellules Caco-2. Towtelaidigestionin vitro a tout de méme été
menée dans ces conditions.

Apres digestion gastrique, le ratio d’ACQ lié ddmsnilieu contenant du lait écrémé diminue
de 39+ 10 % a 2K 2 % (tableau XXIIl). De méme, la digestion intaate fait encore
diminuer ce ratio jusqu’'a 1¥2 %. On peut donc penser au vu de ces résultaslegu
conditions de pH et la décomposition des protépaasles enzymes digestives entrainent la
dissociation partielle des interactions forméessdamatrice alimentaire.

En effet, on constate que si le ratio d’acide adénique lié diminue lors de la digestion, il
ne devient pas nul. Il aurait donc été intéresdannener en parallele un dosage des peptides
libérés au cours de la digestion, afin de détermsnée ratio d’ACQ lié influait sur la fagon

dont les protéines sont décomposées par le pracdssiigestion.

11.1.3.3. Digestion des meélanges acide chlorogérequprotéines laitieres

Nous avons également tenté de comprendre par idig@sivitro couplée a de l'ultrafiltration,

le devenir des interactions acide chlorogéniquédimes laitieres dans le tractus gastro-
intestinal.

La B-lactoglobuline a été choisie comme modele powulgi du devenir des interactions de
I'acide chlorogénique avec les protéines du lactose En effet, le devenir des protéines du
lactosérum dans le systeme digestif est connctidia de la pepsine suraFlactalbumine
produit 9 peptides et celle de la trypsine 12 mgstidifférents (mais dans ce dernier cas, un
chauffage a une température supérieure a 85°C éesissaire pour la rendre sensible a
I'action de cette enzyme (Chobert, 1995)) ; qualat zlactoglobuline, si I'étape gastrique la
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laisse inchangée (conservation de structure etldéisté, sauf en cas de chauffage préalable
a T>80°C), elle est en revanche facilement hydésyesu niveau intestinal par la trypsine et la
chymotrypsine, en 17 et 10 peptides respectivengtnpar conséquent facilement absorbée
puisque 66 % sont absorbés au niveau de l'intestimoins de deux heures (Jouan, 2002). Sa
décomposition limitée lors de I'étape gastrigusatonne absorption intestinale en font par
conséguent un modéle intéressant.

Les résultats expérimentaux suggérent qu’il n'yaa praiment d’interactions qui se forment
entre l'acide chlorogénique et IB-lactoglobuline au niveau gastrigue puisque, apres
soustraction de la part de I'acide chlorogénigee kux enzymes digestives, il reste environ
5+ 5 % d’acide chlorogénique «lié » a la protéirablgau XXIII). Il en est de méme au
niveau intestinal, niveau auquel la protéine esiprsla littérature, hydrolysée. La structure
tridimensionnelle pourrait donc étre indispensaklela formation et au maintien des
interactions dans le cas deldactoglobuline.

Les résultats obtenus avec la caséine sont trégatifs. On peut tout d’abord constater que
les écart-types sont tres élevés. Ceci est dO auqfie les caséines précipitant au pH
gastrique, 'homogénéisation et les prélevementssda systeme étaient nettement plus
délicats. De maniere étonnante, ce probleme neé pa&s produit lors de la digestion du
systéme contenant du lait, suggérant la présenéactlurs stabilisants dans la solution, que
nous ne reproduisons pas dans le systeme mod&iasdmes. Selon la littérature, la caséine
est hydrolysée dés I'estomac et environ 63 % dprd@ine d’origine sont absorbés apres
hydrolyse (Jouan, 2002). Cette hydrolyse rapide pgalement étre a l'origine de la faible
répétabilité des manipulations de digestion deecptbtéine. Néanmoins, les résultats du
tableau XXIII montrent que le ratio d’acide chloémggue lié diminue au fil de la digestion,

mais ne devient pas nul, comme dans le cas du lait.

[1.2. ABSORPTION SUR CELLULES CACO-2

Afin de simuler I'absorption de I'acide chlorogén@en présence de protéines, nous avons
choisi d'utiliser la lignée cellulaire Caco-2. Cedllules proviennent d’'une lignée établie en
1974 par Jorgen Fogh et issue d'un adénocarcinatgue relativement bien différencié,
provenant d’'un patient agé de 72 ans. Elles selajgent en monocouche et possédent la
faculté de se différencier spontanément a confleeagartir du sixieme jour de culture, en
entérocytes bipolaires typiques. Elles présentiems @ leur surface de nombreuses villosités
constitutives de la membrane de la bordure en brosinsi que dautres de leurs
caractéristiques, telles que les jonctions étandsetaines enzymes de la bordure en brosse et

des transporteurs spécifiques de lintestin. Cdlsles cancéreuses ne possedent pas toutes
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les propriétés d’'un entérocyte adulte, mais s@ proches des cellules du colon foetal. Elles
constituent donc un bon modeéle pour les étudesadiisponibilité. Ce modele a d’ailleurs été
utilisé pour simuler I'absorption de l'acide chigémique seul par Konishi et Kobayashi
(2004), dont nous avons repris les conditions, @joutant I'étape préalable de digestian
vitro.

En utilisant ce modeéle, nous constatons que lati@dimale d’acide chlorogénique retrouvée
dans le perméat représente 0,14 + 0,04 % de latiguamtialement déposée sur les cellules
(figure 77a). Cette valeur est comparable aux demrieouvées par Konishi et Kobayashi
(2004), qui obtenaient 0,06 £ 0,01 % et 0,12 £ @®2le la quantité initialement déposée,
respectivement en présence et en absence de drddienncentration entre la phase apicale
et la phase basolatérale. La perméation de I'adidi@ogénique sur les cellules intestinales
est donc extrémement faible.

Lorsque la méme expérience est menée en présenquetdmes laitiereg3flactoglobuline et
caseéines), les cinétiqgues d’absorption se trouMg@rement modifiées (figures 77c et 77d),
sans que I'on voit toutefois de différence sigmifice avec le témoin d’acide chlorogénique
déposé seul (test de la plus petite différenceifgigtive). Le pourcentage de la quantité
initiale finalement absorbé est de 0,09 + 0,03 % peésence d3-lactoglobuline et de
0,25+ 0,09 % en présence de caséines. La présienpeotéines laitieres digérées dans le
milieu n’altere pas I'absorption de 'ACQ de mamiéignificative, laissant supposer que les
complexes précédemment évoqués sont dissociesedmastus gastro-intestinal.

En revanche, lorsque des produits de la réactiodalltard sont ajoutés dans le milieu avant
digestionin vitro, I'absorption de 'ACQ est significativement ratien (figure 77b), et la
quantité d’ACQ finale dans le perméat est signifi@ment inférieure a la quantité retrouvée
dans le témoin (pourcentage de la quantité inifiai@ement absorbé : 0,05 + 0,03 %). Ces
résultats suggéerent que I'absorption de I'ACQ dams matrice de café est moins bonne que
lorsque le composé est ingéré pur. Il faudrait efmmdir cette étude en utilisant des PRM de
différentes natures (produits intermédiaires oldeious des différentes étapes de la réaction
de Maillard, en faisant varier la durée d’expositép la chaleur), isolés ou non du café par
chromatographie sur colonne Sephadex LH-20.

La méthode de simulation de I'absorption intes@nalir cellules Caco-2 a l'avantage de
donner des résultats rapides. Cependant, elle meepgas d'étudier la totalité des acides
phénoliques contenus dans le café (puisqu’ils stert pas en standards commerciaux), et
néglige l'action éventuelle d’'estérases pouvang @résentesn vivo dans la muqueuse
intestinale et entrainant I'hydrolyse de 'ACQ anide caféique avant absorption (Konishi et
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Kobayashi, 2004). De plus, elle néglige l'étapeiqu@, et les éventuels phénomeénes
d’adaptation pouvant survenir lors d’'une consomamathronique. Il était donc nécessaire de

compléter ces données par une étude en modeélelanima

In vitro, on met en évidence une diminution progres du ratio d’acide
chlorogénique lié au fil de la digestion. Les qui#st absorbées sont faibles et ne sont pas
modifiées par la présence de protéines laitieressdée milieu de départ, alors que la

présence de produits de la réaction de Maillard &gnificativement diminuer I'absorption.

[1.3. DETERMINATION DE LA BIODISPONIBILITE DES ANTIOXYDANTS DU CAFE PAR UNE
ETUDE IN VIVO SUR MODELE ANIMAL

[1.3.1. Evolutions pondérales des animaux et efficité alimentaire des régimes
contenant du café

5 groupes de 6 rats, nourris avec un régime Plddatd, ont été constitués : un groupe
témoin buvant de I'eau sucrée («témoin »), un geogonsommant du café (« C »), un
groupe consommant du café au lait («gk), un groupe consommant du café atomisé
(« G ») et un groupe consommant du café au lait atofki€&l;,,,»), chaque jour entre 9 et
10 heures.

L’évolution pondérale des cing groupes d'animauxt edentique au cours de
I'expérimentation et leurs moyennes pondéralesrasemtent aucune différence significative
(p > 0,05). De méme, nous avons préleve et petEratits organes susceptibles de présenter
des hypertrophies suite a la consommation de pélypls (Scalbert et Williamson, 2000).
Rapporté a la masse de I'animal, aucun des orgaesss ne montre d’hypertrophie (tableau
XXIV).

Si la prise alimentaire de P14 n’est pas signifiesent difféerente d’un groupe a l'autre, la
consommation moyenne en boisson, sur la périodgisenentre 9 h et 10 h, est en revanche
différente pour les groupes du fait de la faibleeptabilité du golt café par les animaux
(Tableau XXV).

Des variations de consommation sont de plus obSlwal’'un rat a l'autre au sein d’'un
méme groupe, au cours des trois semaines. Ledaissabtenus, que ce soit pour le statut
antioxydant ou les concentrations plasmatiques rgioxydants phénoliques, ont donc été
exprimeés en tenant compte de ces différences dmounation.

Nous avons également calculé le coefficient d’'affite alimentaire apparent (tableau XXVI)
de I'ensemble des régimes sur les deux derniénemises de régime, lorsque la prise

alimentaire des animaux avait atteint un rythmblsta
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Malgré les légéres difféerences de composition éggmes consommeés (présence de lait ou
non), on n'observe pas de différence significativiere les groupes de rats. L'ajout de lait
dans le régime café ne modifie donc pas I'effigaalimentaire totale du régime.

[1.3.2. Evaluation de paramétres sanguins

La littérature montre I'existence de modificatiorde certains paramétres sanguins
(cholestérol, triglycérides) suite a la consomnratibronique de café (tableau XXVII).

Ces résultats sont souvent contradictoires, mgmitables aux acides phénoliques contenus
dans le café, car des effets sont observés awssabec de I'acide chlorogénique en solution
gu’'avec du café, contenant de la caféine ou nonsDamajorité des études utilisant du café,
les effets constatés ne sont pas imputables ddmeales auteurs ayant travaillé avec du café
décaféiné ou des acides phénoliques purs.

Ces parametres sanguins étant dosables en routidabaratoire, nous les avons donc
mesurés, de fagon a déterminer de maniére indiséd@out de lait avait des effets sur les
guantités d’acides phénoliques retrouvées dangidiosme. Nous n’'avons pas mis en
evidence de difféerence par rapport au témoin dangjdantité de triglycérides ou de
cholestérol plasmatique total. En revanche, la eommation en HDL Cholestérol est
significativement supérieure dans le plasma desaydnt consommé du café, quelle que soit
la nature de la préparation (tableau XXVIII), m#@mugmentation est du méme ordre de
grandeur dans tous les groupes.

Néanmoins, ce résultat montre tout de méme un pdfEtif du café sur la santé. En effet, le
HDL cholestérol permet de réguler le taux de chétes dans I'organisme. Il a donc une
fonction protectrice, d’épuration.

[1.3.3. Evaluation du pouvoir antioxydant des plasnas

[1.3.3.1. Détermination du statut antioxydant plasatique des animaux apres
consommation des régimes expérimentaux, sans hydmlenzymatique

La mise au point du test a été réalisée par Clamdonaud au sein du laboratoire, dans le
cadre de son stage de DEA. Le pouvoir antioxydast différentes solutions de café a été
déterminé selon un protocole adapté d'un test raesua Capacité Antioxydante Totale

(TAC) (Kampaet al, 2002 ; Lussignoliet al, 1999). Ce test repose sur la capacité que
posséde une solution antioxydante a ralentir I'atigoh d’'un substrat caroténoide, la crocine,
en milieu tamponné, a 37°C. L'AAPH génere des raahclibres qui oxydent la crocine.

Celle-ci subit alors une décoloration, ce qui seduit par une perte d’absorbance a sa

longueur d’onde d’absorbance maximale. En présdaaaolécules antioxydantes (AOH), les
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formes radicalaires issues de I'oxydation de 'AARHNt réduites sous forme AzOH et
AzOOH, limitant ainsi I'oxydation de la crocine @ientissant sa décoloration.

Le pouvoir antioxydant mesuré dans le plasma dedragroupe témoin n’est pas nul (figure
78), ce qui traduit I'existence d’'un statut antidapt plasmatique basal. Ce dernier peut étre
dd a des molécules naturellement présentes daoiasiema, comme l'albumine (Tubaet al,
1998), le glutathion, la bilirubine, I'acide uriqu@.ussignoli et al, 1999) ou l'acide
ascorbigue (Prior et Cao, 1999). Cependant, tazgesmolécules ne réagissent pas dans le
test TAC. Par exemple, les substances liposolui#egeuvent pas étre testées (Lussigenli
al., 1999). Le réle de l'acide urique, I'un des comgmomajoritaires du plasma, dans la valeur
du statut antioxydant plasmatique donnée par leTAE, est controversé. Il représenterait
jusqu’a deux tiers de la valeur du TAC selon cagaiuteurs (Kampet al, 2002 ; Lussignoli

et al, 1999), ou au contraire ne réagirait pas dansest (Natellaet al, 2002). Enfin,
I'héparine ajoutée pour empécher la coagulatiorsahg lors du prélevement, peut induire
une légére réaction (Lussigneli al, 1999), qui se compense par le fait que tousdtssant

été traités avec la méme quantité d’héparine.

Le statut antioxydant des plasmas de rats ayardooomé les régimes expérimentaux a
ensuite été déterminé. Une fois les résultats ra@pa la masse de nourriture consommee par
chaque rat, nous remarquons que l'ingestion de mafi@et d’améliorer significativement le
statut antioxydant plasmatique (p < 0,05) (figu. Tette augmentation peut étre due soit a
la présence dans le plasma d'acides phénoliquesafi®, absorbés et éventuellement
métabolisés ou modifiés par la microflore, soia gtésence de molécules antioxydantes dont
I'apparition pourrait étre induite par la consomimatchronique de café. Il a notamment été
montré que la consommation de café faisait augméamteneur en acide urique plasmatique
postprandiale, mais les mémes auteurs suggererteqigemolécule ne peut étre responsable
de 'augmentation que nous observons, car ell@agitrpas dans le test utilisé (Natedtaal,
2002).

L’ajout extemporané de lait au café ou le procédéochisation, en présence ou non de lait,
n'entraine aucune variation du statut antioxydéigue 78). Le comportement du café est
donc différent de celui observé pour le thé. Ertefberafiniet al. (1996) ont montré que la
consommation de thé en présence de lait entrainaiainnulation de I'amélioration du statut
antioxydant plasmatique apporté par le thé vemaiu Ce résultat conforte en revanche ceux
obtenus par d’autres équipes utilisant d’autres f@#olimanet al, 2000 ; Van Het Hoét al,
1998), qui n'observent aucune diminution des temeur (+)-catéchine et en quercétine dans

le plasma lorsque ces flavonoides du thé sont com&s en présence de lait. Il rejoint
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eégalement les observations réalisées lors desierpés d’absorption sur cellules Caco-2,
montrant que la présence de protéines, ajoutéanamiere extemporanée, dans le milieu
digestif et dans les proportions de nos régimegmxgntaux, n’'influe pas sur I'absorption de
I'ACQ.

Les écart-types importants obtenus dans le caa détermination du statut antioxydant des
rats ayant consommé le régime «café au lait atomisuggerent cependant une forte
variabilité interindividuelle dans I'absorption desmposés antioxydants de ce régime, qui
pourrait étre due a I'existence de complexes a&draicovalente dans cette boisson, dont la
décomposition serait plus délicate lors de la diges Il serait intéressant de mener une
expérience complémentaire d’absorption sur lesllesllCaco-2, en utilisant des complexes a
liaison covalente. Cependant, les conditions ddpt= 9) utilisées lors de la synthése et de
la conservation de tels complexes n’étant pas ctbips avec les conditions d’utilisation des
cellules (il n'est pas certain que la structurexiue du complexe ne soit pas modifiée si on
le place dans les conditions de pH d'utilisatios dellules), et la réalisation de I'atomisation
d’'une solution d’acide chlorogénique en présencerdédines étant trop colteuse (quantités
d’aide chlorogénique purifié nécessaires trop irtgues), nous n‘avons pas pu réaliser ces
expérimentations.

Il a cependant pu étre montré, par digestion entdgoein vitro (trypsine, pancréatine,
pepsine) de complexes covalents AQéactoglobuline formés a pH 9, que la digestibitig

la protéine était significativement diminuée parctanplexation (Petzket al, 2005), ce qui
suggere qu’une partie de l'acide chlorogénique 2fre absorbée sous forme légerement
modifiée suite a la décomposition des protéinegjuieexpliquerait la variabilité du résultat
obtenu par le test TAC.

[1.3.3.2. Statut antioxydant plasmatique des animaapres consommation de café ou de
café au lait, aprés hydrolyse enzymatique

Le PAO du plasma, mesuré par le test TAC, s’iledfgctivement da a I'acide chlorogénique
absorbé, est sous-estimé, et ce pour deux raisons.

D’'une part, lors de la mise au point de la méthddepouvoir antioxydant de l'acide
chlorogénique ajouté a du plasma témoin a été rdétér puis comparé a celui de I'acide
chlorogénique seul. On observe une diminution Sative du taux d’inhibition de I'acide
chlorogénique en présence de plasma. Ainsi, I'acliderogénique se lierait aux protéines
plasmatiques (Kangt al, 2004), induisant une diminution de l'activité iamyydante de ce
composé dans le test TAC. Ce probleme est rencangé de nombreux polyphénols, dont

I'effet est suivi de cette maniere, comme par eXerfgoquercétine (Artet al, 2001d ; Rohn



Résultats et Discussion : Devenir de la matrice café au lait aprés ingestion 144

et al, 2004). Cette sous-estimation permet cependaniaidrer une différence significative
avec le groupe n’ayant pas consommeé de café.

D’autre part, les polyphénols sont majoritairemenésents dans le plasma sous forme
métabolisée (Rondiniet al, 2003 ; Scalbert et Williamson, 2000). Or, cesnfes
métabolisées, dont le pouvoir antioxydant est nreindu fait du masquage de leurs fonctions
phénoliques par des groupements sulfatés ou méthgiEamment (Rondini, 2002), peuvent
éventuellement étre déconjuguées lorsqu’ellesgatgeit leur tissu cible, ce qui a été observé
dans le cas de l'acide férulique sulfaté avec & PAPH et le test KRL (Rondinet al,
2004). Il peut donc étre intéressant de réaliserhydrolyse enzymatique des plasmas avant
de leur appliquer le test TAC, ceci afin d’évalleepotentiel antioxydant réel du plasma.

Une hydrolyse enzymatique des formes sulfatéeslugpnidées a donc été réalisée,
uniqguement sur les plasmas du groupe «café aw,lgiar un mélange enzymatique
sulfatasgi-glucuronidase.

L’étape d’hydrolyse enzymatique du plasma nécesigtéravailler en milieu tamponné, en
présence d’enzymes qui génent la réalisation dur&s. Il est donc nécessaire d’ajouter une
étape de purification, qui a pour objectif de ppéer les protéines, dont les enzymes, afin de
permettre I'analyse par le test TAC de I'’échamtilléfin de vérifier I'influence éventuelle de
ce traitement sur le statut antioxydant plasmatigne analyse a tout d’abord été réalisée en
absence d’enzymes. On observe alors une perte tamp@rdu statut antioxydant plasmatique,
variable d’un plasma a l'autre (figure 79). Il dsinc probable que I'étape de précipitation des
protéines conduise également a une perte des wddiots phénoliques qui pourraient étre
associés a celles-ci.

Si ces valeurs ne représentent donc pas parfaitdmetatut antioxydant des plasmas, elles
peuventnéanmoins étre comparées avec celles obtenuedgsoplasmas hydrolysés par le
mélange sulfatagé/glucuronidase (figure 79), en tenant compte des tike récupération en
acide chlorogénique obtenus par cette méthode rd@idn. Il apparait alors une
augmentation significative du statut antioxydargsphatique, variant de 10 & 50 %, pour les
plasmas du groupe « café au lait », lors d’'une dlyde enzymatique. Ceci indique donc bien
une sous-évaluation possible du pouvoir antioxygdasmatique lorsque I'on ne tient pas
compte des formes métabolisées dans le plasma, e@®la avait déja été proposé (Rondini,
2002).

Si une analyse directe des plasmas au test TACgbeatiaccéder a une évaluation et une
comparaison du statut antioxydant plasmatique desedifférents groupes de rats ayant

ingéré une alimentation variable, elle doit étféenak par une analyse plus lourde mettant en
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oeuvre une étape d’hydrolyse enzymatique des formétbolisées retrouvées dans les

plasmas.

[1.3.4. Détermination des teneurs plasmatiques emgioxydants phénoliques

Si la biodisponibilité des composés phénoliqueoepp aux ratsia leur alimentation est en
partie approchée par la mesure du statut antioxymlasmatique et des paramétres sanguins,
elle ne peut réellement étre déterminée qu’apréagides molécules antioxydantes dans le
plasma.

La mise en place des méthodes d’extraction et dagdodes antioxydants phénoliques a fait
I'objet d’une collaboration au sein du laboratarec Claire Ordonaud (DEA, 2004). Le café
consommeé par les rats étant essentiellement sdlaceles hydroxycinnamiques, nous nous
sommes focalisés sur le développement d’'une méttiedeparation et de dosage des acides
chlorogénique, caféique et férulique, ainsi queledes métabolites. Pour cela, nous avons

exploité les données de la littérature concerrabtddisponibilité de ces molécules.

[1.3.4.1. La biodisponibilité de I'acide chlorogéque : données de la littérature

Un certain nombre de publications présentent des\@ss sur la biodisponibilité de I'acide
chlorogénique. Cependant, elles concernent majermt@nt son excrétion urinaire (tableau
XXIX), et de fait, 'absorption de I'acide chlorogi§ue sous sa forme native est encore
controversée. En effet, certains auteurs retroudeB® % de l'acide chlorogénique ingéré
intact dans les urines de rats (Gontlgerl, 2003b) ou encore 0,2 % a 0,46 % chez le sujet
iléostomisé (Olthofet al, 2001 ; Olthofet al, 2003) et 1,7 % chez 'homme (Olthef al,
2003), alors que d'autres n’en retrouvent pas ¢Biet al, 2001 ; Bourne et Rice-Evans,
1998a ; Bourne et Rice-Evans, 1998b ; Choudhairgl, 1999 ; Rechneet al, 2001) ou
retrouvent uniquement des formes hydrolysées ealbbsées (Wittemeet al, 2005). Par
ailleurs, pour d’autres auteurs (Gonthetral, 2003a ; Olthofet al, 2003), respectivement
36 % et 50 % de la dose ingérée sont retrouvés fmuse de métabolites d’origine
microbienne (acide hippurique et acide 3-hydroxypfi@opionique en majorité, provenant
eégalement de I'acide quinique).

L’incubation d’acide chlorogénique avec un extdst flore fécale provoque une disparition
de ce composé au profit de lI'acide caféique (Plnlal, 1999). A l'inverse, lorsque de
I'acide chlorogénique est incubé avec des préléwmssnde foie, d’intestin ou du plasma
humain, aucune hydrolyse n’est observée. Les aitlicette étude en concluent que seule la
flore fécale contient une estérase capable d’hydeol les esters d’acide quinique.
L’ensemble de ces résultats a permis de proposervoie de métabolisation des acides

hydroxycinnamiques (figure 80).
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Dans la majorité des publications, il apparait doamme acquis que la grande majorité de
I'acide chlorogénique ingéré est hydrolysée et bwisée apres ingestion, tandis qu’une
faible partie serait absorbée telle quelle, massnh&canismes d’absorption et les acteurs de
cette dégradation demeurent incertains.

Cependant, I'absorption de I'acide chlorogéniguéaconfirmée de maniere indirecte sur des
patients iléostomisés (Olthet al, 2001). Ces sujets, dépourvus d’iléon et de gntessiin,
n'ont pas de flore intestinale et sont incapablés/diolyser I'acide chlorogénique. Pour
calculer le taux de passage a travers la membunatestinale, les auteurs procédent par
différence : la quantité d’acide chlorogénique abée est égale a la quantité ingérée par les
sujets a laquelle on soustrait la quantité dosées tafluide iléostomique. De cette maniére,
les auteurs estiment a 3314 % l'acide chlorogénique absorbé. La méme egpée réalisée
avec de l'acide caféique donne une absorption de D%. L’estérification de l'acide
caféigue n’empécherait donc pas son absorptioniaau de la barriére intestinale mais la
réduirait d’'un facteur 3 environ. Pour ces mémedswas, I'absorption intestinale de I'acide
chlorogénique ne représenterait qu’un tiers deadmorption totale, le reste étant absorbé au
niveau du célon apres dégradation (Oltabél, 2003).

L’analyse de la concentration plasmatique appataitc comme une donnée manquante
capitale, et pourtant trés peu d’études s’y ingaet en particulier a cause de la difficulté a
mettre au point une méthode d’analyse fiable pairacide phénolique. En effet, I'acide
chlorogénique est facilement hydrolysé par l'atéivestérase résiduelle trouvée dans la
plupart des préparations enzymatiques commerciatiisées pour l'analyse des formes
métabolisées, et précipite de plus facilement d@g@rotéines, ce qui en fait une molécule
difficile a analyser, contrairement aux formes nestérifiées, d’autant plus quelle est
présente en faible concentration dans le plasmadthode que nous avons mise au point au
laboratoire, minimise la quantité d’enzymes etisgildes vitesses de centrifugation élevées,
ce qui permet d’obtenir des taux de récupératiors da plasma meilleurs que dans la plupart

des publications.

[1.3.4.2. Mise au point de la méthode d’analyse

Les potentiels de travail et la phase mobile d@dibors de I'analyse des cafés par CLHP/DEC
n‘'ont pas pu étre conservés pour ces analysesurcacomposeé provenant du plasma,

probablement de nature protéique, possédait unstataeprétention trés proche de celui de

I'acide chlorogénique, et se trouvait en conceitmasuffisante pour géner I'analyse, et ce

guelles que soient les modifications de proportides solvants ou de potentiel des électrodes

appliquées (figure 81, pic n°2).
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Une phase mobile plus adaptée a I'analyse des pkaardonc été recherchée, et les potentiels
de travail des électrodes optimisés. Un mélange/eadthanol / acide acétique 88/10/2
(v/viv) contenant 50 mmol/L d’acétate de lithiumaensi été retenu. L'acétate de lithium
couplé a l'acide acétique permet une meilleureluéi®sm des pics aux temps longs que la
phase mobile utilisée pour I'analyse des cafésefat, la modification des proportions de
solvants dans la phase mobile, a dessein de sédjgaide chlorogénique du pic plasmatique
parasite, induit également une augmentation coraditk® des temps de rétention des acides
hydroxycinnamiques sortant le plus tardivementguaiea en général pour effet un étalement
des pics sur les chromatogrammes. Dans les comslithromatographiques retenues, les
temps de rétention de I'acideans-chlorogénique, de l'acidéranscaféique et de I'acide
trans-féruliqgue sont respectivement de 23, 38 et 121utes(figure 82).

Afin de déterminer le potentiel de travail optindals deux électrodes, qui permet de suivre les
acides hydroxycinnamiques retrouvés dans le plasaas interférence avec les autres
constituants naturellement présents dans cellgésiyoltamogrammes d’un plasma témoin et
d'un mélange d’acides chlorogénique, caféique miliffue, ainsi que d’'un plasma témoin
extrait, dissous dans la phase mobile utilisée AR ont été réalises.

Le potentiel de E1 a été fixé a 300 mV (sensibdigél pA), celui de E2 variant entre 300 et
1000 mV (sensibilité de 1 pA). Les résultats, pnéde sur la figure 83, justifient le choix des
potentiels : E1 =300 mV (1 pA), E2 =400 mV (1 pEn effet, a ces potentiels, la réponse
des acides phénoliques recherchés est suffisaniepgomettre I'analyse, tandis que le pic
parasite provenant du plasma répond de maniersauiinent faible pour ne plus géner: le
composé issu du plasma n’est que tres faiblemgméntre 300 et 400 mV, puis donne une
réponse électrochimique beaucoup plus forte au-delda00 mV pour atteindre un plateau a
600 mV. En revanche, les acides chlorogénique,iquadeet férulique présentent un signal
constant entre 400 et 800 mV. Afin de limiter lesterférences entre ces acides

hydroxycinnamiques et le plasma témoin, le poteédBeE2 a donc été fixé a 400 mV.

[1.3.4.3. Dosage des acides hydroxycinnamiques platiques

Comme nous l'avons indiqué précédemment, les adiyelsoxycinnamiques peuvent se
trouver dans le plasma soit sous forme native, smits forme métabolisée, principalement
sulfatée, glucuronidée ou sulfo-glucuronidée. Chezat, les formes glucuronidées sont
majoritaires et représentent 41 % des meétabolitasnatiques apres ingestion d’acide
caféiqgue (Azumeet al, 2000). Ce composé est egalement sulfoglucurof@é %) et la
forme native (aglycone) est minoritaire. Il en v@ méme pour I'acide férulique dont 58 %
sont sous forme sulfatée ou sulfo-glucuronidée%2dous forme libre et 18 % sous forme
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glucuronidée (Rondiniet al, 2002). De telles données sont inexistantes ptaaide
chlorogénique.

Les molécules natives, généralement présenteslelgissma a I'état de traces, peuvent étre
analysées directement par CLHP/DEC apres extradiioplasma. En revanche, les formes
métabolisées sont difficilement détectables carsies oxydables sont parfois masqués par
les groupements sulfates ou glucuronides ; de @lless possédent une polarité élevée qui
rend quasiment impossible leur séparation d'aves #&itres constituants polaires
systématiquement présents dans le plasma. Aussihydrolyse enzymatique préalable du
plasma est réalisée de facon a libérer les fornatives, sans entrainer pour autant leur

dégradation.

11.3.4.3.1. Analyse des plasmas sans hydrolyse enmtique
L’analyse des plasmas des rats du groupe « témemGLHP/DEC a permis de confirmer
'absence de pics correspondants aux temps detio¥te(lr) des acides chlorogénique,
caféique, férulique. Le profil chromatographiquecds plasmas est identique apres traitement
ou non par le mélange sulfatgsglucuronidase : un pic majoritaire (pic n°1) a@aautour
de 17 minutes (Tr/Tr trans-acide chlorogénique Z)et des pics de trés faible intensité
autour de 20, 34 et 68 minutes (respectivementléppécs 2, 4 et 6) (figure 84).
Le pic n°1 étant présent dans tous les plasmas edriabilité des temps de rétention étant
relativement importante, nous avons utilisé cecpimme référence interne. Le tableau XXX
présente ainsi les rapports Tr/Tr pic n°1l des difits composés retrouvés dans I'ensemble
des plasmas.
Lors de l'analyse sans hydrolyse enzymatique desnmhs de rats des groupes ayant
consomme les régimes a base de café, nous avorenmigdence la présence en tres faible
concentration d’acide chlorogéniqtrans etcis et d’'un composé élué a un temps de rétention
de l'ordre de 75 minutes (pic n°7) et retrouvé ueigent dans le plasma de rats ayant
consommeé ces régimes. Toutefois, l'intensité des st si faible que I'on se trouve dans la
limite de détection de la méthode d’analyse.
Afin de déterminer si I'on retrouvait également slda plasma les formes estérifiées non
identifiées d’acides phénoliques que nous aviorntectiées dans le café, ce dernier a de
nouveau été extrait, mais analysé en électrochilams les mémes conditions que les plasmas
(figure 85). Aucun autre acide hydroxycinnamiquésent initialement dans le café n’'a été

détecté dans les plasmas.



Résultats et Discussion : Devenir de la matrice café au lait aprés ingestion 149

11.3.4.3.2. Analyse des plasmas avec hydrolyse enzgtique
L’hydrolyse par le mélange sulfatageflucuronidase n'a pas entrainé d’augmentation
significative de la concentration en acide chlorogée, ni d’apparition de ses dérivés,
notamment les acides caféique et férulique (figd@ke Ce résultat, certes surprenant compte-
tenu de la métabolisation probable de l'acide ddgénique par les rats (a titre de
comparaison avec les données de la littérature ratesont consommé 23,6 mg d’ACQ/kg
PCljour), peut s’expliquer par une concentratiap tfaible de ces composés dans le plasma
(inférieure a 0,2 umol/L) pour étre détectable damise systéme de CLHP/DEC compte-tenu
du seuil de détection et du faible taux de récuparg71+ 4 % sans enzyme et de 640 %
avec enzyme). Par ailleurs, il faut rappeler gueplasmas ont été conservés plusieurs mois
au congélateur avant analyse, ce qui pourrait gueli une dégradation partielle des
composeés phénoliques issus du café, méme si au@gnadation n’avait été observée avec
I'acide férulique dans une étude menée antérieureeelaboratoire.
[1.3.4.4.1dentification du composé n°7 retrouvé danles plasmas des animaux ayant
consommeé du café
La concentration du composé 7, de l'ordre de 0,D,&aumol/L en équivalent acide
chlorogénique dans le plasma, est augmentée sigtivément aprés hydrolyse enzymatique
dans la plupart des plasmas des rats ayant conséesmégimes expérimentaux (figure 87).
Il pourrait donc s’agir d’'un composé phénolique gerait sulfaté, glucuronidé ou sulfo-
glucuronidé.
Le pic n°7 étant retrouvé uniguement dans les pdasdes rats ayant consommé du café et
absent des plasmas témoins, nous avons cherchidiér\sa présence éventuelle dans le café.
Un extrait de café préparé a donc été injecté tnsonditions chromatographiques utilisées
pour I'analyse des plasmas, mais cette analysgasamontré la présence de ce compose
(figure 85).
Afin de vérifier 'hypothese de la présence de ghloaylesters, nous avons réalisé une
hydrolyse alcaline sur un plasma contenant ce cespzette hydrolyse devant normalement
conduire a la libération du phénol. Dans les méooeslitions expérimentales, une hydrolyse
alcaline a été réalisée sur de 'acide chlorogénmyant également une structure estérifiée, la
disparition du pic chromatographique correspondaotus permettant de valider notre
protocole d’hydrolyse. Aucune augmentation du cos@pd n’'a été observée apres hydrolyse
alcaline, ce qui laisse supposer que ce compost p&s un deérivé glucuronylester. Il reste
cependant la possibilité gu'il s’agisse d'oiglucuronide, ce qu’une hydrolyse acide pourrait
permettre de déterminer. De méme, si ce composi# sfo-glucuronidé, un pic
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chromatographique devrait apparaitre apres hydrolgside. Afin de confirmer une
métabolisation par sulfatation simplement, il aufaliu traiter les plasmas par une sulfatase
présentant un taux de pureté éleveé, dépourvueidtads-glucuronidase. Une telle enzyme
n'étant actuellement pas disponible dans le comeence autre possibilité aurait consisté a
inhiber I'activité p-galactosidase du mélange enzymatique isblelk pomatia Néanmoins,
I'hypothese de la sulfatation reste peu probablmpte tenu de la faible polarité de la
molécule.

Il est enfin possible que le pic n°7 corresponde groduit de dégradation plus poussée de
I'acide chlorogénique. Si I'on s’intéresse aux éliintes voies de métabolisation suggérées
dans la littérature (figure 80), nous pouvons émeajtielques hypothéses de structures pour
ce composé : I'acidp-coumarique, I'acide 2,3-dihydroxybenzoique, I'acidoférulique ou
I'acide vanillique. Aucun de ces composés n’'a timiseprésenté en CLHP/DEC le méme
comportement que le composé 7 (Tableau XXXI).

Il s’agit donc probablement d’'un composé issu d’'oréabolisation encore plus avancée de
I'acide chlorogénique, comme l'acide BHiydroxyphényl)-propionique, I'acide hippurique,
I'acide cinnamique ou l'acide benzoique. Dans leadd@ions d’'analyse utilisées, I'acide
benzoique présente effectivement un temps de i&tesimilaire a celui du composé n°7.
Une analyse par CLHP couplée a un détecteur U\bleisi barettes de diodes indique que le
spectre du composé 7 est identique a celui dedkdoenzoique (figure 88).

Bien que cela soit surprenant compte tenu de satste chimique, I'acide benzoique répond
tout de méme tres faiblement dans les conditiomsréichimiques utilisées lors du dosage des
plasmas. Ceux-ci semblent donc contenir une corat@rt importante en acide benzoique,
compte-tenu des aires importantes relevées lord'atalyse des plasmas, témoignant
probablement d’'une forte métabolisation de I'acicldorogénique chez les rats ayant
consomme les régimes expérimentaux. Il faudraihm&ens confirmer ce résultat par CLHP
couplée a une détection par spectrométrie de masse.

[1.3.4.5. Corrélation entre les concentrations encide chlorogénique et le pouvoir
antioxydant des plasmas

Si I'on trace un graphique représentant le pousntioxydant des plasmas en fonction de la
concentration d’acide chlorogénique détectée dasséchantillons (figure 89), on constate
que le degré de corrélation entre les deux esfjpeesaul (R?= 0,3112). L’augmentation de
pouvoir antioxydant constatée dans les plasmasgrblien des régimes, mais ne serait donc
due que pour une faible part a la présence d’adigesxycinnamiques. Il est donc probable

que cette augmentation puisse provenir d’autregposés du café, comme les produits de la
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réaction de Maillard. Une partie de ces derniergiit étre décomposeée lors de la digestion
en produits de plus petite taille, qui seraientral@bsorbés mais non détectés en
électrochimie, au moins dans nos conditions d’a®alyl est également possible qu’un cycle
métaboligue complexe conduise a l'apparition desitmolécules antioxydantes dans le
plasma, suite a la consommation de café. Cependanglles données n’existent pas dans la
littérature.

Si les concentrations d’acide chlorogénique déésctians le plasma demeurent extrémement
faibles, notre étude est la premiére a mettre este@nt en évidence sa présence dans le
plasma. Ces concentrations, certes faibles, ne pastmodifiées par I'ajout de lait ou
I'atomisation de la boisson. Il est évident que oascentrations ne sont pas suffisantes pour
assurer le réle de capteur de radicaux libres quaomongtemps attribué aux acides
phénoliques. En revanche, elles pourraient étresiplogiqguement pertinentes pour jouer un
réle dans la régulation de I'expression génétiqupliguée dans la prévention de certains
cancers, mise en évidence dans des publicatioastesc(Fengt al, 2005 ; Gaceet al, 2000 ;
Kasaiet al, 2000).

Si le pouvoir antioxydant déterminé dans la boissétait prometteur, les
concentrations retrouvées dans l'organisme sontr@ranche trés faibles. Cependant, il
semble que la formation de complexes protéinegshélyols se produisant dans la boisson

n'altére pas la biodisponibilité de cet acide phikqee de maniére significative.
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‘Cette étude a donc permis de montrer que des dtitera de nature réversible entre les
protéines du lait et les polyphénols du café setaseisceptibles de se former lors de la
préparation extemporanée de la boisson. La majdeiténteraction aurait lieu au niveau des
caséines, les protéines du lactosérum n’étant gimement impliquées. Cependant, ces
interactions de nature réversible ne semblent pag a’influence réelle sur le pouvoir
antioxydant de la boisson.

Le procédé d’atomisation, lorsqu’il est appliquéaaboisson en présence de lait, semble
favoriser I'apparition de complexes a liaisons dentes dans la poudre issue de la boisson,
ce qui pourrait avoir une légere influence sur keptiel antioxydant de la boisson
reconstituée a partir d'une telle poudre. Il senatéressant d’approfondir ce dernier point,
notamment en mettant en évidence I'existence decteghplexes dans le café au lait atomisé,
de maniére plus précise, par calorimétrie difféediet ou par la technique de Hummel et
Dryer par exemple (il s’agit d'une méthode de dilton sur gel, (de type Séphadex par
exemple) les complexes étant séparés en fonctiohewle taille). Il faudrait également
approfondir la nature des interactions mises en @ qui nécessiterait notamment
I'établissement de constantes de liaison et/ou @ksodation. Enfin, le devenir des

interactions lors de la digestion mériterait d’&pgprofondi.

Le pouvoir antioxydant du café semble en grandgepétre d( aux produits de la réaction de
Maillard, également extraits lors de la préparatom la boisson, bien que le pouvoir
antioxydant apporté par les polyphénols représgistgu'a la moiti€ du pouvoir antioxydant
total, selon le test utilisé. La nature des inteoas et antagonismes entre ces différents
produits, ainsi que la nature des PRM impliquédeat mode d’action dans le pouvoir
antioxydant, constitueraient donc d’autres pointgressants a approfondir. De méme, les
interactions possibles entre PRM et protéines dre @RM et acides hydroxycinnamiques,
gu’il s’agisse de la formation complexes ou d’effstir le pouvoir antioxydant de la boisson,

mériteraient d’'étre explorées.

Nos résultats montrent qu’en revanche, si le pausaiioxydant déterminé dans le café était
prometteur, les concentrations en acides phéndigegouvées dans I'organisme sont trés
faibles, traduisant une absorption tres faible dACQ. Les interactions acide

chlorogénique/caséines seraient de plus partiefienlissociées pendant la digestion gastro-

intestinale, et les faibles concentrations en A@Qouvées peuvent étre attribuées a une
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absorption faible, comme le suggérent les étudespetenéation sur cellules Caco-2.
Cependant, les concentrations d’acide chlorogénigtreuvées, bien que quantitativement
faibles, ne sont pas nulles, ce qui est surpretamifanalyse a été menée quatre heures apres
ingestion du repas expérimental. Ce résultat satemd qu’elles proviennent non pas de ce
dernier repas, mais refletent un état basal dur@aseduit par la consommation chronique de
café, dans des proportions certes importantes retasivement réalistes par rapport a la
consommation humaine. Il est possible qu'un phémentBadaptation se produise lors d’'une
consommation chronique de café et que I'absorpteiie de la molécule augmente au fil du
temps. Il pourrait par exemple y avoir inductiomslda bordure en brosse de la production
des protéines de transport des acides phénoliqusss nen évidence dans la littérature
(Konishi et Kobayashi, 2004). Des phénomeénes dekat®e, dans le foie par exemple, ont
également pu se produire. L’analyse des organdsvgseet des urines aurait pu apporter des
éléments de réponse, mais la mise au point de aethdanalyse fiables s’est révélée trop
longue et difficile. Il est en tout cas probableeda quantité de produits provenant du cafeé,
absorbée par les rats ait augmenté au fil de Il biodisponibilité en chronique, car la
couleur des urines était de plus en plus foncéél ales jours. De telles observations ont
eégalement été réalisées par d’'autres auteurs pdasmsl’approfondissement (Sakametoal,
2003). Une étude d’absorption sur des animaux ay@mommeé ou pas de maniére chronique
du café, sur différentes durées, pourrait appaisrréponses a ces questions. Enfin, il serait
intéressant de déterminer si les doses retroungesld plasma sont suffisantes pour avoir un
effet sur la régulation des génes, ces doses @taissemblablement trop faibles pour avoir
un effet antiradicalaire direct. Les autres effegaté potentiels tels que la régulation de la
glycémie par la consommation chronique d’acide rgénique, pourraient également étre

explorés.

S’il semble que la présence de produits de la iaade Maillard dans le milieu fasse
légerement diminuer l'absorption des acides phguoeB, I'ajout de lait n’induit pas de
variation dans les concentrations finales d’actiderogénique retrouvées dans les plasmas, et
de plus une Iégere amélioration du statut antiomygéasmatique et en HDL cholestérol est
constatée suite a la consommation chronique deseguégimes expérimentaux.

Le modeéle café au lait montre que les interactionsprotéines / acides
hydroxycinnamiques n’ont d’influence ni sur leur pauvoir antioxydant, ni sur leur

biodisponibilité. La consommation chronique de café, décaféingrésence de lait ou pas
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peut donc étre considérée comme une pratique falora I'amélioration du statut

antioxydant plasmatique basal, contribuant par oefene a la prévention des pathologies
associées aux radicaux libres. Enfin, cette étugeranis de mettre en évidence le role
possible des produits de la réaction de Maillardsents dans le café, dans le potentiel
antioxydant pour I'organisme de celui-ci. Leur deivadans I'organisme (absorption, effets
santés bénéfiques, interactions avec les autresneuts lors de la digestion) mériterait d’étre

a présent explorés.
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Tableau | :  Contenu en polyphénols de quelques aliments (d’apgeBravo, 1998)
Teneurs exprimées en g / 100g de matiére humide
Céréales (mg/100g) Boissons (mg/L)
riz 8,6 biere 60-100
avoine 8,7 vin blanc 200-300
mais 30,9 jus d'orange 660-1000
blé 22-40 jus de pomme 370-7100
millet 590-1060 thé 750-1050
orge 1200-1500 café 1330-3660
sorgho 170-10260 vin rouge 1000-4000
Fruits (mg/100g) Légumes (mg/100g)
poire 2-25 choux de Bruxelles 6-15
abricot 30-43 chou 25
groseilles & maquereau 22-75 poireau 20-40
cerise 60-90 céléri 94
orange 50-100 persil 55-180
canneberge 77-247 pois chiche 78-230
péche 10-150 haricot 34-280
tomate 85-130 oignon 100-2025
prune 4-225
fraise 38-218
airelles 135-280
pomme 27-298
mdres 135-280
framboise 37-429
raisin 50-490
cassis 140-1200
Tableau Il : Divergence sur la perception des monoméres de polygnols dans la

littérature (d’aprés Robichaud et Noble, 1990 ; TsaSu et Singleton, 1969 ; Arnold et
Lea, 1983 ; Delcouret al, 1984 ; Kielhorn et Thorngate, 1999 ; Arnoldet al, 1980 ;
Dadic et Belleau, 1973 ; Thorngate et Noble, 1995)

Polyphénols Matrice Ajout (ppm) Sensation perctie
Amer Astringent
Eau 46,1 + -
L . 120G +
+)-

(+)-Catéchine Vin 1508 - "
5 % d’éthanol 20 + -
Monomeres de vin 200° + -
flavan-3-ols 160-300 + +
Eau 106 + +
(-)-Epicatéchine vin 500" + +
900" + +

- concentration sans ajout (ppm), + = sensation perei sensation non percue. a: (Robichaud et
Noble, 1990), b : (Kielhorn et Thorngate, 1999),(Arnold et Lea, 1983), d :(Delcoet al, 1984), e : (Tsai-Su
et Singleton, 1969); f :(Arnoldt al, 1980), g :(Dadic et Belleau, 1973), h : (Thoregeatt Noble, 1995)
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Tableau Ill : Composition en acides aminés de trois protéines dalive de rat
induite par 3 jours d'un régime hautement enrichi & tanins de sorgho
(d'apres Mehanshoet al, 1985)

Protéines
Acides aminés (mol/100 mol) GP-66sm GP-66p GP-27p
Acide aspartique 19 19 3,5
Thréonine 3,5 3,6 0,5
Serine 1,1 1,4 1,7
Acide glutamique 18,9 18,4 20,5
Proline 447 45,6 43,8
Glycine 19,0 18,2 19,3
Alanine 1,8 1,6 0,4
Isoleucine 0,6 0,6 0,5
Leucine 1,0 0,9 0,6
Arginine 7,6 7,0 7,2
Valine 0,0 0,0 1,3

Tableau IV : Composés de la paroi végétale entrant dans la congition des
fibres (d’apres Macheixet al, 1990 ; Fergusoret al, 2001)

Fibres Polysaccharidiques Pectines : Homogalacturonanes
« Solubles » Rhamnogalacturonane |
Rhamnogalacturonane I

Galactane

Arabinane

Arabinogalactane type |
Arabinoxylanes

Carraghénanes
Alginates
Gommes
Polyphénoliques Tanins hydrolysables
Fibres Polysaccharidiques Cellulose
« Insolubles » Hémicellulose : Xyloglucanes
Hétéroxylanes
(1-3, 1-4) B-glucanes
Polyphénoliques Acides Acide férulique
hydroxycinnamiques : Acide dihydroférulique

Acide p-coumarique

Tannins condensés

Lignine
Subérine
Autres Lipides Cutines
Cires végétales
Protéines Extensines

Protéines riches en
prolines ou en glycine

Enzymes
Composés Calcium
inorganiques Silice

Eau
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Tableau V : coefficients de partage des composeés antioxydants khuile d’olive dans
des émulsions huile/eau (d’'aprés Rodest al, 2002)

Antioxydant Coefficient de partage *
Oleuropéine 0,0006
3-4 dihydroxyphényléthanol 0,0100
Acide protocatéchuique 0,0390
Tyrosol 0,0770
Acide caféique 0,0890
Oleuropéine aglycone 0,14900

- *en mg de molécule dans 'huile par mg de moléciales I'eau.
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Tableau VI . Différents tests permettant I'évaluation d’un pouwir antioxydant

Tests en systeme modele

Tests du pouvoir anti-radicalaire

test température | initiateur substrat Produit Avantages Limites Référence
Sensible, Egumsepseucrlgqti (Benzie et Strain
FRAP 37°C - = Fe' simple et a ’
. le pouvoir 1996)
rapide B’
réducteur

Ne mesure que
le pouvoir (Brand-Willliamset

DPPH 20°C i DPPH DPPH Rapide antiradicalaire al., 1995)
Peu sensible.
Sensible,
o H,0, + ot simple, . (Prior et Cao, 1999
TEAC 37°C K.,S,0 ABTS ABTS répétable et Interférences Reet al, 1999)
rapide
Tests faisant intervenir une co-oxydation de lipide
test température Substrat initiateur Produit Avantages Limites Référence
Simulation N
S d’un milieu Long a (Liegeoiset al
AAPH 37°C Acide linoléique AAPH - ) - mettre en ’
alimentaire 2000)
. . . oeuvre
émulsionné
. Sensible, . .
TAC 37°C crocine AAPH Crocme simple, [sgbst,rat] (Lussignoliet
oxydée . élevée al., 1999)
répétable
Méthode
o acidea-cétoy- s , d'analyse | (Winstonet al,
TOSCA 35°C méthiolbutyrigue AAPH éthyléne Sensible lourde 1998)
Interférences
Sensible, (DeLange et
R B-Phycoérythrine Phycoérythri simple, . Glazer, 1990 ;
ORAC 3rc R-Phycoérythrine AAPH ne oxydée | répétable et Bruit de fond Ghiselliet al,
spécifique 2000).
Tests évaluant le pouvoir antioxydant dans une maitce
test température initiateur Parameétre suivi Avantages Limites Référene
T.R.AP o AAPH Mesure de, onygener Sensible et Peu (Wayneret al,
(Lipides 37°C consommeé pendantla ~ 7 o
) CusSqQ o répétable | spécifique 1985)
plasmatiques) réaction
. . I . (Khouw et al,
. CusO4 Acide thlobarl?ltunqu.e Extraction 1993 : Blachest
30°C et malonaldéhyde : longue .
LDL o AAPH L2 al., 1995 ;
37°C Lo mesure des Stabilité des
iodination Valkonen et
TBA-RS LDL ? )
Représenta Kuusi, 1997)
Acide thiobarbiturique ivitg in Vivo
. 37°C et malonaldéhyde : ; Préparation| (Van der Sluiset
Liposomes 50°C AAPH mesure des srgnség&:t fastidieuse al., 2000)
TBA-RS P
AAPH Hémolyse (Durand et Blache
Hématies Diénes conjugués 1996 ; Koet al,
Fe3+ Didnes Coniugués 1997 ; Mannaet
hématinique ! Jugu al., 1999)

AAPH : 2-2'-Azobis (2-AmidinoPropane) di-Hydrochloride ; ABTS: 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid ; DPPH :
1,1-DiPhenyl-2-PicrylHydrazyl ; FRAP:Ferric Reducing Ability of Plasma; LDL: Low Density Lipoprotein; ORAC ©Oxygen-Radical
Absorbance Capacity assay ; TAC : Total Antioxydant Capacity ; TBA-RS : TiBarbituric Acid Reactive Substances; TEACrolbx
Equivalent Antioxidant Capacity ; TOSCA :Total Oxyradical Scavenging Capacity Assay ; TRAP :Total Radical-Trapping
Antioxidant Parameter .
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Tableau VIl : Contenu en polyphénols et pouvoir antioxydant de ffiérents échantillons
de cacao, chocolat au lait et chocolat noir du comence (d’aprés Vinson et al., 1999).

Produit Polyphénols totaux (umol/g CExo % d’augmentation de
de matiére seche) la phase de latence par
rapport au témoin
Cacao 224,0 66,4 0,32 + 0,07 42%
Chocolat noir 126,0+17,4 0,25+0,03 55%
Chocolat au lait 52,2 +20,4 0,41 + 0,04 26%*
- *p<0,05

- Le pouvoir antioxydant a été mesuré par le testydlation des LDLex-vivopar des ions cuivriques a
25uM pendant 6hLes quantités de chaque chocolat utilisées ontlétésies de fagon a contenir 100uM de
polyphénols en équivalents catéchine que pourske k& quantité de polyphénols totale a été guéatipar la
méthode de Folin-Ciocalteu, il a été vérifié qudanmatiére grasse ni les protéines du chocolateriéraient.
Les résultats sont la moyenne obtenue sur 4 édbasticommerciaux de cacao, 6 de chocolat noir de5
chocolat au lait. Cf: concentration efficace pour faire aumenter leperde latence de 50% par rapport au

témoin.

Tableau VIII : Composition d’un jus de pamplemousse domestique éun jus
industriel, et implication des différents composéphénoliques dans le pouvoir
antioxydant (d’aprés Gil et al, 2000)

Composés phénoliques Composition (mg/L) Contribution au pouvoir
Jus domestique  Jus industriel ~ &ntioxydant ?(I;)jus industriel
0
Anthocyanes 306,0 387,4 7,8 %
Punicalagine 67,9 1561,7 54,7 %
Acide ellagique 33,2 121,1 2,7 %
Tanins hydrolysables 539,2 417,3 34,6 %

- Pouvoir antioxydant mesuré par le test DPPH. Latridmrtion est exprimée en pourcentage de

I'activité due aux composés phénoliques
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Tableau IX : Effets de la cuisson domestique sur le pouvoir ainkydant et le contenu en
polyphénols de quelques légumes (d’aprés Wat al, 2004)

Composés phénoliques totaux Pouvoir antioxydant de Pouvoir antioxydant
(mg équivalents acide gallique/g de la fraction hydrophile de la fraction lipophile

matiere séche) (umol équivalents trolox/g de (Lmol équivalents trolox/g
matiére seche) de matiére séche)
Cru Cuit Cru Cuit Cru Cuit
Asperge 1,41 +£0,03 1,59+0,13 29,15+220 16247 1,02+0,18 N.D.
Brocoli 3,37+0,62 3,25+1,70 14,18 £+2,04 122822 1,72+0,24 0,33+0,10
Carottes 1,25+0,10 1,56 +0,28 1156 +1,79 3569 0,59+0,14 0,15+0,10
Pomme de terre 1,63+0,17 1,36 £ 0,60 10,10+2,22 10,41+1,90,49&¢0,12 0,40£0,28
blanche
Patate douce 0,74 £ 0,27 1,20+ 0,28 8,58 +1,15 29 ¥2,04 0,44+0,11 0,37+0,31
Tomate 0,80 £ 012 1,00+0,11 3,13+£0,69 4,26860, 0,24+0,07 0,34+£0,05
Chou rouge 2,54 +£0,18 3,21 £ 0,57 22,32 £ 3,68 483%,6,00 0,20+£0,14 N.D.
Oignons 0,91 £0,09 1,50 £ 0,47 10,17 £1,89 12071 0,12 £ 0,03 N.D.
Pomme de terre 1,38 £ 0,29 1,76 £ 0,16 10,60+1,34 13,04+1,79,38&¢0,01 0,22+0,28
rouge
Pomme de terre 1,22 +0,23 1,79 £ 0,57 12,72 +2,28 15,27 +£1,33,51&¢ 0,14 0,28 £0,09

reinette grise
- Le contenu en polyphénol a été mesuré par la métled-olin-Ciocalteu. Le pouvoir antioxydant degfions

lipophile et hydrophile a été mesuré par le tesAGRN.D. : Non determiné

Tableau X : Distribution de la radioactivité dans des rats, 7heures apres ingestion de
complexes acide caféique - cas€ine marquée radidaetment au niveau de la lysine
(d'apres Hurell et al, 1982)

Témoin Complexes  Complexes formés
(caséine seule) formés apH 7 apH 10
% de la radioactivité ingérée  Féces 5 3,6 26,1
retrouvée dans: Urine 11,6 11,4 10,5
Radioactivité détectée dans: IF:m_e 133? ﬁgi ?gg
(désintégrations/min x11g) Muilgle £ o5 6.30 415
Radioactivité détectée dans: Sang 501 5 49 391

(désintégrations/min x1mL)
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Tableau Xl : Biodisponibilité relative et paramétres pharmacocigtiques de la quercétine chez
le porc apres ingestion de quercétine aglycone oe djuercétine-3-O-glucoside dans des

régimes différant par leur contenu en matiére grass (d’apres Lesseret al, 2004)
n=6 ; les lettres indiquent une différence sigaifice lorsqu’elles ne sont pas communes a deuxiksaba sein d’'une
méme colonne ; tous les échantillons ont subi yaediyse enzymatique.

% de matiere Concentration Temps d'atteinte de  Aire sous la Biodisponibilité
grasse dans le plasmatique la concentration courbe totale relative
régime maximale maximale (min x %
(umol/L) (min) pmol/L)
Quercétine aglycone |

3% 0,518 + 0,056 102,9 + 8,0 117,3+ 18,8 100 %

17 % 0,583 + 0,060 70,0+ 8,6 184,5+19,8 157 %

32 % 0,563 + 0,056 51,4 +8,0 176,0 + 18,5 150 %

Quercétine-3-O-glucoside
3% 0,906 + 0,089 70,0+7,9 205,5+ 19,8 100 %
17 % 0,895 + 0,089 50,0 + 7,9 270,9+ 19,8 132 %

32 % 0,642 + 0,089 450+7,9 249,7 +19,8 122 %
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Aliments

Café arabica décaféiné soluble

Café arabica moulu

Café vert en grains arabica (Brésil)

Lait écrémé UHT
Lait %2 écrémé UHT
Lait entier UHT
Sucre
Thé vert
P14

Tableau XII : Liste des produits alimentaires utilisés
Marque Fournisseurs
Carte Noire Coras¢yld-rance)
Carte Noire Cora (Massy, France)
- Fourni galPt. P. Giampaoli.
Lactel Cora (Massy, France)
Lactel Cora (Massy, France)
Lactel Cora (Massy, France)
Saint-Louis Cora (Massy, France)
Auchan

Auchan (Villebon sur Yvette, Frgnce
INRA (Jouy en Josas, France)

Tableau XIII :
Réactifs ou produits

Liste des réactifs et produits utilisés

Qualité / Pureté?! Fournisseurs

Acétate d’'éthyle

Acétone
Acétonitrile
Chloroforme
Eau ultrapure

Eau ultrapure, résistivité 18,3dcm

Solvants
CLHP /99,8 % Carlo Erba (Val d=ulR France)
CLHP Fischer Scientific (Elancourt, France)
CLHP Carlo Erba (Val de Reuil, France)
CLHP /99,8 % Sigma Aldrich (Steinheiiemagne)
Ultrapure

Systéme de filtration Nibire Elix

CLHP, Ultrapure Double systeme de filtration Millipore,

Simplicity 185
Ethanol CLHP /99,8 % Carlo Erba (Val de Reuil,rfes)
Ether éthylique Non stabilisé Carlo Erba (Val deiiRd-rance)
Méthanol CLHP /99,8 % Carlo Erba (Val de Reuikikge)
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Acides
Acide acétique glacial 99,9 % Carlo Erba (Val deiiRé€&rance)
Acide acétique glacial CLHP /99,7 % Fischer SdiientElancourt, France)
Acide borique 99,5 % Sigma Aldrich (Saint-Quentail&vier, France)
Acide chlorhydrique 37 % Merck (Darmstadt, Allemayn
Acide ortho-phosphorique 85 % Sigma Aldrich (Saint-Quentindaér, France)
Acide trichloroacétique 99,8 % Fischer Scientifitahcourt, France)

Autres produits chimiques

2,2'azo-bis-(2 méthylpropionamide)

dihydrochloride (AAPH) 97 % Sigma Aldrich (Saint-€ntin Fallavier, France)
Acétate de lithium dihydraté 98 % Acros Organice€l;Belgique)
Acétate de sodium trinydraté >99 % Sigma Aldrighi(t-Quentin Fallavier, France)
Acide linoléique 98 %

Sigma Aldrich (Saint-Quertgallavier, France)

Azoture de sodium Prolabo/VWR, Fontenay-sous-Bois

Chlorure de sodium 99,5 % Acros Organics (GeelgiBek)
Dihydrogénophosphate de sodium dihydraté >99 % o&\Qrganics (Geel, Belgique)
2,2-diphényl 1-pycrilhydrazile (DPPH) 95 % SigmalAth (Saint-Quentin Fallavier, France)
Acide éthylenediaminetetraacétique (EDTA) 100 % n&igAldrich (Saint-Quentin Fallavier, France)
D-Glucose 96 % Sigma Aldrich (Saint-Quentin FakayFrance)
Tampon HEPES - Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fadavirance)
Hydrogénophosphate disodique dihydraté >99,5% osig®ulchy-le-chateau, France)
Hydroxyde de sodium Analyses / 98% Carlo Erba @&aReuil, France)
L-lysine 98 % Sigma Aldrich (Saint-Quentin FallayiErance)
Acide 4-morpholineeéthanesulfonique (MES) > 99,5% Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, Fean
Métaborate de sodium tétrahydraté 99 % Sigma Aldi&aint-Quentin Fallavier, France)
Pentoparbital sodique 6 % Sanofi (Plancoét, Fance
Safran - Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavierafee)
Sephadex LH-20 - Pharmacia Biotech /Pfizer (VaR@eil, France)
Tween 20 - Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavierance)
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Antioxydants
Acide ascorbique 99 % Merck (Darmstadt, Allemagne)
Acide benzoique 99,7 % Prolabo
Acide caféique - Extrasynthése (Genay, France)
Acide chlorogénique 99 % Acros Organics (Geel, Bilg)
Acide p-coumarique - Extrasynthése (Genay, France)
Acide dihydrocaféique - Extrasynthése (Genay, Feanc
Acide 2,3-dihydroxybenzoique 99 % Aldrich (SigmalAth, Steinheim, Allemagne)
Acide férulique > 98 %

Sigma Aldrich (Saint-Querfallavier, France)

Sigma Aldrich (Saint-Querfallavier, France)
Extrasynthése (Genay, France)

Sigma Aldrich (Sa@uentin Fallavier, France)

Acide hippurique 99 %
Acide iso-férulique
Acide 3-(p —hydroxyphényl)-propionique -

Acide urique 98 % Sigma Aldrich, Saint-Quentin Bailéer, France
Acide vanillique 98 % Extrasynthése (Genay, France)
Protéines

B-lactoglobuline, mélange de A et B, #L-0130 -
Caséines, extraites de lait de vache, #L-7078
sérum albumine bovine, #A-3902 98 %

Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France)
- m&igldrich (Saint-Quentin Fallavier, France)
Sigma Aldrishift-Quentin Fallavier, France)

Enzymes

Extrait de bile, #B-8631
Pancréatine, #P-7545, 0,27 pkat/g
Pepsine, #P-7012, 58,8 pkat/mg de sdlide -
Sulfatase Helix Pomatia (EC 3.1.6.1)

- Sigma Aldrich (Saint-Qtie Fallavier, France)
- Sigma Aldr&dir(t-Quentin Fallavier, France)
Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France)
Sigma Aldi8aint-Quentin Fallavier, France)

1 : taux de pureté indiqué par le fournisseur

2 : Le mélange contient entre autres de I'amyldeda trypsine, des lipases, des ribonucléasdeset
protéases (informations fournisseur)

Tableau XIV : Quantité de matiere seche par g de produit dans lekfférents cafés

Matiére seche (%)
Poudre de café décaféiné Carte Noire soluble 99,4 +
Poudre de café atomisé 96,1 +0,3
Poudre de café au lait atomisé 97,4 +0,0
Lait demi-écrémé non atomisé 10,5+0,0
Filtrat de café vert* 1,7+0,6

Filtrat de café Carte Noire moulu* 2,0+£0,2

*: Les solutions ont été préparées en faisantlliopendant 10 minutes dans 100 mL d'eau 6 g de

grains de café moulus puis tamisés avec un tamik, ffuis en filtrant le mélange sur filtre n°2 (Mel, Chézy
sur Marne, France). n=3.
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Tableau XV : Paramétres testés par les différents tests de paaivantioxydant
Paramétre / échantillon DPPH AAPH TAC
Témoin : Café extemporané + + +

Cafés en grains (vert ou torréfig) - - +

Thé vert (pour comparaisoh) - - +

Laits dilués & 250 g/f n ¥ "

Ajout extemporané de lait au café témoin + + +

Ajout extemporané de lait au café en grains - - +

Ajout extemporané de lait au thé vert - - +

Teneur en matiére grasse du’lait + + +

Température de préparatfon + - -

Atomisation avec ou sans lait + + +
Proportion due a 'AC® + +
Formation de liaisons covalentes ACQ/protéines - -

Fractions du café séparées sur colonne LH-20 + +

+ 4+ T+

Fractions PRM LH-20+ACQ proportions du café + +
Fractions PRM séparées par ultrafiltration - - +
- 1 : Résultats ramenés a la quantité de matiéree stanfs chaque boisson.

- 2: Un sachet de thé vert de 2g a été mis a infdesms 150 mL d’eau bouillante (mesure a
I'éprouvette) pendant 5 minutes dans un erlenmegdé bouché. Le sachet a alors été retiré et Binfu
refroidie jusqu'a 40°C. La boisson a ensuite étaplétée a 200 mL avec 50 mL de lait froid ou 50 dau
froide (fiole de 200 mL). Ces boissons ont enséite diluées pour le test TAC, au 1/i@ans le tampon
phosphate de sodium 0,01 mol/L, pH 7,4. La mat&&rehe contenue dans l'infusion de thé n'ayant pas é
mesurée, les résultats sont exprimés par mL desdmiset comparés au pouvoir antioxydant du café
expérimental ramené dans la méme unité.

- 3 : Essais avec lait écrémé, demi-écrémé et entier.

- 4 : Chauffage de I'eau et ou du lait a 85°C, auroa@ndes ou sur plaque chauffante, avant dissalutio
du café. L'eau chaude était ajoutée en fiole jawpdaplétée au trait de jauge ; aprés ajout dyphaipesée.

- 5: Solutions contenant des quantités équivaledtd€Q a celles contenues dans le café soit
710,5 mg/L, contenant ou non 250 g/L de lait decnéeé

- 6 : Dilutions des fractions réalisées dans du tanmgm#tate de sodium 0,1 mol/L pH 5,5.

Tableau XVI : Composition du régime P14
Ingrédients Proportion
Protéines totales de lait 14,0 %
Amidon 62,3 %
Saccharose 10,0 %
Huile de soja 4,0 %
Sels minéraux 3,5%
Vitamines 1,0 %
Cellulose 50%
Choline 0,2 %
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Tableau XVII :

Composition des boissons expérimentales consommeas les
animaux pendant 22 jours.

o . «Café au « Café « Café au lait
Groupe de rats «Témoin» «Café» lai 2 =
alt» atomiseé » atomise »
Eau (g) 80 80 60 80 78
Sucre (9) 20 20 20 20 20
Poudre café « Carte Noire » (Q) 0 4 4 0 0
Poudre café atomisé (g) 0 0 0 4 0
Poudre café au lait atomisé (g) 0 0 0 0 6,1
Lait demi-écrémé (q) 0 0 20 0 0
Tableau XVIII : Concentrations d’acides hydroxycinnamiques dans ¢edifférents

cafés préparés

Sans hydrolyse Aprés hydrolyse alcaline
ACQ (mg/L) AC (mg/L) ApC (mg/L) AF (mg/L)
(mg/g) (mg/9) (mg/g) (mg/g)
Café extemporané 710,54 + 30,55 1370,42 + 22046  92280,81 98,94 + 3,27
Soit par g de poudre | 14,21 +0,61 27,41 +0,45 48+ 0,02 1,98 +0,07
Café atomisé 656,79 £ 12,48* 1241,58 + 16,14* 13,0,44* 86,96 + 2,87*
Soit par g de poudre | 13,14 £0,25* 24,83 £0,32* 0,26 £0,01* 1,74 £0,06*
Café au lait atomisqg 437,41 +8,75* | 696,60 + 100,31} 7,09 £0,77* 63:841,87*
Soit par g de poudre | 8,75+0,17* 13,93 +2,01* ,18 +£0,02* 1,28 £0,24*
Café vert en grains 2506’72 +179.18 N.D. N.D. N.D.
Café torréfie en | 576 54 4 21 o N.D. N.D. N.D.
grains
- N.D. : non déterminé ; *:p<0,05 par rapport au démcafé extemporanné (test de la Plus Petite

Différence Significative) ; ACQ : acide chlorogéndy, AC : acide caféique,p€ : acidep-coumarique ; AF :

acide férulique.



Tableaux

Tableau XIX : Quantités de composés phénoliques dans le caféafares Clifford,
1999 ; Herrmann, 1989 ; Savolainen, 1992 ; Maeztt al, 2001 ; Nardini et al, 2002)

Grains de café non torréfiés (En g / 100 g de matiéche)

c . Café vert arabica Café vert Auteurs
omposeé
robusta
6-10g/100g (Clifford,
Acides chlorogéniques 1999)
totaux 5,56+0559g/ 6,7£0,41g/100 (Herrmann,
100 g g 1989)
Acide néochlorogénique (3-cafféoyl-quinique) 0,51+ 0,10 g/ 0,74+ 0,14 g/
100g 100g
Acide cryptochlorogénique (4-cafféoyl-quinique) 0,71+ 0,14 g/ 0,98+ 0,11 g/
100g 100g
Acide chlorogénique (5-cafféoyl-quinique) 4,79+ 0,599/ 5,49+ 0,68 g/
100g 100g
Acide 3,4-dicafféoyl-quinique 0,20+ 0,059/ 0,58+ 0,07 g/
100 g 100 g (Herrmann,
Acide 3,5-dicafféoyl-quinique 0,43+0,08g/ 0,58+0,11g/ 1989)
100g 100g
Acide 4,5-dicafféoyl-quinique 0,29+ 0,07 g/ 0,69+ 0,17 g/
100g 100g
Acide 3-féruloyl-quinique 0,015g/100¢g 0,750 g
Acide 4-féruloyl-quinique 0,059/100¢g 0,135100 g
Acide 5-féruloyl-quinique (ACQ méthylé) 0,28 g /A9 0,84+ 0,17 g/
100 g
; : 0,66+ 0,06 g/100g (Savolainen,
Acide tannique 0.68+ 0.23 g/ 100 g 1992)
Grains de café torréfiés
Composé Méthode d’analyse Quantité Auteurs

Précipitation des protéines

Acide tannique Spectrophotométrie

1,8+0,17 g/ 100 g
1,7+0,27 g/ 100 g

(Savolainen, 1992)
(Savolainen, 1992)

Filtration en cafetiére

Composé Masse de  Méthode Concentration Auteurs
café d’analyse
Acide 187,5g/L  CLHP/DAD Arabica 1,30+ 0,04 mg/mL
chlorogénique Robusta 1,50+ 0,05 mg/mL (Maeztuet al, 2001)
(5-cafféoyl- «torrefacto » 1 30+ 0,02 mg/mL
quinique) 60g /L CLHP/DEC 0,479+ 0,02 mg/mL (Nardini et al, 2002)
Acides -a +torréfie  0,1-3,375 mg/mL
chlorogéniques ? ? arabica 0,35-1 mg/mL (Clifford, 1999)
(divers) robusta 0,35-1,75 mg/mL
Esters de 'AC 60g /L CLHP/DEC 0,830+ 0,07 mg/mL (Nardini et al, 2002)
Esters de 'AF 60g /L CLHP/DEC 0,143+ 0,01 mg/mL (Nardini et al, 2002)
Esters de I'Ap-C 60g /L CLHP/DEC 0,014+ 0,001 mg/mL (Nardini et al, 2002)

- 1 : café en grain par litre d'eau (g/L) ; ACQ :deichlorogénique , AC : acide caféiqueCA: acidep-

coumarique ; AF : acide férulique.
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Tableau XX : Comparaison indicative du pouvoir antioxydant du @fé expérimental a
celui d’'une infusion de thé vert

Taux .
Boisson d’inhibition/mL de PAQ relatif par
: tassé
boisson
Café a 50 g/L 5323+ 234 532300
Thé vert? 653+ 24 130600

- 1 : soit 100 mL en moyenne pour le café et 200 i pe thé (Debry, 1993) 2 : Un sachet de thé vert
de 2 g a été mis a infuser dans 150 mL d’'eau lzouél (mesure a I'éprouvette) pendant 5 minutes dans
erlenmeyer rodé bouché. Le sachet a alors été dtitinfusion refroidie jusqu’a 40°C. La boissarensuite été
complétée a 200 mL avec 50 mL d’eau froide (ficde2@0 mL).

Tableau XXI : Pouvoir antioxydant d’une infusion de thé vert, ave ou sans lait
(test TAC)
Thé vert! Pouvoir antioxydant®
Sans lait 653+ 24
Avec 259 /100 g lait 616+ 9

- 1: Un sachet de thé vert de 2g a été mis a infdams 150 mL d'eau bouillante (mesure a
I'éprouvette) pendant 5 minutes dans un erlenmegdé bouché. Le sachet a alors été retiré et Binfu
refroidie jusqu'a 40°C. La boisson a ensuite étmlétée & 200 mL avec 50 mL d’'eau froide ou deftaitl
(fiole de 200 mL).
- 2 : Taux d’inhibition/mL de boisson

Tableau XXII : Pourcentages d’acide chlorogénique lié aux protéés de lait,

déterminé par ultrafiltration.
Solution d’ACQ enrichie

20°C 85°C
en:
Lait demi-écrémé 42+13 44+1
Lait écrémé 39+10 N.D.
B-lactoglobuline 0 0
Mélange de caséines 43+7 3%1
- N.D.: Non Déterminé.
Tableau XXIII : Pourcentage d’acide chlorogénique lié aux protéindaitieres aprés
digestion de solutions modélisant le café au ladgterminé par ultrafiltration
Avant ingestion Apres ingestion
Apres digestion  Apres digestion
20°C 85°C gastrique gastrique et
intestinale
ACQ + lait écrémé 39+ 10 N.D. 21+2 17+ 4
ACQ +B-lactoglobuline 0 0 5+5 0
ACQ + caséines 43+ 7 39+ 1 36+ 21 27+ 19

- N.D.: Non Déterminé.
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Tableau XXIV : Composition corporelle des animaux (% de la masseed animaux)
Témoin C CLl/z Ca CI—l/Za

Foie 3,4+ 0,17 3,3 0,13 3,3t 0,30 3,3 0,83 3,2 0,13

Coeeur 0,3+ 0,01 0,3+ 0,02 0,3t 0,02 0,3 0,02 0,3+ 0,02

Poumons 0,4+ 0,05 0,4+ 0,02 0,4+ 0,02 0,4+ 0,02 0,4+ 0,05

- « témoin » : groupe témoin buvant de I'eau suct€€,» : groupe consommant du café, «&b :
groupe consommant du café au lait, «C groupe consommant du café atomisé, «Job: groupe

consommant du café au lait atomisé.

Tableau XXV : Consommation moyenne du régime expérimental par lests, rat
par rat.
Groupes de rats Témoin C CLyp Ca CL1j2a
12,51 7,58 10,72 8,33 9,86
Quantité moyenne du 1116 1118 9,58 11,16 7,54
régime expérimental 12,49 9,68 11,83 9,64 7,73
conso.mmé sur les 22 12,37 7.22 11,25 7.76 9.86
jours (g) 12,50 6,24 11,88 458 10,76
12,42 4,24 9,32 7,20 5,04
Moye””e(g)ar groupe 12,24 7,69 10,76 8,11 8,47
Ecart typ‘(ag‘)j“ groupe 0,53 2,46 1,10 2,04 1,03

- « témoin » : groupe témoin buvant de I'eau suct€€,» : groupe consommant du café, «&b :
groupe consommant du café au lait, «C groupe consommant du café atomisé, gJfob: groupe

consommant du café au lait atomisé.

Tableau XXVI : Efficacité alimentaire des régimes, calculé sur $edeux dernieres
semaines
Groupe  Prise alimentaire Prise alimentaire P14 Prise de poids (g/j) Coefficient d’efficacité
régime (g MS/j) (g MSI/j) alimentaire apparent
Témoin 12,5+ 0,17 22,9% 2,56 4,1+ 1,9 0,12+ 0,05
C 8,06+ 0,56* 26,94+ 1,16* 5,6+ 2,6 0,15+ 0,08
CL1p» 11,05+ 0,22* 26,74+ 0,77* 58+ 1,6 0,14+ 0,04
Ca 8,43+ 0,49* 22,20+ 2,18 4,1+ 1,6 0,13+ 0,05
CL 122 8,33+ 1,10* 21,69+ 1,74 3,6£2,1 0,12+ 0,07

- « témoin » : groupe témoin buvant de I'eau suct€€,» : groupe consommant du café, «&h :
groupe consommant du café au lait, «C groupe consommant du café atomisé, )tk : groupe
consommant du café au lait atomisé.

- *: p<0,05 vs témoin
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Tableau XXVII : Effets des Acides phénoliques et du café sur quelgsi paramétres
sanguins (d’aprés Rodriguez de Sotillo et Hadley,0D2 ; Frank et al, 2003 ; Debry, 1993
; Ha Jeeet al, 2001 ; Superkoet al, 1991 ; Wahrburg et al, 1994 ; Kamal-Eldin et al,

2000)
Dose ingérée (mg) Espeéce Effets sur le métaboldeadipides Référence
Rat ACQ : croissance moins rapide que les témoirs (Rodriguez de
5mg d’ACQ/kg PC génétique (N de synthese lipidique), Soti?lo ot
i .v./j/3 semaines -ment N 24% TG hépatiques Hadley, 2002)
obése N TG, cholestérol plasmatiques Y
29d AC,Q /kg P,C Qans Rat N quantité de lipides dans les poumons (Franket al,
repas équilibré ./j/4 Sprague . > o
. 7 cholestérol et lipides hépatiques 2003)
semaines Dawley.
N cholestérolémie
Café décaféiné homme | PaS d’'influence sur HDL / LDL/ VLDL cholestérd| (Debry, 1993)

plasmatiques
N activité de la lipoprotéine lipase
Existence d'une relation dose-réponse entre
consommation de café et cholestérol/ LDL
Café (études homme cholestérol plasmatiques (Ha Jeeet al,
épidémiologiques) 7 quantité de lipides sérale aprés consommation de 2001)
café chez les hyperlipidémiques plus importante
que chez les patients normaux
Groupe Déca 2 LDL cholestérol plasmatiques

Café pendant deux mois

Uis soit Ssevrade Soit homme N activité de la lipoprotéine lipase (Superkoet al,
Eiéca pendantg Mois (pas de changement pour le groupe subissant{le  1991)
sevrage)
Cafiig)%réiznt gnsazr:fuznes homme | P&S d’'influence sur HDL / LDL/ VLDL cholestéro|/ (Wahrburget
P b TG plasmatiques al., 1994)

semaines

29 d'acide caféique/kg Rat 7 cholestérol et lipides hépatiques

o b hypertrophie du foie (Franket al,
PC dans repas équilibre  Sprague N rapport HDL cholestérol / cholestérol 2003)
Jjl4 semaines Dawley plasmatique

4g d’acide férulique/kg
PC dans repas équilibre rat
Jjl4 semaines

Tendance a Ia du cholestérol plasmatique | (Kamal-Eldinet
2 HDL plasmatiques al., 2000)

- PC : Poids corporel ; déca: café décaféid&augmentation ¥ : diminution ; i .v. :intra-veineuse.

Tableau XXVIII :  Paramétres sanguins mesurés apres trois semainesamsommation
des régimes expérimentaux (valeurs par L de plasnrapportées a la consommation
qguotidienne des régimes)

Témoin C CL1/2 Ca CI—l/Za
Triglycérides 0,07 +£0,03 0,08 £ 0,05 0,05+ 0,02 0,09+0,02 83xM,03
Cholestérol 0,07 £0,01 0,12 £ 0,05 0,09 £ 0,02 0,13+£0,06 5@D,05

HDL/Cholestérol 0,02 = 0,00 0,03 +0,01* 0,03 £0,01* 0,04 +£0,02*0,04 +0,01*
* P<0,05
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Tableau XXIX :

Biodisponibilité de I'acide chlorogénique : principaux résultats

bibliographiques (d’apres Olthof et al, 2003 ; Creminet al, 2001 ; Olthofet al, 2001
; Nardini et al, 2002 ; Bitschet al, 2001 ; Wittemeret al, 2005 ; Rechnert al, 2001 ;
Gonthier et al, 2003 ; Choudhuryet al, 1999)

Dose (mg) analyse T* Composés retrouvés dans lg| Excrétion Autres composés Référence
plasma (umol/L) - retrouves dans I'urine**
Résultats chez 'homme
2000mg/j/7J CLHP/ Non déterminé 1,7% >60 métabolites dont (Olthof et al,
(28,58mg/kg | SM/SM 50% d’acide hippurique 2003)
PC)
COmposeé pur
1000 mg CLHP/ - Non déterminé 0,46 = AC 11% (Olthofet al,
(14,29mg/kg uv 0,23% 2001)
PC)
composeé pur
homme
iléostomique
76 £ 6 mg CLHP/ 2 Natif et métabolisé : traces| traces AC,AF (traces) (Cremet
(AHC divers) | MS/MS AC-G/S :0,1% al., 2001)
(1,09mg/kg PC) AF : traces
Pruneaux
95,6+ 4,6 mg | CLHP/ 1 AC : 0,066 a4 0,102 (Nardiniet
(1,36 mg/kg PC)| DEC 2 AC-G/S: 0,077 4 0,505 al., 2002)
Café
153,8 mg d'un | CLHP/ | Cinétique | ACQ : 0 ; formes métaboliségs 0 AC:0,23+£0,10 % (Wittemeret
mélange DEC Pic atteint de: AF :0,94 £ 0,36 % al., 2005)
d’acides at=1h AC : 8,04 £ 2,64 AiF : 0,17 £ 0,07 %
caffféoyle pour tous AF : 15,37 + 3,85 Acide dihydrocaféique :
quiniques composés AiF:10,51+£2,43 1,29 + 0,79%
(équivalents AC) sauf acide Acide dihydrocaféique : Acide
extrait dihydrocaf 29,53 +12,40 dihydroférulique :1,38 +
d’artichaut éique t=7- Acide 0,79%
8h dihydroférulique :39,72 + 15,%
1
(valeurs au pic, ng/mL)
124,6 mg CLHP/ 7 - 0 AC : 0,56% (Bitsclet al,
(1,78 mg/kg PC)[ UV 2001)
Jus de pomme
149,5+ 0,8 mg| CLHP/ - ND 0 AF (Rechneret
(2,14mg/kg PC)| DAD Acide iso-férulique al., 2001)
Café CLHP/ Acide Vanillique,:
SM/SM Acide Hippurique
Acide 3-
hydroxyhippurique
Résultats chez le rat
63,675 CLHP/ R+12 Natif:0 0,86 +0,[ AC+AF+AIF :0,46+0,07% (Gonthieret
mg/j/8jours | SM/SM AC non detecte 12% Acide m-Coumarique al., 2003)
(19,1 mg/kg PC) Acide m-Coumarique : 1,9 + 0,3 "Acide
Composé pur Acide 3- hydroxyphenylpropionique:
hydroxyphenylpropionique: 18,9 +4,2%
12,9+2,9 Acide
Acide Hippurique: 98,2 + 15,8 Hydrobenzoique/hydroxyhippu
iques : 0,43 £0,07%
Acide Hippurigue: 36,5 + 3,99
15mg CLHP/ - Non déterminé 0 0 (Choudhury
(50 mg/kg PC) | DAD et al, 1999)
Composé pur
PC : poids corporel; *Heures aprés le dernier reffag% de la dose ingérée)
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Tableau XXX : Rapports des temps de rétention (Tr) des pics retworés dans les
plasmas « café » ou « café au lait » par rapport aemps de rétention du pic n°1 présent
dans I'ensemble des plasmas

Pics chromatographiques Rapport Tr/Tr pic Identification
n°1l
Pic n°1 1,0 Composé plasmatique
Pic n°2 1,2 Composé plasmatique
Pic n°3 1,4 transACQ
Pic n°4 2,0 Composé plasmatique
Pic n°5 2,2 CissACQ
Pic n°6 4.0 Composé plasmatique
Pic n°7 4,3 Composé inconnu
Tableau XXXI : Rapport des temps de rétention des différents compés testés en
CLHP/DEC par rapport a celui de I'acide trans-chlorogénique (rans-ACQ)
Isomeéres Rapport Tr/Tr trans-ACQ
Acide 2,3-dihydroxybenzoique 0,41
Acide hippurique 0,68
Acide vanillique 1,39
Acide benzoique 3,02
Acide p-coumarique 4,79
Acide isoférulique 7,82

Acide 3-(p-hydroxyphényl)-propionique Pas de régotians ces conditions électrochimiques
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Figure 2:  Schéma du métabolisme des polyphénols (d’aprés Rang 2002)
UGT : uridine 5’-diphosphate glucuronosyltransféra®ST : phénolsulfotransférase ; COMT : catéchol

méthyltransférase
(a) (b)
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Figure 3:  Effet d'un régime enrichi en tanins sur l'activité des enzymes digestiven

vivo chez le rat (d'aprés Griffith et Moseley, 1980)
(a) effets sur I'activité de 2 enzymes digestivid® Recouvrement de I'activité de la trypsinelf@gout de
polyvinylpolypyrrolidone au milieu réactionnel
Moyennes des résultats obtenus pour 6 rats. Réstiléart-type.
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Figure 4 :  Devenir physiologique de protéines endogénes marcesa la

[**N]glycine aprés consommation ou non de thé noir ckde rat (d'aprés
Shahkhalili et al, 1990)
(a) Excrétion azotée totale et (b) proportion dddae isotopique injectée retrouvée dans les feces
1 mg de PN]glycine dans 0,5 mL de tampon physiologique détigjectés a des groupes de 6 rats
via la veine caudale aprés 8 jours de régime ergickthé noir. Les feces ont été analysées aprées 4
jours supplémentaires de ce régime.

(*=p<0,05)
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Figure 5:  Complexation réversible des protéines par les polynols en solution

(d'apreés Haslam et Lilley, 1988)
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Figure 6 : Influence de la polymérisation des tanins sur lesegasations gustatives
gu'ils provoquent (d'aprés Cheynier, 2000)

(panel de 18 juges, moyenne de 2 répétitions)
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la masse de glandes sécrétrices de salive et surlébcontenu en protéines

riches en proline de cette derniere (d'apres Mehahe et al, 1985)
Moyenne des valeurs obtenues pour 5 rats. En abscigriété (entre parenthéses le pourcentage de
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avec de la (+)-catéchine (60 mg/L), placés une courbure aux chaines polypeptidiques.
30 minutes a 80°C eta pH =4,2
(d'apres Siebertet al, 1996)
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Figure 10 : Diminution de la flexibilité conformationnelle du D-galloyl-glucose.
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Figure 11 : Influence de la concentration des protéines et da hature du
polyphénol sur la complexation, lI'agrégation et Igprécipitation des protéines
(d'apres Haslam et Lilley, 1988)
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Figure 12 : Influence du pH sur la formation de complexes (turidimétrie) entre des tanins et
différents types de protéines (d'aprés Naczkt al, 1996)
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Figure 13 : Proposition d'un modele moléculaire de la complexain réversible des
protéines (d'apres Spencekt al, 1988)
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Figure 14 : Structure cristalline des complexes caféine-gallatge méthyle (a) : empilement des
cycles, (b) interactions entre les différentes matéales (d'apres Haslam et Lilley, 1988)
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Figure 15: Modele d'association entre le pentagalloyl glucosa les résidus prolines d'un
peptide modele (d'apres Baxteet al, 1997)
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Figure 16 : Réaction en milieu acide des flavanols oligomérigseavec les groupements SH
des protéines : Formation du trouble permanent ded biere (d'apres Haslam et Lilley, 1988)
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Figure 17 :  Trouble produit lors du mélange de différentes conentrations de gélatine et
d'acide tannigue dans un tampon phosphate de potdaasn 0,02 mol/L, pH 4 (30 minutes,
25°C) (d'apres Siebertet al, 1996)
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Figure 18 : Modele de complexation protéines - polyphénols ewlsition
(d'apres Siebert et al., 1996)
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Figure 19 : Effet du degré de polymérisation de polymeres de J€atéchine sur le trouble
de la biere (d'apres Siebert, 1999)
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Figure 20 : Quelques réactions susceptibles de se produire eeties résidus lysine de la
caséine et l'acide chlorogénique ou l'acide caféigua pH>7 (d'apres Hurell et al, 1982)
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Figure 21 : Les différentes réactions d’oxydation catalysées pées polyphénol oxidases

(d’aprés Nicolaset al, 1994)

(a) : hydroxylation d’un monophénol erdiphénol, suivie de sa déshydrogénatiom-guinone. (b) : Réactions
catalysées par les laccases. (c) Réactions nomatizyies des-quinones avec les composés phénoliques. (d)
Réactions non enzymatiques @eguinones avec les composés non phénoliques
* . composé coloré ; Ox : réaction d’oxydation tikkéires avec 'oxygéne ou lesquinone ; Pr-SH et Pr-NH
protéines ; pro-NH : proline ; AA-Njtacides aminés ; ASC A : acide ascorbique ; DH&ide

déhydroascorbique ; R”"SH : petits composés thagb{éine, glutathion).
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Figure 22 : Localisation tissulaire des composés phénoliquesmales fruits

charnus (d’aprés Macheixet al, 1990)
hachures : acide cafféoyl-quinique, en gris : apideumaroyl-quinique, rayures verticalgsara-coumaroyle-
malate, en noir : (+)-catéchine

Cellnlose

Figure 23 : structure de la paroi végétale primaire (d’apres M€ann et Roberts, 1991)
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Figure 25 : Structures chimiques des acides diféruliques et fiéruliques des fibres
(d’aprés Bunzelet al, 2001 ; Bunzelet al, 2003 ; Funket al, 2005)
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Figure 26 :  Complexe néohespéridine dihydrochalconeff-cyclodextrine

(d’aprés Haslam et Lilley, 1988 ; Malpezzet al, 2004)
(a) B-cyclodextrine; (b) néohespéridine dihydrochalc@s)eorganisation du complexe
(Rha : Rhamnose ; Glc : Glucose ; THBA : acideytiilobenzoique ; IVN : isovaniline)
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Figure 27 : Effet de I'éthanol sur la précipitation des taninsdu vin rouge par la sérum
albumine bovine, évaluée par I'absorbance de la sdlon a 510nm apres centrifugation, et
effet de I'éthanol sur le pouvoir antioxydant de ce mémes fractions évalué par le test

TRAP (d’apres Serafini et al, 1997)
p<0,05 ; ** :p<0,01.
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Figure 28 : Cinétique d'apparition du trouble permanent de la kiere
(d’aprés Siebert, 1999)
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Figure 30 : Effet du procédé d’extraction des composés phénoligs sur le pouvoir
antioxydant du jus de pamplemousse, évalué par treitests différents (d’apres Gilet al,

2000)
En blanc : procédé domestique, en gris : procédigsiniel.
Les jus ont été ajustés a 16,6% de matiere séche
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Figure 31 : Effet masquant de diverses  Figure 32 : Effet masquant de la-caséine

protéines sur le pouvoir antioxydant de la sur le pouvoir antioxydant de divers
(+)-catéchine (d’aprés Artset al, 2002) polyphénols du thé (d’apres Artset al, 2002)
albumine (A),a-caséine-C, 0,075 % en proline- C : (+)-catéchine, EC : (-)-épicatéchine, ECG-= (-)
caséinef§-C, 0,156 % en proline) &tcaséineK-C, épicatéchine gallate, EGC : (-)-épigallocatéchE®CG : (-
0,105 % en proline) )-épigallocatéchinegallate, AG : acide gallique,:TF

théaflavines, TV : thé vert, TN : thé noir
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Figure 33 : Pouvoir antioxydant de solutions de thé, vert ou ng auxquelles sont ajoutés ou

non 25 % de lait (d’aprés Serafiniet al, 1996)
Test TRAP : plus la pente de la droite temps dmtz=f(concentration en thé ajoutée) est importahis élevé est le
pouvoir antioxydant.
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Figure 34 : Effet de la gélatine sur le captage de I'Acide 2,-azinobis (3-
ethylBenzoThiazoline 6-Sulfonique) .+ par les pro@nidines a pH 4,9 (d'aprées Riedl et
Hagerman, 2001)
100uL d'ABTS+ (54,4 nmoles) ont été ajoutés soit a 900 pL deyanaidines (0,609 nmole, 3 pg), soit a un mélange
contenant 3 pg de procyanidine et 0,092 nmolegj&ip gélatine at=0.
La variation d'absorbance a 734 nm due a la tramsfiion de 'ABTS+ en ABTS + a été suivie a 30°C. Chaque courbe
représente la moyenne de trois déterminations.
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Figure 35 : Susceptibilité a la digestion enzymatiqué vitro de dérivés myoglobine/acides
phénoliques. (a) : Digestion trypsique ; (b) : Dig&ion chymotrypsique ; (c) Digestion
pepsique (d'aprés Kroll et al, 2000)
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Figure 36 : Hydrolyse des fibres par la flore intestinale (d’apes Kroon et al, 1997)
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Figure 37 : Masquage du pouvoir antioxydant du plasma acquis s$te a un

enrichissement en polyphénols par liaison a I'albume (d’apres Arts et al, 2001)
En blanc : polyphénols ajoutés a du plasma, en gigyphénols ajoutés a de I'albumine. Pouvoiraydant
mesuré par le test TEAC. Le masquage est calculi plifférence entre la capacité antioxydante ltpredevrait
obtenir théoriquement et celle que I'on obtientéipentalement.
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Figure 38 : Activité antioxydante (pouvoir réducteur) moyenne di plasma humain
(n=5) apres la consommation de thé vert ou noir, gorésence ou non de 25% de lait, test
FRAP (d’'aprés Serafiniet al, 1996)
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Figure 39 : Concentration totale en (+)-catéchine détectée datessang par spectrophotométrie
U.V. aprés ingestion de 600 mL de thé avec ou sda# (d'aprés Van Het Hof et al, 1998)

(n=12)
70
60 ]
50 . /‘i\
= o 4? v M
= 40 4 s
| |
QE) a k- \/ \\ _
S 30 i
ol 4
) . i
=
e 0
‘\__‘_‘\
\9-_'—“‘“—_._, .
18 o—6—3g
0 $0000000 90090000 SPIIII0O
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temps écoulé aprés |'ingestion de la premiére tasse (heures)

Figure 40 : Concentration en quercétine dans le plasma de 9 sig humains ayant ingéré du
thé noir , du thé noir avec 10 % de lait , du thé ert ou de I'eau, mesurée par CLHP/UV

(d'apres Hollman et al, 2000)
-A- : thé noir, /- : thé noir avec 10% de lai®- : thé vert, O- : eau.
-#- indique la consommation d'une tasse de thé @ud'e
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Figure 41 : Activité antioxydante moyenne du plasma humain expmée en potentiel a
réduire les ions ferriques (FRAP) apres la consomnti@n de chocolat noir, de chocolat noir
avec du lait et de chocolat au lait (d’apres Serdfi et al, 2003)

Doses : 100 g de chocolat noir (CN), 100 g de clademir et 200 mL de lait (CN + L) et 200 g de chiat au lait
(CL). Les doses a consommer lors de cette étudergehasées sur le fait que I'extrait de polypheudel chocolat au
lait estin vitro deux fois moins antioxydant que I'extrait de cHatooir (chocolat provenant d’'un méme batch,
délipidation a I'nexane, extraction a I'acétone/aaide acétique (70/29,8/0,2 viviv),
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Figure 42 : Cinétiques d’apparition de I'acide férulique et deses métabolites dans la
circulation sanguine apres ingestion (a) : de 5,1g/kg de masse corporelle d’acide férulique
pur ou de (b) d’'un aliment contenant 26 % de son dblé apportant 4,04 mg/kg de masse
corporelle d’acide férulique (AF), chez le rat (d’gres Rondini et al, 2002 ; Rondiniet al, 2004)
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Figure 43 : Quantités d’acide chlorogénique (a) et de naringéne (b) retrouvées dans le
plasma chez 'lhomme, apres consommation de 500 g tdenates cerise crues (trait pointill€) ou
cuites (15 minutes dans I'eau bouillante, trait plie) dans le cadre d’'un repas a base de pates
(d’aprés Bugianesiet al, 2004)
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Figure 44 : Concentration plasmatique de la quercétine apres gestion de quercétine-3-O-
glucoside avec un repas standard ou avec le mém@as contenant 15 g de viande de bceuf

hachée contenant 9,5 % de matiere grasse chez lapfd’aprés Cermak et al., 2003)
n=3.
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Figure 45 : Concentration plasmatique de la quercétine et deisorhamnétine apres
ingestion chronique d’oignons dans un repas standdrcontenant des quantités variables
d’huile de soja (d’aprés Azumaet al, 2003)

n =5, ronds blancs : 1 semaine de régime, ronds n@isemaines de régime. Tous les échantillohsudn une

hydrolyse enzymatique. ; les lettres indiquent différence significative lorsqu’elles ne sont pasnenunes a
deux valeurs.
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Figure 46 : Schéma du concentrateur Vivaspin 20
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Figure 47 :  Structure chimique du 2,2-diphényl 1-pycrilhydrazyl (DPPH®)
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Figure 48 :  Evolution de I'absorbance a 515 nm en fonction dtemps de solutions
contenant du DPPH et différentes concentrations deafé
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Figure 49 :  Courbe effet-dose obtenue pour la mesure du pouvantioxydant par le
test DPPH
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Figure 50 :  Structure chimique du 2,2’azo-bis-(2 méthylpropionanide)
dihydrochloride (APPH)
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Figure 51 : Cinétiques d’apparition des dienes conjugués dares test AAPH
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Figure 52 : Courbe dose-réponse obtenue a I'aide de la méthodes tangentes dans le
test AAPH
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Figure 53 :  Structure chimique de la crocine
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Figure 54 :  Spectre d’absorption de I'extrait de crocine diluédans du tampon
phosphate de sodium 10 mmol/L pH 7,4
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Figure 55 : Cinétique d’oxydation de la crocine (10 pmol/L) pail’AAPH
(18,4 mmol/L) en présence d’antioxydantX = 438 nm)
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Figure 56 :  Puits de culture des cellules Caco-2
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Figure 57 : Voltamogrammes des acides phénoliques dans les cdimhs d’analyse du
café
Acide chlorogénique ; (b) acide caféique ; (c) agatoumarique ; (d) acide férulique
Conditions chromatographigue€olonne C18 Interchrom (250 x 4,6 mm d.i. ; dédra des particules 10 um) ;

Phase mobile : mélange acétonitrile / N@B, 25 mmol/L pH 2,4 15/85 (v/v) , débit : 1 mL/mi€pnditions de
détection électrochimique sur Coulochem Il (ESEJL:= 300 mV (10 pA) et E2 = 600 mV (10 pA)
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Figure 58 : Chromatogrammes des Cafés expérimentaux extemporasé
(a) standards d’acides phénoliques dans la phabdemdb) café Carte Noire a 20g/L, non hydrolysé présence
d’acide dihydrocaféique (standard interne) ; (¢ c@arte Noire a 20g/L, apres hydrolyse, en présefacide
dihydrocaféique (standard interne) ; u.a. : urdgtdstraires.
Conditions chromatographiques : Colonne C18 Interth(250 x 4,6 mm d.i. ; diamétre des particulesi i) ;
Phase mobile : mélange acétonitrile / NaH2PO4 2%itinpH 2,4 15/85 (v/v) , débit : 1 mL/min.; Conidibs de
détection électrochimique sur Coulochem Il (ESEL:= 300 mV (10 pA) et E2 = 600 mV (10 pA)
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Figure 59 : Chromatogrammes des Cafés expérimentaux, sans hydyee alcaline.
standards d’acide chlorogénique dans la phase enpfhl) café Carte Noire a 20g/L en présence déacid
dihydrocaféique (standard interne) ; (c) café asgénai 20g/L en présence d'acide dihydrocaféiquedata interne) ;
(d) café au lait atomisé a 15g/L en présence déadilydrocaféique (standard interne) ; u.a. : sretditraires.
Conditions chromatographiques : Colonne C18 Interch(250 x 4,6 mm d.i. ; diamétre des particulestir) ;
Phase mobile : mélange acétonitrile / NaH2PO4 2%ithnpH 2,4 15/85 (v/v) , débit : 1 mL/min.; Conidibs de
détection électrochimique sur Coulochem Il (ESEL:= 300 mV (10 pA) et E2 = 600 mV (10 pA)
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Figure 60 : Chromatogrammes des Cafés expérimentaux, avec hydyse alcaline
standards d'acides phénoliques dans la phase mdbileafé Carte Noire a 20g/L en présence d'acide
dihydrocaféique (standard interne) ; (c) café aseénai 20g/L en présence d'acide dihydrocaféiquadstal
interne) ; (d) café au lait atomisé a 15g/L en @nés d'acide dihydrocaféique (standard interne.; wnités
arbitraires.
Conditions chromatographiques : Colonne C18 Interth(250 x 4,6 mm d.i. ; diamétre des particulesi i) ;
Phase mobile : mélange acétonitrile / NaH2PO4 2%ithnpH 2,4 15/85 (v/v) , débit : 1 mL/min.; Conidits de
détection électrochimique sur Coulochem Il (ESEJL:= 300 mV (10 pA) et E2 = 600 mV (10 pA)
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Figure 61 : Pouvoir antioxydant du café expérimental et de cafeert ou torréfié
préparé par filtration déterminé par le test TAC, e contenu en acide chlorogénique des

boissons
Le pouvoir antioxydant est exprimé par la pentéaddroite obtenue dans le test TAC, en rapportagquantité
ajoutée dans la cuve a la matiére séche contemsdalhoisson.
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Figure 62 : Effet de la formation de complexes de nature covalée entre des protéines
et de I'acide chlorogénique sur le pouvoir antioxydnt de I'acide chlorogénique (test
TAC)

Le pouvoir antioxydant est exprimé par la pentéaddroite dose réponse obtenue dans le test TAC.
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Figure 63 :
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Effet de I'ajout extemporané de lait sur le pouvaiantioxydant des cafés
expérimentaux
(a) test DPPH (PAO exprimé en unités de pouvoirradicalaire : 1/CE50) ; (b) test AAPH (PAO expérmpar la
pente de la droite dose réponse), (c) test TAC (RA®@iImMé par la pente de la droite dose répongmortge a la
guantité de matiére séche dans la boisson)
C solution de café Carte Noire soluble 50g/L;; Lsolution de lait demi-écrémé 250g/L ; Gl solution de café
Carte Noire soluble 50g/L contenant 250g/L dedaitni-écrémé.

café vert

Figure 64 :

café vert au lait

café moulu

café moulu au

lait

CL1/2

Effet de I'ajout extemporané de lait demi-écréméis le pouvoir antioxydant

de différentes solutions de cafée, déterminé par test TAC

C : solution de café Carte Noire soluble 50g/L ;

CLy, : solution de café Carte Noire soluble 50g/L coatd 250g/L de lait demi-écrémé 250g/L .
PAO mesuré par le test TAC (exprimé par la pentiadieoite dose réponse rapportée a la quantithatere
seche dans la boisson)
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Figure 65 :  Effet de la quantité de matiere grasse du lait sule pouvoir antioxydant de
différentes solutions de café au lait
(a) test DPPH (PAO exprimé en unités de pouvoirraiticalaire : 1/CE50) ; (b) test TAC (PAO expripar la pente de
la droite dose réponse rapportée a la quantitéadi&ra seche dans la boisson)
C : solution de café carte noire soluble 50g/L €L solution de café carte noire soluble 50g/Ltesant 250g/L de lait
écrémé ; Lec : solution de lait écrémé 250g/L i/£Lsolution de café carte noire soluble 50g/L coate 250g/L de lait
demi-écrémé 250g/L ;4k : solution de lait demi-écrémé 250g/L ; CLentluson de café carte noire soluble 50g/L
contenant 250g/L de lait entier ; Lent : soluti@nldit entier 250g/L.
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Figure 66 :  Effets du mode de préparation sur le pouvoir antiadicalaire de différentes
solutions de café au lait demi-écrémé, déterminé pée test DPPH
(PAO exprimé en unités de pouvoir anti-radicalaitéCE50) ; C : solution de café carte noire saUdg/L ;
CL1/2 : solution de café carte noire soluble 50gghtenant 250g/L de lait demi-écrémé 250g/L
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Figure 67 :  Effets de I'ajout de lait et de I'atomisation surle pouvoir antiradicalaire de

différentes solutions de café.

(a) test DPPH (PAO exprimé en unités de pouvdirradicalaire : 1/CE50) ; (b) test AAPH (PAO exp# par la pente de
la droite dose réponse), (c) test TAC (PAO expniagéla pente de la droite dose réponse rappofgguantité de matiére
séche dans la boisson)

C : solution de café Carte Noire soluble 50g/L j&1isolution de café Carte Noire soluble 50g/L coatg 250g/L de lait
demi-écrémé ; . solution de café atomisé 50g/L ; {zk: solution & 76,025¢g/L de café au lait demi-écrémanisé

(quantité de poudre donnant I'équivalent du cafg&lprés remise en suspension)
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Figure 68 :  Part de I'acide chlorogénique dans le pouvoir antixydant du café évalué
par les différents tests de mesure du pouvoir antiydant (DPPH, AAPH et TAC)
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Figure 69 : Spectre d’absorption du café Carte Noire soluble das I'eau
(solution a 50g/L diluée au 1/200¢e)
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Figure 70 : Spectres de la « fraction PRM » éluée par la soluin acide pendant la
séparation du café sur colonne chromatographique LF20, et étalon de PRM
(a) fraction éluée par la solution acide pendarsgparation du café sur colonne LH-20
(b) solution de PRM diluée au 1/2500e dans de If@d3;
PRM préparés par incubation d’'un mélange gluca3er®|/L et Lysine 0,5 mol/L a 103°C pendant 92 lesur
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Figure 71 : Spectres de la fraction méthanolique du café sépaéur colonne LH-20 et

standards d’ACQ
(a) fraction méthanolique aprés séparation du eafeH-20
(b) solutions d’ACQ dans différents milieux
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Figure 72 :  Spectres obtenus aprés séparation par ultrafiltrabn de la fraction PRM

obtenue par chromatographie sur colonne Sephadex L0
(seuil de coupure : 3000Da)
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Figure 73 : Pourcentage du pouvoir antioxydant du café Carte Niee soluble a 50 g/L d

aux fractions du café séparées sur colonne LH-20
(a) Test DPPH, (b) Test AAPH, (c) Test TAC; le PA®Ia fraction méthanolique n'a pas été détermarsde test
AAPH.
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Figure 74 : Recherche de synergies entre les fractions HCI daf@ et I'acide
chlorogénique
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Figure 75: Pourcentages du pouvoir antioxydant du café Cart®loire dus aux
produits de la réaction de Maillard, aprés séparatin sur colonne chromatographique
Sephadex LH-20 puis par ultrafiltration.
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Figure 76 :  Validation de l'ultrafiltration pour I'étude des i nteractions acide
chlorogénique/protéines
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Figure 77 : Cinétiques d’absorption sur cellules Caco-2 de I'ade chlorogénique aprés

digestionin vitro, (a) seul (b) en présence de produits de la réamti de Maillard, (c) en

présence de3-lactoglobuline, (d) en présence d’'un mélange de s@ines extraites du lait
PRM préparés par incubation d’'un mélange gluca3er®|/L et Lysine 0,5 mol/L a 103°C pendant 92 lesur
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Figure 78 :  Statut antioxydant plasmatique des animaux apres ecsommation des régimes

expérimentaux pendant trois semaines

Les résultats ont été rapportés a la quantité giemmetexpérimental consommeée : pouvoir antioxydaggume par le test
TAC, exprimé en taux d'inhibition / L de plasn@du régime consommé
Régimes recus par les animaux (contenant tous haengiantité de sucre) :
Témoin : eau sucrée ; C : solution de café CarteeNmluble 50g/L ; Cl,, : solution de café Carte Noire soluble 50g/L
contenant 250g/L de lait demi-écrémé,;: Golution de café atomisé 50g/L ; {zk: solution de café au lait demi-écréemé
atomisé (quantité de poudre donnant I'équivalentafé CL,aprés remise en suspension)
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Figure 79 : Comparaison du statut antioxydant plasmatique du goupe « café au lait »
analysé directement au test TAC ou apres extractioa I'acétone, avec ou sans hydrolyse

par un mélange sulfatasg¥-glucuronidase
Les résultats sont exprimés en taux d’inhibition dé¢’'oxydation de 10 umol/L de crocine par 18,4 mmol/ d’AAPH par pL de plasma

et par g de boisson consommée moyenne sur les 22rfod’étude, en tenant compte des taux de récupéiah avec et sans hydrolyse
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Flgure 80: Voie métabolique supposée des acides hydroxycinnam'es dans I'organisme

(adapté de Rechneet al, 2001 ; Olthofet al, 2003)
(les formes conjuguées ne sont pas indiquées)
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Figure 81 : Chromatogramme d’un plasma témoin (rat n°4) traitépar la méthode d’extraction,

Conditions chromatographiques : Colonne C18 Interch(250x4,6 mm d.i.

mélange eau

en présence du mélange sulfatageglucuronidase
; diametre des particules @) pPhase mobile :

/ méthanol / acide acétique 88/10v2/jwtontenant 50 mmol/L d’acétate de lithium ; @iéb mL/min ;

Conditions de détection électrochimique sur Couwtachl (ESA) : E1 = 300 mV (1 pA) et E2 = 400 mVI(A)

Les pics numérotés correspondent a des pics natifide
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Figure 82 :

Chromatogramme d’'un mélange étalon composé d’acideans-

chlorogénique (1 umol/L), d’acidetrans-caféique (1 umol/L) et d’acidetrans-férulique

(1 pmol/L)

Conditions chromatographiques : Colonne C18 Interth(250x4,6 mm d.i.; diamétre des particules 1Q;um
Phase mobile, mélange eau / méthanol / acide aeédig/10/2 (v/v/v) contenant 50 mmol/L d'acétatdithéum
; débit, 1 mL/min ; Conditions de détection élechimique sur Coulochem Il (ESA) : E1 = 300 mV (1)84
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Figure 83 :

FPotentiel de E2 {1 p&)
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Fotentiel de E2 (1 pA) 0

Voltamogrammes du composé non identifié issu plasntémoin (a) et des
acides chlorogénique, caféique et férulique (b) @our E1 = 300 mV (1 pA) et E2
variant entre 300 et 1000 mV (1 pA)

Conditions chromatographiques : Colonne C18 Interch(250 x 4,6 mm d.i.; diametre des particulegti;
Phase mobile, mélange eau / méthanol / acide aeddg/10/2 (v/v/v) contenant 50 mmol/L d’acétate de

lithium; débit, 1 mL/min
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Figure 84 : Chromatogramme d’un plasma « café au lait » (rat nt3) traité par la
méthode d’extraction mise au point sans hydrolysegr le mélange sulfatas§-
glucuronidase
Conditions chromatographiques : Colonne C18 Intenrch(250 x 4,6 mm d.i. ; diamétre des particulest i) ;
Phase mobile : mélange eau / méthanol / acideqaeéfi8/10/2 (v/v/v) contenant 50 mmol/L d’acétage d

lithium ; débit, 1 mL/min ; Conditions de détectiélectrochimique sur Coulochem Il (ESA) : E1 = 300
(1 HA) et E2 = 400 mV (1 HA)
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Figure 85: Chromatogramme d’un café Carte Noire a 20 g/L apregxtraction a I'acétate
d’éthyle
Conditions chromatographiques : Colonne C18 Interch(250 x 4,6 mm d.i. ; diameétre des particulesi i ; Phase
mobile : mélange eau / méthanol / acide acétiqu®088 (v/v/v) contenant 50 mmol/L d’acétate deilith ; débit,
1 mL/min ; Conditions de détection électrochimigue Coulochem Il (ESA) : E1 = 300 mV (1 pA) et E2G0 mV

(1 pA)
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Figure 86 : Concentration plasmatique en acide chlorogéniqueéACQ, cis + trang
pour les différents groupes, avec ou sans hydrolypar le mélange sulfatas@-

glucuronidase et extraction selon le protocole d’désaction retenu
« traces » : rapport signal/bruit inférieur a 3
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Figure 87 :  Concentration plasmatique en composé 7 exprimé @guivalent acide
chlorogénique (ACQ) pour les différents groupes, a@c ou sans hydrolyse par le

mélange sulfatas€-glucuronidase et extraction selon le protocole diraction retenu
« traces » : rapport signal/bruit inférieur a 3
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Figure 88 : Spectres du composé n°7 obtenu par analyse CLHP/W/barrettes de
diodes a partir de plasmas des groupes café ou caé lait (A) et spectre de I'acide
benzoique (B)

Conditions chromatographiques : Colonne C18 Interch(250x4,6 mm d.i. ; diamétre des particules @) p

Phase mobile : mélange eau / méthanol / acideqaeé8i8/10/2 (v/viv) contenant 50 mmol/L d’acétage d
lithium ; débit, 1 mL/min ; Conditions de détectispectrophotométrique : balayage spectral de 208 460
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Figure 89 : Recherche d’'une corrélation entre les quantités dcide chlorogénique
retrouvées dans les plasmas et le pouvoir antioxydaobservé par le test TAC dans ces

mémes plasmas
Statut antioxydant exprimé en taux d'inhibitiorl/ ¢le plasma / g d'alimentation consommée (test TAC)
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INFLUENCE DES PROTEINES LAITIERES SUR LE POUVOIR AN TIOXYDANT ET LA
BIODISPONIBILITE DES POLYPHENOLS DU CAFE

Résume:

Les objectifs de cette étude étaient de déterntieiéet de I'ajout de lait et/ou de I'atomisationrs

le pouvoir antioxydant du café, ainsi les effetslgrganisme de telles préparations.

Des interactions entre les protéines du lait etida chlorogénique du café, ont été mises en
evidence, mais n’'ont pas d’effet marqué sur le pouantioxydant des boissons. Elles diminuent
lors de la digestiarEnfin, tous les groupes ayant recu du café lorsal'@tude de biodisponibilité

in vivo en chronique, présentent un statut antioxydargnpdéique amélioré, mais qui n’est que
faiblement corrélé a la présence d'acides phénedigdans le plasma. L’ajout de lait ou
I'atomisation ne modifient pas ce résultat.

En conclusion, des interactions se forment darcaié au lait, mais ne se répercutent pas sur son

effet santé bénéfique.

Mots clés: interactions, biodisponibilité, acide chlorogémjue, protéines, café, lait, pouvoir
antioxydant.

BIOAVAILIBILITY ~ AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF COFFEE POLYPHENOLS :
THE EFFECT OF MILK PROTEINS

Abstract :
The aim of this study was to assess the effecsoalucoffee consumption conditions, such as the

addition of milk and spray-drying, on beverage @itlant power and health effects. Interactions
between caffeoyl-quinic acids and milk proteinglué beverage were shown, but did not seem to
have any effect on beverage antioxidant power aodgal to be slightly destroyed during digestion
Coffee chronic consumption enhances plasma anfokistatus in the rat, but this effect is weakly
correlated with plasma phenolic acids contents, aadmilk or spray-drying effect could be
assessed.

As a conclusion, some interactions occur in coéieé milk beverage, but have no significant effect
on health benefits obtained from coffee drinking.

Keywords: interactions, bioavailability, chlorogenic acid,proteins, coffee, milk, antioxidant power.



