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RESUME

Dans la continuité des travaux sur les composésqigies effectués au sein de
'équipe Biomolécules EA 1085, nous avons eétudiérddiolyse gamma d’'une série de
molécules appartenant a la famille des flavonoitlesis avons suivi leur réaction avec les
radicaux libres issus de la radiolyse des solyaels que les radicaux centrés sur le carbone,
1-hydroxyméthyl (HMR) et 1-hydroxyéthyl (HER) etuls isoméres centrés sur I'oxygene.
Ces radicaux libres peuvent étre impliqués dansamebreuses maladies et les flavonoides
sont des antioxydants puissants que I'on trouve talimentation.

La radiolyse de quatre flavonols, six chalconesnet dihydrochalcone sera présentée
dans ce manuscrit. Les molécules ont été soluedisians des alcools (méthanol/éthanol) a
différentes concentrations allant de 5X1D & 10°M, en milieu désaéré et non désaéré.
Lirradiation est effectuée par rayonnements ganpmmvenant d’une source d&Co, a des
doses allant de 0,1kGy a 24kGy. L'analyse des ismisitirradiées montre la disparition de la
chalcone étudiée et la formation de produits dehggk. Une étude analytique montre que la
radiolyse des chalcones est un processus qui dépknfibis de la concentration et de la dose
absorbée. Chaque molécule donne naissance a akstpre radiolyse que nous avons isolés,
purifiés puis identifiés par Résonance Magnétiqueléaire (RMN).

L’identification des produits de radiolyse montreegla dégradation des chalcones
peut étre provoquée par une attaque, au niveaa deuble liaison, des espéces réactives
HMR/HER et de leurs isomeres centrés sur 'oxygeElee montre aussi pour certaines
molécules la formation d’un nouveau cycle pentafjddaus avons également étudié le réle
de I'oxygéne dans la radiolyse de ces composeésdguimaniére inattendue, protege les
chalcones contre les attaques radicalaires. Un migtna de transformation détaillé des
chalcones est propose.

Ce type de réaction peut donc se produire lof&adposition de produits alimentaires
a un rayonnementutilisé pour prolonger leur durée de conservatidous avons ainsi étudié
les effets du rayonnemensur un jus d’orange en nous focalisant sur |aatian de la teneur
en composés phénoliques. Ces analyses montreiagige férulique (un acide phénolique)
est dégradé par l'irradiation. Cet acide présemie analogie structurale avec les chalcones
(présence d’une chaine tricarbongg-insaturée, d’un carbonyle et d’'un cycle aromatjque
Ceci nous a amené a étudier la radiolyse de I'af@ddique. Les produits de dégradation
identifiés montrent que l'acide férulique subittizaue des radicaux libres du solvant de la
méme facon que les chalcones, au niveau de laeltialdon. Ces résultats sont une premiere
étape pour mieux appréhender les effets du rayoamegamma sur les fruits et légumes
soumis a un traitement ionisant.

Mots-clé : Radiolyse, Chalcone, lonisation, Antidapt, HMR, HER, Flavonoides.






ABSTRACT

Radical mechanisms of the degradation of phenoliepounds in radiation chemistry:
gamma radiolysis of chalcones and ferulic acidé@olaol solutions

In regards to the previous studies carried owungroup (Biomolécules - EA 1085)
on the radiolysis of phenolic compounds, we studiggnma radiolysis of a series of
flavonoid compounds. We focused on their reactiwith the free radicals formed in the
irradiated solvents. Those radicals are the cadeotered 1-hydroxymethyl radical (HMR),
1-hydroxyethyl radical (HER) and their oxygen ceeatkisomers. Such free radicals are
implicated in different diseases. Flavonoids areirah antioxidants consumed in diets rich in
fruit, vegetables, spices and beverages like tdaethwine.

The radiolysis of four flavonols, six chalcones ame dihydrochalcone is presented
here. Molecules were dissolved in alcohols (methati@mnol) with different concentrations
from 5x10°M to 10°M, in aerated and deaerated solution. The irraafia8 carried out with
gamma radiations from%Co source, with dose ranging from 0,1 kGy to 24 kGy

The HPLC (High Performance Liquid Chromatograplayglysis of the irradiated
solutions exhibits a decrease in chalcone condsrirand the formation of new radiolytic
products. The analytical study demonstrated thatcoime radiolysis is a concentration and
dose dependent process. The radiolytic producte haen isolated, purified and identified by
Nuclear Magnetic Resonance (NMR). On the basishef ¢hemical structure of those
compounds, we proposed that the degradation mexrhastarts by a HMR or HER attack of
the a,3 double bond, followed by addition and cyclizati@actions the role of oxygen has
also been investigated, and oxygen molecules afgpgaotect chalcones against the radical
attack. A detailed mechanism of transformationtaflcones is proposed.

We then studied the effects of gamma irradiationooange juice focusing on the
variation in phenolic contents. Ferulic acid (a pblee acid) appeared to be degraded in the
irradiated orange juice. This acid mimics half aftelcone (presence a@fs-unsaturated bond
and an aromatic ring). This led us to study theotgsis of ferulic acid in alcohol solution. In
agreement with the chalcone degradation, the iethtradiolytic products of ferulic acid
were formed after the radical attack of g8 double bond and addition of the different
radical species present in the irradiated solutiddisof these results are considered as the
first step in order to understand the behaviortemlic compounds in irradiated fruits.

Keywords : Radiolysis, Chalcone, lonisation, Antdant, HMR, HER, Flavonoids.
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ABREVIATIONS

AcOEt Acétate d’éthyle

BDE Bond Dissociation Enthalpy

Clso Concentration permettant d’'Inhiber 50% du signateférence
CCCM Chromatographie Centrifuge sur Couche Mince

CCM Chromatographie sur Couche Mince

CLHP Chromatographie Liquide a Haute Performance

CLMP Chromatographie Liquide Moyenne Pression

COSsYy COrrelation SpectroscopY

DPPH 1,1-DiPhenyl-2-Picryl-Hydrasyl

EtOH Ethanol

FAB/LSIMS Fast Atom Bombardment /Liquid Secondby Mass Spectrometry
HER 1-HydroxyEthyl Radical

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

HMR 1-HydroxyMethyl Radical

MeOH Méthanol

RMN Résonance Magnétique Nucléaire

ROS Reactive Oxygen Species

RPE Résonance Paramagnétique Electronique

uv Ultra Violet
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INTRODUCTION

Appartenant a la grande famille des polyphénoks fleevonoides sont des substances
colorantes naturellement présentes dans les plah&es structure se caractérise par la
présence d’'un squelette de base constitué de gaitonees de carbone assemblés en trois
cycles nommés A, C et B. Selon la structure duecilermédiaire (cycle C), les flavonoides
se répartissent en plusieurs classes de molécatddas plus importantes sont les flavones,
les flavonols, les flavanones, les dihydroflavontds flavan-3-ols, les flavan-3,4-diols et les
chalcones, caractérisées par un cycle C ouvertcér@sales, les épices, les herbes aromatiques,
les fruits et les légumes sont des sources impedate flavonoides. De nombreuses études
ont montré que les flavonoides ont une grande d&pacpiéger les radicaux peroxydes

(ROO), alkoxyles (RO), superoxydes (©) et hydroxyles ‘OH) (Jovanovic, 1994 ; Van
Acker, 1996 ; Rice-Evans, 1996, Cotelle, 1996 ; Cao, 1997 ; Bors, 1997, Cos, 1998 ; Dugas

2000, Pietta, 2000. Des études épidémiologiques ont également démogtrune
consommation réguliere de fruits et de légumes rmdimile risque de développement des
maladies cardiovasculaires et de I'apparition déages cancersHertog, 1993 ; Knekt, 1997).

Dans les plantes, les chalcones sont des précsrgeucertains autres flavonoides.
Catalysée par la chalcone synthase, la cyclisaties 6hydroxy chalcones forme des
flavanones et finalement plusieurs classes de fil@ides, tels que les flavones, flavonols,
dihydroflavonols, aurones et isoflavonesGuignard, 2000). Les chalcones sont
particulierement présentes dans le vin rouge,dedlrtains citrus, les pommes, l'acacia et le
bois de réglisse Ghinnici, 2004 ; Versari, 1997, Harborne, 1994). Comme les autres
flavonoides, les chalcones sont reconnues pous leumbreuses activités biologiques, citons
par exemple des activités anti-allergiques, ardies, anti-inflammatoires, antibactériennes,
antifongiques et antioxydante&egk, 2002 ; Inamori, 1991 ; Lespagnol, 1971 ; Belofsky,

2004). Ces activités sont dues en partie a leur capagiiéger les radicaux libres.

Les radicaux libres centrés sur I'oxygéne (I'éleotrlibre est porté par I'atome
d’oxygéne) sont reconnus pour leur grande réaétiett font partie des especes oxygéenees
réactives souvent impliquées dans le développedenbmbreuses pathologies, telles que les

maladies cardiovasculaires et le can@utteridge, 1993). Moins étudiés, les radicaux



centrés sur le carbone interviennent dans les phdigatiation de la peroxydation lipidique
ou encore dans la métabolisation des alcools aeanidu foie. Le radical 1-hydroxy-éthyl
(CH3'CHOH ou HER pour Hydroxy Ethyl Radical) a notammeétdt impliqué dans les dégats

et les maladies dus a la consommation abusiveadihlc

La radiolyse de solutions alcooliques est un mayebtenir ces radicaux centrés sur
le carbone. Dans le méthanol et I'éthanol, lesqipeux radicaux formés sont le radical 1-
hydroxy méthyl {CH,OH ou HMR pour Hydroxy Methyl Radical), HER et lsusomeéres
centrés sur 'oxygene GB" et CHCH,O’. On note également la présence des radicawt H

des électrons solvatés qui peuvent également ipertiaux réactions redox avec le soluté.

Dans ce travail, nous étudions la radiolyse desoflaides (et notamment des
chalcones). La radiolyse des composeés phénoligerasgb d’'une part d’étudier leur réactivité
vis-a-vis des radicaux centrés sur le carbon€aetraé part constitue une premiére étape dans
la compréhension des effets de l'ionisation gamuorales composés phénoliques présents
dans les fruits et légumes. En effet, l'irradiatigpmma est utilisée pour décontaminer les
aliments en ralentissant le développement des roiganismes pathogénes. On s’intéresse
ici aux transformations que peuvent subir les ca®Bpophénoliqgues présents dans des
aliments soumis a une ionisation gamma. Ces matiifics sont susceptibles d'affecter les

gualités nutritionnelles des aliments ionisés.

La radiolyse des flavonoides est effectuée dansdthanol et I'éthanol ; ces deux
solvants organiques permettent, par leurs caratitRres physico-chimiques, la possibilité
d’établir des comparaisons utiles avec I'eau. Leham@ol est un solvant dans lequel de
nombreux composés phénoligues non solubles daas peuvent étre dissous. C'est le
solvant le moins éloigné de I'eau en terme de pélat peut, en ces termes, simuler le
comportement des produits dans leur milieu natiledtuit ou le jus de fruit. Cependant cette
similitude est limitée, puisque, comme nous alloir dans le chapitre Il, les especes
radicalaires les plus réactives formées dans leg delvants (eau et méthanol) sont assez
différentes :"OH pour I'eau ef CH,OH pour le méthanol. Le radical centré sur I'oxygén
(CH30") issu du méthanol est trés vite « isomérisé 3C#pOH, radical centré sur le carbone

et, par conséquent, a priori différent dans soa dains la dégradation des solutés.



En solution de radiolyse alcoolique non déaérégadilyse des flavonols entraine la
formation de depsides, par ouverture du cycle ab@r Les flavones, les flavanones, les
dihydroflavonols, les flavan-3-ols et les flavad-8liols ne montrent aucune dégradation dans
les mémes conditions d'irradiation. A notre corseige, aucune étude n’a été consacrée a la
réactivité des chalcones vis-a-vis des radicawedibssus de la radiolyse des alcools. Nous
nous y intéressons parce que ces molécules sdaas aks flavonoides, mais des flavonoides
avec la particularité d’avoir un hétérocycle centtaouvert. Nous verrons a travers ce
manuscrit que cette particularité change fondanmment le comportement de ces
flavonoides en chimie sous rayonnement. Dans egilyaont présentés les résultats de la
radiolyse gamma de six chalcones et d'une dihydtoche en milieu alcooliqgue (méthanol et
éthanol). Une étude analytique de la radiolyseigéalpar Chromatographie Liquide Haute
Performance montre la dégradation des chalconesf@mation de produits de radiolyse. Le
réle de lI'oxygene dans le processus de dégradatéa évalué en comparant la radiolyse en
milieu désaéré et non désaéré. Sur la base destusés des produits identifiés et des
connaissances relatives a la radiolyse des alcools proposerons plusieurs mécanismes de

transformation pour expliquer la formation desélénts produits de radiolyse.

Dans la deuxiéme partie de ce travail nous avamdiééla composition en composés
phénoliques d'un jus d’orange, suivi de son évatutous rayonnement gamma. Cette étude
montre que parmi les produits identifiés I'acideufigue est le plus dégradé par l'irradiation.
Comme nous le verrons cet acide phénolique présemgeanalogie structurale avec les
chalcones. Nous présenterons donc la radiolyséadeé férulique, en milieu méthanolique,
compte tenu de sa faible solubilité vitro en milieu agueux (comme les chalcones et la
plupart des autres flavonoides), et nous proposewrn mécanisme de transformation en

établissant les similarités observées avec leschas.
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LES COMPOSES PHENOLIQUES

INTRODUCTION

Les composés phénoligues forment un trés vastandhseale substances naturelles.
L’élément structural fondamental qui les caracerst la présence d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié au moinsroupg hydroxyle, libre ou engagé dans
une autre fonction. Les composés phénoliques dgitasdx sont les composeés issus de deux
grandes voies d'aromagenese que sont la voie diboliéime de I'acide shikimique et la voie
du métabolisme des polyacétates. Certains sons iddne participation simultanée du
shikimate et de l'acétate entrainant ainsi la fdaiomade composés mixtes. Cette voie
intermédiaire est notamment a I'origine de toudlegonoides Bruneton, 1999).

Les flavonoides sont donc des molécules d'origiatinelle que I'on retrouve dans
tout le regne végétal, et notamment dans les gangicinales, les fruits et les léegumes. La
grande famille des flavonoides regroupe les flamasp les flavonols, les flavones, les
dihydroflavonols, les chalcones, les flavan-3-dis isoflavones, les isoflavanones, les
aurones, les anthocyanes, les coumarines. Les odlealcsont précurseurs des autres
flavonoides. Elles sont synthétisées dans les gdapar la chalcone-synthase mais peuvent
également étre synthétisées par la condensatid@laieen-Schmidt. Dans ce chapitre nous
présenterons dans un premier temps la famille ldgsrfoides, puis nous détaillerons le cas
des chalcones et leur distribution dans le réegngéta® Nous présenterons ensuite les
différentes activités biologiques de ces composésfin de chapitre nous nous intéresserons

également a des composés phénoliques plus pesitacides phénoliques.

|. STRUCTURE CHIMIQUE DES FLAVONOIDES

Les flavonoides au sens large sont des pigmerasimgant universels des végétaux
(Bruneton, 1999). Plus de quatre mille flavonoides différents étdt identifiés. Plus ou moins
hydrosolubles, ils sont responsables de la cotwratles fleurs, des fruits et parfois des

feuilles. C’est le cas notamment des flavonoidgaines » dont font partie les chalcones, les
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aurones et les flavonols jaunes. Les anthocyan®gidevent étre de couleur rouge, bleue ou
violette. Quand ils ne sont pas directement visihile contribuent a la coloration en jouant le
réle de co-pigments, tels que les flavones et lagohols incolores. Certaines de ces
molécules absorbent également dans une zone pdedhétraviolet. La « coloration » de ces
molécules n’est alors percue que par les inseatéesyant permettre la pollinisation des

végétaux assurant ainsi la survie de I'espéce.

Les flavonoides sont également présents danstiluleufoliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles au niveau desquellessisirent la protection des tissus contre les

effets nocifs du rayonnement solaire.

Tous les flavonoides (au sens large) ont unerm@igiosynthétigue commune ce qui
explique le fait qu’ils possédent le méme élémémictural de base qui est I'enchainement 2-
phénylchromaneHRjgure 1). lls peuvent étre regroupés en plusieurs classkm le degré

d’oxydation du noyau pyranique central.
O

Figure 1: Squelette de base commun d’un 2-phénylchromane

l.1. FLAVONES ET FLAVONOLS

Les flavones (R = HJFigure 2) sont dérivees de la 2-phényl-chromone : elles
représentent avec les flavonols (R = QHfyure 2) la plus grande classe des flavonoides

connus.

Figure 2 : Squelette de base des flavones (R = H) et flawoftoE OH)



Le cycle A est, dans plus de 90% des cas, subgiiudeux groupes hydroxyles en C-
5 et en C-7. Ces hydroxyles peuvent étre libregihérifiés. L'un d’entre eux peut étre
engagé dans une liaison hétérosidique. D’autrestitutions peuvent intervenir avec des
fréequences variables notamment en C-6 et C-8, o jpeut observer des groupements
hydroxyles libres ou éthérifiés, des isoprénylaiomes méthylations, ou encore des liaisons

carbone-carbone avec un sucre.

Le cycle B, substitué dans 80% des cas en C-4% @ea 3', 4'-disubstitué, 2’, 4'-
disubstitue, voire 3’, 4, 5’-trisubstitué. Les stituants sont des groupements hydroxyles ou

méthoxyles. La position 6’ est trés exceptionneiatrsubstituée.

Les flavonols different des flavones par la présedun groupement hydroxyle en

position 3.

|.2. FLAVANONES ET DIHYDROFLAVONOLS

Les flavanones et les dihydroflavonols sont ca&résits par I'absence de la double
liaison 2,3 et donc par la présence d’'un ou de demtres d’asymétrie. Les dihydroflavonols
se différencient des flavanones par la présence dhoupement hydroxyle en position 3
(Figure 3). Pour les flavanones naturelles, le carbone GtZhermalement de configuration
S La presque totalité des dihydroflavonols sontcdefiguration R, 3R. Le phényle et
I'nydroxyle de ces molécules sotrans, mais des formesis ont également été observées
(Chosson, 1998 et Tofazzal, 2000). Les variations structurales de ces composeés Issnt
mémes que celles décrites pour les flavones ebrilaig. Ces composés sont toutefois moins

fréquents que leurs homologues insaturés.

Figure 3 : Squelette de base des flavanones (R = H) et difigetonols (R = OH)



|.3. CHALCONES ET AURONES

Les chalcones FHgure 4) sont dépourvues du cycle pyranique central ett,son
chimiquement parlant, des 1,3-diaryl-2-propen-1sori&es composes sont caractérisés par la
présence d’'un chainon tricarboné, cétonigy@sinsaturé. On remarquera surHggure 4 que
la numérotation est inversée par rapport a celieatiéres flavonoide§igures 2et3). Sur le
noyau A les substitutions en C-2’ et C-4’ sont emes, comme pour les autres flavonoides.
Les atomes C-6’, C3’, C2, C-3 et C-4 sont peuvgalement étre substitués par des groupes
hydroxyles ou méthoxyles. Les auronEg(re 4) sont caractérisées par une structure de 2-

benzylidene-coumaranone.

Figure 4 : Squelettes de base des chalcones et des aurones

Les dihydrochalcones sont des molécules privéda deuble liaison au niveau de la
chaine aliphatique. Les exemples les plus connles gilus étudiés sont la phloridzine et son
équivalent aglycone qui est la phlorétine (2,4;4&®ahydroxychalcone)Kitner, 1987a;
Sifen, 1988)

|.4. ORIGINE BIOSYNTHETIQUE DES FLAVONOIDES

Les chalcones occupent une place importante pasnpioduits naturels, ce sont des
intermédiaires clés dans la biosynthése des dllaresoides. Elles peuvent étre obtenues par
condensation aldolique de dérivés d'acétophénands benzaldéhydes substitués (catalyse

acide ou basique).



HO E OH E OH
\
OH O

Figure 5: structure de la 4,2',4’,6'-tétrahydroxychalcone

Comme nous le détaillerons dans le paragraphersyigaformation des chalcones est
catalysée par la chalcone-synthase (CHS). Les @medcsont les métabolites principaux dans
la biosynthése des flavonoiddsgure 6), en réalite, le précurseur commun des flavonoides
est la 4,2',4",6'-tétrahydroxychalcone. Dans lesnditions physiologiques normales, la
chalcone tend a s’isomeériser spontanément en ftanearacémique. En effet, la cyclisation de
la chalcone est catalysée par une enzyme, la aieisomérase (CHI), qui induit une
fermeture stéréospécifique du cycle central (®stcune additiosyn sur la double liaisoi
conduisant a la (2-S)-flavanone. Sous I'actionalidvone-synthase ou de flahydroxylase
(FsH), cette flavanone se métabolise pour donner landtion de la flavone ou du
dihydroflavonol, respectivemerfigure 6). Les deux enzymes fonctionnent difféeremment, la
premiere introduit la double liaison entre les cads C-2 et C-3 en présence de
I'oxoglutarate, tandis que la deuxiéme catalysgdibxylation du carbone C-3 de facon
univoque. Le dihydroflavonol, en présence de ladiel-synthase ou de la dihydroflavonol-
4-réuctase (DFR), se métabolise respectivement lanorfol ou en flavan-3,4-diol
(leucoanthocyanidol)Higure 6). Le mécanisme de formation des anthocyanosidémtsear
glucosylation sous Il'action de l'uridine flavonoidgycosyl-transférase (UFGT). Tous ces
composés sont substitués differemment (groupenigubioxyles, méthoxyles ou encore des
sucres) sur les deux cycles aromatiques A et Brdesycle C en C3.

Une majorité de ces produits se trouve, a I'étainey sous forme de glycosides, une

ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sontsafiycosylées.



)
Chalcone Aurone

Flavone-synthase

‘EQ’* J_.

Flavanone Flavone

@ Flavone-synthase

OH

FsH

o

Flavonol

Dihydroflavonol

OH
(Flavan-3,4-diols) Flavanol

o! O UFGT O °x C
N
O = = O-Glc

OH
Anthocyanidol Anthocyanoside

Figure 6: La biosynthese des principaux types de flavonoi(l&sneton, 1999 ;
Guignard, 2000).
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De ce qui précéde, nous constatons I'importansecdalcones dans la biosynthése des
flavonoides, ainsi que leur réle dans le proceskisnétabolisation des plantes, fruits et
légumes.

Il. PRESENTATION DETAILLEE DES CHALCONES

II.L1 BIOSYNTHESE DES CHALCONES

La biosynthése des chalcones se fait principalepantondensation d’'un triacétate
(cycle A) et d’'un acide cinnamique (4-coumaroylCa&ycle B), apres addition de trois

malonates et d’un cinnamoy-CoRigure 7).

OH
on COA'SWOH W
CoA-S
CoA-S CHS X
o N +3X
¥ o o O O O O

4-coumaroylCoA 3 Malonates

OH
HO o] ©/ HO l OH ! OH
chalcone isomérase (CHI) X
OH O

Figure 7: Formation du noyau chalcone, point de départ dbidaynthese des
flavonoides Guignard, 2000 ; Moore, 2002 ; Eckermann, 2003).

OH

Les chalcones peuvent se trouver dans le regregaléspus forme glycosylées ou non,
substituées differemment sur les deux cycles A.dtaBchalcone la moins hydroxylée et la
plus facile a synthétiser est la 2’-hydroxychalcdbans les fruits et I[égumes on retrouve les
chalcones privées de la double liaison, les dihglilttones. La phlorétine est la

dihydrochalcone la plus courante, elle est préseot@mment dans les pommes.
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Du fait de leur capacité a interagir avec les déffitkes enzymes et hormones végétales,
les chalcones possédent des propriétés intéressaauts le contréle de la croissance et du
développement des plantes, des fruits et des |&guGestaines d’entre sont synthétisées par
les plantes pour jouer le role de phytoalexine,mgtabolite chargé de lutter contre les

infections causées par des champignons ou paradééries.

1I.2 DISTRIBUTION ET LOCALISATION DES CHALCONES

Ces dix derniéres années, de nombreux travaux ontrénleurs effets bénéfiques sur
la santé des flavonoides et plus particulieremest chalconesBfonner, 1995; Hollman,
1996; Crozer, 1997). Le tableau 1résume la distribution des chalcones et de leérivés

(chalcones glycosilées et dihydrochalcordzs)s le regne végétal.

Chalcones Sources Références
Isosalipurpurin
(4,2’,4’,6'-tetrahydroxychalcone) Pommes, citron Tomas-Barberan,
""""""""""" Retrochalcone | 2000
Pinostrobine chalcone Propolis brazllien Yong, 2002

Fruit de la
___________________________________________________________ Cedrelopsis grevel Koorbanally, 2003
2'-hydroxy-4',6’-diméthoxychalcone (Madagascar)
"""""""" 2-hydroxy-3,454.6- | | ]
taméth hal
pentaméthoxychalcone Tomazela, 2000
----------------------------------------------------------- Neoraputia (brézile)
2’-hydroxy-3,4,5,4’,-tétraméthoxy-5’,6'-
(2”,4"-diméthylpyrano)chalcone
e e Legall, 2003 |
Naringénine-chalcone Tomates

Arabbi, 2004




2',4’-dihydrox-3’-(2,6-
dihydroxybenzyl)-6’méthoxychalcone

2’-hydroxy-4,5,4',5",6'-
pentaméthoxychalcone

2',4’-dihydroxy-5’,6'-
diméthoxydihyrochalcone

2',4’-dihydroxychalcone

2',4’-dihydroxy-3’-méthoxychalcone

3',5’-dihydroxy-2’,4’,6’-
triméthoxydihydroxychlaone

2’-0O-(6"-Oacetylglucopyranosyl)-4,4’,6’-
trinydroxydihydrochalcone

2',3,4',6'-tetrahydroxy-4-méthoxy-
3’,5-di-(3,3-diméthylallyl)-dihydrochalcong

Phlorétine

4,2’ 4'-trihydroxychalcone

Différentes variétés d
pommes

et de poires

Desmos chinoise

(plante médicinale)

(Pérou)

Uvariadulcis

loisdleuria

procumbens

1”4

Pommes, citron

Vrhovsek, 2004

Chinnici, 2004

Chantrapromma,
2000

Svetaz, 2004

Delarocha, 2003

Versari, 1997

Tableau 1 :Résumé la distribution des chalcones et leuryéigdans le regne végétal.
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I1.3. SYNTHESE ORGANIQUE DES CHALCONES

La 2'-hydroxychalcone occupe une place centrales darbiogenése mais également
dans la synthese des différents flavonoides. Laawsation de Claisen-Schmidt entre la 2-
hydroxyacétophénone (cétone) et un benzaldéhydéhadie) en milieu alcalin est la réaction
la plus ancienneFgure 8), la plus simple et la plus fréquemment utiliséeimpla synthése
des chalconedhar, 1981 ; Rani, 1986 ; Babber, 1987). La réaction est effectuée en milieu
alcooligue (méthanol ou éthanol) a température anmtbipendant 24 a 48 heures ou a reflux
pendant 1 & 2 heures, en présence de potasse saude. Les rendements de la réaction
obtenus sont relativement faibles et dépendentcdeslitions expérimentales utilisées, la
formation de produits secondaires n’est pas extlaecondensation entre I'acétophénone et
le benzaldéhyde dans un rapport 1/1 aboutit arladtion de la chalcone, alors que dans un
rapport 2/1, la formation de la chalcone est dé&iagee au profit de la formation du
benzylidénediacétophénon®har, 1959). D’autres produits secondaires ont été observeés,
notamment suite a la réaction de Cannizzaro quit e favorisée par une forte
concentration d’alcali (catalyseurs basiques). eCedfaction peut étre limitée par I'emploi

d’'un excés de benzaldéhyde.

CH; * H O \

OH O 0 OH O

2-hydroxyacétophénone benzaldéhyde 2'-hydroxychalcone

Figure 8 : Réaction de synthése des chalcones selon la ceatitande Claisen-Schimdt.

Plusieurs réactifs de condensation et conditiopgimentales ont été évalués dans

la réaction de Claisen-Schmidt :

v La réaction est réalisable en présence de chlaitgiethyle benzyle ammonium
(TEBA) dans des conditions homogénes (NaOH,O H GHsOH / TEBA pendant 24h a
30°C),

v Une catalyse par I'hydroxyde de baryum partiellemeéshydraté, permet

d’obtenir des rendements intéressaAtsdntara, 1987 ; Santhyanarayana, 1988).
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Plusieurs autres réactifs ont été utilisés comnteyseurs, on peut citer le méthoxyde
ou I'éthoxyde de sodium, le borax, le chlorure airainium, le trifluorure de bore ou encore
I'acide fluorhydrique Dhar, 1959).

Il existe d’autres voies de synthese des chalcentes que la condensation de
Claisen-Schmidt :

v Méthode 1 : c’est une méthode qui consiste a fateragir les éthers phénoliques
A (particulierement ceux contenant un substituanpaa du groupement alkoxy) avec le
chlorure de cinnamoylB en présence de chlorure d’aluminiuRigure 9). Ceci permet de
synthétiser la 2’-méthoxy-5-méthylchalcor@. Il est & noter toutefois qu'un exces de
chlorure d’aluminium entraine une déméthylatiomeéne a la 2’-hydroxy-5’-méthylchalcone.

Q- =R 0= 0

OCH3 OCH3; 0O OH O
C 2’hydroxy-5'-méthylchalcone

Figure 9 : Réaction de synthése des chalcones a partir dgenoliques et le chlorure

de cinnamoyle.

v Méthode 2 : on peut synthétiser les polyhydroxiedrees selon la réaction de
Behn qui consiste a mettre en réaction les polydwahénols D) avec le chlorure de
cinnamoyle E) en présence du nitrobenzene et de chlorure dialum (Figure 10). La

2',4-dihydroxychalcone peut ainsi étre obtenue.

HO HO
—

OH O OH O
2',4’-dihydroxychalcone

Figure 1C: Réaction de synthése 2’,4’-dihydroxychalcone &ipaiu résorcinol et le

chlorure de cinnamoyle.
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v Méthode 3 : la 2’,4’-dihydroxychalcone peut étl#emue par condensation entre le
résorcinol et I'acide cinnamique (au lieu de cinogha) en présence de I'acide fluorhydrique.
Par contre, la réaction entre le phloroglucinol €E)e cinnamoyle (G) aboutit a la formation
de la 2',4',6-trihydroxychalcone qui se cyclise yro donner la formation 5,7-

dihydroxyflavanoneKigure 11).

HO OH O O
AICI
O
O

F G 2',4’,6’-trihydroxychalcone 5,7-dihydroxyflavanone

Figure 11: Réaction de formation de la 2',4’,6'-trihydroxydbene a partir du

phloroglucinol et le chlorure de cinnamoyle.

v Méthode 4 : cette méthode de synthese des chalammesiste en I'ouverture de
I'hétérocycle central de la flavanone. En effeifjtérconversion entre ces deux classes, au
moyen d’acides ou de bases, est relativement diségiste en fait un équilibre chimique
entre une flavanone et la 2'-hydroxychalcone cqoasante. Cet équilibre dépend de
nombreux facteurs tels que le pH, la températ@esolvant utilisé ou encore le motif de
substitution. Ainsi en régle générale, en miliecakh, les flavanones se réarrangent en 2'-

hydroxychalcones.

Il a été rapporté dans la bibliographie que ledocomes peuvent se transformer en
flavanones, en milieu acid&ésman, 1962, Harborne 1975), suivant le schéma réactionnel

suivant :

OH O

chalcone flavonone

Figure 12 : Equilibre chimique entre chalcone et flavanone.
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II.4.LES PROPRIETES BIOLOGIQUES

La présence de la double liaison et du groupe ogtbodans les chalcones leur
confere plusieurs activités biologiques. Parmi eesivités on peut citer les activités
antibiotique, anti-fongique, anti-inflammatoir&vétaz, 2004 ; Pappano, 1985 ; Tsuchiya,
1994 ; Iwata, 1997). Ces propriétés dépendent du nombre et de laigrosies groupements
hydroxyles greffés sur les deux cycles aromatiqdeda présence ou non de la double liaison

ainsi que des groupements fixés sur la chaineatlgple.

[1.5.1. Activité antioxydante

Les mécanismes de l'action d’'un antioxydant petigemprendreHalliwell, 1994) :

v Le piégeage direct des espéces réactives oxygfRes).

v L’inhibition des enzymes et la chélation des tracesalliques responsables de la

production de ROS.

v La protection des systemes de défense antioxydants.

La xanthine-oxydase est considérée comme une sduotegique importante de
radicaux libres. Elle catalyse I'oxydation de I'lmqanthine et de la xanthine en acide urique,
produisant ainsi des radicaux superoxydes. Laf33tetrahydroxychalcone a été testée dés
les années 50 par des chercheurs sur desBatsr( 1952), et a révélé une bonne activité
inhibitrice de la xantine oxydase. Des tdastsivo, sur des rats, de la naringénine-chalcone,
I'hesperidine-chalcone et la phoridzine ont dén®iés mémes activités inhibitrices de la
xantine oxydaseBgiler, 1952). L'inhibition de ces molécules dépend de la positet du
nombre des groupements hydroxyles greffés surdas dycles aromatiques.

Il a été montré que l'activité antioxydante desdhoides est due principalement aux
groupements OH greffés sur les cycles aromatidueBigure 13donne un apercu général du
réle des différents groupes fonctionnels préseramsdles chalcones dans [lactivité
antioxydante, sur la base des concentrations réicesgour inhiber 50% (CI50) de radicaux
peroxynitrites (PON) et de la peroxidation lipideq(LPO). Les résultats montrent que le
groupe phénol ne présentant qu'un seul groupe GH,ue faible antioxydant. Plus on
augmente le nombre de groupements OH, plus [I'&Etivantioxydante augmente :
phloroglucinol > résorcinol > phénol. Elle est erecplus importante en présence du groupe

carbonyle (2,4,6-trihnydroxyacétophénone).
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La phlorétine (une dihydrochalcone) présente unte factivité antioxydante, et inhibe
la peroxidation lipidiqueKigure 13). La forte activité de la 2,6-dihydroxyacétophéaast
due a la stabilisation de son radical par tautoendra CI150 de la phlorétine est de 3,1 uM
pour l'inhibition du PON et 24 uM pour l'inhibitiode la LPO Figure 13). Le remplacement
de deux groupes OH par le glucose dans la phloeddiminue les activités antioxydantes par
rapport a la phlorétine. Les groupes hydroxylessdare n’ont aucun réle dans l'activité
antioxydante de la phloridzine, la CI50 du glucétnt de plus de 1000 pNRdzk, 2002).
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Phloridzine

HO l OH ! OH

Phénol
Résorcinol - 0
D-glucose
g Clso PON = 55 + 6 uM OH
HO OH Clso LPO = 435 + 30 uM
Clgo PON =58 £ 14 uM Clgo PON =552 + 19 uM
Clso LPO > 1000 uM Clso LPO > 1000 puM

Phlorétine
HO ! OH l OH
OH O
Phloroglucinol
ClsoPON=3,1+0,1 uM

2-hydroxyacétophénone

HO OH ClggLPO=24+1 uM
OH
OH O
ClspPON=39+1 uM 2,4,6-trihydroxyacétophénone Clso PON > 1000 uM
Clso LPO = 624 + 20 pM Clsg LPO > 1000 pM
HO OH
OH O

ClsyPON = 5,5 +0,2 pM
Clso LPO = 106 + 14 M

Figure 13 : Comparaison de l'activité antioxydante des dihgtiedcones (phlorétine et
phloridzine) et de quelques phénols. L’activité esprimée par la concentration
nécessaire pour inhiber 50% du peroxynitrite (P@Na peroxidation lipidique (LPO)
(Rezk, 2002).
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[1.5.2. Autres activités biologiques

L’activité antibiotique des chalcones est assoéida présence de la double liaison,
I'amélioration de l'activité antibiotique dépend @esubstitution de la double liaison. Des
testsin vitro ont monté que les chalcones présentent une &cémtibiotique importante ainsi
que les furanes analogues des chalcdoespdgnol, 1971 ; Belofsky, 2004).

L’activité antibactérienne des chalcones est rdida présence a la fois de la double
liaison et de la fonction carbonylénémori, 1991). Des testsn vivo ont montré que la 3'-
nitro-4’-hydroxy-2-méthoxychalcone posséde une oactiantibactérienne élevée. Les
chalcones substituées par des halogenes (chloomebriode et fluor) sur les cycles

aromatiques ont egalement des activités antibactées intéressantd3ahr, 1981).

Plusieurs chalcones (2’-hydroxychalcone, 2',4’-ditoxychalcone et 2-hydroxy-2'-
carboxychalcone) possedent une activité anti-fargiimportante Boeck, 2005; Zheng-
xiang, 2004).

Ces molécules sont également reconnues comme €eets agedicinaux précieux pour
les maladies cardio-vasculaires et le dysfonctiorere endocrine Oahr, 1981) ;
I'hnespéridine méthylcarboxychalcone exerce uneoadfiérapeutique dans le traitement des
maladies chroniques de l'oeil et des reins, euamntldes maladies rhumatoides et 'arthrose.
Des tests sur des rats ont montré que I'hésperidigtbylchalcone, incorporée dans

I'alimentation (0,2%), a un effet inhibiteur desiea dentairesL{ming, 2004).

On peut également noter que certaines chalcones witisées dans les produits
insecticides, en repoussant certains insectesepargodt désagréable, jouant ainsi un role
dans la protection des plantd3hér, 1981). Des dérivés des chalcones (4-aminochalcone)
sont utilisés en anesthéskéogni, 1975).

Les chalconesont trés utilisées sous forme d’extraits de pameédicinaleslans
les pays d’Afrique et d’Asie contre le malarl2ofminguez, 2005; Liu, 2004). Elles possedent

des activités anti-inflammatoire¥iana, 2003) et antioxydantesYpshimasa, 2003).
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Ill. LES ACIDES PHENOLIQUES

[11.1 DEFINITION

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tolssdemposés organiques possédant
une fonction carboxylique et un groupe hydroxyl€milique. En phytochimie, I'emploi de
cette dénomination est réservé aux seuls dériveaades benzoique et cinnamique.

lls sont a l'origine de la biosynthése de nombrsuselécules naturelles, par exemple
I'acide cinnamoyle, dérivé de I'acide cinnamiqust en métabolite clé dans la synthese des

chalconesKigure 7).

l11.2. STRUCTURE DE BASE

Les acides-phénols en-C; (Figurel14), dérivés hydroxylés de I'acide benzoique sont
des composés tres communs dans la nature. On tomsveomposeés aussi bien sous forme
libre que combinés, a I'état d’ester ou d’hétéresid

Les acides-phénols ens-C3 (Figure 14), dérivés de I'acide cinnamique tels que les
acidesp-coumarique, caféique, férulique et sinapique amd distribution trés large. Ces
composeés sont rarement présents sous forme libmele® trouve sous forme estérifiee
notamment sous la forme d’esters d’alcools alipju@s (ac. mono- et dicaféyl-tartrique,
féruloyl-tartrique, etc...), ou encore d’esters dacide quinique (ac. chlorogénique) et de
depsides (ac. rosmariniquéjigure 14).
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Cc1 { COOH COOH COOH

COOH COOH

OH OCH; HO OH  HyCO OCHj,
OH OH

Ac. Benzoique Ac. Protocatéchique Ac. Vanillique

COOH COOH COOH
C3

6 G a.

Ac. Cinnamique Ac. p- Coumanque Ac. Cafelque

COOH
OH

HO
OH

Ac. Rosmarinique

HO

OH OH
Ac. Gallique Ac. Syringique
COOH
COOH
/
/
H,CO OCH;,
OCHj,
OH
OH
Ac. Férulique Ac. Sinapique
COOH
o) o)
OH
Z Ho
OH
OH

Ac. Chlorogénique

Figure 14 : Quelques exemples d’acides-phénols dérivés delédmenzoique (C1-C6)

et de I'acide cinnamique (C3-C6) les plus cour@Bisneton, 1999).

111.3. ACTIVITES BIOLOGIQUES DES ACIDES PHENOLIQUES

L’activité antioxydante des acides-phénols dépeadpldsieurs criteres. Le premier
critere est le nombre de groupements hydroxyle$fégresur la molécule. Les composeés
polyphénoliques présentent une activité antioxyglansupérieure aux
monophénoliques, ainsi l'acide gallique possede actévité plus importante que Il'acide
protocatechéiqueCuvelier, 1992 ; Natella, 1999 ; Terao, 1993). Le deuxieme critere est la

présence ou non d’'un groupement méthoxyle sur ¢ée gromatique. La présence d’'un ou
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deux groupements méthoxyles @iho par rapport a un hydroxyle va permettre d’augnrente
I'activité d’'une molécule. Cette substitution ertho par un groupement méthoxyle va, en
effet, permettre, grace a sa propriété électrodomn@augmenter la stabilité du radical
aryloxyle apres I'oxydation de la molécule, et daliaugmenter son activité antioxydante
(Cuvelier, 1992 ; Natella, 1999 ; Terao, 1993).

Enfin, les dérivés de I'acide cinnamique présenteret meilleure activité antioxydante
que leurs homologues dérivés de l'acide benzoidries-Evans, 1996 ; Cuvelier, 1992 ;
Natella, 1999). Cette différence d’activité serait due a la dedmison de la chaine latérale
des dérivés cinnamiques. Celle-ci aurait un etfgbibsateur du radical phénoxyl par un effet
de résonanceNatella, 1999).

Comme les chalcones, les acides-phénols sont deposgs connus pour leurs
propriétés antioxydantes. Cette capacité a piggerddicaux libres leur permet d’intervenir

dans de nombreux phénomeénes biologiques.

Certaines études ont montré que les propriétéxamiiintes de ces composés
permettent de protéger la cellule contre un steesslant. Des composeés tels que I'acide
gallique et I'acide protocatéchiqueigure 14) sont capables d’augmenter le taux de survie de

cellules de la peau soumises a un stress oxydaatriamt (Masaki, 1997).

Les acides-phénols ne sont pas seulement conmudeuo activité antioxydante. Des
études ont montré qu’ils présentent également d#sitds anti-inflammatoire et anti-
carcinogene. Certains acides phénoliques, pagreuient l'acide caféique, exercent une
activité anti-inflammatoire en inhibant de maniémécifigue la synthese des leucotrienes
(Koshihara, 1984). Ces composés, impliqués dans [linitiation desénmumenes
inflammatoires, sont synthétisés a partir d’'un dgi membranaire particulier, I'acide
arachidonique. L’acide caféique bloque la synttdse&es composés en inhibant de maniere

spécifique I'enzyme responsable de leur biosyntHagelipoxygénase.

L’activité anti-carcinogéne des acides-phénoltgalémontrée a plusieurs reprises lors
d’études réalisées vitro etin vivo. Une de ces études a montré que l'acide protdugiée
(acide 3,4-dihydroxybenzoique), administré oraleimpaut diminuer le pouvoir carcinogene

qgu’exerce le diéthylnitrosamine sur les cellulepdtigues de raff@naka, 1993).
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CHAPITREII

IONISATION ET FORMATION DES RADICAUX LIBRES



IONISATION ET FORMATION DES RADICAUX
LIBRES

INTRODUCTION

L'irradiation est une technique permettant de mégdudans certains aliments, la
présence de microbes et autres micro-organismeponsables des toxi-infections
alimentaires, importantes dans le monde. Elle peaimsi de prolonger la durée de vie, ou
précisément la durée de consommation, des proaluitentaires. Son application est freinée
par le consommateur méfiant face a des mots tets guadiations », « rayonnement
ionisant », «radioactivité »... Néanmoins une bomfermation du consommateur a déja
permis la commercialisation de certains produit@avénir de cette technologie s'avére

particulierement intéressant pour les produits.crus

|. IONISATION DES FRUITS ET LEGUMES

Les besoins alimentaires mondiaux continuent direralors méme que certains pays
sont confrontés a des limitations voire des pésuriges notamment aux méthodes de
production. En outre les problemes de stockageeetraltement rendent indispensable la
recherche de procédés efficaces de remplacememé@tbsdes de conservation actuelles. En
effet, ces méthodes sont colteuses en énergiafeispdifficiles a mettre en ceuvre a grande
échelle dans certaines zones. En conséquence,rait paécessaire d’envisager comme
possibilité de rechange le recours aux rayonnemamtsants pour le stockage et la
conservation des denrées alimentaires, a conddios cette technique n'ait pas d'effet

indésirable sur la salubrité et les qualités riotritelles des aliments.

Depuis la fin du XVIIfm sigcle, les techniques de conservation les piliségs sont
le traitement par la chaleur (stérilisation, passation) et par le froid (réfrigération et

surgélation). Dans les années 60, apparait un mdde de préservation, l'irradiation. C’est
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un procédé physique qui consiste a exposer leseatsna un rayonnement ionisant. Les
premiers essais ont été réalisés sur des pommeterde en 1960 afin d’éviter leur
germination. Depuis, les autorités de quarante paysautorisé l'irradiation de plus de deux

cents catégories d’aliments tres diversifiés : @picéréales, viande, fruits et les légumes.

l.1. PRINCIPE

Avec le méme buin fine (détruire les micro-organismes), la pasteurisatiblise la
chaleur, la surgélation utilise les basses tempeatet 'irradiation utilise I'énergie des
rayonnements ionisants.

Le traitement ionisant des alimentgaEseur, 1991a pour but de les assainir et
d’augmenter leur durée de conservation. Ce trai¢c@nsiste a soumettre les aliments soit a
des rayonnementsissus du cobalt 60, soit a des rayons X d’énangé&ieure a 5 MeV, soit
a un faisceau d’électrons accélérés de moins ddeM) Dans ces conditions, il 'y a aucun
risque pour l'aliment parce qu’aucune radioactmatin’est possible a ces énergies et donc
aucune contamination radioactive ne peut étre faduies produits ionisés ne présentent
aucune potentialité toxique pour le consommateunrae I'ont reconnu tant 'TOMS que les

instances nationales francaises.

Les aliments sont alors irradiés dans une chambxenaurs épais, contenant une
source de rayonnements ionisants qui passentersrgliment et détruisent les insectes, les
bactéries et les autres micro-organismes. Quel spike le type de rayonnement utilisé
(faisceau d’électrons, rayons X QY le processus est le méme : I'énergie véhicubiele
faisceau est transférée aux molécules du prodmeataire irradié, ionisant ou excitant ainsi
les atomes du milieux. Les ions ou radicaux aiosngs détruisent les fonctions normales des
différents micro-organismes, diminuent leur acéi\at par conséquent, diminue I'altération de

['aliment.

|.2. RAYONNEMENTS IONISANTS

Un rayonnement ionisant est un rayonnement donetgie est suffisante pour ioniser
les atomes et les molécules qu'il rencontre surckammin, c’est-a-dire pour leur arracher un

ou plusieurs électrons. Dans le cas ou I'appomeaf@e fourni par le rayonnement est trop
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faible pour éjecter I'électron hors de I'atome ejbbn dit que le rayonnement est non ionisant.
Il existe différents types de radiations ionisante

v Les rayonnements alpha)( il s'agit d’un noyau d’hélium H& (2 protons + 2
neutrons). Ce rayonnement émis par des élémentactifs naturels tels que l'uranium et le

radium, est trés peu pénétrant, il ne traversaipadeuille de papier.

v Les rayonnements bétp) (électrons accélérés) il s’agit d'électrons se déplacant
a haute vitesse. Ce rayonnement est arrété pgslagee de plexiglas de 1 cm d'épaisseur. Le
traitement par faisceau d'électrons, improprememhmé rayonnement béta, est reconnu
comme une technologie de choix pour provoquer updification chimique a un niveau
moléculaire dans les polyméres en couches mincesyme par exemple les tubes
thermorétractables et lisolation des fils et dables. Avec les équipements de nouvelle
génération (hautes énergies), cette technologsé a&rée un complément utile a la gamme
de procédés de stérilisation disponibles pour Ist@ri les dispositifs médicaux, les

pansements et les produits pharmaceutiques.

v Les rayonnements gammg) ( il s’agit d’ondes électromagnétiques, comme la
lumiere, mais possédant une trés grande énerggerdyonsy sont émis par le noyau de
I'atome. Le rayonnementest en général tres pénétrant, il est utilisé dssdomaines tres
différents. A titre d'exemple d'utilisation du ray®@menty, citons la radiographie de soudures
et la radiothérapie médicale. lls sont aussi @slipour ioniser les denrées alimentaires. On
utilise principalement comme source de rayonnemlent®balt 60 Co) ou le césium 137
(137CS).

v Les rayonnements X : ils résultent de l'interactid’électrons, préalablement
accélérés, avec une cible solide (métal lourd ted &g tungstene). L’interaction de ces
électrons avec les atomes du matériau cible seitrpdr un transfert d’énergie et donc un
ralentissement des particules incidentes. Uneifraate I'énergie cinétiqgue perdue par ces
électrons est convertie en chaleur. Une autregoasti rayonnée hors de la cible sous la forme
de photons X dont I'énergie peut étre variablerdy@nnement X est également trés pénétrant
puisqu’il posséde des énergies voisines de celssrayonnementa L'application la plus

connue des rayons X est naturellement la radioggagdns le diagnostic médical.
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L’application de l'irradiation en agro-alimentaicensiste a exposer des aliments, pour
un temps donné, a un faisceau d’électrons ou @apkipart des cas, de rayondA l'inverse
des micro-ondes qui ont pour effet de produire @echaleur et de cuire la nourriture,
l'irradiation n’entraine pas une élévation marquieela température au sein de l'aliment.

C’est pourquoi le processus d’irradiation est sotra@pelé pasteurisation froide.

|.3. DEFINITION DE LA DOSE

Pour quantifier l'action du rayonnement ionisant lsumatiére, on calcule la dose
absorbée. C'est la mesure de I'énergie que le mayoent dépose par unité de masse de
matiere. L'unité de dose absorbée est le Gray Giyyorrespond a une énergie de 1 Joule (J)

déposée par kilogramme (kg) de matiere :

p==
m
L’'unité de dose est le Gy :
1Gy=1Jkg

Les industriels ont commencé a s'intéresser aumatrans pour limiter ou ralentir
I'altération des produits alimentaires des les esrt). Les experts de 'OMS ont essayé de
statuer a de nombreuses reprises et ont finalememoinnu l'innocuité de ce traitement
(comité mixte d’experts OMS/FAO/AIEA, 1981 faut noter que c’est la premiére fois qu’un
tel effort a été apporté pour s’assurer de la oaitité d'un procédeé et ce, préalablement au

véritable développement industriel.

Le groupe d’étude de TOMSOMS, 1997 et 199% méme décidé de ne fixer aucune
limite de dose, tant toxicologique que nutrition@glcar I'application industrielle de ce
traitement est toujours limitée. L'OMS est d’autahis en faveur du développement de ce
procédé qu’elle est de plus en plus inquiete deglewsts dus a divers contaminants de la
chaine alimentaire. Dans tous les cas les doseslussutilisées ne dépassent pas 10 kGy.
Cette dose a été reconnue par le Codex Alimentaineme non dangereuse pour la santé

humaine.
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l.4. AVANTAGE DE L'IONISATION

Les rayonnements ionisants provoquent des changemdiordre structurel,
biochimique et biophysique. Comme pour d’autredtemaents physiques tels que le
traitement thermique dont les effets dépendentadéeimpérature utilisée, les effets des
rayonnements varient selon la dose appliquée. €ets @ifferent d’'un micro-organisme a
lautre et d'un aliment a l'autre. Les fruits podaét une certaine acidité, seront
préférentiellement la cible des champignons miapgpies ou des moisissures. Les légumes
peu acides ou légerement basiques, verront égaldmenqualité atteinte par des bactéries,
entrainant des phénoménes de pourriture. Le traitenonisant permet de ralentir
notablement le développement de ces bactériessdederes $candella, 1987 Elle détruit
les germes pathogénes dans les viandes, en partidel porc et la volaille fortement
contaminés pabalmonellaou Campylobacteril faut noter que l'on procede rarement a
I'lonisation des viandes car elles changent deexout deviennent difficile & commercialiser.
Les doses de traitement, bien que théoriquemenpiises entre 1 et 10 kGy se limitent le
plus souvent a 3 ou 4 kGy. Les doses les plus nouent utilisées en agro-alimentaire
varient de 0,10 kGy a 10 kGy. Les principales cqunséces sont les suivantéfigain,

1986 :

v Désinsectisation : appliqués a des doses faibl|e2 (00,15 kGy), les rayonnements

ionisants peuvent empécher la reproduction ouléseinsectes et autres parasites.

v Blocage des centres végétatifs : a des doses czmapentre 0,1 et 0,5 kGy, la
germination des bulbes et tubercules est inhib&etr& bons résultats ont été obtenus sur
I'oignon, I'ail et la pomme de terr@funelet, 1961 Le traitement peut alors étre employé en
remplacement des inhibiteurs chimiques. Appliquees doses, le traitement ionisant stoppe

la croissance des tiges et bourgeons notamment’psperge Broddrick, 1983.

v Des doses de 0,15 a 3 kGy permettent de rédusrepdpulations d’insectes
(destruction des embryons et larves, stérilisatiea adultes) qui détruisent les céréales, les
fruits ou légumes secs. Elles permettent égalediéhininer completement certains parasites
des viandes (trichines dans la viande de porc yample). L'ionisation permet également la
réduction voire la destruction du nombre total deramorganismes pathogenes : les plus

grands ennemis des fruits et léegumes frais sonnhles-organismes qui vont les atteindre et
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déprécier leur qualité. Elle peut étre envisagé pemplacer d’'une part le froid et d’autre part
les produits chimiques appliqués juste avant ot japres la récolte.

v Des doses de 2 a 5 kGy sont applicables a la o@ige des viandes
prédécoupées ou séparées mécaniquement, ainsegiymidsons et des crustacés. Le but est
de réduire trés sensiblement les populations desororganismes impliqués dans la
dégradation de ces produits et d’éliminer les manganismes pathogenes ou pouvant

élaborer des substances toxiques.

v Des doses de 5 a 10 kGy peuvent étre utilisées tpaiter des charcuteries, des
semi-conserves, des plats cuisinés, des épicesamesates, des gommes, des additifs
alimentaires... Ces derniers constituent des miliguatticulierement favorables a la

prolifération des micro-organismes contaminantseatuant parfois la radiorésistance.

v Augmentation de la durée de survie apres la récotar son action sur le
métabolisme cellulaire, I'ionisation retarde la oration (banane, mangue) ou la sénescence

(fraise, framboise) de certains fruits.

Le Tableau 2 récapitule les gammes de doses appliquées pouuehprocéedé

d’utilisation des rayonnements ionisants :

Dose (kGy) Effets
0,04 a 0,10 Inhibition de la germination
0,03a0,20 Incapacité a se reproduire des insectes
la3 Mort des insectes
la4 Destruction partielle ou totale de la changgobienne
1a6 Destruction des germes pathogenes (équivdileme pasteurisation
15a50 Stérilisation

Tableau 2: Effets positifs du traitement ionisant des alinsgRt&affi, 200).

v Cette méthode a aussi I'avantage indéniable delem®r I'utilisation d’agents de
fumigation, notamment ['utilisation du dibromure éthylene qui est de plus en plus

controversée, il est interdit en Australie, au @nau Japon et aux Etats-Unis depuis 1984.
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L'ionisation pourra également remplacer I'utiligatid’autres agents de stérilisation comme
'oxyde d’éthylene et les nitrites. Ces substanagsmiques peuvent favoriser le

développement de cancek&gseur, 1991

Il. RADIOLYSE DES ALCOOLS ET FORMATION DES
RADICAUX LIBRES

1.1 INTRODUCTION

La radiolyse est 'ensemble des transformationsizhies provoquées dans la matiére
par I'absorption de I'énergie d’'un rayonnement samt. Elle résulte de I'interaction Energie-
Matiere, au méme titre que la photolyse. Ces intemas sont quantifiées par le rendement

radiolytique G donné par I'équation suivarfei¢ke, 1966 en umol 3 :

G :S—M x10° umolJ*

xp
ouAM est la concentration en mol/l (M), D est la desp la densité du milieu irradié.

Le schéma de I&igure 15 résume I'ensemble des processus qui peuvent sleipgo
depuis I'absorption initiale de I'énergie d’'un ray®ment ionisant jusqu’a la formation des
produits stables. Il inclut les réactions de recmmison a tous les stades, éventuellement des
réactions d’attachement électronique (dissociatif mmn) et des réactions en chaine de

polymérisation amorcées par les ions.
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Figure 15 : Différentes étapes du processus d’ionisation dessts organiquedglloni, 200).

L’ensemble des réactions qui se produisent danslieu réactionnel, donne lieu a la
formation de plusieurs espéces réactives, notamtasntadicaux libres. On appelle radical
libre toute espéce chimique (atome ou molécule) ppsséde un ou plusieurs électrons
célibataires. La perte d’un électron et la formatibun radical ne sont que transitoires et sont
compensees tres rapidement par des recombinaisonde® transferts d’électrons. Les
radicaux libres sont souvent présents dans desstemsitoires et notamment des réactions
d’oxydoréduction. Les radicaux libres formés parddiolyse des solvants vont notamment
pouvoir réagir avec le soluté, pouvant engendredélgradation de ce dernier. Il est donc

important d’établir une liste la plus exhaustivesgible de toutes les espéces réactives qui
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seront formées dans les solvants irradiés. La Issdiale 'eau a été largement étudiée depuis
de nombreuses années et a permis de dresser lgniéstel Nous nous proposons maintenant
de présenter les difféerentes étapes de la radiotysae facon générale, puis celles

particulieres au méthanol et a I'éthanol. Nous gmésrons également et d’'une maniere
générale les interactions avec le soluté et nausirierons ce chapitre par le comportement

de I'oxygéne moléculaire avec les espéces réaghrésentes dans le milieu de radiolyse.

II.2. RADIOLYSE DU METHANOL

Le méthanol est un solvant particulierement intgaes a divers égards. D'une part,
c’est un solvant qui a fait I'objet d’'une longuecherche, beaucoup d’études ont développé
récemment sa réactivité avec les rayonnements aiotsis Getoff, 1993; Brik, 1993;
Bugaenko, 1993; Bernas, 1994; Zhang, 1994; Abrakct994; Parenteau, 1994; Harris,
1995. Il est le solvant le plus universellement uéligiu fait de sa polarité qui permet de

solubiliser une grande partie des molécules orgessiq

Le méthanol peut ainsi étre utilisé comme solvantrpétudier la radiolyse de divers
solutés solubles dans ce milieu et non solubles daau telles que les chalcones. La
premiere réaction du méthanol pur apres absorgfiomrayonnement ionisant est I'ionisation

primaire :
CH,OH I = CH,OH™ +e” (1)
Elle serait suivie par la réaction tres rapieifigon, 1972 de transfert de proton
CH,OH" +CH,OH - CH,OH; +CH.O" (ou'CH,OH) )

Divers travaux (Vargon, 1972; Baxendale, 1975; Shiotani , 1976,8]19Getoff ,
1993 ont indiqué que I'espéece radicalaire primairesOHest formée préférentiellement par
rapport au radical 1-hydroxyméthytH,OH noté HMR. Quant a I'é1ectron éjecté, il perd son

énergie par ionisations et excitations successatedevient thermalisé, puis solvaté, |

(Pépin, 1994, 1996 Au cours de son ralentissement, il peut égalérsehir la réaction de

recombinaison géminée:
e +CH,OH" I - CH,OH" 3)
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*
CH3OH représente une molécule de méthanol excitée aquij peson tour, donner les

deux radicaux H "CH,OH (ou CHO’) ou encore une molécule d'hydrogeng e une
molécule de formaldéhyde,BO. Il a, par ailleurs, été avancé que I'électednpouvait

donner lieu, en compétition avec la solvatatiomea réactions chimiques et en particulier

réagir rapidement avec le méthanol pour produiretfCHO™ (Ferradini, 1990 :
CH30H[ M - H +'CH,OH (ou CH,O") 4)
CH,OH" M - H, +H,CO (5)

L’électron solvatée; a été détecté dans le méthanol liquide par rgdopulsée

(Taub, 1963 peu de temps apres la découverte de l'eélectrairaty ,,). Le temps

d'apparition d'une forme relativement stable dkeléron dans le méthanol a ~ 20°C est de
l'ordre de 6 a 10 pLhase, 1975 ; Wang, 1980 ; Kenney-Wallace, 1982at&l 1990, c'est-

a-dire environ dix fois supérieur au temps d'ajjaride €,,).
Les réactions suivantes sont envisageables, enétaiop avec la diffusion:
e, +CH,OH, I - H" +CH,OH (6)

La constante de vitesse de la réaction est= §,6 x 18° M's* (Baxendale, 1975

suivie par la réaction de disparition desdivante :
H® +CH,OH [ - H,+ CH,OH (ou CH,O") 7)

de constante de vitesse k 8,1 x 16 M*s* (Zhang, 199% soit un temps de demi-
réaction de 3,5 ns.

Le radical CHO' conduit par réaction avec une autre molécule deartl au radical

isomeére CH,OH, thermodynamiquement plus stable:
CH,0" +CH,OH [ - CH,0OH+'CH,OH (8)

La constante de vitesse de la réaction est: %6 x 16M™s™ (Ellison, 1972.
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Les électrons solvatés peuvent régir entre euxnsédoréaction de dismutation

suivante :
e, +e; 09 - H, +2CH, 0" 9)
D’aprés Fletcher et Richards, la valeur de la conistde vitesse de cette réaction est
de l'ordre de 3,3 x oM™ s (Fletcher, 1971 En adoptant la méme valeur, Johnson et
Salmon ont montré que cette réaction de dismutaksog, ne peut pas intervenir d’'une fagon

notable dans les zones hétérogedehr{son, 1977a ; Johnson, 197.7b)

Les électrons solvatés peuvent en outre réagifdesgplvant selon une réaction de

pseudo-premier ordre:
& +CH,OH [ - H" +CH,0" (10)
dont la valeur de la constante de vitesse est @oggéle a % =8,5 x 16 M™* s*

(Johnson, 1977a)Les électrons solvatés peuvent également réagir & radical CH,OH

selon la réaction suivante :
e +CH,0OH I - CH,O" (11)
La constante de vitesse de la réaction est=18,0 x 18 M™ s* (Johnson, 1977b

En compétition avec la réaction précédente, leceddCH,OH conduit a des produits
stables, tels que I'éthylene glycol (&3H), et le formaldéhyde ¥CO, tandis qu'une réaction
de neutralisation acido-basique intervient entsedes résiduel€H,O et CH,OH, :

CH,O + CH,OH, M - 2CH,OH (12)

La constante de vitesse de la réaction est=K,1 x 16° M s* (Fowles, 197}

L'ensemble du mécanisme précédemment décrit coaddés produits moléculaires
(Hz, (CHOH), et H,CO), ioniques (A sous la formeCH,OH,) et radicalaires &, , H et
‘CH,OH). Ces especes, comme nous venons de le vogisséat entre elles durant leur
coexistence. Les valeurs de leurs rendements diippane sont pas indépendantes et, a

chaque instant, vérifient une relation stoechiomégi traduisant la décomposition

radiolytique de la molécule de méthanol :
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G(e] ) + 2G(H) + G(H) = G(CH,OH) + 2G[(CHOH),] + 2G(H,CO) Ferradini, 1996

Pour un temps précis, il est difficile d’évaluerpérimentalement les rendements
radiolytiques, étant donné la complexité du mécaaisles réactions mises en jeu. En nous
basant sur les résultats obtenus par de nombraaxralBaxendale, 1972 ; Shiotani, 1976 ;
Lind, 1979 ; Getoff, 1992 ; Getoff, 1993 ; Zhan®94), les rendements radiolytiques a
I'étape homogene communément admis pour les patespespéces formées lors de la

radiolyse du méthanol sont répertoriés darisalgleau 3

Espece es H° CHO" ‘CHOH H, H2CO (CHOH).

Rendement (umol J') 0,20 0,10 0,36 0,44 0,56 0,20 0,32

Tableau 3 : Rendements radiolytiques des espéces radicatdiresléculaires formées lors
de la radiolyse du méthanol a I'étape homog@exéndale, 1972 ; Shiotani, 1976 ; Lind,
1979 ; Getoff, 1992 ; Getoff, 1993 ; Zhang, 1994

1I.3 RADIOLYSE DE L’ETHANOL

Les premiers résultats concernant la radiolyseéédieanol ont été publiés a la fin des
années 50Burton, 1958. Depuis ce temps, les chercheurs se sont inéyes$étude de la
radiolyse de ce solvant, et le travail de ces gudérnieres décennies consacré a I'étude de
I'éthanol, a permis d’accumuler une grande quanii&onnées expérimentalda(b, 1962;
Shiotani, 1976; Jin, 1996 ; Wang, 1999es progres considérables ont été faits permtaia
mieux comprendre le comportement de ce solvant saysnnement. En rassemblant les
résultats expérimentaux de la littérature, on aiegjue la radiolyse de I'éthanol est similaire
a celle du méthanol. A partir des résultats didplesidans la littérature a propos de ce sujet,

le schéma suivant a été adopté.

La premiére réaction de I'éthanol pur aprés abgorpt’'un rayonnement ionisant est

I'ionisation primaire :
CH,CH,OH ' - CH,CH,OH™ +¢e” (13)
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Elle est suivie par la réaction tres rapideré, 1988 de transfert de proton
CH,CH,OH" +CH,CH,OH - CH,CH,OH; +CH, CHOH ou(CH,CH,O") (14)

Simultanément a cette réaction, I'électron éjeetél gon énergie par ionisations et
excitations successives et devient thermalisé, solisaté €, ). Aprés I'étape de solvatation,

I'électron solvaté peut subir la réaction de recoraison géminée :
e, +CH,CH,OH" M - CH,CH,OH" (15)

Les réactions précédentes (13-15) aboutissent dormation de CHCHOH,
CHiCH,O', e, et CH,CH,OH; , elles sont en compétition avec les réactions sgu

produisent au cours de I'étape de diffusion :
e +CH,CH,OH" I - H" +CH,CH,OH (16)

et la réaction rapide de transfert d’hydrogeneagunduit a la formation du radical 1-
hydroxyéthyl (CH' CHOH : HER) :

H* +CH,CH,OH (I - H, + CH, CHOH (17)
de constante de vitesse - k 2 x 1dM's?

Le radical HER est trés présent dans la radiolgskéthanol, il peut aussi étre formeé
par isomérisation du radical éthoxyl :

CH,CH,0" +CH,CH,OH M - CH,CH,OH +CH, CHOH (18)

(constante de vitessegke 1,1 x 16 M s

Par recombinaison de deux radicaux HER, on obtlen?,3-butanediol et de

I'acétaldéhyde :
2CH3 CHOH [ — CH,CHO+ CH ,CH,OH (19)
2CH3 CHOH I - (CH,CHOH), (20)

Le rapport des deux constantes de vitesse egksd= 0,9 avec k= 7,5 x 1§ M st
En rassemblant les résultats obtenus par de nombrgeurs Taub, 1962 ; Shiotani,
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1976; Jin, 1996 ; Wang, 1999 ; Sun, 1998n peut donner les rendements radiolytiqgues a
I'étape homogéne (1D s) des différentes espéces radicalaires, (d, CH:CH,O',
CH3'CHOH) et moléculaires (1 (CHsCHOH),, CH;CHO) présentés dansTableau 4

Espece £ H" CH:CH,O"CH:"CHOH H; CH:CHO (CH:CHOH)
Rendement (nmol J') 0.17 0.15 0.30 0.38 0.47 0.24 0.21

Tableau 4: Rendements radiolytiques des espéces radicaktinemléculaires formées lors
de la radiolyse de I'éthanolr&ub, 1962 ; Shiotani, 1976 ; Jin, 1996 ; Wang, 999

II.4. COURBE DE DILUTION

En présence d'un soluté dans le milieu de radiolysdui-ci intervient dans le
processus de la radiolyse. Si le soluté est dite@dentration < 10M), il ne réagit qu’en
phase homogéne. Mais s'il est concentré, il petgnmenir dans I'étape diffusionnelle. Si le
soluté est encore plus concentré, il peut étrecineent ionisé par le rayonnement, c’'est ce
gu’on appel I'effet direct.

L’ensemble des réactions redox entre le solutéssespeces radiolytiques du solvant
se traduit par le rendement de disparition du éphutté G(-S) et donné par la formule (€q. 1).

La courbe représentant I'évolution de cette grandadonction de la concentration du

soluté S (courbe de concentration) a, dans la flalea cas, I'allure indiquée surfe&gure 16
(Ferradini, 1983.

G(-S)

v

(S]

Figure 16 : allure générale d’'une courbe de dilution.
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Le rendement de disparition du soluté G(-S) trallerisemble des réactions redox du
milieu de radiolyse. Toutefois pour que la captpae le soluté des espéces radicalaires soit
totale, il faut que celui-ci soit suffisamment centré pour inhiber les réactions des radicaux

entre eux ou avec les produits moléculaires.

On observe que le rendement croit jusqu’a atteinmirepalier correspondant a la
capture compléte, par le soluté, de 'ensembleedpeces radiolytiques qui ont été formées a
partir de la radiolyse du solvant. Le fait qu'adigrale rendement soit indépendant de la

concentration du soluté, constitue ce qu’on appelet de concentration.

II.5. REACTIVITE DES RADICAUX LIBRES AVEC L'OXYGENE

Le métabolisme normal de I'oxygene dans I'organigmoeluit des dérivés réactifs de
I'oxygéne (ou ROS pour reactive oxygen speciesudNte rentrerons pas dans le détail de ce
métabolisme, mais d'une maniére générale on sait des équilibres, biochimiques,
s'établissent pour favoriser 'effet positif pappeort a I'effet toxique. Un stress oxydant est
en fait un déreglement de cet équilibre et dansasdes ROS, intrinséquement tres toxiques,
vont produire de nombreuses réactions avec leurra@mement. L’irradiation produit un
stress oxydant, et l'irradiation en milieu non d&sava favoriser les réactions impliquant

I'oxygéne et ces dérivés réactifs.

En raison de sa solubilité dans tous les liquilesygéne omniprésent de I'air est un
soluté (dilué) particulier qui joue un réle trespiontant dans la radiolyse et en radiobiologie,
sauf si les échantillons sont sous vide ou désaéiréSsagit notamment avec de nombreux
radicaux R en formant par addition des radicaux peroxydes RAuDt la particularité est
d’amorcer une réaction en chaine détruisant d’'autnelécules RH. La peroxydation se
propage avec un rendement de destruction de RK aien supérieur au rendement des
especes primaires ayant formé. Re mécanisme est responsable, sous irradiatioen et
présence d'oxygene d'une forte dégradation des culdé notamment organiques,
polymériques ou biologiques. La concentration digxye dans I'eau en équilibre avec l'air
est de 2,5 x IHM, 'azote qui est aussi présent ne réagit pas secadicaux de radiolyse
(Baldacchino, 2004

Parmi les réactions les plus courantes en milieuadelyse, on trouve la réaction
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entre I'électron solvaté et I'oxygéne moléculaireup former l'anion superoxydeD,”

(Ruddock, 198)selon la réaction suivante :
€ +0, I - O, (21)

La réaction de I'oxygéne moléculaire avec les mdidibres organiques, issus de la
radiolyse des solvants, donne la formation desceact peroxydes qui sont relativement
stables {\Voods, 1994

R +0, [ - RQ, (22)
avec R="CH,OH pour le méthanol et GHCHOH pour I'éthanol

Dans le méthanolCH,OH, en milieu aéré et en présence de I'oxygéne amslieu
de radiolyse, réagit avec I'oxygene et donne lanfdion d’'un radical peroxyde suivant la

réaction suivante :
"CH,OH +0, [T " OOCH,OH (23)
La constante de réaction est; k 4,2 x 1dM*s* (Spinks, 199D

Aucun produit distinctif d0 a la réaction de €M avec I'oxygéne n’a été rapporté, il
semble cependant vraisemblable que cette réactiéene négalement a la formation du

peroxyde d’hydrogene 4, et de I'acide formique HCHO.

Dans I'éthanol, I'oxygéne réagit avec HER pour dande radical peroxyde

CH;CH(OH)OUJd, suivant la réaction suivante :
CH, CHOH + 0, I - CH,CH(OH)OO (24)

La constante de réaction est; k 4,6 x 1dMs* (Ferradini, 1989.

De la méme facon que dans le méthanol, le radieaixyde donne la formation de

I'aldéhyde, du peroxyde d’hydrogéne et de I'oxygene

Les radicaux peroxydes sont généralement moinsifiégae les radicaux desquels ils

sont issus, leur durée de vie est plus longue dUR ldt HER.
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Le radical peroxyde réagit cependant avec les mt#éade solvant en arrachant un
atome d’hydrogéne, pour former un hydroperoxyde :

RO, + RH I — ROH + R’ (25)

Les réactions 24 a 27, constituent une chaine detio@s type, responsables de

I'autoxidation d'une large variété de composésmirgees tels que le méthanol et I'éthanol.

La radiolyse de I'éthanol, en présence d’oxygenenné lieu a la formation
d’hydrogene, de peroxyde d’hydrogéne, d’acétaldétstdde 2,3-butanediol. Ces produits se
forment principalement apres la formation du radidBR. Le tableau suivant résume les
rendements des produits moléculaif@snés au cours de la radiolyse de I'éthanol, eliremi

saturé ou non en oxygene.

Produit G (produit) (umol.J)
Non Saturé en oxygeng Saturé en oxygene
H, 0,44 ~ 0,06
H>0- ~ 0,06 0,43
CH;CHO 0,20 0,27
2,3-Butanediol 0,17 0

Tableau 5 : Rendements radiolytiques des produits moléculasess de la radiolyse du

méthanol en milieu oxygén&ginks, 1990

On constate que le rendement des produits augreemelieu saturé en oxygene, ce
qui prouve le rdle de I'oxygéene dans la radiolysel’dthanol et la réactivité de HER avec

I'oxygene.

11.6. REACTIVITE DES RADICAUX LIBRES HMR ET HER

Les radicaux libres présents dans le milieu déohgsk ont tendance a réagir avec
toutes autres substances présentes dans ce milgsi,bien évidemment tous ne réagissent
pas de la méme facon et avec la méme vitesse.rkaativité est liee a plusieurs facteurs,
notamment leur durée de vie, leur rendement ratilijply et leur potentiel redox. En

comparant les rendements radiolytiques des espéeesives présentes dans le milieu de
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radiolyse tableaux 3 et 4, nous constatons que HMR et HER possédent |ledeneents
radiolytiques les plus élevés, suivis de leurs B@® centrés sur I'oxygene, et en troisieme
position se trouve HDes études expérimentales antérieures ont canfime HVMIR et HER
sont les radicaux les plus réactifs. Par exenlgla] et ses collaborateur&ind, 1979 ont
montré que l'oxidation de la bis-(p-methoxy-phetglluride en milieu méthanolique se fait
principalement par le radical HMR ; le mécanismeppsé montre la fixation de ce radical
sur I'un des cycles aromatiques en positioéta Les mémes conclusions ont été établies par
cet auteur pour I'éthanol. En revanche, la radmlgs la mélanine en milieu méthanolique et
éthanolique Dunford, 199%, montre que la mélanine est un bon piégeur déisaax centrés
sur le carbone (HMR et HER) et de leurs isomeérastrés sur I'oxygene (CHD' et
CHsCH,0). La constante de réaction mélanine - radicaux HUHER est de I'ordre de 10\

! s tandis que la constante de réaction avec leahd@ntré sur 'oxygéne est de l'ordre de
2,7 x 1d M.s. Ceci montre que les radicaux centrés sur le carlsont plus réactifs que les
radicaux centrés sur I'oxygéne, ce qui est en dcawec les rendements radiolytiques
proposés dans la littérature. Une autre étude miogar la radiolyse de l'acétophénone
(Haofang, 199% dans I'éthanol montre la formation de quatre pitsd de radiolyse.
L’analyse des structures de ces produits permetahelure qu’ils proviennent tous de
I'addition de HER sur le cycle aromatique et surfdaction cétone ; en revanche aucun
produit n'a été détecté montrant la fixation dedicaux centrés sur 'oxygéne. Que ce soit en
milieu désaéré ou non, le radical centré sur Ibas est plus réactif que son homologue
centré sur I'oxygene. Ceci a été mis en évidencdgaadiolyse de la baicaline en milieu
éthanolique Zhongli, 1995 & 1996 La baicaline est une flavanone glucosylée (gcide
Dglucopyranosiduronique-5,6-dihydroxy-oxo-2-phéaii-1-benzopyran-7-yl). En milieu
désaéré (absence d’oxygene), I'analyse des prothsiis de la radiolyse de la baicaline a
montré que HER est le seul radical qui réagit deebaicaline. En milieu aéré (présence
d’oxygene) HER réagit avec I'oxygéne présent dansilieu donnant la formation du radical
peroxyle. Ce dernier vient se greffer sur la banealAucun des produits issus de la radiolyse
de la baicaline ne démontre I'addition du radi@htcé sur I'oxygéne, que ce soit en milieu
désaéré ou non. Toutes ces études démontrenttéaréactivité et la forte implication du
radical HER avec le soluté. Nous leur accordonscdmaintenant une parenthése toute

particuliere.

Comme nous l'avons vu précédemment, les premiétages de lirradiation de

I’éthanol entrainent la formation d’'un radical étiloa partir d’'une molécule d’éthanol. En
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réalité I'arrachement d’'un atome d’hydrogéne sug molécule d’éthanol peut donner lieu a
la formation de trois isomeres : le radical éthok@H,CH.,O", isomeérel), le radical 1-
hydroxyéthyl (HER ouCH, "CHOH , isomere?) et le radical 2-hydroxyéthyl CH,CH,OH ,
isomere3). La stabilité relative de ces trois isomeresééitidiée théoriquement sur la base

d’'une approcheab initio (Curtiss, 1995 Deux conformeres ont été identifiés pour I'isoene

1, deux pour I et trois pour I, comme le montre IRigure 17.
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Ethanol

CHs;CH,O (1a) CH;CH,O' (1b)

CHs'CHOH (23) CHs'CHOH (2a)

) D

*CH,CH,OH (33) *CH,CH,OH (33) *CH,CH,OH (33)

Figure 17 : Conforméres identifiés théoriguement pour le rdddBR (2) et ses deux
isomeres ChCH,O’ (1) et"CH,CH,OH (3) (Curtiss, 1995
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Le tableau 6 récapitule les énergies relatives de chacun defonéres et montre
clairement la plus grande stabilité de HEXR 0,8 kcal/mol plus stable que son isomére centré
sur lI'oxygene {) et 7,0 kcal/mol plus stable que I'isomeBe Les mémes auteurs ont
théoriqguement démontré la plus grande stabilitélBR par rapport & son isomere centré sur

I'oxygéne Curtiss, 1991

MP2/6-31G(d) G2
CH:CH,O' (1a) 8.9 10.7
CHsCH,O' (1b) 8.1 9.8
CHs'CHOH (2a) 0.0 0.0
CH3'CHOH (2b) 0.3 0.3
"CH,CH,OH (33) 9.8 8.6
"CH,CH,OH (3) 9.1 7.6
"CH,CH,OH (3¢) 7.8 7.0

Tableau 6: Energies théoriques relatives des différents iseséu radical HER
Curtiss, 199).

L'isomere3 n'a pas été identifié dans les milieux de radielySomme nous l'avons
vu le radical éthoxyl (isomérd) a été identifié et il est probablement, commeritiéc
précédemment, directement formé par I'arrachementatbome d’hydrogéne sur la molécule
d’éthanol. Celui-ci est ensuite rapidement convertiHER (isomere2) par une réaction
exothermique. Cependamteter C. Burgers et Paul J. A. Ruttiokt récemment montré, pour
HMR, que cette isomérisation ne peut pas avoir éaeule » Burgers, 200h La barriere
énergétique de l'isomérisation @Bf > HMR a été calculée a l'aide de la méthode CBS-
QB3 et vaut 29,7 kcal.mdl Ils ont également montré que cette barriére iesindée jusqu’a
15 kcal.mot* en présence d’'une molécule de méthanol. Le radiegD" formerait alors un
complexe (CHO'---HO(H)CHs") au sein duquel lisomérisation serait catalysge,accord

avec la réaction (6) proposée [dlison.
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CHAPITRE I

MATERIELSET METHODES



MATERIELS ET METHODES

|. IRRADIATION

|.1. APPAREILLAGE

Le laboratoire de Biophysique dispose d’'un irragliatexpérimental de type Oris a
base de Cobalt 60, installé a la Faculté de PhaendacLimoges depuis 1987. Il est constitué

de barres de cobalt entre lesquelles le porte-&tibarpeut descendre.

Le débit de dose délivrée par la source de Coledlirdadiateur a I'instant t est donné

par la loi de décroissance radioactive:

D =D, exp(—%t)

Avec :
D est le débit de dose a 'instant t (Gy/s).
Doest le débit de dose a I'instant t = O (date ddhation de l'irradiateur).

T est la période de la source radioactiWéSPCo)=5,271ans: 1923,915  jours

Le 20 aolt 1987 (date d’installation), le débitddse dans I'air était o= 1,130 Gy/s.

A titre d’exemple, le 20 octobre 2005, une dosd@&Gy correspondait a 23heures et
11 minutes. La dosimétrie a été réalisée avec degillps a l'alanine et confirmée

annuellement par dosimétrie de Fricke.

1.2. CONCENTRATIONS UTILISEES

Pour éviter que l'effet direct (I'interaction rayeement-chalcone) ne se produise,
nous avons utilisé une gamme de concentration talen5 x 10 M a 10° M. Les
concentrations étudiées étaient : 5 M, 10* M, 2,5 x 10* M, 5 x 10° M, 10°M, 2,5 x
10° M, 5 x 10° M et 10° M.

En étude analytique les différentes molécules sohibilisées dans le méthanol ou

I’éthanol a plusieurs concentrations. Ensuite sedlent irradiées dans des tubes de 1 ml munis
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d'un septum, avec des doses allant de 0,1 kGy &@4 en milieu désaéré. Nous avons
désaéré les tubes en faisant barboter de I'héliemadgnt environ 20 minutes.

II. ANALYSES DES ECHANTILLONS IRRADIES

I1.1. PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CCM)

[1.1.1. Principe

La chromatographie sur couche mince consiste @plsur une feuille ou sur une
plaque (papier, silice, plastique ou autre) unettgade la solution et a faire éluer les produits
par un solvant ou un mélange de solvants (appeién8| I'éluant diffusant le long du
support. La tache migre sur la feuille plus ou reouite selon la nature des interactions
gu'elle subit avec le support et I'éluant. La CCM basée sur une interaction de type
électrostatique / liaison hydrogene. Le principe"dui se ressemble s'assemble”, souvent
rencontré en chimie permet encore d'expliqueraigidture des phénomeénes impliqués. Pour
simplifier I'explication, considérons dans un premitemps un support «neutre » et
considérons une goutte dans laquelle sont préggdn$seurs composés dont certains sont
polaires (P) et d'autre moins polaires, voire apega(A). Si I'éluant choisi est polaire, il fera
migrer plus facilement, « plus loin » sur la fegille composé P, ayant plus de facilité a
I'emmener dans la phase mobile. Considérons mainteque |'éluant est « neutre » et que
seul le support compte. Tout dépend alors de lar@ates interactions entre les molécules du
mélange et celles composant le support. Il s'agiegalement d'interactions de type liaison
hydrogene. Supposons un support donneur d’hydro@@nesi dans le mélange se trouvent
des composés accepteurs de liaisons hydrogenest(dRutres « indifférents » a ce type de
liaison (1), les premiers migreront moins facilehenhdonc « moins loin » que les composés

indifférents aux liaisons hydrogénes.

La situation est souvent bien plus complexe qule ckcrite dans les deux exemples
précédents. Il n'existe donc pas de théorie po@d¥8 permettant de choisir le bon éluant,

c'est lui le plus difficile a sélectionner, le soppétant généralement de la silice.
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11.1.2. Matériel

Une goutte de chaque solution est déposée sur GlaMtmue, les differentes plaques
utilisées sont :

v Silice : ALUGRAM" SIL UV3s, plaques de 20 cm sur 20 cm d’aluminium
recouvert de 0,2 mm de gel de silice 60 amdicateur de fluorescence Ly
v Polyamide : POLYGRAM POLYAMID-6 UV s, plaques de 20 cm sur 20 cm

de plastiques recouvertes de 0,1 mm de patigaavec indicateur de fluorescence
UVasa

v Cellulose : POLYGRAM plaque de 20 cm sur 20 cm de plastique recouverte d
0,1 mm de cellulose-CCM 6 WY,

La migration se fait dans une cuve en verre mdiue couvercle.

[1.1.3. Mode opératoire

Une fois le dép6t de la goutte terminé, on plagaldgue dans la cuve, on ferme et on
laisse I'éluant diffuser, la migration est stopjm¥eque le front d'éluant est arrivé a 1 cm du
haut de la plaque (cette opération prend 30 mirir@emyvmais dépend du support et de
I'éluant). Apres avoir été séchée, la plaque asilée sous lampe UV a différentes longueurs
d’'ondes. Dans le cas ou les produits n'absorbest @a procéde a une révélation avec la

vanilline sulfurique. Ce révélateur est préparéadiacon suivante :

1 g de vanilline est solubilisé dans 100 ml d’étliapuis on ajoute a la solution 1 ml

d’acide sulfurique concentré.

Afin de faire apparaitre les taches colorées,Pélateur doit étre appliqué en plusieurs
pulvérisations pour éviter toute formation de gelettes. La plaque est chauffée a 120°C

pendant 15 min environ.
Plusieurs mélanges de solvants sont utilisés, :dont
Mélange M1 : CHCI, / AcOEt/ MeOH :90/5/5
Mélange M2 : CHCI,/ AcOEt/ MeOH :96/3/1

Mélange M3 : AcOEt/ CEHCOOH /HCOOH /HO :100/10/51/5
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Certains mélanges de solvants sont retenus enidandes résultats des CCM et
utilisés en CCM centrifuge ou en chromatographrecstonne.

II.2. PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A HAUTE PERFORMARE
(CLHP)

[1.2.1. Principe

La CLHP est une technique dans laquelle les constituamtsrdélange se séparent en
fonction des vitesses auxquelles ils sont entratnésvers une phase stationnaire par une
phase mobile. La phase stationnast une phase qui reste en place, soit dans uoenl
soit sur une surface plane. La phase madslieune phase qui se déplace sur ou a travers la
phase stationnaire, entrainant les molécules dieec e

Dans le cas de la chromatographie en phase ligtideme dans toute méthode
chromatographique, la séparation des constituamtsrdélange est basée sur la différence de
distribution de ces constituants entre deux phasesmiscibles : la phase stationnaire et la
phase mobile (solvant seul ou mélange de solvamslistribution entre les deux phases est

caractérisée par le coefficient de partage K datphase stationnaire et la phase mobile :

Amobile Astationnaire

avec Cs: concentration du soluté dans dselstationnaire

QR

Cm : concentration du soluté dans lasphmaobile

Le facteur de sélectivii@ d'une colonne pour deux espéces A et B est dé&imime le
rapport des coefficients de partage &t Kg :
o= % 1)
B
Si le composé B a une grande affinité pour la plsésgonnaire et le composé A une
grande affinité pour la phase mobile, le composgera élué plus rapidement. Son temps de
rétention sera plus petit que le temps de réterdmB. Cette difféerence d’affinité pour les

deux phases est le principe méme de la chromatoigrap
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La CLHP est généralement associée a un détectéurLbl phase stationnaire est
balayée en permanence par un débit constant de phabile. Le mélange est injecté en
début de colonne et élué par la phase mobile. gotie de la colonne, les composés sont
récoltés en fonction de leur temps de rétentiole ehromatographe couplé a un appareil de
spectrophotométrie UV permet d'obtenir le spectké dés différents produits séparés. La
nature de la phase stationnaire et de la phasdearesiichoisie en fonction de la polarité des

molécules a séparer.

[1.2.2. Appareillages

Les solutions irradiées sont analysées par CLHBppareil utilisé est de marque
Waters équipé de :

v une pompe quaternaire modéle 600.

v un détecteur UV/visible a barrette de diodes PDA.9

v un contréleur modele 600.

Le systeme CLHP est combiné avec un logiciel (Miliegm) qui permet de gérer la

phase mobile de l'injection en cours, d’analysafeestocker les résultats ainsi obtenus.

[1.2.3. Mode opératoire

50 ul de chaque solution sont injectés avant eésapirradiation dans le systeme
CLHP en utilisant une colonne analytigue C18 puBpad& (10um : granulométrie des
particules, 250 x 4,6 mm : longueur x diametre).

La phase mobile est constituée de deux solvants :

v Le méthanol représente le solvai).(

v Le solvant B) est constitué du mélange eau / méthanol / acétcae : 79% /
20% / 1%.
Tous les solvants sont filtrés par des filtres @gm de diamétre de pore et dégazés avec de

I'hélium. Les analyses sont effectuées en utilisaugiradient linéaire suivant :
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Temps (min) | Débit (ml/min) A (%) B (%)
0 1 20 80
40 1 100 0

Les extraits de jus d’'orange étant trés richepreduits et complexes a analyser, nous
avons allongé la durée de la séparation pour avm@rmeilleure résolution et adopté un autre
systeme de gradient en augmentant la polarité gssgrement par plusieurs paliers. Le

systéme adopté est le suivant :

Temps (min) A (%) B (%)
0 0 100
10 0 100
20 20 80
30 20 80
40 50 50
50 50 50
60 80 20
70 80 20
80 100 0

Ill. PURIFICATION DES ECHANTILLONS IRRADIES

La purification des produits irradiés est effeetuEn plusieurs étapes en utilisant

différents supports, et selon la complexité destgmis.

I11.1. COLONNE OUVERTE

Alors que les autres méthodes chromatographiques labituellement employées
pour l'analyse et la séparation de trés faiblestipéa de produits, la chromatographie sur
colonne peut étre une méthode préparative, car palenet en effet la séparation des
constituants d'un mélange a partir d'échantillonatda masse peut atteindre plusieurs

grammes.
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[11.1.1. Principe

C’est une technique basée sur des phénoménesrpaois. La phase solide remplit
une colonne de longueur et de section variablescHantillon en solution est déposé en haut
de la colonne et la séparation des composantsteédell'‘écoulement continu d’'un éluant,
traversant la colonne par gravité. On peut utiisemme éluant un solvant unique. Les
molécules sont entrainées vers le bas a des \dtesm@ables selon leur affinité pour
'adsorbant et leur solubilité dans I'éluant. Lgpa@tion se développe en formant une
succession de zones cylindriques qui se séparanigeant vers le bas. A mesure que chaque
zone s’écoule de la colonne, on la récolte. La tidad’adsorbant dépend de la difficulté de
la séparation et de la masse d'échantillon. On pensidérer que pour chaque gramme
d’échantillon, il faut 30 a 50 g d’adsorbant sigalarité des composants a séparer est tres
différente et jusqu’a 200 g si la séparation efficde.

[11.1.2. Appareillage

Dans un premier temps, on fait un tri des molécyessentes dans I'échantillon
suivant leur taille a l'aide d’'une colonne ouvelte.taille de la colonne utilisée est de 800 x
20 mm avec le Sephadex LH20 (Sigma) comme phasierstaire, le solvant utilisé est le
méthanol et le débit est de 1 ml/min.

[11.1.3. Mode opératoire

v Remplissage de la colonne'est I'opération la plus délicate car le rempligsdoit
étre le plus homogene possible et exempt de bidle des surfaces inférieure et supérieure
de l'adsorbant doivent étre parfaitement horiz@®alLa colonne étant verticale, elle est
remplie aux deux tiers par le solvant, I'adsorbampoudre est ajouté en portions successives
dans la colonne a l'aide d’'un entonnoir, pendaudition on frappe continuellement sur les
parois pour obtenir un tassement maximal. Pendapériation, on doit veiller a ce que le

niveau de solvant soit toujours supérieur a cesuiatisorbant.

v Dépot des produits a analysesi c’est un liquide, il est déposé directementc]est
un solide, il sera dissous dans une quantité mimrda solvant. Ills doivent former une zone
cylindrique étroite dans le haut de la colonne.auste le niveau de solvant pour qu'il soit
juste au dessus de celui de l'adsorbant. On peadeplun verre fritté ou une rondelle de
papier filtre au-dessus de l'adsorbant pour préwBane remise en suspension de I'adsorbant.
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v Elution : on peut alimenter la colonne en continta@e d’'une ampoule de coulée
ou bien ajouter manuellement I'éluant. Les fragtisont récoltées en bas, a la sortie de la

colonne.

l11.2. CCM CENTRIFUGE

[11.2.1. Principe

La Chromatographie sur Couche Mince Centrifugesbggaussi cyclographe, est un
systéme de centrifugation permettant d’accélérer déparations en chromatographie sur
couche préparative. Elle combine les avantages faidade la CCM préparative et de la
chromatographie sur colonne, tout en donnant dgmratons efficaces et rapides.
L’échantillon est déposé a l'aide d’'une pipette o@le. Le solvant est ensuite envoyé a
I'aide de la pompe en méme temps que la rotatiomadée Figure 15). La force centrifuge
sépare les composés suivant leur affinité entreolache d’'adsorbant et le solvant. Les
COmposes ainsi séparés atteignent une rigole sxtéfieur ou ils sont collectés dans des
piluliers. C’est une technique qui permet de sépane grande quantité de produit, on peut

déposer jusqu’a 1 g de produits selon I'épaisseua ghlaque utilisée.
[11.2.2. Appareillage
L’'appareillage de CCMC est constitué de :

v Plague de séparation imprégnée de gel de silice Ipsuformance avec du sulfate

de calcium.
v Une pompe modele 8924.
v Un moteur qui permet de faire tourner la plaque

v Une lampe UV.

54



Bandes correspondantjs
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a des produits en voie
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D

dépot est effectué

Figure 18 : les différents composants d’'un cyclographe.

[11.2.3. Mode opératoire

Avant de débuter une séparation, il faut tout didbpréparer la plague de
séparation. Pour une plaque de 1 mm d’épaissefautil50 g de Si@qu’on mélange a 100
ml d’eau, on agite bien le mélange pendant 30 skxoenviron puis on I'étale sur la plaque
tout en la faisant tourner, ceci permettra d’awgie couche homogene. On laisse ensuite
sécher la plague a l'air libre pendant une nuitfioi le séchage a I'étuve a 70°C pendant 5
heures. Enfin a I'aide des lames on gratte la mggagu’a I'obtention du diamétre souhaité

(2 mm).

Une fois la plaque préte, elle est posée sur leecanadle rotation. L’échantillon a
purifier est solubilisé dans le minimum de solvgmiis déposé au centre de la plaque que I'on
fait tourner. Les débits usuels sont de 4 a 5 ml/ioa pompe permet de passer d’un solvant
faible a plus polaire au cours de la séparatiomjoet de séparer des composés de polarités
diverses. L'utilisation d'un solvant fort en fin afialyse élimine les composés fortement

absorbés.
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En se basant sur les résultats de la CCM analytigugoeut choisir le systeme de
solvants qui convient le mieux a la séparation @& produits, ce systeme dépend de la nature
et de la polarité des produits a séparer. En généts avons commenceé I'élution par le
mélange suivant : §8l;4 / CH,Cl,: 50 / 50. Des que la plague est complétement iéebie
solvant, on rajoute l'acétate d’'éthyle progressigam Lorsque les produits commencent a
sortir, on rajoute le méthanol progressivementg@@eest intéressant dans la CCM centrifuge,
est la possibilité de suivre I'élution des produigec la lampe UV a différentes longueurs
d’'ondes. Ainsi, on peut contrdler I'avancement d’produit par rapport & un autre en

changeant la polarité des solvants d’élution.

111.3. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A MOYENNE PRESSIONJLMP)

La CLMP est trés similaire a la chromatographiauitie sur colonne ouverte. La
premiere différence entre les deux méthodes est @ueme son nom l'indique, la CLMP
utilise la pression, en plus de la gravité powrties molécules. La deuxieme différence est la
possibilité d'utiliser plusieurs mélanges de sdisaet d'augmenter ou de baisser la polarité de
I'éluant en cours de séparation. Enfin en CLMPpeant suivre I'élution des produits a I'aide

d’'un détecteur UV que I'on peut brancher a la sadt la colonne.
Notre séparation par CLMP fait appel a un appag&Buchi comprenant :

v une pompe modéle 681.
v une colonne 460 x 26 mm.
v la phase stationnaire utilisée est le polyamide6ST0 um (Macherey-Nagel).

Le débit utilisé est de 5 ml/min.

l11.4. CLHP SEMI-PREPARATIVE

Cette technique de purification a été utilisée tes faibles quantités que I'on n’a pas
réussi a purifier avec les autres méthodes chrareghiques. La purification des produits de
radiolyse est effectuée a l'aide du méme systemelRCLen utilisant une colonne semi-
préparative C18 uBondapack (10 um : granuloméggephrticules, 100 x 25 mm : longueur
x diametre).

La phase mobile est la méme que celle utilisée lzocwlonne analytique.
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Le gradient adopté est le suivant :

Temps (min) | Deébit (ml/min) A(%) B(%)
0 5 20 80
60 5 100 0

V. ACETYLATION

Dans le but de pouvoir identifier le maximum deduits de radiolyse, on fait appel &
I'acétylation. Elle permet de modifier la polardés composeés ceci facilitera leur purification

en chromatographie.

V.1 PRINCIPE

Une réaction d’acétylation (dite aussi acylatioopgiste formellement a substituer
I'atome d’hydrogéne du group€®H par un groupement acyle-R0O-. On peut y parvenir en
effectuant la réaction entre Il'alcool et I'acideboaylique ou l'un de ses dérivés : halogénure
d'acyle, anhydride ou ester. La réaction avecd@let I'acide carboxylique halogéné est a la
fois totale et rapide. Nous nous proposons ici éiller la méthode d’acétylation par un

chlorure d'acétyle ou un anhydride acétique.

On effectue la réaction entre I'alcool et le chher d’acétyle ou I'anhydride acétique
en présence d'une amine tertiaire comme la pyridinda diméthylaminopyridine DMAP
(catalyseur de Steglich).

0

Py
/k\/u\ + WOH — -— /l\/u\
Cl - Pj.rH+Cl GW

Il s'agit d’'un mécanisme par addition-fragmentation

+ I'addition nucléophile de I'alcool sur le chlorudéacétyle conduit & un intermédiaire
tétraédrique |0|) —-

—— )J\ = R—0—L—FR
R—OH R
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« la fragmentation de cet intermédiaire fournit legprotoné

]
T o *
R_T_T_RI — R—?—C\f +
H m} H R

« en présence de pyridine qui joue le rble de pigg®#ons, I'acide précédent fournit
I'ester et le chlorure de pyridinium.

0 0
+ 4 P Y/
R—o—d — - R
[ - PyH i
4R R

Dans cette réaction, la pyridine est plus qu'unepe base. Elle joue aussi un réle cinétique.

C’est uncatalyseur nucléophile

Plus précisément, la réaction entre le chlorurecatide et la pyridine fournit un ion

acylaminium intermédiairk

Cet intermédiaire est plus électrophile vis a wsl'dlcool que le chlorure d’acétyle car |l

possede une charge positive.

ml) 1Dl

— ,J\+ R.. T +
R—OH + R M- EG/N\N i
d | = - | R| |
I
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En résumé, la pyridine joue ici un double réle :

« sur le plan cinétique elle permet Il'activation diocure d'acyle par formation de
l'intermédiairel
. sur un plan thermodynamique, c'est une base quidixions H.

Les alcools peuvent aussi étre acétylés par I'amthgcicétique qui est un agent acétylant plus

doux que les chlorures d’acétyles. Le mécanismnia deaction est tout a fait comparable.
0

(Ac),0
MGH —HCSH = )J\QM

V.2 MODE OPERATOIRE

Pour pouvoir identifier les composés de radiolyse plus polaires, et du fait de la
faible quantité contenue dans la fraction, noushavarocédé a l'acétylation d’'une fraction
issue de la 2',4’-dihydroxychalcone (10 mg). Cditaction est solubilisée dans 5 ml de
pyridine qui joue le rdle de catalyseur, 2 ml d'amfide acétique ont été ajoutés a la solution.
On laisse le mélange en contact a température atebpendant 48 h (le temps nécessaire
pour acétyler tous les groupements hydroxyles ptéseans la solution). Des CCM
analytiques de contrdle sont effectués toutes 26k, e qui permet de suivre I'évolution de
I'acétylation.
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V. IDENTIFICATION DES PRODUITS RADIOLYTIQUES

L’identification des produits majoritaires de rdgae est realisée par Résonance

Magnétique Nucléaire (RMN) et par spectroscopiendsse (FAB/LSIMS).

V.1. RMN

Les analyses RMN sont réalisées sur un spectroatker 400 MHz DPX Avance.

Les spectres protorfH) et carbone’fC) sont mesurés dans le méthanol et I'acétone
deutérés (CBDD et (C3)CO) en utilisant le tétraméthylsilane comme stathdaterne.

Les positions des différents protons et carbonat déterminées a partir des spectres

monodimensionnels et confirmées par les spectddsménsionnels :

e COSY:*H —*H Correlation Spectroscopy,
e HMQC: *H —*°C Heteronuclear Multiple Quantum Coherence,
e HMBC: *H —**C Heteronuclear Multiple Bond Correlation.

V.2. SPECTROSCOPIE DE MASSE FAB-LSIMS

Les spectres de masse haute et basse résolutiéteadalisés sur un spectrometre de
masse haute résolution MS/MS ZabSpec TOF de Micserpassédant une géométaBE
TOF (Secteurs magnétique (1) et électrique (2) avenpbede Vol Orthogonal) au Centre

Régional de Mesures Physiques de I'Ouest (Rennes).

Les spectres de masse haute résolution et basdatias ont été réalisés en ionisation
LSIMS (Liquide Secondary lon Mass Spectrometry) en mpositif a I'aide d’un canon
césium. L’alcool métanitrobenzyligue (MNBA) a ém@moyé comme matrice, les ions sont

accélérés avec une tension de 8000V.

La détermination des masses précises en hauteitiéaoést réalisee par balayage du
champ électrique en utilisant les ions du Polyéthgglycol (PEG) comme référence interne.
La précision obtenue est inférieure a 5 ppm. Lextsps MS/MS sont obtenus a I'aide du

second analyseur a Temps de Vol (TOF) en prenanéthane comme gaz de collision.

Les produits ont été solubilisés dans le méthahahteoduits par infusion, les pics

mesurés correspondent a I'ion [M+Na]
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VI. MESURE DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

VI.1 PRINCIPE

L’activité antioxydante des chalcones et de l'aciédmulique, ainsi des produits de
radiolyse identifiés au cours du ce travail estliéd@ en mesurant leur capacité a inhiber le
radical 1,1-diphényl-2-pycril-hydrazyl (DPPH). Cedical est un radical stable et son
inhibition mesure directement le potentiel redox aumposé. Aucun effet de chélation ne
perturbe la mesure du pouvoir redox, puisque quklseadical et la molécule testées sont en

solution. Ce n’est pas le cas par exemple lorsgmenhesure l'inhibition du radical hydroxyle
formé par la réaction de Fenton.( + F€*-> F&* + OH + OH). Dans ce cas, en effet,

I'activité de la molécule est soit I'action de peége direct du radical, soit un effet chélateur

des ions F&, et il est souvent délicat de séparer les deusriboitions.

Figure 19 : Structure chimique du radical DPPH

Ce radical est donc largement utilisé pour déteemifactivité antioxydante de
nombreux composés, comme les composés phénolifupsésente également plusieurs
autres avantages, tout d'abord il posséde un spectiractéristique en Résonance
Paramagnétique Electronique (RPE) et est facilehétetictable. De plus il est stable au cours
du temps et est utilisable avec de nombreux s@dvant

Le signal RPE de référenceigure 20) est obtenu en mélangeant, a volume égal, une
solution méthanolique du radical DPPH (5 X*M) avec le solvant utilisé pour solubiliser les
chalcones et les produits de radiolyse identifigs double intégration du signal obtenu est
proportionnelle a la quantité de radicaux libregspnts dans la solution. La diminution du
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signal obtenue pour une solution de DPPH et du yirodl tester mesure le pouvoir
antioxydant de ce produitFigure 20).

DPPH

DPPH+P];

DPPH+[P}

[PL. > [Ph 10C,

Figure 2C : Evolution du spectre RPE du radical DPPH en famctle la concentration
d’'un antioxydant P.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’itiibdu signal de référence par la

formule suivante :

ref — extrait
ref —bdf

%inhbition =

Avec :

v ref représente la double intégrale du signal de mé&recomposée du mélange
DPPH + solvant.
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v extrait représente la double intégrale du signal correspand la mesure du

mélange qui se compose de DPPH et de la solutiateicant le produit a tester.

v

bdf représente la mesure du bruit de fond occasionndepsolvant seul (sans

DPPH).

Le tracé de la courbe inhibition en fonction de dancentration permet la

détermination d'une G4 (concentration permettant I'inhibition de 50% dignal de

référence).

Nous avons utilisé un appareil de type BRUCKER EBBE pouvant délivrer un

champ magnétique de 3500 G.

V1.2 MODE OPERATOIRE

Nous mélangeons 50 pl d’une solution méthanoliuBEPH (5 x 18 M) avec 50 pl

du composé a tester a différentes concentratioasanélange réactionnel est agité a l'aide

d’'un agitateur électrique pendant environ 10 seesntl est ensuite introduit dans un micro-

tube en quartz de 100ul a I'aide d’'une micropipptiis placé dans la cavité de la RPE. 3 min

apres, les spectres sont enregistrés sur le spedne@en utilisant les parametres suivants :

v

v

v

modulation de fréquence : 100 kHz.
fréquence micro-onde : 9,78 GHz.
puissance micro-onde : 4 mW.
modulation d’amplitude : 1,97 G.
temps de conversion : 5,12 ms.
constante de temps : 10,24 ms.

Pour chaque composé a tester, cette manipulatibreféectuée avec différentes

concentrations et a température ambiante, chageermest réalisée 3 fois.
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CHAPITRE IV

RADIOLYSE DES FLAVONOIDES : ETAT DE L'ART



RADYOLYSE DES FLAVONOIDES :

ETAT DE L'ART

INTRODUCTION

La radiolyse des flavonoides a été étudiée dedusienrs années dans le méthanol
(solvant générateur du radical HMR), I'éthanol ¥solt générateur du radical HER) et des
mélanges eau-méthandiryntsevich, 2005 ; Marfak, 2002, 2003, 2DOAvant d’entamer la
radiolyse des chalcones, jai participé aux travauxla radiolyse des flavonoides en milieu
alcoolique. J'ai étudié l'influence de I'eau maissai le role de 'oxygene moléculaire dans la
dégradation des flavonols. Suite aux derniéressiiyations, nous Nous proposons ici de
décrire le comportement d’'une série de flavono(&&gure 21) en chimie sous rayonnement,
sur la base des travaux réalisés ces cinq derraa@reéesHryntsevich, 2005 ; Marfak, 2002,
2003, 2004, mais également sur la base de nouvelles expétatiens. Les chalcones sont
des flavonoides, mais ce sont des flavonoideststaliement « a part »F{gure 4). Nous
verrons par la suite qu'ils démontrent un compoeetn en chimie sous rayonnement,

différent de ceux présentés dans ce chapitre.

Lorsque les effets directs du rayonnement peugtrtnégligés (et c’est le cas pour
les concentrations inférieures & 7 x°1M1), les effets de lirradiation sont dus aux edfet
indirects, c'est-a-dire aux réactions chimiqueseelat soluté et les especes réactives présentes
dans le milieu (radicaux, ions, molécules réacj)iv€es especes réactives sont issues de la
radiolyse du solvant. On peut supposer que I'effetles flavonoides sera directement lié a la
capacité redox de ces composés.

Les flavonoides sont connus pour leur capacitéégep les radicaux libres. De
nombreuses études expérimentales d’activités am@okesin vitro ont permis d’établir les
relations structure-activitéCptelle, 1996 ; Rice-Evans, 1995 ; Cos, 1998 ;tRje200Q. Le
milieu de radiolyse est tres riche en nombreuspeces tres réactives que I'on ne retrouve

pas dans les stress oxydants tels qu’ils sont dell@ment étudié vitro et in vivo. Par
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conséquent, de nombreuses réactions radicalaigxsfignes vont pouvoir se produire. En
particulier, les réactions avec les radicaux cergé le carbone, produits par la radiolyse des
alcools (HMR et HER).

|. RADIOLYSE DES FLAVONOIDES EN MILIEU ALCOOLIQUE

Dans notre laboratoire, treize flavonoides paesguels des flavonols, des flavones,
des dihydroflavonols, des flavanones, des flavaris3et des flavonoides glycosides ont été
irradiés séparément dans le méthanol, I'éthantdsemélanges eau-méthanol. Il s'agit de la
guercétine, de la morine, du kaempférol, et dealargine (des flavonols), de la lutéoline, de
I'apigénine et de la chrysine (des flavones), ddabkdfoline (une dihydroflavonol), de la
naringénine et de I'ériodictyol (des flavanone®) la catéchine (une flavan-3-ol), de la rutine

et de I'astragaline (des flavonoides glycosideg)yre 21).

Ces molécules ont été choisies pour les différergpeelle présentent dans leurs
caractéristiques structurelles : la présence (a) doin groupe OH en position 3 du cycle C,
la présence ou non de la double liaison C2-C3,résgnce du groupement carbonyle en
position 4, et le nombre et la position des groupEissur le cycle B. Le comportement de ces
différentes molécules face au rayonnement nous giedfétablir la relation structure-activité
spécifigue au milieu de radiolyse et de présentsr mécanismes de dégradation des

flavonoides en milieu alcoolique.

Ces composés ont été irradiés a différentes coratiems (5 x 16M, 1 x 10*M, 2,5
x 10*M, 5 x 10*M, 1 x 10°M, 5 x 10° M) avec différentes doses allant de 0,2 kGy jusqu’a
20 kGy. Les solutions n’étaient pas désaéreesdetblg de dose était 0,22 Gy/s. Ces solutions

ont été ensuite analysées par CLHP.
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Flavonols (R=OH) Dihydroflavonols (ROH) Flavan-3-ols (ROH)

Quercétine: R=H, Ry=OH, R,=OH| Taxifoline: R-=H, Ry=OH, Ry=OH Catéchine: RH, Ry=OH, Ry=OH
Morine: R»=OH, Ry=H, Ry=OH
Kaempférol : R=H, Ry=H, R;;=OH

Galangine: R=H, Ry=H, Ry=H

_Flavanones ¢&H)
Eriodyctiol: R=H, R;=0OH, R,=OH
Naringénine: RH, Ry=H, R,=OH
Flavones (R=H)
Lutéoline: R=H, R;=0OH, R,=0OH
Apigénine: R=H, Ry=H, Ry,=OH
Chrysine: R=H, Ry=H, Ry=H

Flavones glycosides gRSucre)
Rutine: B-=H, Rgy=0OH, Ry,=OH
Astragaline: R=H, Ry=H, R;=OH

Figure 21 : Structures chimiques des treize flavonoides étuttiés notre laboratoire.

L’analyse des chromatogrammes obtenus avant e apaédiation de :

e la |lutéoline, I'apigénine et la chrysine (des fiaes : absence du groupe 3-OH),

e |a taxifoline (un dihydroflavonol : présence dwigpe 3-OH et absence de la double
liaison C2-C3),

e la naringénine et I'ériodictyol (des flavanonesbisence simultanée de la double
liaison C2-C3 et du groupe 3-OH),

e la catéchine (une flavan-3-ol : présence du gr@i@d et absence simultanée de la
double liaison C2-C3 et de la fonction 4-0x0),

e la rutine et l'astragaline (flavonoides glycosidébeydrogene du groupe 3-OH est

remplacé par un sucre),
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ne montre pas de modifications bien que ces naubifloides aient été irradiés a des doses
supérieures a 20 kGy.

Ces résultats montrent que les flavones, les difilgionols, les flavanones, les
flavan-3-ols et les flavonoides glycosides ne ggatient pas au cours de la radiolyse. A une
concentration de 5 x M, une dose de 14 kGy produit la dégradation totietous les
flavonols (quercétine, morine, kaempférol et galamy Les pics CLHP de ces flavonols
montrent que leur disparition est accompagnée dppdrition de nouveaux produits
radiolytiques. On constate également que la raskolge ces quatre molécules est un
processus qui dépend a la fois de la concentratiale la dose appliquée. Pour les faibles
concentrations (< I®M), une dose de 4 kGy (pour ™), voire 2 kGy (pour 5 x 10 M),
est suffisante pour causer la transformation tatia@léa quercétine en produits de radiolyse.
Nous pouvons d'ores et déja déduire que la préssincgltanée du groupe 3-OH et de la

double liaison C2-C3 est nécessaire pour engetaldgrgradation des flavonoides.

Les produits de radiolyse ont été purifiés par €Ls¢mi-préparative et identifiés par
RMN et spectroscopie de masse (FAB-LSIMS). Deuxdpits ont été identifiés pour chaque
flavonol et dans chaque solvant utiligégure 22). Les composés de radiolyse identifiés
constituent une nouvelle série de molécules apmamtea la famille des depsides. Trois types
de depsides ont été isolés :

0] depsides hydroxylés en position C-8 et possedamtfamction acide, obtenus

dans les deux solvants et dans les mélanges ednamoét
(i) depsides méthoxylés en position C-8 obtenus dameibanol.

(i)  depsides éthoxylés en position C-8 obtenus datiahél.
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Les familles de depsides formés:
T depside fdroxyylé R = OH
~ /3'\4 e depsideméthoxyléR = OCH,
|| depsideéthoxylé R = OCHCHs
5

HO_ /\ o Les flavonols méres:
Il quercétine : R=H, Ry=0H, R,=OH
N N g morine: R=OH, Ry=H, Ry=OH
(l)H lo kaempférol: R=H, Ry=H, Ry=0H
galangine: R=H, Ry=H, Ry=H

Figure 2Z : Structure chimique des produits de radiolyse iskess différents flavonols.
Depsideanéthoxylés (R = OCkJ dans le méthanol, depsidéhoxylés (R = OCKCH3)
dans I'éthanol et depsides hydroxylés (R = OH) dassdeux milieux de radiolyse. La

formation de ce dernier groupe est favorisée esemee de I'eau en milieu de radiolyse.

En spectroscopie d’absorption UV, les flavonolspréent deux bandes d’absorption :
la premiére bande entre 350 nm et 385 nm reprétdataonjugaison entre les cycles B et C,
et la deuxiéme bande allant de 240 nm a 280 nmggeptant la conjugaison entre les cycles
A et C Markham, 1989 Une augmentation dans le nombre de groupes kyiéo sur le
cycle B induit un déplacement de la premiére bated® nm a 10 nm.

Les produits de radiolyse présentent deux nouvbhesies d’absorption entre 270 nm
et 298 nm, et entre 222 nm et 227 nm, remplacapieaivement la premiere et la deuxieme
bande. Ceci prouve la disparition des conjugaigme les cycles B et C, et entre les cycles

A et C, c’est a dire I'ouverture du cycle C darspeoduits de radiolyse.

Les flavonols sous rayonnement gamma se transfardosc en produits de radiolyse,
les depsides. Ce sont les produits majoritairesdégradation dans le méthanol de la
guercétine, de la morine, du kaempférol et de langgne. A la différence des flavonols, les
depsides sont dépourvus du cycle pyranique (C)r kgucture chimique est constituée de
deux cycles aromatiques A et B et different entua @ar le nombre de groupements

hydroxyles sur le cycle B. Nous constatons quealés< cycles aromatiques A et B n'ont pas
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été touchés par les rayonnements gamma. Les psataijoritaires (formés en plus grande
guantité) sont caractérisés par la présence d'anetibn ester en C-8, remplacée par une

fonction acide pour les produits minoritaires.

Comme nous l'avons mentionné dans le deuxiéme itchaparmi les espéces
radicalaires qui peuvent réagir avec le solutérddicaux HMR, pour méthanol, et HER pour
I'éthanol sont de bons candidats pour expliquerékkctivité avec les flavonoides. Ce sont
généralement les radicaux les plus impliqués dassréactions redox avec les solutés
(Chapitre 1I). Il peut arriver, également, que usomeres, centrés sur |'oxygene,
interviennent dans des réactions d’addition avecrddicaux intermédiaires issus des solutés.

Nous re-discuterons de ce point dans la radiolgsectialcones.

Pour nous rapprocher des conditions physiologigxesant dans les fruits et Iégumes
et pour étudier I'influence de I'eau dans ces mistaes de dégradation, nous avons introduit
de I'eau dans le milieu de radiolyse. Les mémesofials ont été irradiés a différentes doses
(de 0,2 a 20 kGy) dans des mélanges eau/méthaeold®s proportions : 10/90, 15/85, 20/80
et 25/75 (seuil de solubilité des flavonols). Pobaque mélange, I'étude est effectuée avec
quatre concentrations (5 x 1, 10* M, 5 x 10* M et 5 x 10° M).

Les chromatogrammes CLHP enregistréigre 23), & 5 x 10 M et 14 kGy,
montrent la présence des mémes pics que ceux sbtEms le méthanol (R = OGQHEN
revanche, la surface du pic CLHP correspondantawhde ces composés varie en fonction
de la quantité d’eau présente dans le milieu déolss#. Lorsque la proportion d’eau
augmente, la disparition des flavonols et |la foramatles depsides méthoxylés (R = Qfeh
C-8 (produit majoritaire) diminue. En contreparteeformation des depsides hydroxylés (R =

OH) (produit minoritaire) augmente.
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Figure 23 : Chromatogrammes du kaempférol & 5 ¥ M), (A) dans le méthanol)
avant irradiation, et dans des mélanges eau/mdth@)c0/100, C) 10/90,
(D) 15/85, E) 20/80, F) 25/75 irradiés a 14 kGy. Le débit de dose ex2 G¥/s.
Depside hydroxylé (R = OH), depside méthoxylé (RGH;), enregistrés a 280.
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Lorsque la radiolyse est effectuée dans un mél@tgeé5 (seuil de solubilité des
flavonols), le depside méthoxylé n’est plus magréd puisqu’il est formé en quantité quasi
égale a celle du depside hydroxylé. L'ensemble e résultats montre que l'eau et par
conséquent les radicaux hydroxyles ne participexst @ l'initiation de la dégradation des
flavonols, mais participent a la formation des d#gs hydroxylés. En effet, la présence d'eau
dans le milieu de radiolyse participe notammentaggimentation de la concentration des
radicaux'OH et conduit & une baisse dans la concentratisnedpéces radiolytiqgues des
alcools. Donc, bien que les flavonoides soientreae comme de bons piégeurs des radicaux
"OH, la baisse du rendement G de disparition de®sflals indique que les radical®H ne
participent pas probablement a la premiére étapedé@gradation des flavonols, mais
pourraient bien participer a la formation des degsihydroxylésKigure 24). Pour expliquer
la présence de ce composé, minoritaire dans defics® alcooliques, on peut supposer la
présence de radicalOH en faibles concentrations. Rappelons que cdsdaes études ont

été réalisées en milieu non désaéré.

o ® ) ®)
0,40 quercétine o 0,404 kaempférol

o
w
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5 5
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Figure 24: Variation des rendements radiolytigues des flal@nauercétine AX),
kaempférol B), morine (C), galangine D) et leurs produits de dégradation
correspondants Aj depside hydroxylé, o) depside méthoxylé en fonction du

pourcentage d’eau présente dans le mélange eaammoéth
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II. ROLE DE L’'OXYGENE DANS LA RADIOLYSE DES FLAVONOLS

En solutions non désaéreées, I'oxygene molécufeerg participer aux processus de
dégradation des solutés en milieu de radiolygaoKgli, 1995 et 1996 Selon le
comportement expérimental des flavonoides en mdieoolique aéré et sous rayonnement
gamma, nous pouvons proposer que la deuxiéme éiapaécanisme de dégradation soit
I'addition de I'oxygeéne moléculaire sur la positiBr2. Pour confirmer cette hypothése, nous
avons irradié des flavonols en milieu désaéré.Figure 26 représente la variation de la
concentration de la quercétine en fonction de lsedappliguée en présence (milieu non
désaéré) ou non (milieu désaéré) de I'oxygene ratdie. Aucune dégradation du flavonol
n'est observée dans les solutions privées d’oxygeinee, méme pour des doses supeérieures a
20 kGy.

0 T T T T
0 5 10 15 20
dose (kGy)

Figure 26 : Evolution de la concentration de la quercétindagrction de la dose

d'irradiation, en solution alcoolique & 5 x A0 de concentration, en milieu

désaéré L) eten milieu non désaéray .

Une étude récenteH(yntsevich, 200b portant sur la radiolyse d'une série de
flavonoides en milieu éthanolique désaéré a égalemmntré que les flavonols ne se
dégradent pas, confirmant le role principal de Jgane moléculaire dans le mécanisme de
dégradation de ces composés. En revanche les sauatirmontré une dégradation des
flavones (absence du groupement 3-OH) et des ftanem(absence de la double liaison et du
groupement 3-OH), indiquant un réle protecteur’ deygéne possible pour ces deux groupes

de molécules. Aucune dégradation n'a été obseruéecq soit en milieu non désaéré ou
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désaéré pour les dihydroflavonols (absence de uhlddiaison et présence de 3-OH). Cette
étude est réalisée dans des conditions (concemtsatt doses) différentes des nétres, en
mesurant le rendement radiolytique de I'acétaldélstddu 2,3-butanediol, formés a partir de

HER selon la réaction suivante:

~—__» CH,CHO+C,H.OH
2CH; CHOH — |

L, CH,CH(OH)CH(OH)CH,

Les flavonols en milieu désaéré réagissent ageadical HER selon les réactions

suivantes :

FIOH +CH, CHOH - FIO" +CH,CH,OH

FIO® +CH, CHOH - FIOH +CH,CHO

La non réactivité des flavonols en milieu désaaét s’expliquer par la conjugaison
de la molécule qui la rend plus stable que lesofi@e ou les flavanones ou la conjugaison a
disparu. La radiolyse de I'acide caféique en miliggaéré montre une forte dégradation, qui
peut étre expliquée par I'addition directe du ratldER sur la double liaison. D’autres études
(Zhongli, 1996 ont montré le réle de la double liaison dansrtecpssus de dégradation de la
baicaline. Dans ce cas les auteurs proposent égategque le radical HER puisse attaquer la
double liaison &-C; de la baicaline. Les flavonols ont donc démordté tapacité a piéger

les radicaux HER.

[ll. MECANISME DE DEGRADATION DES FLAVONOLS

Nous proposons maintenant les mécanismes dedraregfon des flavonols en milieu
alcoolique non désaéré. La premiere étape de tnanafion est I'attaque de HMR ou HER
qui arrache le proton du groupement hydroxyle esitppm 3. Le calcul des énergies de
dissociation (BDE pour bond dissociation enthalpie$ groupements OH, en présence d’un
solvant, montre la facilité a rompre la liaison Qdti groupement 3-OH (vokigure 23 dans
le cas de la quercétine). Cette étape est suividap@rmation d’'un radical phénoxyle pour

lequel la densité de spin a été calculée et vadt €yr 'atome C-2Kigure 24), indiquant une
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forte réactivité de cet atome dans ce radical pkyaoCe déplacement n’est rendu possible
gue par la présence de la double liaison C2-C3.

82.2kcal/mol
OH

OH 79.6kcal/mol

89.7kcal/mol
HO (6]

OH
OH o} 79.5kcal/mol

91.8kcal/mol

Figure 27 : BDE des groupements OH de la quercétine
(calculs PCM-(U)B3P86/6-311+6(d,p]x6uillas, 2009

0.44

0.32

Figure 28 : Densité de spin du radical formé apres « arrachemele I'atome

d’hydrogéne du groupe 3-OH de la quercét{ieouillas, 2005

En milieu non désaéré (présence d’oxygene), laidmexétape est la formation d’'un radical
peroxyde, par addition d’oxygene en C-2. Deux cimsméactionnels sont alors envisageables
(Figure 29) :

v Le premier propose un réarrangement du radicalxgdeopar liaison de I'oxygéne
terminal avec I'atome C-3. Une rupture double d@isdns dans ce radical intermédiaire peu
stable, suivi de I'addition d’un radical RFigure 29) explique la formation du depside.

v Le deuxiéme chemin réactionnel propose I'additiamdadical H sur le radical
peroxyde pour former un peroxyde d’hydrogene. hestin O-O de ce composé intermédiaire

peut alors se rompre formant un radical’RBlgure 29) qui va se stabiliser par rupture de la
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lisison C2-C3, ouverture de I'hétérocycle central agldition de radicaux centrés sur
I'oxygene et présents dans le milieu de radiol Y&, *“OCH,CH; ou*OH) et formation du
depside.

La compréhension compléte du mécanisme de dégvaddés flavonols fait I'objet
d’'une étude théorique soumise a publicatidfrée Radical Biology & Medicineet effectuée
dans le cadre de la thése de David Kozlowski. Gdttde semble privilégier la deuxieme voie

puisque I'addition de Hest probablement favorisée dans le milieu de rgskol
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HMR/HER

OH (¢}

Flavonols

RO

(R'=H, CH, CH,CHy)
HO. OH o
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OH (e]

Les familles des depsides formés: Les flavonols meres:
depsidehydroxylé: R = OH quercétine : R=H, Ry=0OH, R,=OH
depsideméthoxylé R = OCH morine : R.=0OH, Ry=H, Ry=0OH
depsidesthoxylé R = OCHCH; kaempférol : R=H, Ry=H, R;=OH

galangint: Ry=H, Ry=H, Ry=H

Figure 29 : Mécanismes réactionnels proposeés pour la formalgsndepsides a partir

des flavonols quercétine, morine, kaempférol eangihe.
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CHAPITRE V

RADIOLYSE DES CHALCONES DANS LE METHANOL ET

L'ETHANOL



RADIOLYSE DES CHALCONES DANS LE
METHANOL ET LETHANOL

INTRODUCTION

Nous venons de le voir, I'étude de la réactiviéé dlavonoides en milieu de radiolyse
montre que certains d’entre eux se dégradent. @ a amené a étudier la réactivité des
chalcones, dans les mémes conditions, avec lesasspadiolytiques des alcools, notamment
celles formées durant la radiolyse du méthanoleet'@hanol. C’est cette étude que nous
présenterons dans ce chapitre. Six chalcones etdimgrochalcone ont été irradiées

séparément dans le méthanol et une dans I'éthanol.

|. RADIOLYSE DES CHALCONES DANS LE METHANOL

l.1. RADIOLYSE DE LA 2,2',4-TRIHYDROXYCHALCONE EN MILIEU
DESAERE

Nous avons irradié des solutions méthanoliqguesad@g,2’,4’-trihnydroxychalcone a
différentes concentrations (5 x1®, 10*M, 2,5 x 10°M, 5 x 10*°M, 10°M, 2,5 x 10°M, 5
x 10°M, 102 M) et & différentes doses allant de 0,1 kGy jus@4&Gy. Nous avons désaéré
les solutions en faisant barboter de I'hélium, pusdié ces solutions avec un débit de dose
est de 470 Gy/h. L'analyse est effectuée par CLHReCCM analytique.

La Figure 30 représente les chromatogrammes d’'une solution Esaie la 2,2',4'-
trihydroxychalcone @ 5 x TOM non irradiée (le contrdle) et irradiée avec Hsses
suivantes : 4 kGy, 8 kGy et 12 kGy. Nous observgue la hauteur du pic de la 2,2',4'-
trihydroxychalcone (temps de rétention:=t 26 min) diminue en fonction de la dose
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absorbée. De nouveaux pics apparaissent, ils iadida formation des produits de radiolyse.
Presque 50 % de la 2,2',4-trihydroxychalcone edgrddée et transformée en d’autres

produits a une dose de 8 kGy, et la dégradatiorptaimest effective pour 12 kGy.

Absorbance

Absorbance

1.50 1.50
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[¢}]
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Figure 30: Chromatogrammes obtenus par CLHP, enregistré® a28 d’'une
solution de la 2,2’,4"-trihydroxychalcone (5 x 10/) avant et aprés irradiation

avec des doses de 4 kGy, 8 kGy et 12 kGy, enuntlésaéré.
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Pour les faibles concentrations (2,5 X*1M), une dose de 0,75 kGy est suffisante
pour causer la dégradation totale de la 2,2',fytroxychalcone Kigure 31). Nous

constatons donc que la radiolyse est un processugegend a la fois de la concentration et

0.08 0.08
0 kGy Chalcon 0,25 kGy

0.06 0.06
8 3
= c
3 S Chalcon
= 0.04- 2 0.04-
9 o
3 3
< g

0.02 0.02

0.00 \ e \ 0.00 —= \ \ \
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2 (%2}
2 2
<

0.02- 0.02 - kﬁhalc;

0.00 ‘ ‘ ‘ 0.00

0 10 20 30 4 0 10 20 30 40
Temps(min) Temps(min)

Figure 31: Chromatogrammes obtenus par CLHP, enregistrésOang8 d’'une
solution de la 2,2’,4"-trihydroxychalcone (2,5 x1®) avant et aprés irradiation

avec des doses de 0,25 kGy, 0,5 kGy et 0,75 kGgikeu désaére.

On peut noter que pour le pic élué a 12 min, gbatipour les faibles concentrations
(Figure 31), ce pic subit une légére diminutioriblessur les deux chromatogrammes obtenus
a 0,5 kGy et 0,75 kGy. Ceci peut étre expliquélpaniadiolyse du produit €lué a 12 min et

nous conduit & ne pas exclure la possibilité dediolyse de la radiolyse » .
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|.2. PURIFICATION DES PRODUITS RADIOLYTIQUES DE LA,2'4'-
TRIHYDROXYCHALCONE

Pour identifier les produits de radiolyse plusiew@tapes de purification sont
nécessaires. Pour ce faire, 200 mg de 2,2’ ,4'dntwyychalcone sont dissous dans le
méthanol & une concentration de 5 20, et irradiés a une dose de 13 kGy, ce qui permet
d’avoir une dégradation totale de la chalcone. hi@matogramme obtenu est semblable au
chromatogramme enregistré a 12 kGygure 30) en étude analytique. L'irradiation est

réalisée en milieu désaéré.

[.2.1. Etape 1 : colonne ouverte

La premiére étape de purification des produitsaditolyse est réalisée a I'aide d’'une
colonne ouverte de sephadex (LH20), cette phasegbate séparer les molécules en fonction
de leur taille. Dix huit fractions ont été récokéa la sortie de la colonne et analysées par
CLHP et CCM. Aucun produit pur n'a été récupéréisslie de cette étape. Les fractions
intéressantes qui contiennent les pics majoritagesgui ont un profil similaire ont été
regroupées dans le but de réaliser une deuxiemaradgm. Le chromatogramme du

regroupement est représenté sufitpure 32

1.50

1.00

Absorbance

0.50

0.00 T T ‘
0 10 20 30 40

Temps (min)
Figure 32 : Chromatogramme obtenu par CLHP analytique desidrescregroupées

issues de la colonne ouverte de sephadex.

Nous constatons que la colonne ouverte de Sephades a permis d’éliminer
I'ensemble des produits élués entre 19 et 26 markigure 32 présente le chromatogramme
des fractions regroupées. La suite de la séparatitisera la CCM centrifuge pour les

fractions regroupées.
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[.2.2. Etape 2 : CCM centrifuge

Cette méthode de purification se base sur une tiéparpar polarité. Vingt et une
fractions ont été récoltées, évaporées sous vigesgies puis analysées par CCM et CLHP.
Une analyse CCM de toutes les fractions révele sixial’entre elles ne contiennent qu’'un
seul produit chacune. Les rapports frontaux depoeduits Tableau 7) montrent que I'on est
en présence de six produits différents n®é6 = 1 a 6). L'injection de ces six fractions en
CLHP donne un résultat inattendu : une séparatiomsrprécise qu'en CCMR1 et P2 sont
élués quasiment au méme temps de rétention (16 deénpéme qul3 etP4 (17 min), etP5
etP6 (12 min).

Le tableau 7récapitule les masses obtenues pour chaque pridtémps de rétention

(t,) et le facteur de rétention (rapport frontal. R

N° de produit Masse obtenue Temps de rétention Rapport frontal
(mg) (t,) (min) (Ry)
i 8,5 16 0,42
i 7.2 16 0,47
i %7 17 0,45
i 5,6 17 0,28
i 2,7 12 0,86
i 2,4 12 0,81

Tableau 7: Masses obtenues, temps de rétention (obtenus éfP)Cét rapports frontaux
relevés sur silice en utilisant le mélange M1 :,CH/ AcOEt/ MeOH : 90 /5 /5 (décrit dans

matériels et méthodes).
Les masses indiquées dangdbleau 7représentent la quantité de chaque produit pur.

Toutefois on doit noter la présence de ces prodiaits d'autres fractions, démontrant que les

guantités formées de chaque produit sont supéseule masse indiquée dansdbleau 7.
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|.3. IDENTIFICATION DES PRODUITS RADIOLYTIQUES DE A 2,2',4'-
TRIHYDROXYCHALCONE

[.3.1. Spectre UV
Le spectre UV des chalcones présente deux bandésalption entre 320-370nm

(bande 1) et 220-254 nm (bande IDHar, 1981 ; Mabry, 1970). Elles sont liées a la présence
des deux groupements benzoyle et cinnamoyle. LectrgpeUV de la 2,2',4'-
trihydroxychalcone est donc caractérisé par demxiés d’absorption centrées autouiegax

= 366 nm et\omax = 253 nm, ainsi que par un épaulement a 312 Rigule 33). Nous
constatons que pour les produits de radiolyseatal® | a 366 nm a disparu. Ceci indique que
la conjugaison totale de la molécule n'a plus lieaigui semble indiquer la disparition de la
double liaison au cours de la radiolyse. Pour leslyts P1, P2, P3 et P5, une nouvelle
bande d’absorption apparait entre 277 et 281 nnpquirait étre attribuée au cycle B non
conjugué. PoulPP4 et P6 notons la disparition de I'épaulement a 312 nm egti d0 a la

conjugaison entre le cycle B et le groupement aayleofFigure 33).

Absorbance

............ % o FE 0% @ s om @0 mmm—— e w0 o

- f f f

250 300 350
Longueur d’onde (nm)

Figure 33: Spectres UV de la 2,2’,4’-trihydroxychalcone (—3-et des produits de
radiolyse: {——— B1, P2 P3etP5; (- )P4, (—--— P6 aune
concentration de 5 x TMm).
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[.3.2. Spectres RMN des produits P1, P2, P3, P4, B6P6

Les composés formés au cours de la radiolyse @2la’'-trihydroxychalcone sont
identifiés par RMN*H, *C, COSY, HMQC et HMBC.

I.3.1.a. Produit P1

Le spectre proton'H de P1 Tableau 8 montre la présence de sept protons
aromatiques et cing protons aliphatiques :

v Quatre d’entre eux sont détectés a 6,81 ppmg(H-3,01 ppm (H-4) ; 6,75 ppm
(H-5g) et 7,20 ppm (H-§), ils sont attribués au cycle aromatique B.

v Trois autres protons sont détectés a 6,28 ppmajH-&42 ppm (H-&) et 7,91 ppm
(H-64) montrant la présence du deuxieme cycle aroma#que

v Cing signaux correspondant aux protons aliphatiquasgroupe oxyméthyléne a
(3,90 ppm et 3,81 ppm, H-4), un groupe méthyle@ali carbonyle (3,52 ppm et 3,42 ppm,
H-2) et un groupe méthine (3,82 ppm, H-3). Les tmss de tous ces protons sont
déterminées a partir du spectre COSY du couplagiempproton Tableau §).

Le spectre carbonEC Jmod (Tableau 8 est constitué de seize signaux, quatre sont
attribués a la partie aliphatique et les douzesaudrla partie aromatique:

v La partie aliphatique est constituée d’'un carbergiaternaire (205,3 ppm, C-1),
un carbone tertiaire C-lié (40,4 ppm, C-3), un cadbsecondaire C-lié (39,6 ppm, C-2) et un
carbone secondaire O-lié (65,8 ppm, C-4).

v La partie aromatigue est constituée de cinq cabauaternaires, dont trois sont
O-liés (156,2 ppm, Cg2; 165,6 ppm, C-2; 166,4 ppm, C-4), deux sont C-liés (129,7 ppm,
C-1z ; 114,3 ppm, C-d), et sept carbones tertiaires (116,8 ppm,zG-328,3 ppm, C#;
120,5 ppm, C-5; 130,0 ppm, C6; 103,6 ppm, C-3; 108,8 ppm, C-b; 133,9 ppm, C-H.

Les positions de tous les carbones sont détermiadestir des spectres HMQC et
HMBC du couplageéH-*C (Tableau 9.

Finalement P1 est identifie comme un nouveau diarylbutanone {2,4-

dihydroxyphényl]-3-(2-hydroxyphényl)-4-hydroxy-buatane Figure 34).
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Positon  'H COSsY “C  HMBC

P1

Cycle-B

1 129,7

2 156,2

3 6,81dd (8,0;1,2) Hgd H-5 116,8 C-};C-5

4 7,01ddd (8,0;7,5;1,7H-3g; H-55; H-6s 128,3 C-3;C-6

5 6,75 brddd (7,5 ; 1,2) Hg3H-45; H-6g 120,5 C-};C-3%

6 7,20dd (7,6 ; 1,6) Hgd H-55 130,0 C-3;C-g;C-4

Cycle-A

1 114,3

2 165,6

3 6,28 d (2,4) H-§ 103,6 C-4;C-5,

4 166,4

5 6,42 dd (8,8 ; 2,4) Hx3 H-64 108,8 C-};C-3,

6 7,91d (8,9) H-§ 133,9 C-1;C-2;C-4,

butanone

1 205,3

2 3,52 dd (16,2 ;5,9) H-2 ; H-3 39,6 C-1;C-34CC-1,;C-1;
3,42dd (16,2 ;7,4) H-2 ; H-3 39,6 C-1;C-34CC-14;C-15

3 3,82 m H-2 ; H-4 40,4 C-1;C-2;C-4;@:XC-2;C-65

4 3,90dd (12,3;7,7) H-3; H-4 65,8 C-2;CG1s
3,81 m H-3; H-4 65,8 C-2;C-3;G1

P2

Cycle-B

1 129,1

2 156,5

3 6,74 brd (7,7) H« H-55 116,5 C-3}; C-5

4 7,00ddd (7,8 ; 1,4) Hg3 H-5s ; H-6g 128,6 C-2;C-6

5 6,73 brt (7,7) Hs3; H-4;H-6s 120,6 C-};C-3

6 7,11dd (7,8 ;1,2) Hgd H-55 130,1 C-3;C-2;C-4

Cycle-A

1 1145

2 166,4

3 6,21d (2,3) H-§ 103,6 C-};C-5

4 166,2

5 6,32 dd (8,9; 2,3) Hx3; H-645 109,0 C-%;C-3,

6 7,79d (8,9) H-B 134,0 C-1;C-2;C-4

butanone

1 205,8

2 3,41dd (15,6 ; 7,5) H-2 ; H-3 40,2 C-1;C-34CC-1,;C-1z
3,32 dd (15,6 ; 5,8) H-2 ; H-3 40,2 C-1;C-34CC-1,;C-15

3 3,74m H-2 ; H-4 412 C-1;C-2;C-4;@-1C-2%; C-6

4 3,86 dd (10,0 ; 5,5) H-3; H-4 65,8 C-2;C-31C;, OCH;
3,78 m H-3; H-4 65,8 C-2;C-3;G-10CH;

OCH,; 3,35*s 499 C+4

*3H; ®valeurs sont interchangeables
Tableau 8 : Spectres RMNH (400 MHz) et**C (100 MHz), et corrélations observées sur les

spectres COSY, HMQC et HMBC des produfts et P2 mesurés dans (GRCO/TMS; 6
ppm J Hz).
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1.3.1.b. Produit P2

Les spectresH et **C de P2 sont presque similaires & ceux Bl (Tableau 8. Ils
indiquent que le compodé2 est constitué des mémes cycles aromatiques A et Be la
méme partie aliphatique. La seule différence olisenst la présence d’'un groupe méthoxyle
pour P2, représenté par un carbone a (49,9 ppm, §EHun singulet de trois protons a (3,35
ppm). La constante de corrélatidh observée en HMBC entre le proton & 3,35 ppm et le
carbone a 65,8 ppm (C-4) montre que le groupe mgkhast lié au groupe oxyméthyléne
(Tableau 8. Par conséquenP2 est identifié comme le 1-[2,4-dihydroxyphényl]-3-(
hydroxyphényl)-4-méthoxy-butanone, un nouveau dbatgnone Figure 34).

1.3.1.c. Produit P3

Les résultats RMNH et **C Jmod de P3Tableau 9 montrent la présence des deux
cycles aromatiques A et B comme le compB4éet on note trois différences dans la partie
aliphatique entr®1 etP3 (Tableaux 8 et 9).

Le groupe méthylene attaché au carbonyle pellia été remplacé par un groupe
méthine (4,10 ppm, H-2 et 55,0 ppm, C-2) pB& la présence d'un groupe oxymeéthylene
(3,82 ppm, 3,44 ppm, 62,6 ppm, 2-&bH) et un groupe méthoxyle (3,06 ppm, 56,9 ppm, 3-
OCHg). Les liaisons entre les difféerents éléments depdatie aliphatique et la partie
aromatique ont été déduites des analyses HMBC.i Asest identifie comme le 1-[2,4-
dihydroxyphényl]-2-hydroxyméthyl-3-methoxy-3-(2-hgokyphényl)-propanone, un nouveau
diarylpropanoneKigure 34).

1.3.1.d. Produit P4

Les résultats RMNH et *C Jmod deP4 (Tableau 9 montre aussi la présence des
deux cycles aromatiques A et B, la principale dédfee entrd®1 et P4 (Tableaux 8 et 9 est
'absence du carbonyle pour4 et la présence d'un signal correspondant a unonarb
quaternaire (90,8 ppm, C-2), O-lié a un groupe bygméthyléene (3,68, ppm 3,63 ppm, 69,7
ppm, 2-CHOH). On note aussi la formation d'un cycle tetraioydrane Figure 34). La
structure dé”4 est confirmée par les résultats RMN-2D incluastderrélations observées en
'"H-'H cosY,*H-*C HMQC,'H-"*C et en HMBC Tableau 9.
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Position  'H COSY ®C HMBC
P3
Cycle-B
1 126,4
2 156,7
3 6,91 dd (8,0 ; 0,9) Hed H-55 116,6 C-};C-5
4 7,19ddd (8,0;7,5;1,7) H:3H-5%;H-6 129,9 C-2;C-6
5 6,93 brddd (7,5;0,9) Hg3 H-4s;H-6; 121,0 C-};C-3
6 7,38dd (7,6 ; 1,6) Hed H-55 129,0 C-3;C-g;C-4
Cycle-A
1 116,3
2 165,6
3 6,34d (2,4) H-b 103,4 C-};C-5
4 166,5
5 6,44 dd (8,8 ; 2,4) Ha3; H-64 108,6 C-};C-3,
6 7,94 d (8,9) H-§ 134,7 C-1;C-R; C-4y
propanone
1 207,2
2 4,10 br ddd (9,2 ; 3,6) H-3 ; 2-GBH 55,0 C-1;2-CLDH;C-3;C-4;C-1
2-CH,OH 3,82dd (10,6 ; 8,8) H-2 ; 2-GaH 62,6 C-1;C-2;C-3
3,44 dd (10,6 ; 3,7) H-2 ; 2-GBH 626 C-1;C-2;C-3
3 5,01d(9,9) H-2 78,7 C-1;C-2;2-CHOH ; 3-OCH;; C-15 ; C-25 ;C-65
3-OCH, 3,06 s 56,9 C-3
P4
Cycle-B
1 127,5
2 156,4
3 6,84 dd (8,1;1,1) Hed H-55 116,1 C-};C-5
4 7,02 dt (7,7 ; 1,6) He3 H-5:; H-6s 128,3 C-2%;C-6
5 6,75dt (7,5;1,1) He3, H-45 ; H-6s8 1206 C-3;C-3
6 7,11dd (7,7 ; 1,5) Hgd;, H-55 128,4 C-4;C-2;C-4
Cycle-A
1 121,4
2 157,5
3 6,28 d (2,4) H-§ 104,4 C-}; C-5
4 158,6
5 6,31dd (8,4 ;2,4) Ha3; H-64 1075 C-};C-3,
6 7,03 d (8,4) H-§ 129,1 C-1;C-R; C-4y
tetrahydrofurane
2 90,8
3 2,95dd (12,4 ;8,1) H-3 ; H-4 420 C-2;2CHH;C-4;C-5;C-1;C-15
2,40dd (12,4 ; 10,6) H-3 ; H-4 420 C-2;2HH;C-4;C-5;C-1;C-1
4 4,01 ddd (10,4 ; 7,8 ;7,7H-3 ; H-5 40,2 C-2;C-3;C-5;G1C-%;C-&
5 4,41 brt (7,4) H-4 ; H-5 738 C-2;C-3;Ca@-1;
3,81dd (10,2;7,7) H-4 ; H-5 73,8 C-2;C-34CC-%
2-CH,OH 3,68d (11,4) 2-CyOH 69,7 C-2;C-3;C4
3,63d (11,4) 2-CHOH 69,7 C-2;C-3;C4

* 3H; # Valeurs sont interchangeables

Table 9 : Spectres RMNH (400 MHz) et*3C (100 MHz), et corrélations observées sur lestspec
COSY, HMQC et HMBC des produifd3 etP4 mesurés dans (GRCO/TMS; 6 ppm ( Hz).
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P4 est identifié comme étant un nouveau diaryltetdabfurane : 2-[2,4-
dihydroxyphényl]-2-hydroxyméthyl-4-(2-hydroxyphéyktrahydrofurane.

I.3.1.e. Produit P5

Le spectre protorfH de P5 (Tableau 1Q montre la présence de trois protons
aromatiques détectés a 6,32 ppm Hi-%,43 ppm (H-R) et 7,77 ppm (H-© attribués au
cycle aromatique A et un groupe méthyle a 2,54 fipgr8). Les positions de tous ces protons
sont déterminées a partir du spectre COSY du cgapdeoton-protonTableau 10.

Le spectre carbonEC Jmod deP5 (Tableau 10Q est constitué de huit signaux, six
d’entre eux confirment la présence du cycle arajmatiA et les deux autres sont attribués au
groupement acétyle. Ce dernier est constitué darhanyle quaternaire (203,7 ppm, C-7) et
d’un carbone primair€-lié correspondant au groupement méthyle (26,3 fp8). Le cycle
aromatique est constitué de trois carbones quatesnaleux sont O-liés (165,7 ppm, &-2
and 166,2 ppm, C»4 et unC-lié (114,3 ppm, C-3) et de trois carbones tertiaires (103,5 ppm,
C-3a; 108,7 ppm, C-het 134,4 ppm, CA.

Les positions de tous les carbones sont détermiadestir des spectres HMQC et
HMBC du couplagéH-*C (Tableau 10.

Ainsi le produitP5 est identifie comme la 2,4-dihydroxyacétophéndrigure 34).

1.3.1.f. Produit P6

Le spectre protofH deP6 (Tableau 19 montre la présence de :

v Quatre protons aromatiques détectés a 6,91 ppBg)H7,12 ppm (H-4) ; 6,84
ppm (H-%) et 7,21 ppm (H-§), ils sont attribués au cycle aromatique B.

v Cing protons aliphatiques correspondant a un groogihine (4,03 ppm, H-4) et a
deux groupes méthyléne, @alié (4,65 ppm, 4,28 ppnt-5) et I'autreC-lié (2,79 ppm, H-3).
Ces cing protons aliphatiques forment ynbutyrolactone Figure 34). Les positions des
protons sont déterminées & partir des spetitteési COSY NMR (Tableau 10.

Le spectre carbon&®C Jmod deP6 présente dix carbones, six d’entre eux sont
attribués au cycle aromatique B et les quatre sutrey-butyrolactone. Les liaisons entre le
cycle B et lay-butyrolactone ont été déterminées par les couplajservés en HMBC
(Tableau 10Q. Par conséquef6 est identifié comme la 3-(2-hydroxyphényiputyrolactone
(Figure 34).
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Positon 'H CosY C HMBC

P5

Cycle-A

1 1143

2 165,7

3 6,32d (2,4) H-R 103,5 C-};C-5

4 166,2

5 6,43 dd (8,8;2,4) Ha3; H-64 108,7 C-};C-3,

6 7,77 d (8,8) H-R 1344 C-7;C-R;C-4

acétyl

7 203,7

8 2,54* s 26,3 Cal; C-7

P6

Cycle-B

1 127,1

2 156,0

3 6,91dd (8,0;1,1) Hed H-55 116,3 C-};C-5

4 7,12ddd (7,9;7,6 ;1,6H-3g ; H-5 ; H-6s 129,1 C-3;C-6

5 6,84brddd (7,5;1,1) Hg3H-45;H-66 120,7 C-};C-3

6 7,21dd (7,6 ; 1,5) Hed H-5 1286 C-4;C-g;C-4

y-butyrolactone

1 1773

2 2,79dd (8,8;2,1) H-3 341 C-1;C-3;C4;¢g-1

3 4,03 m H-2 ; H-4 37,3 C-1;C-2;C-4;61C-%; C-6

4 4,65 brt(8,3) H-3; H-4 73,1 C-1;C-2;CB-1s
4,28 dd (8,5;7,6) H-3 ; H-4 73,1 C-1;C-23CC-%

*3H; 52H

Tableau 10 : Spectres RMNH (400 MHz) et™C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC des prodiiiset P6 mesurés dans (GRCO/TMS; s

ppm J Hz).

1.3.3. Spectres de masse des produits P1, P2, P3, P5 et P6

L’ion moléculaire relevé dans le spectre de massitip (FAB/LSIMS) deP1 anvz

311.08 [M + Na], montre que la formule moléculaire B& est Ge¢H1¢05 confirmant ainsi la

structure obtenue par RMN.

L’ion moléculaire mesuré sur les spectres de mpssiifs deP2, P3 et P4 ainsi que

leur formules sont :
e Mz 325.10 [M + Na] (pour P2), G/H10s.
e Mz 355.09 [M + Na] (pour P3), GgH2¢Os.
e Mz 325.10 [M + Na] (pour P4), G/H10s.
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Ces résultats confirment les structures chimiqixsmues par RMNRigure 30).

P2

HO l l

H3CO

Figure 34: Structures chimiques des produits issus du picoritaijre de

radiolyse de la 2,2’,4’-trihydroxychalcone dansriéthanol.

|.4. PRODUITS MINORITAIRES

En plus des produits de radiolyse issus du pic rtaijee et présentés surfagure 34,
nous avons observé, au cours des différentes éwegurification, plusieurs produits
minoritaires. Leur faible concentration a rendur lpurification quasi-impossible. Toutefois
deux de ces produits ont pu étre identifies papadpa des témoins, déposés dans les mémes

conditions sur des plaques de CCM, et en compéeantoefficients Rf et la fluorescence.
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L’injection en CLHP des témoins et la comparaisea ttmps de rétention et des spectres UV
confirment ce résultat. Ces deux produits sontésgmtés sur laigure 35.

HO HO
\Q\"/OH \Q\KOCHg)
OH O OH O

Acide 2,4-Dihydroxybenzoique Acétate 2,4-Dihydrogglaoique

Figure 3t: Structures chimiques des produits issus des piosritaires

de radiolyse de la 2,2’,4'-trihydroxychalcone démsméthanol.

|.5. RENDEMENT RADIOLYTIQUE ET COURBE DE CONCENTRADN

Les rendements radiolytiques de disparition dedcolmes, ont été calculés en utilisant
la méme méthode pour toutes les chalcones étudies. présenterons ici la radiolyse de la
2,2’ 4-trihydroxychalcone dans le méthanol. Rappsl que plusieurs produits de radiolyse
peuvent avoir le méme temps de rétention en CLIdRjut a rendu impossible le calcul des
rendements radiolytiques de formation.

1.5.1. Courbe d’étalonnage

Pour pouvoir calculer la concentration de la ohiadécau cours de la radiolyse, nous
avons établi dans un premier temps une courbelofétage, qui donne la variation de la
concentration en fonction de la hauteur du pic mé&sen CLHP pour la chalcone étudiée
(Figure 36). La hauteur du pic correspond a I'absorbancededlécule & 280nm. A partir de
cette courbe d’étalonnage dans le méthanol, nousgns calculer la concentration de la

chalcone qui reste dans la solution apres irramhiaidifférentes doses.
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Figure 36 : Courbe d’étalonnage représentant la concentratiota 2,2’,4'-
trihydroxychalcone en fonction de la hauteur du piesurée a 280nm en

CLHP en milieu méthanolique.

[.5.2. Evolution de la chalcone en fonction de laase utilisée

A partir des chromatogrammes CLHP obtenus pourwhagncentration initiale de
2,2", 4'-trihydroxychalcone (5 x I0M, 10*M, 2,5 x 16* M, 5 x 10* M, 10° M, 2,5 x 10° M,
5 x 10° M et 10° M) irradiée & différentes doses (de 0,1 kGy & G3)k(Figure 30), nous
avons suivi I'évolution de la disparition de cettelcone Figure 37).
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Figure 37 : Evolution de 2,2’,4-trihydroxychalcone en fonaticde la dose appliquée a

différentes concentrations: T (A), 5 x 10° M (B), 2,5 x 10° M (C), 10° M (D), 5 x 10* M
(E), 2,5 x 10" M (F), 10* M (G) et 5 x 10 M (H). Dans le méthanol en milieu désaéré.
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[.5.3. Rendement radiolytique

Les courbes obtenuekigure 37) sont des droites, a partir des pentes de cetedrn
peut calculer les rendements radiolytiques de dispa de la 2,2’,4’-trihydroxychalcone,
pour chaque concentration initiale en utilisangliation donnant le rendement radiolytique et

précédemment décrite dans le chapipgest la densité du solvant utilisé, D est la dose

. . AM . .
absorbée (Gy) eAM est la concentration (M)T représente la pente des droites des
courbes présentées suiHgure 37.

La Figure 38 montre I'évolution du rendement de disparition de 2,2’,4'-

trinydroxychalcone en fonction de la concentratiaitiale dans le méthanol, en milieu

désaéré.
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Figure 3€ : Rendement radiolytique de disparition de la 2;2ri#hydroxychalcone

dans le méthanol en milieu désaéré.

La courbe montre que le rendement de disparitiofadehalcone, dans le méthanol
augmente d’abord avec la concentration initiales @iieint un palier pour des concentrations
supérieures a 10M. Ce profil est en accord avec ce que I'on agpkdiffet de dilution que
nous avons décrit dans le deuxieme chapitre, ciegpbrocessus classique de radiolyse. Au
palier de la courbe de dilution, le rendement dgpatition de la 2,2’,4’-trihydroxychalcone

est indépendant de la concentration initiale
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Il. RADIOLYSE DES CHALCONES DANS LE METHANOL :
GENERALISATION

II.L1. ETUDE ANALYTIQUE DES CHALCONES

Pour mieux comprendre le processus de radiolysecasones dans le méthanol,
nous avons étudié la radiolyse de cing autres chaket d’une dihydrochalcone. Il s’agit de
la 2’,4’-dihydroxychalcone (Ch2), la 2’,4’-dihydrg»x2-méthoxychalcone (Ch3), la 2',4'-
dihydroxy-4-méthoxychalcone (Ch4), la 2-hydroxykdmme (Ch5), la 2',3",4'-
trihydroxychalcone (Ch6) et la 2',4,4",6-tetrahgoly-7,8-dihydrochalcone (phlorétine)
(Figure 39).

(. ] (]

OH 0 OH o OCHj3
2',4’-dihydroxychalcone (Ch2) 2',4'-trihydroxy-2-méthoxychalcone (Ch3)
HO. OCH3

([ ([

OH o] OH o
2',4'-trihydroxy-4-méthoxychalcone (Ch4) 2’-hydroxychalcone (Ch5)

HO. HO. OH OH
HO
OH [¢] OH o
2',3",4’-trihydroxychalcone (Ch6) Phlorétine

(2',4,4",6'-tétrahydroxy-7,8-dihydrochalcone)

Figure 39: Structure des différentes chalcones étudiéesldanéthanol.
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La radiolyse de ce groupe de chalcones est rédliaés les mémes conditions que
celle présentée dans le paragraphe précédent.aStigure 40, nous avons reporté les
chromatogrammes de Ch2 €30 min), Ch3 (t= 31 min), Ch4 (t= 31 min) et Ch5 {t= 34
min) & 5 x 10 M avant irradiation (contrdles) et aprés irradiatavec une dose de 12 kGy en
milieu désaéré. A cette concentration et a cetse dies pics caractéristigues des chalcones
ont pratiquement disparu sauf pour Ch5 qui n’estquemplétement dégradée.

La disparition des chalcones au cours de la raskobst accompagnée de I'apparition
de nouveaux pics, ce qui traduit la formation deveaux produitsHigure 40).

Les profils de dégradation observés sur les chrognatnmes de&igures 30 et 40
sont tout a fait semblables :

v disparition de la chalcone

v apparition d’'un pic majoritaire élué en moyenneariifi avant la chalcone

v «entre les deux », apparition d'un « massif »ursaht la formation de nombreux

produits minoritaires.

Le fait que les composés de dégradation aientethegd d’élution inférieurs a ceux des
chalcones dans le systéme chromatographique uidgiisénontre que les composés formés
sont plus polaires.

Deux différences notables sont constatées si lmmpare le comportement des six
chalcones. Tout d’abord, Ch5 est moins dégradédeguguatre autres chalcones, il faut une
dose de 16 kGy pour avoir la dégradation complétdieu de 12 kGy pour les autres
chalcones. Ensuite, nous constatons que les chognaatmes de Ché-igure 40B) montrent

la formation d’un seul pic majoritaire élué autoer16 min.

97



= = o N
o o o o
1 1 1

Absorbance

o
(63}
I

Ch2

FL. Ny

©
o
(=}

10

20
Temps (min)

30

Absrobanc

Ch3

40

10

20
Temps (min)

40

15

Absorbance
=
o
Il

o
9]
I

Ch4

]

0.0

10

20
Temps (min)

40

15

Absorbance
=
o
Il

o
(3]
I

Ch5

-

0.0

10

20
Temps (min)

30

40

25
2.0
o
15
2
o
810
<
N JL/\
0.0 ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40
Temps (min)
2.5
2.0
)]
Q
S 1.5+
2
?
g 1.0
0.5
0.0 oy \ \
0 10 20 30 40
Temps (min)
1.5
5 1.0
C
©
o
S}
[%2]
o
0.0 ‘ ‘ \
0 10 20 30 40
Temps (min)
1.50
(]
©1.00
S
2
o
3
< 0.50
0.00 : : Jl—f‘—n”\
0 10 20 30 40
Temps (min)

Figure 40(A) : Chromatogrammes, enregistrés a 280 nm, de Ch2, Ci8 et
Ch5 avant irradiation (colonne gauche) et apresliation (colonne droite) avec

une dose de 12 kGy en milieu désaére.
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Nous avons mentionné que la radiolyse de la2-&ihydroxychalcone (Chl) est un
processus qui dépend a la fois de la concentraiotle la dose. Autrement dit, pour les
concentrations élevées (5 x1M), la dégradation totale de Chl n’est survenuamyas
'application d'une dose importante (12 kGy en muli désaéré). Pour les faibles
concentrations (< IDM), lirradiation avec des doses inférieures a KBy est suffisante
pour causer la dégradation compléte de Chl. L'émmytique de la radiolyse des cing
autres chalcones aboutit aux mémes conclusions aveatecalage notable pour Ch5. Pour
cette derniére, en milieu désaéré, la dégradatiatetest effective a une dose de 16 kGy a 5 x
10° M (Figure 40A), alors que pour les faibles concentrations (£ W) il faut aller jusqu’a

1,5 kGy au lieu de 0,5 kGy pour les autres chalsone

1.80 1.80
0 kGy 12 kGy

o 1.20 4 o 1.20
(8] [&]
% c
3 8

0.60 < 0.60 -

0.00 - Loy IL 0.00 - ‘ : :

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Temps (min) Temps(min)

Figure 40(B) : Chromatogrammes, enregistrés a 280 nm, pour Chétast aprées

irradiation avec une dose de 12 kGy en milieu désaé

II.2. PURIFICATION DES PRODUITS DE RADIOLYSE DES GYiCONES

100 mg de poudre de chacune des chalcones sonuslisens du méthanol a une
concentration de 5 x TOM, et irradiés avec une dose de 13 kGy. A cetsedm obtient la
disparition totale des chalcones, sauf pour Chbntgst pas completement transformée a la
dose appliqguée. 17% de cette chalcone se retroame th masse récupérée apres les
différentes étapes de purification. Les chromatognas obtenus sont identiques a ceux de la

Figure 40 obtenus a 12 kGy dans I'étude analytique. Les imtamhs sont faites en milieu

désaéré.
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[1.2.1. La 2’,4’-Dihydroxychalcone (Ch2)
La purification des produits majoritaires issuslaeadiolyse de Ch2 est réalisée en

deux étapes :

v La premiere étape de purification est réalisee @&M centrifuge, trente cing
fractions ont été récoltées, elles ont été évapoeépeseées. L'analyse CLHP et CCM de ces
fractions montre la présence de trois produits,glgsont nommé®7, P8 et PO. Parmi les
fractions récoltées, une pése 10 mg, et son injeeth CLHP montre la présence de plusieurs
produits plus polaires que la chalcone. Leur peatfon semble étre difficile a la vue des
quantités obtenues et du nombre de pics observéSL&tP. Pour pouvoir purifier ces

produits, nous avons procédé a une acétylatiortie taction.

Acétylation :

Cette étape consiste a changer spécifiguementrtegogments hydroxyles par des
groupements aceétyles, ce qui permet de changeldatg des produits et par suite de faciliter
leur séparation. Cette fraction est dissoute damsl 2le pyridine, puis on rajoute 0,5 ml
d’anhydride acétique. Des CCM de contrdle sontctififees toutes les 12 heures, I'acétylation

totale est réalisée en 48 heures.

v La deuxieme étape de purification est réaliséeaiP semi-préparative sur la
fraction acétylée. Apres acétylation, la fractiost @vaporée puis pesée (13 mg), la
purification est réalisée par CLHP semi-préparatileix produits ont pu étre récolfé$0’ et
P11'. Le tableau 11 récapitule les masses obtenues pour chaque prdéeuis temps de

rétention (f), et leurs facteurs de rétention (rapports frontag.

_ Masse obtenue Temps de rétention Rapport frontal
N° de produit _
(mg) (t:) (min) (R)
P7 6,5 23 0,81
P8 5,2 19 0,56
P9 4,7 20 0,53
P10’ 2,6 23 0,80
P11’ 1,7 29 0,96

Tableau 11 :Masses obtenues pour chaque produit, temps detiogteobtenu en CLHP et

rapports frontaux relevés sur des plaques de shagtilisant le mélange M1.
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[1.2.2. La 2',4’-Dihydroxy-2-méthoxychalcone (Ch3)

La purification est réalisée sur une colonne owvede Sephadex en deux fois. Apres
avoir analysé les fractions de la premiére colomueis avons regroupé les fractions ou se
trouvent les produits majoritaires et nous avoraigé une deuxieme colonne ouverte de

Sephadex. Ainsi trois produits ont pu étre is®1&é8 et un couple d’'isomeréxl314.

Le tableau 12 récapitule les masses obtenues pour chaque prddsitemps de

rétention (f), et les facteurs de rétention (rapports frontagx

. Masse obtenue Temps de rétention Rapport frontal
N° de produit .
(mg) (t:) (min) (Rr)
P12 3,8 22 0,38
P13 8,2 22 0,34
P14 8,7 22 0,44

Tableau 12: Masses obtenues pour chaque produit, temps datiofteobtenu en CLHP et

rapports frontaux relevés sur des plaques de shagtilisant le mélange M1.

[1.2.3. La 2’,4’-Dihydroxy-4-méthoxychalcone (Ch4)

Deux étapes de séparation sont nécessaires ailegiion des produits issus de la
radiolyse de Ch4 :

v La premiere étape est effectuée par une colonnertmusle Sephadex, apres analyse
des fractions récoltées par CLHP et CCM. Cellescquiiennent les pics majoritaires et qui
présentent des profils chromatographiques simdaomt regroupées pour faire une deuxieéme

purification.

v La deuxiéme étape de purification est effectuée@@M centrifuge. Cette étape
nous a permis d’isoler trois produitBl5 et un couple de diastéréoisomeRK/17. Le
tableau 13récapitule les masses obtenues pour chaque préetitemps de rétention)(tet
les facteurs de rétention (rapports frontagx R
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_ Masse obtenue Temps de rétention Rapport frontal
N° de produit _
(mg) (t:) (min) (R)
P15 4,3 22 0,58
P16 8,2 20 0,52
P17 5,8 20 0,41

Tableau 13: Masses obtenues pour chaque produit, temps datiokteobtenu en CLHP et

rapports frontaux relevés sur des plaques de shagtilisant le mélange M1.

[1.2.4. La 2’-Hydroxychalcone (Ch5)

La purification du produit majoritaire de radiolyset réalisée en trois étapes : tout
d’abord un fractionnement par colonne ouverte (dinzetions), suivi d’'une séparation par
CCM centrifuge. Une CLHP semi-préparative est regies pour purifier le produit
majoritaireP18 Le fait que la chalcone ne soit pas compléterdégtadée nous a empéché
d’identifier plus de produits de radiolyse, parce dormés en faible quantité. tableau 14
récapitule la masse obtenue, le temps de rétel(tioret le facteur de rétention (rapport
frontal R).

. Masse obtenue Temps de rétention Rapport frontal
N° de produit .
(mg) (t:) (min) (Rr)
P18 12,3 24 0,88

Tableau 14 : Masse obtenue pour chaque produit, temps de i@teabtenu en CLHP et

rapport frontal relevé sur des plaques de silicatigisant le mélange M1.

11.2.5. La 2',3",4’-Trihydroxychalcone (Ch6)

La purification est réalisée sur une colonne owvdd Sephadex en une seule étape,
I'analyse des fractions récoltées, nous a pernidiedtifier le produit majoritaire de radiolyse
P19 Le tableau 15récapitule la masse obtenue, le temps de rétefttjoret le facteur de

rétention (rapport frontal 4R

102



N° de produit

Masse obtenue
(mg)

Temps de rétention

(t)) (min)

Rapport frontal
(Ro)

P19

14,3

15

0,82

Tableau 15: Masse obtenue po19, temps de rétention obtenu en CLHP et rapportdion

relevé sur des plagues de silice en utilisant leinge M1.

1I.3. IDENTIFICATION DES PRODUITS DE RADIOLYSE DES
CHALCONES

11.3.1. Spectres UV

Comme nous l'avons déja mentionné auparavanthl@isanes possédent deux bandes
d’absorption en UV, la bande | entre 320 nm et BT cette bande représente la conjugaison
entre les cycles A et B par l'intermédiaire de dalle liaison et le groupement carbonyle, et
la bande Il allant de 220 nm jusqu’a 254 nm at@&#a la conjugaison entre la double liaison
et le groupement carbonyle. L’épaulement a 312 omespond a la conjugaison entre le
cycle A et le groupe carbonyldlfar, 1981). Pour les chalcones, une augmentation du
nombre de groupes hydroxyles sur le cycle A induaitdéplacement de la bande | vers des
valeurs supérieures. Par exemple, les longueursdd’al’absorption de Ch5 (un groupe OH
sur le cycle A) et de Chl (deux groupes OH en osR’ et 4’) sont respectivement 343 nm
et 366 nmFigure 41).
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Figure 41(A) : Spectres UV de la 2’,4’-dihydroxychalcone-(—-— ) et des produits
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Figure 41(B) : Spectres UV de la 2',4’-dihydroxy-2-méthoxychaleat de la 2',4’-
dihydroxy-4-méthoxychalconet—— ), g@esduits de radiolyse:- (- ) P12et
P15 (-—--)P1314 etP1617, & une concentration de 5 xX“1M.
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Figure 41(C) : Spectres UV de la 2’,3",4’-trihydroxychalcone{—— ) et du
produit de radiolyse (———-919, & une concentration de 5 x“LM!.
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Les spectres UV des produits de radiolyse deschats montrent la disparition de la
bande | et l'apparition d’'une nouvelle bande d’apson entre 275 nm et 285 nriigure
41). Ce résultat prouve la disparition de la conjagaientre les cycles A et B, ce qui semble
indiquer que la double liaison a disparu dans lesdyits de radiolyse. En revanche
I'épaulement & 312 nm n’a pas disparu dans touspiteduits formés, indiquant que le
groupement carbonyle existe dans ces produits.

11.3.2. Spectres RMN des produits de radiolyse

Les analyses des spectres RMN des produits delyselides chalcones, montrent la
présence de trois types de composeés :

v ProduitsP7, P12 P15 P18etP19 (Figure 42A/B): les spectres protons et carbones
de ces produits montrent la présence des deuxscgobenatiques A et Bgbleaux 16, 20, 21
et 23, les différences constatées a ce niveau sontalueshalcones meres. Ainsi on constate
la présence de deux groupements hydroxyles sycle & pourP7, P12etP15qui sont issus
respectivement de Ch2, Ch3 et Ch4, tandis que pa&8ret P19 on note la présence d’un
groupement hydroxyle et de trois groupes hydroxglasle cycle A respectivement, ils sont
issus de Ch5 et Ch6 respectivement. Au niveau dle @& nous constatons la présence d’'un
groupement méthoxyle en positiortho pourP12 P13etP14, etpara pourP15 P16etP17.
P18 etP19 présentent tous les deux un cycle aromatique Asudstitué tableaux 16, 20,
21 et 23.

Les quatre produitB7, P15 P18 etP19ont la méme partie aliphatique avec fixation
d’un groupe hydroxyméthyle ghdu carbonyle de la chalcone. P&i2 les résultats RMN
montrent la présence d’'un groupe hydroxymeéthyle’'aeth groupe méthoxyle ea et f du

carbonyle respectivemertableaux 16, 20, 21 et 283

v Produits P8, P9, P1314 et P1617 (Figure 42A/B): les spectres RMN de ces
produits montrent la présence des mémes cycles atipas que les précédents. lls
présentent une particularité au niveau de la patighatique : la présence d'un cycle
tetrahydrofurane. On note aussi l'absence du grooadonyle et la présence d'un
groupement hydroxyméthyle pol®9, P1314 et P1617, tandis que les spectres RMN @@

montrent la présence d’'un groupe hydroxyédleau 16.

106



v ProduitsP10’ etP11’ : ce sont les deux produits les plus polairessisi&ula fraction
acétylée de Ch2F{gure 42A). Les résultats RMN tdbleaux 18 et 19 montrent la
présence des mémes cycles aromatiques A et B auecgdoupements acétyles greffés sur le
cycle A. La différence est observée au niveau dealéie aliphatique, pouP10’ on note la
présence du carbonyle et de deux groupements eséty carbonyle du compofdl’ a
disparu, on dénombre la présence de quatre groupemettyles.

Les résultats RMN deP13 (tableau 21 et P16 (tableau 22 sont comparables
respectivement a ceux @44 (tableau 21 et P17 (tableau 29. Des petites différences sont
observées pour la chaine aliphatique, la constimt®uplage a (12,8 Hz ; 8,5 Hz) et 12,8 Hz
attribuée a H-3 pouP13 a été déplacée a (12,2 Hz ; 6,9 Hz) et 11,9 H3)(HeurP14 Ces
différences, significatives combinées avec la diffiee de Rf (0,34 polrl3et 0,44 pouP14
dans le mélange de solvants (M1 : LH-EtOAc-MeOH 90 : 5 : 5), montrent qirL 314
sont deux diastéreoisomeres: présence de carbsyrgtaiques en C-2 et C-4. En CLHP, les
deux produits sont élués aux mémes temps de m@ef@2 min). Les mémes différences sont
observées porl6etP17 au niveau des constantes de couplage, le RfL6€0,52) et (0,41)
pour P17 dans le mélange de solvants M1. Ceci montre U&/17 sont deux
diastéreoisomeres, d0 a la présence de carbonegtasyes (C-2 et C-4). En CLHP les deux

produits sont €lués au méme temps de rétentiom{@pD

Les positions de tous les carbones sont détermiadestir des spectres HMQC et
HMBC du couplagéH-'C. FinalementP7, P8, P9, P10’, P11’, P12 P1314, P15 P1617,
P18etP19sont identifiés respectivement comrkég(re 42A/B) :

1-[2,4-dihydroxyphényl]-3-phényl-4-hydroxybutanone
2-[2,4-dihydroxyphényl]-2-hydroxy-4-phényltetrahpdinrane
2-[2,4-dihydroxyphényl]-2-hydroxyméthyl-4-phényitethydrofurane
1-[2,4-diacetoxyphényl]-2-acétoxyméthyl-3-phényadétoxy-butanone
1-acétoxy-2-acétoxy -2-[2,4-diacétoxyphényl]-3-aggméthyl-4-phényl-5-acétoxypentane
1-[2,4-dihydroxyphényl]-2-hydroxyméthyl-3-(2-méthghényl)-3-méthoxypropanone
2-[2,4-dihydroxyphényl]-2-hydroxyméthyl-4-(2-méthgphényl)tetrahydrofurane
1-[2,4-dihydroxyphényl]-2-hydroxyméthyl-3-(4-méthgphényl)-4-hydroxybutanone
2-[2,4-dihydroxyphényl]-2-hydroxymeéthyl-4-(4-méthgphényl)tetrahydrofurane
1-[2-dihydroxyphényl]-3-phényl-4-hydroxybutanone
1-[2,3,4-trihydroxyphényl]-3-phényl-4-hydroxybutam
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Positon  'H COSsY “C  HMBC

P7

Cycle-B

1 143,4

2 7,25 m H-3 ; H-45 129,1 C-3;C-4;C-65

3 7,25 m H-3 ; H-45 1295 C-3;C-5

4 7,16 m H-3/5g ; H-25/65 127,7 C-3/6g

5 7,25 m H-4 ; H-65 1295 C-3;C-3%

6 7,25 m H-4 ; H-5 129,1 C-3;C-2;C-4

Cycle-A

1 1144

2 166,4

3 6,21d (2,4) H-R 103,7 C-};C-5

4 166,3

5 6,34dd (8,9;2,4) Ha3; H-64 109,1 C-};C-3

6 7,75d (8,9) H-5 133,8 C-1;C-2;C-4,

butanone

1 204,9

2 3,38dd (16,0;5,6) H-2;H-3 41,4 C-1;C-34CC-1,;C-15
3,27dd (16,0;8,6) H-2;H-3 41,4 C-1;C-34CC-11;C-%

3 3,46 m H-2 ; H-4 459 C-1;C-2;C4,;G1C-Z%; C-65

4 3,74m H-3 67,3 C-2;C-3;Cgl

P8

Cycle B

1 142,9

2 7,24 m H-3; H-45 128,4 C-4;C-4;C-65

3 7,29 m H-3 ; H-45 130,1 C-3;C-5

4 7,18 m H-3/5g ; H-25/65 127,5 C-3/6g

5 7,29 m H-4 ; H-65 130,1 C-3;C-3%

6 7,24 m H-4 ; H-5 128,4 C-4;C-g2;C-4

Cycle A

1 114,9

2 159,0

3 6,20 d (2,4) H-R 1045 C-};C-5

4 160,0

5 6,12 dd (8,9; 2,5) Ha3; H-64 106,9 C-};C-3

6 6,53d (8,7) H-5 129,9 C-2;C-R;C-4,

tetrahydrofurane

2 109,3

3 3,03dd (13,7 ; 8,2) H-3 ; H-4 358 C-2;C-45CC-1,;C-15
2,92dd (13,7 ; 6,2) H-3; H-4 358 C-2;C45CC-1h;C-L

4 3,43 m H-3; H-5 515 C-2;C-3;C-5;G-1C-2%; C-65

5 4,50dd (11,9; 4,1) H-4 ; H-5 73,2 C-2;C-34CC-%
3,90 br d (11,8) H-4 ; H-5 732 C-2;C-3;C8-1;

S2H; ®valeurs sont interchangeables

Tableau 16 : Spectres RMNH (400 MHz) et™*C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC des prodiifset P8 mesurés dans (GRCO/TMS;d

ppm J Hz).

108



Position 4 COSsY “C HwmBC

P9

Cycle-B

1 1419

2 7,23 m H-3; H-45 1284 C-3;C4;C-6

3 7,28 m H-3; H-45 1295 C-3;C-5

4 7,19 m H-3/5s ; H-23/6g 1275 C-3/6g

5 7,28 m H-4 ; H-65 1295 C-3;C-3x

6 7,23 m H-4 ; H-5 1284 C-4;C-g;C-4

Cycle-A

1 121,3

2 157,3

3 6,30d (2,4) H-B 1044 C-};C-5

4 158,7

5 6,33 dd (8,2 ; 2,5) Ha3;, H-64 107,6 C-};C-3

6 7,06d (8,3) H-b 129,0 C-1;C-2;C-4,

tetrahydrofurane

2 90,9

3 3,03dd (12,6 ; 8,4) H-3; H-4 442 C-2;2-CH;C-4;C-5;C-4;C-15
2,31dd (12,6 ;10,1) H-3;H-4 44,2 C-2;2CHH;C-4;C-5;C-1;C-15

4 3,75m H-3; H-5 46,4 C-2;C-3;C-5,;G1C-%;C-6

5 4,39dd (7,5 ; 6,6) H-4 ; H-5 751 C-2;C-34CC-%
3,78dd (10,3 ; 7,5) H-4; H-5 75,1 C-2;C-34CC-%

2-CH,OH 3,65s 69,5 C-2;C-3;Cal

S2H

Tableau 17 : Spectres RMNH (400 MHz) et™*C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC du prode@& mesurés dans (GRCO/TMS; s ppm (
Hz).
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Position H COSY C HwmBC
P10’
Cycle-B
1 138,0
2 7,24 m H-3; H-45 129,7 C-3;C-4;C-6
3 7,24 m H-3; H-45 129,7 C-3;C-5
4 7,15m H-3/5s ; H-23/6g  128,6 C-23/6g
5 7,24 m H-4 ; H-65 129,7 C-3;C-3
6 7,24 m H-4 ; H-5 129,7 C-3;C-g2;C-4
Cycle-A
1 129,1
2 160,4
3 6,63d (2,2) H-B 119,2 C-};C-5
4 158,3
5 6,74 dd (8,6 ; 2,2) Ha3; H-64 119,8 C-};C-3
6 7,05d (8,5) H-B 1328 C-2;C-2;C-4,
25-acétoxy 169,3
2,18%s 21,8  2-acétoxy
4 p-acétoxy 1703
2,18%s 21,0  4-acétoxy
pentane
1 46Fs 74,3 C-2;C-3; Cal; 1-acétoxy
2 74,1
3 3,42 brdd (6,0;5,8) 3-GHR;H-4 421 C-1;C-2;3CHR;C-4;C-5;C-4;C-15
4 3,44 m H-3; H-5 439 C-2:;C-3:;3-GR;C-5;C-}; C-2%/65
5 3,84 dd (10,6 ; 7,3) H-4 ; H-5 69,3 C-3;C@-1;; 5-acétoxy
4,37 dd (10,4 ; 7,5) H-4 ; H-5 69,3 C-3;C-4 1£:5-acétoxy
3-CHR 4,24 dd (15,6 ; 5,9) H-3 ; 3-GHR 60,2 C-2;C-3;C-4; 3-R’-acétoxy
3,90 dd (15,8 ; 5,5) H-3 ; 3-GHR 60,2 C-2;C-3;C-4; 3-R-acétoxy
1-acétoxy 1704
2,10"s 20,3  1-acétoxy
2-acétoxy 172,4
2,20*s 19,9  2-acétoxy
3-R’-acétoxy 172,0
2,10¥s 19,6  3'-R’-acétoxy
5-acétoxy 173,0
2,12*s 19,3  5-acétoxy

*3H ; S2H; **‘Valeurs sont interchangeables

Tableau 18 : Spectres RMNH (400 MHz) et™C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC du prodeit0’ mesurés dans (GRCO/TMS; 6 ppm

(J H2).
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Position H COSY “C HMBC
P11’
Cycle-B
1 137,2
2 7,24 m H-3 ; H-45 129,3 C-3;C-4;C-65
3 7,24 m H-3 ; H-45 129,3 C-3;C-5
4 7,17 m H-3/55 ; H-2:/65 128,3 C-3/6g
5 7,24 m H-4 ; H-65 129,3 C-3;C-3
6 7,24 m H-4 ; H-5 129,3 C-3;C-2;C-4
Cycle-A
1 130,7
2 159,4
3 6,83d (2,4) H-R 118,9 C-};C-5
4 158,7
5 6,94 dd (8,0;2,4) Ha3; H-64 120,5 C-};C-3
6 7,85d(8,3) H-5 132,1 C-1;C-R;C-4,
25-acétoxy 169,0
2,20¢s 21,4 2 ,-acétoxy
4 p-acétoxy 169,2
2,20¥s 21,2 4,-acétoxy
butanone
1 203,0
2 3,96 brdd (6,8;5,0) H-3;2-GHR 49,1 C-1;2-CHR;C-3;C4;C-4;C-1;
3 3,84 m H-4 ; H-2 419 C-1;C-2;2-GR;C-4;C-%; C-%/6s
4 4,04 dd (12,0;7,8) H-3; H-4 70,3 C-2; CG-1z; 4-acétoxy
4,38dd (11,4 ; 8,2) H-3; H-4 70,3 C-2;C-3 1&:4-acétoxy
2-CH,-R 4,23 dd (16,0 ; 5,7) H-2 ; 2-GHR 63,2 C-1;C-2;C-3;2-R’-acétoxy
3,98 dd (15,9 ; 5,9) H-2 ; 2-GHR 63,2 C-1;C-2;C-3;2-R"-acétoxy
2-R’-acétoxy 172,0
2,12*s 19,9 2-R’-acétoxy
4-acétoxy 173,0
2,15*s 19,8 4-acétoxy

*3H; *P‘Valeurs sont interchangeables

Tableau 19 : Spectres RMNH (400 MHz) et™C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC du prodeitl’ mesurés dans (GRCO/TMS; s ppm

(J H2).
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Position  H COSsY “C HMBC

P12

Cycle-B

1 1213

2 159,0

3 7,01 brd (8,1) H; H-55 112,7 C-3;C-5

4 7,31dt(8,0;1,6) He3, H-5; H-6s  130,0 C-3;C-6

5 7,03 dt (8,0;1,5) He3, H-45 ; H-6s 121,8 C-};C-3

6 7,46 dd (7,8 ; 1,6) He4 H-55 1285 C-3;C-g;C-4
2-OCH;, 3,87*s 56,0 C+¢

Cycle-A

1 116,4

2 165,9

3 6,32d (2,4) H-R 103,3 C-};C-5

4 166,1

5 6,43dd (8,1;2,4) Ha3; H-64 108,7 C-};C-3,

6 7,92d (8,0) H-% 134,8 C-1;C-2;C-4n
propanone

1 207,4

2 3,83 m H-3 ; 2-CKOH 55,7 C-1;2-CKDH;C-3;C-%;C-5

2-CH,OH 3,81dd (10,8;9,2) H-2 ; 2-GAH 62,2 C-1;C-2;C-3
3,44 dd (10,6 ; 8,8) H-2 ; 2-GBH 62,2 C-1;C-2;C-3

3 5,00d (9,8) H-2 77,2C-1;C-2;2-CHOH ; 3-OCH,; C-15 ; C-25 ; C-65

3-OCH;, 2,98*s 56,8 C-3

P13

Cycle-B

1 129,9

2 159,1

3 6,89 br d (8,2) H-#4; H-5 111,7 C-};C-5

4 7,88dt(7,9;1,6) Hg3; H-5; H-6s 128,3 C-3;C-6

5 6,80 dt (7,9 ; 1,6) He3, H-45 ; H-6s 1216 C-};C-3

6 7,06 dd (7,6 ; 1,5) Hed; H-55 128,7 C-4;C-3;C-4

2-OCH* 3,75s 55,7 C

Cycle-A

1 122,0

2 158,7

3 6,27 d (2,4) H-B 1043 C-};C-5

4 157,1

5 6,31dd (8,2;2,4) Ha3; H-64 107,6 C-};C-3,

6 7,09d (8,2) H-5 128,8 C-1;C-2 ; C-4n

tetrahydrofurane

2 90,7

3 2,83dd (12,8 8,5) H-3 ; H-4 42,2 C-2;2Hi;C-4;C5;C-1;C-15
2,35dd (12,8;10,2) H-3;H-4 42,2 C-2;2-CHH;C-4;C-5;C-1;C-15

4 3,91 br quint (8,0) H-3; H-5 410 C-2;C-35CC-L;C-2%;C-6

5 4,331 (7,4) H-4 ; H-5 739 C-2;C3;C4;¢-1
3,75m H-4 ; H-5 739 C-2;C3;C4;G1

2-CH,OH 3,65s 69,2 C-2;C-3;Cal

*3H; S2H; ®Valeurs sont interchangeables
Tableau 20:Spectres RMNH (400 MHz) et'*C (100 MHz), et corrélations observées sur lestspec

COSY, HMQC et HMBC des produiil2 etP13mesurés dans (GRCO/TMS;s ppm J Hz).
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Position H COSY ¥Cc HMBC

P14

Cycle-B

1 130,1

2 15¢.1

3 6,91 br d (8,1) H; H-5 1116 C-3;C-5

4 7,14 dt (1,9 1.6) H-35 ; H-5: ; H-6s 1260 C-2g; C-6r

5 6,90 m H-3;H-45; H-6s 121,7 C-3;C-3

6 7,30dd (7,6 ;1,5) Hgh H-5 1286 C-4;C-g;C-4

2-OCH* 3,76 s 55,8 C+

Cycle-A

1 120,4

2 158,9

3 6,26 d (2,4) H- 1045 C-};C-5

4 157,3

5 6,27dd (8,2;2,4) Hx3; H-64 107,6 C-};C-3,

6 7,11d(8,2) H-b 129,1 C-1;C-2; C-4,

tetrahydrofurane

2 90,2

3 2,65dd (12,2;6,9) H-3;H-4 389 C-2;2-H;C-4;C-5;C-4;C-15
2,50t (11,9) H-3 ; H-4 389 C-2;2-GBH;C-4;C-5;C-1;C-15

4 3,80 m H-3; H-5 395 C-2;C-3;C-5;61C-%; C-6

5 4,341(7,4) H-4 ; H-5 742 C-2;C-3;C4;6-1
3,75m H-4 ; H-5 742 C-2;C-3;C-4;G-1

2-CH,OH 3,83s 67,9 C-2;C-3;Cal

P15

Cycle-B

1 130,8

2 7,22d (8,7) H-8 129,9 C-3,;C-4.C-65

3 6,81 dd (8,7) H2 1338 C-3;C-5

4 159,4

5 6,81d (8,7) H-6 1338 C-3;C-3x

6 7,22d (8,7) H-5 129,9 C-3;C-g;C-4

4-OCH; 3,73*s 55,4 C+4

Cycle-A

1 1145

2 165,6

3 6,28 d (2,4) H-B 103,6 C-};C-5

4 166,4

5 6,42dd (8,8;2,4) Ha3; H-64 108,8 C-}; C-3,

6 7,88d (8,9) H-p 1354 C-1;C-2;C-4,

butanone

1 205,1

2 3,50dd (15,3;5,3) H-2;H-3 41,2 C-1;C-34CC-1,;C-35
3,30dd (15,3;8,00 H-2;H-3 41,2 C-1;C-34CC-1,;C-15

3 3,44 m H-2 ; H-4 448 C-1;C-2;C-4;@-1C-%; C-6

4 3,75dd (10,3;7,00 H-3;H-4 67,2 C-2;C-31C
3,68dd (10,3;7,00 H-3;H-4 67,2 C-2;C-31&-

*3H; S2H; ®Valeurs sont interchangeables
Tableau 21 :Spectres RMNH (400 MHz) et™C (100 MHz), et corrélations observées sur

les spectres COSY, HMQC et HMBC des prodRitglet P15 mesurés dans (GRCO/TMS;
d ppm J Hz).
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Position H COSY ¢ IJmod/HMQC HMBC

P16

Cycle-B

1 1335

2 7,15d (8,7) H-3 129,3 C-3,;C-4;C-68

3 6,84 d (8,8) H-2 1149 C3;C5

4 159,6

5 6,84 d (8,8) H-6 1149 C-3;C-3

6 7,15d (8,7) H-5 1293 C-3;Cg;C-4

4-OCH;  3,74*s 55,5 CH4

Cycle-A

1 121,3

2 157,4

3 6,30d (2,4) H-B 1044 C-};C-5

4 158,7

5 6,32dd (8,4;2,1) Hz3; H-64 1076 C-3;C-3

6 7,04d (8,4) H-5 129,0 C-1;CR;C-4

tetrahydrofurane

2 91,0

3 2,98dd (13,0;7,9) H-3;H-4 44,4 C-2;2-H;C-4;C-5;C-1;C-15
2,26 dd (12,6 ; 10,2)H-3 ; H-4 44,4 C-2;2CWOH;C4;C-5;C-1;C-15

4 3,68 m H-3; H-5 45,6 C-2;C-3;C-5;@-1C-2% ; C-6

5 4,34 1(8,0) H-4 ; H-5 75,3 C-2;C3;C4;¢e-1
3,73 m H-4 ; H-5 75,3 C-2,C3;C4,;G1

2-CH,OH 3,64 s 69,6 C-2;C-3,;G1

P17

Cycle-B

1 133,7

2 7,24 d (8,6) H-3 1292  C-3;C+4;C-6

3 6,88 d (8,8) H-2 1149 C-};C-5

4 159,5

5 6,88 d (8.8) H-6 1149 C-3:C%

6 7,24 d (8,6) H-5 129,2 C-3;Cg;C-4

4-OCH; 3,76*s 55,4 CH4

Cycle-A

1 119,7

2 158,0

3 6,31d (2,4) H-B 1046 C-};C-5

4 158,8

5 6,33dd (8,4;2,1) Hz3, H-64 1076 C-};C-3

6 7,08d (8,4) H-B 1289 C-1;C-R;C-4,

tetrahydrofurane

2 91,6

3 2,71dd (12,4;7,1) H-3;H-4 41,3 C-2;2HH;C-4;C-5;C-1; C-15
2,57 1(12,0) H-3; H-4 41,3 C-2;2-GBH ;C-4;C-5;C-1;C-15

4 3,35m H-3; H-5 447 C-2;C-3;,C-5;6-1C-2%; C-65

5 4,311t(8,0) H-4 ; H-5 75,6 C-2;C3;C4;¢e-1
3,87dd (9,8;8,0) H-4;H-5 75,6 C-2,C-3,C@a %

2-CH,OH 3,64s 68,5 C-2;C-3;Cal

*3H; S2H

Tableau 22 :Spectres RMNH (400 MHz) et™*C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC des prodRii$ et P17 mesurés dans (GRCO/TMS;

d ppm J Hz).
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Positon  H COSsY BC  HMBC

P18

Cycle-B

1 143,4

2 7,28 m H-3 ; H-4s 129,1 C-3;C-4; C-65

3 7,23 m H-3; H-4s 1295 C-};C-5

4 7,17 m H-3/5g ; H-25/65 127,8 C-2/6g

5 7,23 m H-4 ; H-65 1295 C-3;C-3%

6 7,28 m H-4 ; H-55 129,1 C-3;C-2;C-4%

Cycle-A

1 121,1

2 163,4

3 6,88 br d (8,6) H-4. H-5, 119,0 C-4;C-5

4 7,45ddd (8,6 ;8,5;1,5 Ht3H-54. H-6, 137,3 C-2;C-64

5 6,91ddd (7,9;7,2;0,7) Hg3H-4o. H-64 120,2 C-3;C-3

6 7,93dd (8,1;1,4) Hzd H-54 131,7 C-1;C-2;C-4,

butanone

1 207,2

2 3,54 dd (16,0 ; 5,0) H-2 ; H-3 42,0 C-1;C-34CC-1,;C-15
3,41dd (14,3, 6,8) H-2 ; H-3 42,0 C-1;C-34CC-1,;C-15

3 3,48 m H-2 ; H-4 45,9 C-1;C-2;C-4;G=1C-2 ; C-65

4 3,74 m H-3 67,3 C-2;C-3;Cgl

P19

Cycle-B

1 133,1

2 7,32dd (7,7 ; 1,4) Hg3; H-4g 129,0 C-3;C-4 ; C-65

3 7,25dd (7,7 ;7,2) Hg2; H-45 129,1 C-15; C-5

4 7,16 tt (7,2 ;1,4) H-26; H-3/5 127,1 C-25; C-65

5 7,25dd (7,7 ;7,2 Hegd H-65 129,1 C-15; C-3

6 7,32dd (7,7 ; 1,4) Hgd; H-5; 129,0 C-3;C-2;C-4

Cycle-A

1 114,5

2 152,6

3 143,6

4 153,1

5 6,46 d (8,9) H-6 108,4 C-1, ; C-34

6 7,49d (8,9) H-§ 123,5 C-1;C-2 ; C-45

butanone

1 205,7

2 3,55dd (12,6 ;5,3) H-2 ; H-3 410 C-1;C34;C-L;C15
3,51dd (12,8;5,7) H-2 ; H-3 41,0 C-1;C-34CC-1,;C-15

3 3,38 quint (7,3) H-2 ;H-4 455 C-1;C-2;C@-15;C-2%;C-6

4 3,79dd (10,4 ;5,6) H-3 ; H-4 67,1 C-2;C-3;C4
3,72dd (10,6 ; 6,9) H-3 ;H-4 67,1 C-2;CG-1;

S2H

Tableau 23 : Spectres RMNH (400 MHz) et™C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC des prodRiiB et P19mesures dans (GRCO/TMS;

d ppm J Hz).
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Figure 42(A): Structures chimiques de Ch2 et de ses produitsadielyse

dans le méthanol.
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Figure 42(B): Structures chimiques des chalcones Ch3, Ch4eCHh6 et des produits de

radiolyse dans le méthanol.
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A partir des produits acétylés issus de la radmlge Ch2, nous pouvons déduire la
structure des molécules présentes dans la fraatiant I'acétylation Kigure 43). Rappelons
que I'acétylation a permis de remplacer tous lesigements hydroxyles par des groupements

acétyles.

P10 P11
HO l HO l HO I HO l
OH

OH ¢} OH
HO HO HO OH

Figure 42 : Structures chimiques des produits présents @Bafraction issue de

la radiolyse de Ch2 dans le méthanol.

1.4 RENDEMENT RADIOLYTIQUE ET COURBE DE DILUTION

Tout d’abord, nous présenterons les différentesbesud’étalonnage obtenues pour
chaque chalcone, puis nous développerons I'évolu® la concentration en fonction de la

dose utilisée ainsi que les courbes des rendemaitdytiques de disparition.

[1.4.1. Courbe d’étalonnage

La Figure 44 présente les courbes d'étalonnage obtenues powumbades cing
chalcones, permettant de calculer la concentradieria chalcone pour différentes doses
d’irradiation a partir des chromatogrammes CLHP. hauteur du pic correspond a

I'absorbance de la molécule a 280nm.
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Figure 44 : Courbes d’étalonnage représentant la concentrdéddh2, Ch3, Ch4, Ch5
et Ch6 en fonction de la hauteur du pic mesurée8@ rim en CLHP en milieu

méthanolique.
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11.4.2. Evolution de la chalcone en fonction de ldose utilisée

La figure 45 montre la variation de la concentration des chredsoen fonction de la
dose appliguée, elle est calculée a partir de ldehia des pics obtenus en CLHP pour chaque
concentration initiale (5 x T0M, 10* M, 2,5 x 10* M, 5 x 10* M, 10° M, 2,5 x 10° M, 5 x
10° M et 10° M) irradiée avec différentes doses (de 0,1 kGy2akBy). A partir de
I'étalonnage précédent, nous avons suivi I'évolutie la disparition des chalcones en milieu

désaéré, nous présenterons les résultats a8 MH 5 x 10° M.

Nous constatons que la disparition de la chalconmrction de la dose appliquée est
une droite, il faut une dose de 12 kGy pour calzedégradation totale des différentes
chalcones a 5 x 10M, alors qu'a 2,5 x I6 M une dose de 2 kGy est suffisante. Il est
nécessaire de préciser que les produits issus dielyse des chalcones commencent a
apparaitre a partir des faibles doses appliquéésk@®y). Plus on augmente la dose, plus les
produits sont formés en quantité suffisante, pelaneteur séparation et leur identification.
Pour des doses supérieures nous n‘avons constatdeawariation dans les produits de
radiolyse, que ce soit en CLHP ou sur CCM, cecitmeoque les produits formés au cours de
la radiolyse ne se dégradent pas.
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Figure 45: Evolution de la concentration des chalcones damsdthanol désaéré en

fonction de la dose & deux concentrations diff@&ntolonne de gauche (5 X°181),

colonne de droite (5 x 10Mm).
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11.4.3. Rendement radiolytique

A partir de la pente des droites obtenues stidare 45, nous pouvons calculer les
rendements radiolytiques de disparition des chalsa@n se basant sur I'équation 1. Nous
présentons les courbes de radiolyse obtenues psucihg chalcones dans le méthanol.
Rappelons que plusieurs produits de radiolyse peuasoir le méme temps de rétention en

CLHP, ce qui a rendu le calcul du rendement ratdopkg de leur formation impossible.

0.6 0.6
"."/:2\ 0.5 ° r.-u’:,\ 0.5
E g I
£ 044 £o04-
T 03- @03 4
o] o]
s} o
8 0.2 4 T 0.2
o o
O 01+ Ch2 G 0.1 ch3
0 , , , , ; 0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
concentration initiale de la chalcone (i) concentration initiale de la chalcone (3%1)
0.6 0.6
*
0.5 - * “"‘? 0.5 0
g g
go04- o4
©0.3 % 0.3 +
g ? 02
< 0.2 -4
5 5
50.1-] o 0.1
o Ch4 © Chb5
O T T T T T 0 ! ! ! ! !
0 2 4 6 ) 10 0 2 4 6 8 10
concentration initiale de la chalcone (141) concentration initiale de la chalcone (i)
0.6
S 05-
(_D *
§ 0.4 -
T 03]
(@]
O
T 0.2-
?
o 013 ché
o T T T T T
0 2 4 6 8 10

concentration initiale de la chalcone (i11)

Figure 46 : Rendement radiolytique de disparition de Ch2, Gt%4, Ch5 et Ch6

dans le méthanol en milieu désaéré.
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Nous constatons que les rendements de disparg@h@, Ch3, Ch4, Ch5 et Ch6 dans
le méthanol, augmentent pour atteindre un palier pies concentrations supérieures & 10

M. Ce profil est en accord avec l'effet de dilutidécrit au deuxieme chapitre.

Ill. RADIOLYSE DES CHALCONES DANS L’ETHANOL

Dans le but de mieux comprendre le comportementhlakones en solution face au
rayonnement, nous avons également étudié la radiolde Chl dans ['éthanol.
L’identification des produits de radiolyse et lamgmaraison avec ceux obtenus dans le
méthanol, nous donnera des informations préciesisekeur comportement des chalcones en
chimie sous rayonnement. Nous proposerons dansrfeed paragraphe de ce chapitre des

mécanismes généraux expliguant la transformatisrcdalcones en milieu alcoolique.

l1l.1. ETUDE ANALYTIQUE DE Chl

Le protocole adopté est identigue a celui de laiolgge de Chl en milieu
méthanolique :

v différentes concentrations allant de 5 XM a 5 x 10° M.

v différentes doses allant de 0,1 kGy a 24 kGy.

De méme que dans le méthanol désaéré (absencegdim)y la dégradation de la
chalcone est visible a partir de 0,1 kGyigure 47), et elle est compléte a 10 kGy a une
concentration de 5 x TOM. Le méme processus se produit pour les faibdesentrations (<
10* M), mais une dose de 0,5 kGy est suffisante patmtner la disparition totale des pics
CLHP correspondant aux molécules meéres. Ceci tdgsnrésultats qui ont été observeés lors

de l'irradiation des chalcones dans le méthanol.
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Figure 47 . Chromatogrammes, enregistrés a 280 nm, de Chl avaiation et aprés

irradiation a différentes doses, en milieu désa&é 10° M de concentration.

Pour comparer la radiolyse de Chl dans le méthahdléthanol, nous avons

représenté sur Iaigure 48 les chromatogrammes obtenus aprés une irradiat®rkGy en

milieu désaéré.
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Figure 48 : Chromatogrammes, enregistrés a 280 nm, de Chdiéeaa une dose de 8

kGy, dans le méthanolj et dans I'éthanolRg), en milieu désaéré a une concentration de

5x 10° M.
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Dans les deux cas, la disparition du pic de Chlaesompagnée de I'apparition de
nouveaux pics indiguant la formation de nouveaurposés Figure 48). A dose égale, nous
constatons une différence au niveau des produitsé® : nombre de pics observés en CLHP
et temps de rétention. Dans le méthanol, on obdar¥ermation d’'un pic majoritaire élué
autour de 16 — 17 min et un second minoritaire @udur de 12 min. Dans I'éthanol, on
observe la formation de deux pics autours de 18eniil min, le pic €lué autour de 12 min
est toujours présent. La difference des temps tEntién peut étre due a la nature des
groupements additionnés au cours de la radioly#dR et CHO" pour le méthanol et HER
et CHCH,O" pour I'éthanol. Plusieurs produits correspondenhacun de ces pics, et nous
nous limiterons a la purification et a la déterniima des produits issus des pics élués autour
de 18 et 21 min.

[11.2. PURIFICATION DES PRODUITS DE RADIOLYSE DE Ch 1

100 mg de Ch1 sont dissous dans I'éthanol & uneecoration de 5 x TOM et
irradiés a une dose de 13 kGy, ce qui permet d'avme degradation totale de la chalcone. Le
chromatogramme obtenu est identique au chromategeaobtenu en étude analytique a 12
kGy (Figure 47). L’irradiation est réalisée en milieu désaéré.

La premiére étape de purification des produitsatkotyse est réalisée a I'aide d’'une
colonne ouverte de sephadex (LH20). Vingt et uaetions ont été récoltées évaporées et
pesées. Les injections CLHP et les analyses CCMede fractions montrent que deux
fractions contiennent les produits majoritairesu¢gdeics a 18 min et 20 min). La deuxieme
étape est la CLHP semi-préparative, chacune des fdgttions est traitée séparément, cette
étape de purification nous a permis de séparedéex pics élués a 18 min et 20 min
respectivement, les masses obtenues sont represamtéeSchéma 1 Les analyses CCM
montrent que trois des quatre fractions récolt@e€leHP semi-préparative contiennent deux
produits chacune (deux taches ont été observédsssplaques CCM), ce qui fait que sous un
pic CLHP deux produits sont €lués. Ceci nous a @ngefaire une derniere purification en
CCM centrifuge pour chacune des trois fractionszi®n douze fractions sont récoltées pour
chaque CCM centrifuge, elles ont été analysée<@M analytiqgue. Ces analyses montrent
que six fractions contiennent des produits purasiféept produits ont pu étre isol&skiéma
1).
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2,2" 4-trihydroxychalcone, 100 mg a 5:1M irradiée dans §4s0OH

CCO Sephadex LH20 (GOH)
[

33.4mg

I

semi-prép CLHP ¢
[

53.7mg

semi-prép CLHP ¢

[
v v v
15.|7mg I 14mg 8.9mg 25mg

I I
CCM centrifuge Si@(1mm)

CCM centrifuge Si@(1mm)

[
T b ]
4.6mg 2.5mg 2.4mg 2.|3mg 3.9mg 3.5mg
Ll ]
P20 P21 P22 P23 P24 25P P26
| | | |

Rf obtenus sur CCM analytique: gel Silice 60 F254
| | I |

| | |
0,15 0,30 §) 0,06 0.53 0,16 §)

0,56 0,67 0,28 0,34 0,74

0,42 0,32
#: CH,Cl-EtOAC-MeOH 96 : 3: 1

®: CH,Cl,-EtOAC-MeOH 95 : 3 : 2
¢ CH,Cl-EtOACc-MeOH 90 : 5: 5

Schém: 1 : Les différentes étapes de purification des produdgoritaires de radiolyse
de Chl, irradiée dans I'éthanol.
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[11.3. IDENTIFICATION DES PRODUITS DE RADIOLYSE DEh1

[11.3.1. Spectres UV
Comme nous I'avons mentionné précédemment, le rgpeldt de Chl est caractérisé

par deux bandes d’absorptidfnax = 366 nm elomax= 253 nm, ainsi que par un épaulement
a 312 nm Figure 49). Nous constatons que les produits de radiolysédesnmémes spectres
UV que ceux issus de la radiolyse du méthanol,sigs produits possedent quasiment le
méme spectre UV avec un léger déplacement des rmaXesorption pouP20 et P23 vers

les valeurs positives. Dans tous les cas, les figoda radiolyse ne possedent plus la double

liaisona,p.
277 281 36€.......
(@]
c
3
S
3
<
T T
250 300 350
Longueur d’onde (nm)
Figure 49 : Spectres UV de Chl+(= ) et des prodietsadiolyse,
P20etP23( ) ; P21, P22 P24, P25etP26(- -~ ), aune

concentration de 5 x 70M.

[11.3.2. Spectres RMN
Les produitsP20, P21, P22 P23 P24, P25 et P26 formés au cours de la radiolyse de

Ch1 dans I'éthanol sont identifiés par leurs spscRMN:'H, *C, COSY, HMQC et HMBC.
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111.3.2.a. Produit P20

Le spectre protorH du produitP20 montre la présence de sept protons aromatiques
(tableau 24). Quatre d’entre eux sont détectés a 6,88 ppmg(H731L8 ppm (H-4), 6,91 ppm
(H-5g) et 7,40 ppm (H-§), ils sont attribués au cycle aromatique B. L&sstautres sont
détectés a 6,34 ppm (H)3 6,44 ppm (H-R) et 7,91 ppm (H-§), ils sont attribués au cycle
aromatique A.

Le spectre protohH montre aussi sept signaux correspondant a léepaiphatique,
deux groupes oxyméthines a 5,25 ppm (H-3) et 3pfd (2-CH-R’), un groupe méthine lié
au carbonyle a 3,94 ppm (H-2), un groupe méthy&eB8e32 ppm et 3,23 ppm ainsi que deux
groupes méthyles a 1,05 ppm et 0,95 ppm. Les positde tous les protons ont été
confirmées par les spectres RMN-'H COSY (ableau 24.

Le spectre™C Jmod indique la présence de dix-neuf signaux, sept attribués a la
partie aliphatique et douze a la partie aromatiffableau 24. La partie aliphatique est
constituée d’'un carbone quaternaire (carbonyle’,&ppm, C-1), deux carbones tertiaires O-
liés (78,5 ppm, C-3 ; 68,0 ppm, 2-CH), un carbaréaire C-lié (56,9 ppm, C-2), un carbone
secondaire O-lié (65,2 ppm, 3-O¢MHet deux carbones primaires (22,3 ppm, 2-R-Cib,2
ppm, 3-OR-CH). Les unités aromatiques sont constituées deaaropnes quaternaires, trois
O-liés (156,7 ppm, Cg2; 166,1 ppm C-2C-4,) et deux C-liés (126,8 ppm, G-1 116,6
ppm, C-1) et de sept carbones tertiaires (117,5 ppmg €129,9 ppm, C#; 121,0 ppm, C-
5g ; 129,2 ppm, C+6; 103,5 ppm, C-3; 108,9 ppm, C-b; 135,0 ppm, C-H. Les positions
de tous les carbones sont déterminées par lesepetQC et HMBC tableau 24.

11.3.2.b. Produit P21

Les spectres RMNH et *C Jmod obtenus pouP21 (tableau 29 sont similaires a
ceux du produiP20, notamment la partie aromatiquakleau 24, ils montrent la présence
des deux cycles aromatiques A et B. La différencedP20 et P21 concerne la partie
aliphatique.

Le spectre RMN'H de P21 présente cing signaux correspondant & deux groupes
méthines (3,57 ppm, H-3 ; 4,34 ppm, H-4), un groogghyléne lié au carbonyle (3,50 ppm,
H-2 ; 3,46 ppm, H-2) et un groupe méthyle (1,09 ppid). Les positions de tous les protons
ont été confirmées par les spectres RMN'H COSY tableau 25.

Le spectre RMN"*C Jmod de P21 présente cing signaux correspondant & la partie

aliphatique: un carbone quaternaire (carbonyle0g72ppm, C-1), un carbone tertiaire O-lié
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(70,2 ppm, C-4), un carbone tertiaire C-lié (46p8np C-3), un carbone secondaire (39,0 ppm,
C-2) et un carbone primaire (21,7 ppm, C-5). Lesitpis de tous les carbones et les liaisons
entre la partie aliphatique et la partie aromatigomlt déterminées par les spectres HMQC et
HMBC (tableau 25.

[11.3.2.c. Produit P22

Les spectres RMNH et **C Jmod de P22 (tableau 26§ montrent la présence des
mémes cycles aromatiques A et B (RO etP21

Les différences entrB21 et P22 sont I'absence du signal correspondant au groupe
carbonyle (204,7 ppm, C-1), la présence d’un sigoalespondant a un carbone quaternaire

O-lié (109,3 ppm, C-2) et la formation d’un cyclenpagonal.

111.3.2.d. Produits P23, P24, et P25

Les résultats RMN de23 (tableau 24) sont similaires a ceux du prod®20 (tableau
24). Des différences mineures sont observées auunideda chaine aliphatique, notamment
les constantes de couplage a 9,7 Hz (H-3) ; 9,844@ Hz (H-2) et 6,5 Hz ; 4,2 Hz (2-CH-
R’) pour P20 qui sont déplacées a 9,0 Hz (H-3), 9,1 Hz ; 5,(H2), et 6,4 Hz ; 5,1 Hz (2-
CH-R’) pourP23 Ces différences combinées aux différences dedeatapétention (20 min
pour P20 et 22 min pouP23) et de Rf (0,15 pouiP20 et 0,30 pouP23 dans le mélange de
solvants M1 : CHCI-EtOAc—MeOH 90 : 5 : 5) indiquent que ces deuxdpits sont deux
diastéreoisomeres, notamment a cause de la prédesamrbones asymétriques (C-3, C-2 et
2-CH-R").

Des différences de constante de couplage dansetdre proton sont observées pour
P21/P24 au niveau de H-3 et H-4apleau 25 et au niveau de H-4 et HR2/P25 (tableau
26). Ces produits présentent des difféerences de telmpétention (20 min polr21let 18 min
pourP24) et des Rf différents (0,42 et 0,28, p&21 et P24 respectivement). On note aussi
des différences de temps de rétention entre PPR2£t(20 min et 18 min respectivement) et
des Rf différents (0,74 pour22 et 0,34 pourP25 dans le méme meélange de solvants
précédemment M1). En se basant sur ces résultatieduit queP21 et P24 ainsi queP22 et
P25sont des diastéreoisomer&ggre 50).
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[11.3.2.e. Produits P26

Les spectres RMNH et **C Jmod de P26 (tableau 27 montrent la présence des
mémes cycles aromatiques A et B et le méme cytlahtgrofurane qué?22 et P25 Les
différences entréP22 et P26 observées en spectre protbr sont la présence du signal
correspondant a un groupe méthine (3,99 ppm, 2-GHtRd’un signal correspondant a un
groupe méthyle (1,10 ppm, 2-R-CH3).

En *C Jmod, deux différences sont observées ef2@ et P26, la présence du signal
correspondant au groupe méthine (74,4 ppm) et calle signal correspondant au groupe
méthyle (19,4 ppm). Les positions de tous les cqabosont déterminées par les spectres
HMQC et HMBC (ableau 27.
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Positon 'H COSY C Jmod/HMQC HMBC
P20
Cycle B
1 126,8
2 156,7
3 6,88 dd (8,2;0,9) Hed H-53 1175 C-15;C-5
4 7,18 ddd (80 75;1,7) H-35; H-5 ; H-6;s 129,9 C-Z;C-63
5 6,91ddbr (7,5;0 8) Ha3 H-45; H-65 121,0 C-15; C-3
6 7,40 dd (7,6 ; 1,6) Hed H-55 129,2 C-2;C-4;C-3
Cycle A
1 116,6
2 166,1
3 6,34 d (2,4) H-% 103,5 C-1,; C-5
4 166,1
5 6,44 dd (8,9;2,2) Hxa3; H-64 108,9 C-1,;C-3,
6 7,91d (9,0) H-R 135,0 C-2,;C-4,;C-1
Chaine aliphatique
1 207,6
2 3,94 dd (9,8 ; 4,0) 2-CH ; H-3 56,L-15; C-14; C-1; C-3; 2-CH ; 2-R’-CHl
3 5,25d (9,7) H-2 78,5C-13; C-2% ; C-6;; 3-OCH,;; C1; C2; 2-CH
2-CH-R 3,74dq (6,5;4,2) H-2 ; 2-R’-GH 68,0 C-1;C-2;C-3;2-R-CH
2-R'-CH; 1,05d (6,6) 2-CH 22,3 C-2;2-CH
3-OCH; 3,32dq (9,5;7,1) H-2 ; 2-CH 65,2-3 ; 3-R"-CHs
3,23dq (9,6 ;7,0) H-2 ; 2-CH 65,2-3 ; 3-R"-CHs
3-R”-CH; 0,951t (7,0) H-2 15,2 C-2
P23
Cycle B
1 127,0
2 156,4
3 6,86 dd (8,0 ;0,9) Hed H-55 116,7 C-13;C-5
4 7,14ddd (8,0;7,4;1,7) Hs3H-5;H-65 129,7 C-2;C-65
5 6,87ddd (7,6 ;7,4;1,0) Hs3H-45;H-65 120,8 C-15;C-3%
6 7,36dd (7,5; 1,6) Hed H-55 129,3 C-2;C-4; C-3
Cycle A
1 116,8
2 166,5
3 6,29d (2,4) H-R 103,2 C-1,;C-5
4 165,4
5 6,36 dd (8,9 ; 2,4) Ha3; H-64 108,3 C-1,; C-3,
6 7,86 d (9,0) H-% 1352 C-2,;C-4,;C-1
Chaine aliphatique
1 206,4
2 4,18dd (9,1 ;5,1) 2-CH ; H-3 57,8-15; C-14; C-1;C-3; 2-CH ; 2-R’-CHl
3 5,26 d (9,0) H-2 76,8C-13;C-%; C 63 3- OCI—& Cl C2;2-CH
2-CH-R 3,88dq (6,4 ;5,2) H-2 ; 2-R’-GH 67,5 C-1;C-2;C-3;2-R-CH
2-R-CH; 1,14°d (€4) 2-CH 20,5 C-2;2- CH
3-OCH; 3,32dq (7,0 ; 3,0) H-2 ; 2-CH 64,9C-3 ; 3-R"-CHs
3,31dq (7,0; 3,0) H-2 ; 2-CH 64,9C-3 ; 3-R"-CH;
3-R’-CH; 0,98°t(7,0) H-2 15,4 C-2

integration 3H

Tableau 24 : Spectres RMNH (400 MHz) et™C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC des prodRi2 et P23 mesurés dans (GRCO/TMS;

d ppm J Hz).
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Position 'H COSsY 3C IJmod/HMQC HMBC

P21

Cycle B

1 127,5

2 156,5

3 6,80 dd (8,0 ; 0,9) Hed; H-5 1179 C-15;C-5

4 7,04ddd (8,0;7,3;1,6) H3H-5;H-65 128,8 C-Z; C-6

5 6,72ddd (7,5;7,3;1,00 H3H-43;H-65 120,1 C-13;C-3Z

6 7,11dd (7,5; 1,4) Hed, H-5 132,9 C-2%3;C-4; C-3

Cycle A

1 114,2

2 165,6

3 6,28d (2,4) H-B 103,5 C-14;C-5

4 165,6

5 6,41dd (8,9 ;2,4) H-34 ; H-6a 108,8 C-14; C-3s

6 7,83d (8,9 H-5 133,7 C-24;C-4,;C-1

Chaine aliphatique

1 204,7

2 3,50m H-2 ; H-3 39,0C-15;C-1,;C-1;C-3;C-4
3,46 m H-2 ; H-3 39,0C-15;C-14;C-1;C-3;C-4

3 3,57m H-2 ; H-4 46,9C-13;C-%;C-6;C-1;C-2;C-4:;C-5

4 4,34 dq (6,3 ; 3,5) H-3 ; H-5 70,2-13;C-2;C-3;C-5

5 1,09d (6,3) H-2 21,7 C-3;C4

P24

Cycle B

1 129,7

2 156,2

3 6,79 dd (8,0 ; 1,0) Hed, H-55 117,0 C-15; C-5

4 7,00ddd (8,0;7,5;1,5) H3H-5;H-65 128,3 C-Z; C-6

5 6,72ddd (7,5;7,4;0,9  H3H-43;H-6g 120,4 C-13;C-3Z

6 7,13dd (7,6 ; 1,5) Hed; H-53 130,7 C-2%5;C-45; C-3

Cycle A

1 114,3

2 165,4

3 6,26 d (2,3) H-B 103,5 C-14;C-5

4 165,4

5 6,40 dd (8,8 ; 2,3) H-34 ; H-64 108,6 C-14;C-35

6 7,88d (8,8) H-5 133,8 C-2,;C-4,;C-1

Chaine aliphatique

1 205,5

2 3,57m H-2 ; H-3 39,3C-13;C-1,;C-1;C-3;C-4
3,51 m H-2 ; H-3 39,3C-15;C-14;C-1;C-3;C-4

3 3,60 m H-2 ; H-4 46,0C-13; C-%;C-6;C-1;C-2;C-4;C-5

4 4,21dq (6,3;6,2) H-3 ; H-5 71,C-13;C-2;C-3;C-5

5 1,09d (6,2) H-2 219 C-3;C4

®integration 3H

Tableau 25:Spectres RMNH (400 MHz) et**C (100 MHz), et corrélations observées sur lestspec
COSY, HMQC et HMBC des produig21 et P24mesurés dans (GRCO/TMS; s ppm J Hz).
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Position 'H COSY %C IJmod/HMQC HMBC

P22

Cycle B

1 125,9

2 153,5

3 6,80 d él (8,0) H-#4; H-5 116,9 C-1z; C-5

4 7,18 ddd (8,0; 7,5; Hs3H-55 ; H-65 129,83 C-25;C-6

5 6,90ddd (7,4;7,3;0,9) Hs3H-45; H-6g 121,2 C-13;C-3F%

6 7,11dd (7,4; 1,4) Hed H-55 129,84 C-23;C-45;C-4

Cycle A

1 116,5

2 157,5

3 6,36 d (2,3) H-R 104,2 C-15; C-5

4 160,0

5 6,39 dd (8,4; 2,4) Ha3; H-64 107,6 C-14; C-34

6 7,28d (8,3) H-R 129,6 C-2,;C-44;C-2

tetrahydrofurane

2 109,3

3 2,64 m H-3 ; H-4 39,1C-15 ;C-1,; C-2; C-4; C-5
2,61m H-3 ; H-4 39,1C-15 ;C-1,;C-2;C-4;C-5

4 3,27 m H-3; H-5 43,2C-15; C-% ; C-65; C-2;C-3; C-5; 5-CH

5 4,71dq (6,2; 3,1) H-4 ; 5-GH 86,2 C-15; C-3,;C-4; 5-CH

5-CH; 1,08'd (6,2) H-5 17,6C-4;C-5

P25

Cycle B

1 129,6

2 153,4

3 6,78 d él (7,8) H-4; H-55 116,9 C-15; C-5

4 7,15dd él (7,8 ;7,7) Hg3 H-5 ; H-65 127,4 C-25; C-65

5 6,88ddd (8,1;7,5;0,7) Hs3H-45;H-65 1215 C-15;C-3

6 7,14 d él (7,8) H-#4; H-5 129,0 C-2%; C-4; C-4

Cycle A

1 116,3

2 157,3

3 6,36 d (2,3) H-R 104,2 C-15 ; C-5

4 160,0

5 6,39 dd (8,3 2,3) Ha3; H-6 107,6 C-1, ; C-34

6 7,30d (8,3) H-R 129,7 C-2,; C-44 ; C-2

tetrahydrofurane

2 109,3

3 2,54 brd (11,8) H-3 ; H-4 35,%-13 ;C-1,;C-2; C-4;C-5
2,66 dd (12,1 ; 4,2) H-3 ; H-4 35,8-13 ;C-1,;C-2; C-4;C-5

4 3,21 brd (4,0) H-3 ; H-5 43,6-13; C-%;C-6;C-2;C-3;C-5;5-CH

5 4,70 q (6,5) H-4 ; 5-CH 89,1 C-15;C-3;C-4;5-CH

5-CH; 1,33d (6,5) H-5 20,8C-4,;C-5

integration 3H ° Les assignements sont interchangeable.

Tableau 26 : Spectres RMNH (400 MHz) et™*C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC des prodRi22 et P25 mesurés dans (GRCO/TMS;

o ppm (J Hz).
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Position H COSY 13C Jmod/HMQC HMBC

P26

Cycle B

1 127,3

2 156,5

3 6,84 dd (7,7 ;1,1) Hed H-5 116,3 C-1z; C-5

4 7,01dt(7,4;1,3) He3; H-5; H-6s 128,7 C-Z5; C-65

5 6,75dt(7,5;1,2) Hg3; H-45; H-6g  120,8 C-13; C-3%

6 7,28dd (7,6 ; 1,4) Hed H-5 128,2 C-4;C-3;C-4

Cycle A

1 122,2

2 157,9

3 6,27 d (2,3) H-R 104,9 C-14; C-5,

4 158,6

5 6,33dd (8,6 ;2,5) Ha3; H-64 107,5 C-14; C-34

6 7,82d (8,6) H-B 129,2 C-2;,C-2; C-45

tetrahydrofurane

1

2 91,6

3 3,05dd (12,5 8,5) H-3 ; H-4 45,8-15 ;C-1,; C-2; C-4; C-5; 2-CH-R’
2,43dd (12,4 ;11,1) H-3; H-4 45%2-15 ;C-1,; C-2; C-4;C-5; 2-CH-R’

4 3,54 dt (11,7 ; 8,7) H-3; H-5 47,@-15; C-%; C-65; C-2;C-3; C-5; 5-CHl

5 4,23 q (6,0) H-4 ; 5-CH 83,3 C-13;C-3;C-4;5-CH

5-CH; 1,27d (6,0) H-5 18,4 C-4;C-5

2-CH-R’ 3,99 q (6,2) 2-R-CH 74,4 C-1,;C-2;C-3; 2-R-CH

2-R-CH; 1,10d (6,4) 2-CH-R’ 19,4C-2 ; 2-CH-R’

%integration 3H

Tableau 27 : Spectres RMNH (400 MHz) et™C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC du prodR@6 mesurés dans (GRCO/TMS; s ppm (
Hz).

[11.3.3. Spectres de masse des produits P20/23 P24/ P22/25

L’ion moléculaire mesuré sur les spectres de masséifs deP20/23 P21/P24 et
P22/P25ainsi que leurs formules sont :

e Mz 369.13 [M + Na] (pour P19 et P22),6H2.0s.

e Mz 325.10 [M + Na] (pour P20 et P23),:@H:g0s.

e Mz 325.10 [M + Na] (pour P21 et P24),¢H:50s.

Ces résultats confirment les structures chimiqueermes par RMNHigure 50), ils

confirment aussi la présence de trois couples alg@lieocisomeres.
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Finalement,P20/23 P21/P24 P22/P25et P26 sont identifiés respectivement comme
(Figure 50) :
1-[2,4-dihydroxyphényl]-2-(hydroxyeéthyl)-3-éthoxgH2-hydroxyphényl)-propanone.
1-[2,4-dihydroxyphényl]-3-(2-hydroxyphényl)-4-hydeppentanone.
2-[2,4-dihydroxyphényl]-2-hydroxy-4-(2-hydroxypind)-5-méthyltetrahydrofurane.
2-[2,4-dihydroxyphényl]-2-hydroxyéthyl-4-(2-hydegphényl)-5-méthyltetrahydrofurane.

OH (0] OH

P22/P25 P26

Figure 50 : Structures chimiques des produits majoritairegatikolyse de Chl dans

I’éthanol.
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IV. ROLE DE L'OXYGENE DANS LA RADIOLYSE DES
CHALCONES

Pour étudier le réle de I'oxygéne nous avons igatks solutions de Chl dans trois

conditions expérimentales différentes :

v en milieu désaéré en faisant barboter de I'héliaaegx dans la solution a irradier.
v en milieu non désaéré dans des tubes ouverts.

v en milieu non désaéré dans des tubes fermés.

IV.1. RADIOLYSE DE Chl DANS LE METHANOL EN MILIEU NON

DESAERE
La Figure 51 représente les chromatogrammes CLHP de Ch1 (5>M)0en milieu

non désaére (tube ferme), non irradiée (le contetlerradiée avec les doses suivantes : 10
kGy, 12 kGy, 20 kGy et 24 kGy, qui sont plus élevégie les doses utilisées en milieu
désaéré. Nous observons que la hauteur du pic tigt€mps de rétention; £ 26 min) ne

change pas pour des doses inférieures ou égal@sk&y, la dégradation de la chalcone
commence effectivement a 12kGy et continue lorslguelose augmente, la dégradation

compléte est observée a 24 kGy.

Le méme décalage vers des plus fortes doses &stvélsi 'on compare les irradiations
en milieu non désaéré (tube fermé) et en miliead&&s Il faut, par exemple, 14 kGy pour
dégrader la chalcone complétement & 5 X M) au lieu de 1 kGy en milieu désaéré. Nous
constatons donc, la encore, que la concentratidtm @bse absorbée sont deux facteurs dont

dépend le processus de radiolyse.

Nous pouvons, d’ores et déja, noter I'influencemlieu de radiolyse sur la dégradation
de la chalcone. Il semble que I'oxygéne de I'airuai réle protecteur pour la chalcone vis a
vis des réactions de radiolyse. En effet, de 0 &@¥ (Figure 51) aucune dégradation n’est
observée en milieu non désaéré (tube ferme). Eanche il est important de noter que la

dégradation qui débute au dela de cette dose sendique (chromatogrammes CLHP
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identiques a ceux obtenus en milieu désaéré) a qall se produit en milieu désaéré. Nous
pouvons émettre I'hnypothése que la dégradationeng @voir lieu que lorsque I'oxygéne de

I'air présent dans le tube fermé a été consommélgzaréactions de radiolyse. Ceci est
confirmé, en irradiant la chalcone en milieu nosad¥é, tube ouvert. Nous constatons en
effet que la chalcone n’est pas dégradée, I'oxygeakiculaire n’étant, dans ce cas, jamais
complétement consommeé et donc toujours présenians des réactions de la radiolyse.
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Figure 51 : Chromatogrammes obtenus par CLHP, enregistrée a8 d’'une

solution de Ch1 (5 x IDM) avant et aprés irradiation avec des doses@&GY,
12 kGy, 16 kGy, 20 kGy et 24 kGy, dans le méthamoinilieu non désaéré.
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IV.2. RADIOLYSE DE Chl DANS L'ETHANOL EN MILIEU NON
DESAERE

Nous avons également étudié la radiolyse de Chilkeu éthanoligue non désaéré.
La Figure 52 compare les chromatogrammes CLHP obtenus en niiéeaéré et non désaéré
(tube fermé). De méme que pour le méthanol, enepoesd’oxygene la dégradation n’est
effective qu’aprés consommation de I'oxygéne prédans le milieu, ce qui correspond a une
dose de 10 kGy. Dans ce cas (milieu non désaéegéfanmé) la dégradation est totale a 22

kGy.
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Figure 52 : Chromatogrammes, enregistrés a 280 nm, de Chl avadiation et apres

irradiation a différentes doses, dans I'éthanohelieu non désaéré et désaéré a 5 X 10

M.
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Figure 53 : courbe d’étalonnage représentant la concentratohl en fonction

de la hauteur de pic mesuré a 280 nm en CLHP eaur@thanolique.

Une courbe d’étalonnageFigure 53) nous permet de suivre, a l'aide des
chromatogrammes CLHP, la disparition de Chl entfoncde la dose. L'évolution de la
concentration de Chl obtenue dans les différerstgradieu désaéré, milieu non désaéré tube

fermé et milieu non désaéré tube ouvert) est ptésesur laFigure 54.

concentration (16’M)

15 20
dose (kGy)

Figure 54 : Evolution de la concentration de Ch1l en fonctierladdose d'irradiation,
en solution éthanolique & 5 x 1M, en milieu aéré & tube ouvéw), en milieu aéré a

tube fermé §) et en milieu désaére (+).
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Dans les trois cas de radiolyse, nous observonsamportement différent de
transformation de Chl :

() en milieu désaéré (absence de I'oxygene) on caengitet décroissance rapide de la
concentration de la chalcone des les premiéressdagaiquées. La chalcone est
complétement dégradée a 10 kGy, ceci prouve quegdéne n'a pas un réle
primordial dans le processus de transformatioraddnélcone.

(i) en milieu non désaéré dans un tube fermé (présdmoe quantité limitée
d’oxygene), la dégradation de la chalcone a lipardir de 10 kGy, ce qui signifie
gue tant que l'oxygene moléculaire est présent danwilieu de radiolyse, la
chalcone est protégée et ne peut pas réagir agse@diécaux libres du solvant.
Ensuite a partir de 10 kGy tout I'oxygéne est coms® et la dégradation peut
débuter avec la méme dose dépendance qu'en abdenxsggene (méme pente
AM = f(D) et méme rendement radiolytiqu&idure 54).

(iif) en milieu non désaéré dans un tube ouvert (préstimsiéée d’oxygeéne dans le
milieu de radiolyse), on n'observe aucune dégradalie la chalcone méme a des
fortes doses, ce qui confirme que I'oxygene mokicellinhibe la réaction entre la

chalcone et les especes réactives produites daaditdyse du solvant.

En conclusion on peut dire que I'oxygéne molécalagagit probablement
avec les radicaux libres du solvant pour formerrdelicaux peroxydes (voir chapitre
2), rendant la réaction avec la chalcone chimiquendéfavorable. Ce résultat est
inattendu, car d’une maniére générale, 'oxygendéoubaire a plutbt tendance a
favoriser les dégradations engendrées par l'irtefiaPar exemple, pour la radiolyse
des flavonols, I'oxygéne joue un rdle important slégur transformation en depsides
(voir chapitre 4). Il faut noter aussi que les cadix peroxydes formés dans le milieu

de radiolyse ne réagissent pas avec la chalcone.
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V. MECANISMES DE TRANSFORMATION DES CHALCONES
EN MILIEU ALCOOLIQUE

Vingt huit composés sur trente identifiés conserMes deux cycles aromatiques
initiaux (présents dans les molécules méres). ifferdnt par le nombre de groupements
hydroxyles présents sur les cycles aromatiques A ehitialement présents dans les
molécules méres.. lIs different également par tareades groupements greffés sur la chaine
aliphatique et par la position de ces groupemextsls constatons que tous ces composés
sont caractérisés par I'absence de la double fiaisda chaine aliphatique.

En comparant les produits de radiolyse des chafcobtenus dans les deux solvants,
Nous constatons que les deux cycles aromatiquasmiepas affectés par I'irradiation, mais
qgue la double liaison et le groupement carbonylet $es deux fonctions touchées. Les
radicaux les plus impligués dans la dégradationciaicones sont HMR dans le méthanol et
HER dans I'éthanol, et dans une moindre mesurgQCldt CHCH,O'. A partir de ces
constatations expérimentales, nous allons propassieurs mécanismes de transformation

des chalcones, en milieu alcoolique.

V.1. ROLE DE LA DOUBLE LIAISON

D’aprés la structure des produits identifiés, npaosvons proposer que la premiére
étape de transformation de la chalcone est I'attalgula double liaison, pour confirmer cette
hypothese, nous avons irradié en milieu désaéghllarétine (une dihydrochalcone, sans
double liaisona,B, Figure 39), dans les mémes conditions expérimentales de ebske

concentration que pour les autres chalcones.

Le chromatogramme CLHP de la phlorétifkég(re 55) (2',4,4’,6'-tetrahydroxy-7,8-
dihydrochalcone) ne montre pas de modification ljiea cette molécule soit irradiée avec des
doses supérieures a 20 kGy. Ce résultat nous petenepnfirmer le rdle principal de la

double liaisom,3 dans la dégradation des chalcones.
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Figure 55: Chromatogrammes, enregistrés a 280 nm, de la giimer(2’,4,4’,6'-
tetrahydroxy-7,8-dihydrochalcone) avant irradiati@) et apres irradiation (b) avec

une dose de 20 kGy en milieu désaéré a 5xM0

V.2. MECANISMES DE DEGRADATION DES CHALCONES EN
SOLUTION ALCOOLIQUE

En comparant les structures chimiques de tousrtetujis identifiés, dans le méthanol

et dans I'éthanol, nous pouvons classer les prodgitradiolyse en deux groupes principaux:

v le premier dans lequel les produits sont caraégpsr I'addition des radicaux issus
de la radiolyse des solvants sur la chaine alighatimono ou disubstitués par HMR, HER,

CH30', CH3CH20. ouH'.

v le deuxiéme groupe ou les produits sont caractqsg I'addition des radicaux

mais également par une cyclisation.

Dans un premier temps, nous présenterons le nsfcande formation du premier
groupe de produits-{gures 56, 57 et 58 ensuite nous proposerons un schéma réactionnel
expliquant la formation des produits cyclisEg(res 59, 60 et 6)L
Les structures chimiques des produits obtenus miingue le processus de transformation est
déclenché par I'attaque de HMR ou HER (selon leemitle radiolyse: méthanol ou éthanol)
sur la double liaison. Par conséquent, un raditatinédiaire est formé, le premier centré sur

Cf£ (1a) et le deuxieme sur @<(2a) permettant I'addition d’autres especes réactives
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présentes dans le milieu de radiolyse tels queCCldu CHCH,O’, H', HMR ou HER et
I'électron solvaté (€). La Figure 56 récapitule ce schéma réactionnel, qui méne a la
formation deP3, P12 et P20/23(attaque de HMR/HER enoCla-1b) et deP1, P7, P10, P15
P18 P19 et P21/24 (attaque de HMR/HER enfz2a-2b). La Figure 56 montre également
trois voies réactionnelles expliquant la formatthncomposé intermédiai@d. Ce composé
n'a pas éteé identifié, en revanche, comme nougpligierons plus loin, il pourrait participer a
la formation deP4, P9, P13/14 P16/17etP26. Trois chemins sont proposés pour expliquer la
formation de2d :

v Le premier chemin2pb-2c-2d est basé sur une attaque de HMR ou HER sur le
groupe carbonyle d&b, suivi d’'une addition de H

v Le deuxieme chemin2p'-2c'-2d) est basé sur une forme mésomere2dd2b’)
suivi de I'addition d'un radical Hdonnant la formation de2¢’), ce dernier peutsubir une
attaque de HMR ou HER sur la double liaison poumfer un radical en &€ sur lequel vient
s’additionner Hmenant a la formation d&d. Une telle attaque de la double liaison par les
radicaux HMR ou HER est possible puisqu’elle a d&j@ observéeWang, 1999) et est
confirmée dans notre étude (premiére étape degladation de chalcone).

v Le troisieme chemin2p-2c”-2d) est une alternative au chen®b-2c-2d Dans ce
cas, I'électron solvaté peut réduire le groupe amayle de2b (R = H) pour former un anion
radicalaire 2¢”), cette étape est suivie par la capture d’'un préfoet la recombinaison du

radical formé avec HMR/HER donnant la formatiorede
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1b- { P3, PLR =OCHs, R'=H) He 2b’

P1, P7, P15, P18, P19 (R=R"=H)
P20/23R =OCH,CH3, R'=CH ) 2b=l P10 (R =CHOH, R"=H)

P21/24R=H, R"=CH )

Figure 56 : Mécanismes de transformations des chalcones ehiggale radiolyse non

cyclisés mono et di substitués, irradiée en méioolique.
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Figure 57 : Meécanismes de transformations des chalcones,iggaden milieu

alcoolique, en produits de radiolyse non cyclisémosubstitués en positiorBC

Pour expliquer la formation d&l, P7, P15 P18 P19etP21/P24 un autre mécanisme
radicalaire est proposé-iQure 57). Aprés l'attaque de la chalcone par HMR ou HER, |
radical2a pourrait capter un atome’ lde I'alcool (CHOH ou CHCH,OH) pour formerP1,
P7, P15 P18 P19etP21/P24et libérer un radical HMR ou HER dans le milieurddiolyse.
Toutefois ce mécanisme ne peut pas expliquer tadtbon deP3, P10, P12etP20/P23

Sur laFigure 58 nous avons prigb (R = CHOH et R” = H) comme nouveau point
de départ a partir duguel deux voies possiblesaordg envisageables:

v (premiére colonne) addition d’un radical ur I'oxygeéne du groupe carbonyle pour
former un radical centré sur I'atome de carboneiunaoib’), suivi de I'addition d’'un radical
HMR donnantP1l

v (deuxiéme colonne) une tautomérie céto-énoliquerrpituexister menant a la
formation d’'une nouvelle double liaison qui pour@ire attaquée par HMR aboutissant a la
formation du radical intermédiaine” . Sur ce dernier peut se greffer un radicalgeur
formerP11.

Les deux mécanismes sont chimiqguement possibles hégjuilibre de tautomeérie
céto-énolique est habituellement en faveur de fendocétonique. La formation de la forme
énol doit en général étre catalysée par une basm@acide fort, ce qui n’est pas notre cas

dans le milieu de radiolyse. Le premier mécanisprenfiere colonne) est probablement
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favorisé en raison de la spécificité du milieu ddiolyse (présence de nombreux radicaux
libres H). Ce type de produit n’a pas été identifié daéghhknol, il est probablement formé en

faible quantité et sa polarité rend la séparatitficite.

Les Figures 59, 60 et 61 présentent les mécanismes de formation des psodaeit
radiolyse cyclisés. Pour expliquer la formation R et P22/25 prenons comme point de
départ le produib (R = R” = H) (Figure 59). Deux voies sont alors envisageables, la
premiére est une réaction ionique trés classigquéigajue la seconde est radicalaire, passant
par la formation d’un hémi-acétal. La formationlde&mi-acétal cyclique est bien connue et
bien décrite par l'intermédiaire de la voie ionig(Mollhardt, 1999), néanmoins un tel
mécanisme est habituellement catalysé par desi@duicides. Le deuxieme mécanisme
quant a lui est favorisé en milieu de radiolyseanoment par la présence des radicaix H
Notons que la séparation B& et P8 était tres difficile, ceci est probablement dia @tésence
concomitante des deux composés en équilibre cheniiguns la solution. En effet le type de
réaction que I'on vient de décrire n’est en génpaal « a sens unique », et la méme remarque
peut étre appliquéeRR21/24etP22/25

La Figure 60 explique la formation des produfgl, P9, P13/14 P16/17etP26. Deux
voies sont possibles, la premiere est ionique setmnde radicalaire. Le premier mécanisme
meéne a la formation d’'un groupe alcyloxonium quuipait facilement libérer une molécule
d'eau et former un carbocatiotll¢’ ). Le carbocation ternaire subit une cyclisatiamyig
d’une libération d’un ion Haboutissant & la formation déc” qui correspond aux produits
P4, P9, P13/14 P16/17 et P26. Cependant le mécanisme ionique doit étre cataysxige
probablement des conditions fortement acides, leaniéme radicalaire est, encore une fois,
probablement favorisé dans le milieu de radiolydalgré cela I'attaque de’Hsurllla” est
probablement moins efficace que l'attaque classapieIMR ou HER. Ces remarques plutot
négatives, quant aux mécanismes proposés, nouseamanenvisager une autre voie

réactionnelle Eigure 61).
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Figure 58 : Mécanismes de formations du prodBit1 issu de la dégradation de

Ch1 en milieu méthanolique.
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P8 (R” = H)
b’ =
{ P22/25 (R” = CHy) \L

P8 (R" = H)
d” =
{ P22/25 (R” = CHy)

Figure 59 : Mécanismes de transformations des chalcones,iégaen milieu

alcooligue (méthanol/éthanol), en produits de Hgdmcyclisés.
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Figure 60 : Mécanismes de transformations (ionique et radieglaes chalcones

en produits de radiolyse cyclisés, irradiée eneuiklcoolique (méthanol/éthanol).
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Dans ce cagHgure 61) le produit de départ n'est pas un composé intdiaré non
identifié, au contraire, ce produit de dédédt’ n’est autre qu®8 (R” = H) ou P22/25(R”
= CHg). Le produitlld” subit une réduction par I'électron solvaté poumfer le produit
intermédiairelle” , I'addition d’'un radical HMR ou HER est alors pitds pour former les
produitsP4, P9, P13/14 P16/17etP26.

RA' O O )
e
OH./ b R,

R"

P8 (R" = H)
ld” =
{ P22/25 (R” = CHy)

i { P4, P9, P13/14, P16/17 (R' = R" = H)
"o=llie” =

P26 (R’ = R” = CHj)

Figure 61 : Mécanisme de dégradation des chalcones impligliattaque de

I'électron solvaté aboutissant a la formation dexlpits cyclisés.

En ce qui concernB2, la formation de ce composé inattendu peut étpdicriee par
une addition d’'un radicalCHz aprés coupure de la liaison RO-H ou par I'additienCHO’
apres coupure de la liaison R-OH du compe$eCes deux mécanismes sont possibles, mais
la coupure de la liaison RO-H est probablement fdade, méme si la coupure de la liaison
R-OH peut également exister en solution alcooligaeliée Freeman, 1987).

Un autre mécanisme est possible, il s’agit de ten&tion d’'un éther a partir de deux
alcools, selon la réaction suivante:

R’-OH + RO-H --> R-O-R’ + HO (R-OH =2d =llla ; R’-OH = CH;OH).

Cependant ce mécanisme est, encore une fois, bidient catalysé en milieu tres

acide.
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Nous avons également observé de petits fragmelstgjue P5 et P6. La Figure 62
présente un schéma réactionnel pouvant expliqufarfaation de ces produits de radiolyse
issus de la rupture de la double liaison. Le pro@éi peut étre formé a partir du radical

intermédiairdIb” , par cyclisation et coupure du cycle aromatiqué&igure 62)

R, HO.
+H*
O O s
+ O
oH R, OH o OH

llb” = (R"=H) P6

Figure 62: Schéma réactionnel proposé pour la formation deitgrolactone, en milieu

de radiolyse en solution méthanolique.

La réactivité des chalcones avec les radicauwxedibde la radiolyse des alcools
(méthanol et éthanol) est présentée ici sur la daseproduits de radiolyse obtenus avec une
série de six chalcones. Il a été démontré quedes dycles aromatiques ne participent pas
directement au processus de transformation alogslajdouble liaison est responsable de la
dégradation. La premiére réaction est une attagdexrde HMR ou HER sur la double
liaison de la chaine aliphatique, cette attaques@sie d’'une cascade de réactions telles que
des additions radicalaires, la perte de la douhisdn et des cyclisations qui menent a de
nombreux composés nouveaux. Les processus de dégrade produisent seulement en
I'absence d’oxygene moléculaire, s'il est préseatdernier joue un réle protecteur.

Le mécanisme général met en évidence beaucoupéaldions de substitution
chimique possibles aprés l'attaque de la doublisdim La radiolyse de la série de six
chalcones a démontré que la substitution des dgublesc aromatiques A et B n'a pas
influencé et n'a pas participé a la dégradationar@er la substitution en C-2 (H, OH ou
OCH;s) a mené au méme type de produits de dégradatidlamfaes deux cycles aromatiques

intacts.
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VI. ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES CHALCONES ET DE
LEURS PRODUITS DE RADIOLYSE

Nous avons vu que lirradiation a pour effet densfarmer les chalcones en produits
de radiolyse. Il est important de savoir si cesides sont plus ou moins antioxydants que les
chalcones. Si nos résultats sont extrapolablem@idation des fruits et Iégumes, la question
gue nous devons nous poser est: «la formatioprdduits de radiolyse permet-elle de
conserver les qualités nutritionnelles relativedaaprésence de ces molécules ? ». Pour
répondre a cette question, nous avons mesure kcitaples chalcones et celle de leurs

produits de dégradatiofigure 63) a piéger les radicaux DPPH.

Les résultats obtenus pour les six chalcones ésditleurs produits de radiolyse sont
présentés sur laigure 63. Nous constatons que ces chalcones n’ont pagranee activité
antioxydante, sauf Ch6 qui posséde une activitéoitapte et pour lequel nous avons pu
mesurer une CI50 de 4,9 x 10M. Le pourcentage d’inhibition des cing autres|chaes
mesuré & 16 M ne dépasse pas 15%. La seule différence ersireing premiéres chalcones
et Ch6 est la présence du groupement hydroxyléestycle A en position 3'. La présence de
ce groupement combinée a celle des groupes 2’-OM-&H doit participer a l'activité
antioxydante, probablement par des effets statelisa des radicaux formés aprés transfert
redox (arrachement d’'un atome d’hydrogéne depsigieupements 3’- et 4’-OH).

D’une maniere générale, nous pouvons const&igule 63) que les produits de
radiolyse sont plus actifs que les chalcones mé&ascomparant l'activité des différents
produits de radiolyse issus de la méme chalcongs nemarquons que les produits cyclisés
ont une activité anti-DPPH plus élevée que les am@p mono et disubstitués.

Le cycle A joue un réle important dans I'activitétiaxydante, notamment par la
présence de groupements hydroxyles. En compagativité des différents produits cyclisés
(P4, P22/25notamment) issus des différentes chalcones, nonstatons que plus le cycle B
est substitué par des groupements hydroxyles fdatvité anti-DPPH est importante. En
examinant I'activité des produits de radiolyse, s10anstatons que I'absence des groupements
hydroxyles sur le cycle A diminue largement l'aptie a piéger le radical DPPH. Nous
devons cependant remarquer que ces prémices tlemreducture-activité ne sont fait ici que
sur la base de faibles variations des pouvoirsxdéribles activités). Seules les activités
antioxydantes de Ch6 (IC50 = 4,9 x"1MI) et de son produit de radioly§d9 (IC50 = 4,1 x

10° M) peuvent étre considérées comme intéressantiespint de vue biologique ; et dans
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ce cas, il est intéressant de remarquer que l& plertla double liaison dans le produit de
radiolyse n'a pas diminué l'activité antioxydant@ette activitt a méme été légérement

augmentée, probablement grace aux propriétés redayoupe ChOH greffé au cours du
processus de radiolyse.
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Figure 63: Activité anti-DPPH des chalcones Chl, Ch2, Ch34 @hCh5, et de leurs

produits de radiolyse, mesurée &%1d. Les barres sur les histogrammes représentent
I'écart type (SD/2)
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CHAPITRE VI
RADIOLYSE DE L'ACIDE FERULIQUE APPLICATION AU

TRAITEMENT DES ALIMENTS PAR IRRADIATION



RADIOLYSE DE L'ACIDE FERULIQUE
APPLICATION AU TRAITEMENT DES ALIMENTS
PAR IRRADIATION

INTRODUCTION

L’ionisation y est une technique de plus en plus utilisée dandoleaine agro-
alimentaire. Elle permet, comme nous l'avons déjantnné, d’assainir les produits
alimentaires et de prolonger leur durée de contiervan ralentissant le développement des
bactéries et des levures, micro-organismes resplassade [I'altération des aliments,
notamment des fruits et légumes. Les fruits eti@ggireprésentent une source importante de
composeés naturels tels que les vitamines, les ai@hdénoliques et les flavonoides reconnus
pour leurs effets bénéfiques sur la santé humditexenir de cette technologie s'avere

particulierement intéressant pour les produits.crus
Quelgues problemes sont rencontrés lors du traitepae irradiation :

v un consommateur reste meéfiant vis-a-vis des liadst Pourtant, les énergies
utilisées en ionisation alimentaire ne peuvent edggr aucune radioactivité du produit

irradié.

v les aliments peuvent en partie perdre leur qualitétionnelle : changements dans
la concentration des composés constituant l'aliment bien encore modifications des
structures chimiques. Par exempgBraham et Sevensen ont montré que la concentration en
vitamine C dans les fraises et les pommes de damimue aprés irradiatiorGfaham, 1997).

En ce qui concerne les vitamines, les changemeeatsahcentration sont en général
considérés comme mineurs, ou tout au moins pasiplugrtants que ceux engendrés par les
autres technigues de conservation. L'irradiatidreasi déja largement utilisée pour obtenir
des produits exempts de pathogénes sans modéigrillbre nutritionnel du produit (teneur

157



en acides aminés, acides gras et vitamines). Lfessafie l'irradiation sur les composés
phénoliques sont beaucoup moins étudidgedjikh et ses collaborateurs ont montré que les

concentrations en polyphénols diminuent dans lmeldine irradiée.

La compréhension des réactions chimiques proddiiesnt le processus d’irradiation
des aliments est difficile a appréhender puisqueatebreux parametres physico-chimiques
entrent en jeu. Nous avons montré que, selon ledittans d’irradiation, certains flavonoides
pouvaient étre dégradés par radiolyse gamma. Ce#tesformation dépend de la
concentration et de la dose d’irradiation, mais sn@ons mis en évidence qu’a faible
concentration, une dose relativement faible suffiddaransformer la molécule d’origine. La
teneur naturelle de ces composés, dans les jusiitiedt le vin, par exemple, varie entre 100
et 300 mg par litre, ce qui fait des concentrativasines de 1® M et 10° M. Dans ces
conditions, nous avons montré que l'application dises faibles, inférieures a 0,5 kGy
pouvait causer la dégradation des flavonoidesdans traitement ionisant. Ces études ont été
menées essentiellement en milieu alcoolique, maigs navons également observé des
dégradations avec les mélanges eau-alcool. Cepeoéarétudes ne sont que des premieres
étapes dans la compréhension du comportementademfiides en chimie sous rayonnement.
Nous ne pouvons pas extrapoler directement ceftatssaux comportements des flavonoides
dans les fruits irradiés. L'étude de l'ionisation fis d’orange et le suivi des composés

phénoliques au cours de l'irradiation est une demei étape dans cette comprehension.

|. IRRADIATION DU JUS D'ORANGE

.1 LA COMPOSITION DU JUS D'ORANGE

Avec plus de 85% d’eau, I'orange est un fruit jeatierement juteux et désaltérant.
C'est dans cette eau de constitution que se trauseans forme dissoute les principaux
éléments nutritifs:
v Les glucides: la teneur en sucres peut varier selon la vaneis elle est de 8,5 a
12 % dans le fruit a maturité. Représentés paadermrose (40%), le fructose et le glucose, ce
sont des sucres facilement assimilables qui fosenisrapidement de I'énergie a I'organisme.
v Les fibres sont bien représentées dans le fruit avec une ttedeu2,4%, en
moyenne. Elles ont l'originalité d’étre riches eacpnes (environ 50%) particulierement bien

tolérées et qui jouent un réle régulateur surdadit intestinal.
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v Les minérauxsont tres diversifiés : le calcium occupe une pladalégiée par son
abondance (40 mg pour 100 g au lieu de 5 a 15 mgX@0 g pour la plupart des autres fruits).
Magnésium, potassium et phosphore font partie dé®saminéraux dont I'orange est assez
bien pourvue.

v Les vitamines: le profil vitaminique de I'orange est dominé pere teneur €levée
en vitamine C (40 & 80 mg pour 100 g). Ces substapotentialisent I'effet antiscorbutique
de la vitamine C et ont par ailleurs une actiontgowice sur les capillaires sanguins. La
vitamine C est protégée par I'acidité naturellendilieu (acides organiques) et par la peau
épaisse du fruit qui constitue une barriére efficais-a-vis de I'oxygéne de l'air. Les autres
vitamines hydrosolubles sont également bien reptées : toutes les vitamines du groupe B,
en particulier la vitamine B1 ou thiamine et laanitine B9 ou acide folique. La provitamine
A peut atteindre 0,05 a 0,2 mg pour 100 g selorvée®tés, les plus colorées étant les plus

riches. On trouve enfin de petites quantités damwihe E (0,24 mg pour 100 g).

v Les oligo-élémentssont nombreux : fer (0,3 mg), cuivre, zinc, margga nickel,
iode, traces de bore et de sélénium.

v Les substances aromatiqueparticipent au golt et au parfum de I'orange saet
des composés complexes caractéristiques de ce(¢ithiares, aldéhydes, esters ...). Des
essences odorantes sont concentrées dans lesesdllel la peau et sont employées en
alimentation, parfumerie et pharmacie.

v Les pigmentsdonnent a la pulpe sa couleur plus ou moins marqjgine a orange
pour les flavonoides et les caroténoides, rougeaooge violacé pour les anthocyanes.
Certains de ces pigments (flavonoides, anthocyarasténoides) possedent en outre des

propriétés vitaminiques.

Le jus d’orange renferme la quasi-totalité des élés nutritifs du fruit. Seules les
fibres insolubles sont éliminées. Il fournit notaemhdes sucres, des minéraux, des vitamines
et des composés phénoliques. Trés fraichemenitedréuit, le jus de I'orange est aussi riche
en vitamine C que l'orange elle-méme. Mais la tengtaminique diminue rapidement, en
raison de l'action oxydante de I'air.

Les citroflavonoides sont des polyphénols de Hilfa des flavonoides que l'on

trouve spécifiquement dans I'écorce des agrumes@@ar, citron, pamplemousse, mandarine,
orange amere)Hgure 64). La peau de lI'orange contient de minuscules wésicbaignant

dans un tissu de soutien, appelé flavedo, quisgodouleur jaune orangée aux flavanones. En
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dessous de cette fine couche colorée se trouveaamade couche blanche appelée albedo qui
ne contient aucun flavanone soluble. C’est la ceuptierne des écorces d'orange, le flavedo,

qui a prété son nom aux flavonoides.

Eriocitrine : R=rutinosyl, R=OH, R=Rs=H
Néoeriocitrine : R=neohesperidosyl,;ROH, R=R;=H
Narirutine : R= rutinosyl, R=R,=R;=H
oR, Naringine : R=néohesperidosyl,;RR,=R;=H
O Hésperidine: R=rutinosyl, R=0OH, R=Me, R=H
o)

RO Néohesperidine R=neohesperidosyl,;ROH, R=Me, R=H
Naringenine : R=R=R,=R;=H

Néoponcirine: R=rutinosyl, R=H, R=Me, R=H
Poncirine : R=néohesperidosyl,;RH, R=Me, R=H

Rutine : R=H, R=0OH, R=H, Ry=0-rutinose

Isorhoifoline : R=rutinosyl, R=R,=Rs=H

Rhoifoline : R=néohesperidosyl,;RR,=R;=H

Diosmine: R=rutinose, R=OH, R=Me, R=H
Néodiosmine: R=néohesperidosyl,;ROH, R=Me, R=H
Quercétine: R=H, R=0OH, R=H, R;=OH

Lutéoline : R=H, R=0OH, R=R;=H

Apigenine : R=R=R,=R;=H

Sinensétine R=H, R=0OMe, R=H, R=OMe

Nobilétine : R=R=0OMe, R=H, R=OMe

Natsudaidaine: R=R,=OMe, R=0H, R=OMe
5-Diméthylnobilétine : R=R,=OMe, R=H, R=OH
Tangerétine R=OMe, R=R,=H, R;=OMe

3,3, 4,5, 6, 7, 8 HeptaméthoxyflavoneR=R=R,=R;=OMe

Figure 64 : Structure des flavonoides de I'oran&at¢ru, 2000).
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.2 TRAITEMENT DU JUS D'ORANGE

[.2.1. Préparation des jus

Nous travaillons sur des oranges achetées en carajroe variétd/alencia (origine
Espagne). Chaque orange est lavée puis presséemanpsoin de récupérer le moins de
pulpe possible. Le jus récolté est centrifugé a02B@irs/minute pendant 15 minutes afin de
bien séparer la pulpe et le jus. Le surnageantidey limpide) est alors utilisé pour les
extractions.

Une premiere moitié est alors utilisée comme té@maoin irradiée et I'autre est irradiée
a une dose de 10 kGy. Elle nous permettra de Wésuau mieux les effets de l'irradiation sur

la composition du jus d’orange.

|.2.2. Extractions

La technique d’extraction utilisée est le partaggitie/liquide, en utilisant des
solvants de polarité croissante, permettant deidrawer un mélange complexe et riche en
produits afin d’obtenir des extraits plus simplBg plus, c’est une des techniques les plus
faciles et les plus pratiques pour seéparer des ©0sé® chimiques de polarités
différentes. Dans notre cas, nous utilisons uneoaepa décanter et des solvants non
miscibles avec I'eau.

Il y a deux étapes principales dans cette teclenitgxtraction :

v La dispersion par agitation de 'ampoule : le mgkade la solution aqueuse et
du solvant est agité « vigoureusement ». On ouereobinet aprés chaque agitation pour
équilibrer la pression interne et la pression aphésque.

v La décantation, temps durant lequel les solvants miscibles se séparent en
deux phases. Elles peuvent étre ensuite séparéegeacision grace a la forme particuliére
de la partie terminale de 'ampoule.

Les solvants utilisés dans notre étude sont desusisl non miscibles avec l'eau, le
dichlorométhane et I'acétate d’éthyle. Ces solvantent utilisés par polarité croissante c'est-
a-dire dichlorométhane puis acétate d’éthyle. Lenmérotocole d’extraction est pratiqué
pour le jus irradié et non irradié. Le schéma dastion choisi est le suivant donné sur le

Schéma 2
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Jus dilué au % (800ml
/r 3 x 200 ml de
—_ dichlorométhan

A 4 A 4
Phase organique | Phase aqueuse

3 x 200 ml de
d’acétate d’'éthyl

(dichlorométhane)

A 4 A 4
Phase organique I Phase aqueuse

(acétate d’'éthyle)

Schém: 2 : Les différentes étapes d’extraction du jus d’oeang

Les fractions issues des deux phases organiquel kent ensuite filtrées avec des
filtres de 0,45 um de diameétre de pores, puis éémgoa I'aide d’'un évaporateur rotatif et

enfin pesées. Les masses obtenues sont cellesedodaés I¢ableau 28

Extraits Non irradié (mg) Irradié (mg)
Dichlorométhane 17,5 18 ,6
Acétate d’éthyle 117,0 61,8

Tableau 28 :Masses des produits obtenues lors de I'extrachiojus d’orange.

Nous constatons que les masses récoltées dahada pcétate d'éthyle sont beaucoup
plus importantes que celle de la phase dichloroam&th
Apres irradiation, nous observons une nette dittonude la phase acétate d’éthyle.

En revanche, la masse de la phase dichlorométhamgasiment pas change.
Cette partie du travail a pour objectif d’obted@s résultats sur le comportement des

flavonoides non glycosylés lors de lirradiation ¢lus d’orange. Les flavonoides non

glycosylés peuvent se trouver dans la phase aa#tteyle pour les plus polaires (présence
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de groupements hydroxyles) et dans la phase dahi&thane pour les moins polaires
(présence de groupements méthoxyles). La phasausguqui contiendrait notamment les

flavonoides glycosylés n’a pas été étudiée.

[.2.3. Analyse des extraits

Les extraits sont analysés en CLHP et par CCM.sNajectons 50 ul de chaque
extrait qui est a une concentration massique C mfml. Le temps d’analyse est de 80
minutes et le débit est de 1 ml/min. Rappelonslgsi@xtraits du jus d’orange sont complexes
et riches en produits, c’est pour cette raisonlguedoit rallonger le temps d’acquisition a 80
minutes. Les chromatogrammes obtenus en CLHP demteX et Il sont représentés sur les

Figures 65et66, respectivement.
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Figure 65: Chromatogrammes obtenus en CLHP de I'extrait dicimhéthane du jus non

irradié (en bleu) et du jus irradié a 10 kGy (esefjosuperposés. Détectés a 280 nm.

Les chromatogrammes CLHP de ces deux extrBitgifes 65 et 6§ sont riches en
produits. Les profils des deux extraits non irradi@n bleu) sont trés différents, les
chromatogrammes montrent que I'extrait | (dichloé&n@ane) est moins complexe que
I'extrait Il (acétate d’éthyle).

Apres irradiation (en rose), nous constatons, tbaibord sur laFigure 65, qu’aux
temps d’élution inférieurs a 15 minutes, lirradi@t provoque des changements avec
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I'apparition de nouveaux composés. Ensuite, poartemps d’élution compris entre 15 et 50
minutes, l'irradiation a provoqué une augmentatien’absorbance de pratiquement tous les
composes sauf le pic élué a 41 min qui a presgg@adi. Un pic a 43 min s’est également

nettement formé dans I'extrait irradié.
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Figure 66 : Chromatogrammes obtenus en CLARZ80nm) de I'extrait acétate d’'éthyle

du jus non irradié (en bleu) et du jus irradié &kBY (en rose) superposeés.

Contrairement a l'extrait dichlorométhane, nous co@statons pas d’apparition de
nouveaux produits apres irradiation dans I'extratétate d’éthyle Higure 66). Nous
n'observons des modifications que pour deux des igjoritaires qui perdent un peu de leur
hauteur, démontrant que les produits correspormfarété dégradés en partie par I'ionisation.
Par ailleurs, nous pouvons noter que le pic él@8 aninutes a pratiquement disparu apres
irradiation Eigure 66).

Dans les deux extraits irradiés, nous constatorsdiminution de la plupart des pics.
Ces modifications des profils montrent ainsi qy’é dégradation ou modification de certains

composés phénoliques par l'irradiation.

|.3. IDENTIFICATION DES PRODUITS DU JUS D'ORANGE

Pour identifier les produits présents dans lediesange avant et aprés ionisation,
une trentaine de produits témoins a été injecté&dRirC et sur des plagues CCM. Apres cela,

nous avons compare les temps de rétention, lesrepddV ainsi que les coefficients Rf des
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produits pouvant correspondre aux produits présgems le jus d’orange. Ainsi, nous avons
pu identifier huit molécules, représentées damatdkeau 29et sur laFigure 67 :

Extrait Nom du produit tr (min) Rf Max UV (nm)
Sinensétine 56 0,72* 240 ; 266 ; 332
_ Limonine 60 0,61* 207 ; 285
Dichlorométhaneg _
Nobilétine 61 0,69* 236 ; 262 ; 326
Heptaméthoxyflavone 65 0,65* 238 ;271 ; 389
Acide férulique 29 0,38 235 ;322
) ) Acide p-coumarique 27 0,60 228 ; 309
Acétate d'ethyle -
Narirutine 32 0,12 235 ;282 ;330
Hespéridine 39 0,f8 236 ; 283 ; 328

Tableau 2¢: Produits identifiés dans les deux extraits du jugasge, leur temps de

rétention, les Rf et les maxima d’absorption en UV.

* Systéme chromatographique utilisé sur des pleqde gel de silice UMy
hexane/dichlorométhane/isopropanol/méthanol (76/3p/

® Systéme chromatographique sur des plagues ddgegeblyamide UYss eau/acide
acétique (95/5).

Les molécules de Igigure 67 ont été identifiées a la fois dans les extraradies et
non irradiés, exception faite de Il'acide féruliqgai correspond au pic qui a disparu
complétement apres irradiation. Pour mieux compeerld comportement de cet acide
phénolique en milieu de radiolyse, pouvoir idegtifies produits de dégradation et proposer
les mécanismes de transformation, nous avons étadiadiolyse de l'acide férulique en

milieu alcoolique.
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H3CO.

Narirutine Hespéridine Limonine
OH OH
OCH,
HO. HO.
[e] [e]
Acide férulique Acide p-coumarique

Figure 67 : Structures chimiques des produits identifiés dansd d’orange.

Il. RADIOLYSE DE L'ACIDE FERULIQUE

L’acide férulique apparait comme une molécule d#ggade maniére importante lors
de l'irradiation. De plus, son analogie structur@eesence de la double liaison, de la fonction
carbonyle et d’'un cycle aromatique) avec les chsctudiées dans ce travail nous conduit &
étudier la radiolyse de I'acide férulique, en reigaut les similitudes qui pourraient apparaitre
dans les mécanismes de dégradation. Cette moléaialet insoluble dans l'eau, le
comportement radiolytique de I'acide férulique sénadié en milieu alcoolique, comme cela

a été fait pour les chalcones, permettant ainsodeparer les mécanismes de dégradation.
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II.1. IRRADIATION DE L'ACIDE FERULIQUE

500 mg d'acide féruliqgue en poudre ont été dissdams le méthanol a une

concentration de 5 x TOM, irradiés en milieu désaéré a une dose de 12 K@yme nous

I'avons décrit dans le chapitre 3, le méthanoléacéisi en tant solvant non aqueux le moins

éloigné de I'eau et pouvant ainsi se rapprochercdaditions physiologiques existantes dans

les fruits et légumes, et particuliéerement le jusahge.

La Figure 68 représente les chromatogrammes CLHP de l'aciddidémi avant et

apres irradiation. Une dose de 12 kGy a causédeadétion compléte de la molécule, ce qui
se traduit par la disparition totale de son pict23 min) et I'apparition de plusieurs

nouveaux pics, correspondant a la formation deytede radiolyse.
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Figure 68 : Chromatogrammes de I'acide férulique & 5 X M dans le méthanol, (a)

avant irradiation, (b) irradiés a 12 kGy.

Ces chromatogrammes sont obtenus en utilisamatient linéaire suivant :

Temps (min) | Deébit (ml/min) A (%) B (%)
0 1 0 100
40 1 100 0

Solvant A) : méthanol

Solvant B) : eau / méthanol / acide acétique : 79% / 20%/ 1
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Ce gradient est différent de celui utilisé pows tdhalcones. L'acide férulique et ses
produits de dégradation sont plus polaires quechkedcones, et il s’est avéré nécessaire

d’utiliser un gradient permettant de « retardegébhution de ces produits.

Les analyses CCM confirment le nombre de picsmwi@seen CLHP, et montrent que

la solution est riche en produits de radiolyse aantés différentes.

[I.2. PURIFICATION DES PRODUITS DE RADIOLYSE DE L'@IDE
FERULIQUE

En se basant sur les résultats des CCM analytgpredifférents supports, une colonne
MPLC de polyamide a été utilisée avec le mélangesaeant CHCI,/ACOEt/MeOH :
25/50/25. Dix neuf fractions ont été récoltées,|ym@es par CCM, séchées et pesées. Aprés
avoir solubilisé la premiere fraction (245 mg) damsnéthanol, puis laissé 2h a 4°C, nous
avons constaté la précipitation d’un produit blasedernier est pur et a été séparé lavé deux
fois. Ce produit AF1) sous forme de poudre blanche (52 mg) s’averebsoluniquement
dans le DMSO ou dans I'eau en milieu basique.

Une fois ce produit blanc retiré de la premiéeraction, nous avons effectué une
deuxiéme séparation de cette fraction sur une oelamuverte de Sephadex en utilisant le
mélange eau/méthanol a 50/50 comme solvant d'élytehx sept fractions ont été récoltées.
Les analyses CCM montrent la présence d’au moiis prroduits dans la fraction majoritaire
(51 mg), d’'ou la nécessité d'une autre purificatilie est effectuée par CCM centrifuge en
éluant avec un mélange @El,/AcOEt/MeOH : de 70/20/10 a 20/50/30. Vingt cingdtions
ont été récoltées, analysées, évaporees et pdséssproduits supplémentaires ont pu ainsi
étre purifies AF2, AF3 et AF4). Les masses, les temps de rétentions et les ntapfpontaux

des quatre produits de radiolyse de I'acide féudigont représentés dansdbleau 30
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_ Masse obtenue Temps de rétention Rapport frontal
N° de produit _
(mg) (t:) (min) (R)
AF1 52 17 0,42*
AF2 13 15 0,90
AF3 10,1 12 0,62
AF4 9,5 13 0,58

Tableau 30: Masses obtenues pour chaque produit de radiolyd&acide férulique, temps
de rétention et rapports frontaux.

* ACOEt/CH;COOH/HCOOH/HO: 100/10/5/5

* CH,Cl,/AcOEt/MeOH: 70/20/10

II.3. IDENTIFICATION DES PRODUITS DE RADIOLYSE DE 'ACIDE
FERULIQUE

11.3. 1. Spectres UV

Le spectre UV de I'acide feruliqu&igure 69) présente deux bandes d’absorption, la
premiére a 322 nm et la deuxiéme a 235 Rakdtozafy, 2003). La premiére bande est due a
la conjugaison étendue sur toute la molécule. Nmrsstatons que pour les produits de
radiolyse la premiére bande a 322 nm a disparu,igicue que la conjugaison totale de la
molécule n’existe plus, traduisant vraisemblableineperte de la double liaison au cours de
la radiolyse. Nous constatons également I'apparitioine nouvelle bande d’absorption a 280
nm qui pourrait étre attribuée au cycle aromatigqsté intactfigure 69).
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Figure 69 : Spectres UV de l'acide féruligue{——— de¢s produits de radiolysAF2,
AF3 etAF4 (-oeeeeeeee ) et du produidF1 (------- ) & une concentration de 5 X 3M.

11.3. 2. Spectres RMN

Les composés de radiolyse sont identifiés par lspestres RMNH, *C, COSY,
HMQC et HMBC.

11.3.2.a. Produit AF1

Le spectre protofH deAF1 (tableau 31) présente :

v Trois protons aromatiques détectes a 6,65 ppm’)Ht5,48 ppm (H-5’) et a 6,61
ppm (H-6’) indiquant la présence d’un cycle asyimét.

v Trois signaux correspondant a la partie aliphatiqun groupe oxyméthyléne a
(4,19 ppm, 3.43 ppm, 2-GBH), un groupe méthylene a (3,72 ppm, 3.20 ppm) ldtdin
groupe méthine lié au groupe carbonyle (2,56 pp+8).H

v Un groupe méthoxyle a 3,68 ppm greffé sur le cgetamatique.
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Les positions de tous ces protons sont détermiaépartir du spectre COSY du
couplage proton-protorableau 31).

Le spectre carbon€C Jmod (ableau 31) est constitué de onze signaux, cing sont
attribués a la partie aliphatique et les six awdrispartie aromatique :

v La partie aliphatique est constituée d’'un carbergdaternaire (181,6 ppm, C-1),
d’un carbone tertiaire C-lié (48,2 ppm, C-2), dcarbone secondaire C-lié (54,0 ppm, C-3),
d’'un carbone secondaire O-lié (63,3 ppm, 2,0H) et d'un carbone primaire O-lié (3,68
ppm, 3'-OCH).

v La partie aromatique est constituée de trois cabauaternaires, dont deux sont
O-lies (150,1 ppm, C-3' et 154,9 ppm, C-4’), uni€{127,6 ppm, C-1’) et trois carbones
tertiaires (115,3 ppm, C-2’; 116,8 ppm, C-5’ et IP@pm).

Les positions de tous les carbones sont détermiadestir des spectres HMQC et
HMBC du couplagéH-*C (tableau 3J).

FinalementAF1 est identifie comme un nouveau produit: I'acidg@toxyméthyl-3-

[3-méthoxy-4-hydroxyphényl]propanoiquieigure 70).
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Position 'H COSY *C Jmod/HMQC HMBC

AF1

Partie aromatique

T 127.6

2’ 6.65d (1.5) 115.3 C-4’;C-6"; C-3

3 150.1

4 154.9

5’ 6.48 d (9.2) H-6’ 116.8 C-1';C-3

6’ 6.61dd (8.2;25) H-5;H-2 122.0 C-2';C-4C-3

3'-OCH; 3.68s 56.8

Partie aliphatique

1 181.6

2 2.56dd (17.1;8.6) H-3;2-GH 482 C-1;C-3;C-1’

3 3.72m H-2;2-CH 540 C-1;C-2;2-8,0H;C-1";C-2";C-6
3.20m H-2 ; 2-CH 54,0 C-1;C-2;2-B,0H;C-1";C-2";C-6

2-CH,OH 3.431(8.3) H-2;2-CH 633 C-1;C-2;C-3
4.191(8.6) H-2;2-CH 633 C-1;C-2;C-3

AF2

Partie aromatique

r 132.2

2 7.02brs H-6’ 1115 C-3;C-4;C-6

3 146.8 C-1';C-%

q 148.7 C-2';C-6

5 6.80 brs H-6’ 116.0 C-1';C-3

6’ 6.80 brs H-5"; H-2’ 1205 C-3;C-2';C-4

3’-OCHj; 3.86s 56.4

bubyrolactone

1 176.9

2 2.82dd (17.1; 8.6) H-2 ; H-3 36.3 C-1;C@34;C-U
2.68dd (17.1;9.8) H-2 ; H-3 36.3 C-1;C34;C-I’

3 3.79 br quin (8.4) H-2 ; H-4 419 C-1;C-24CC-1';C-2";C-6’

4 4.601(8.3;8.2) H-3 ; H-4 74.7 C-2;C-3-1C
4.191(8.6) H-3; H-4 747 C-2;C-3;C-1

Tableau 31 : Spectres RMNH (400 MHz) et™*C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC des prodaitd etAF2 mesurés dans (GRCO/TMS
(6 ppm;J Hz). © ppm,J Hz)

[1.3.2.b. Produit AF2
Les spectresH et °*C de AF2 montrent la présence du méme cycle aromatique que

AF1 (tableau 31). La principale différence entr&F1 et AF2 est la formation d’'un cycle
pentagonal pourAF2 comprenant la présence d'un signal correspondanh a&arbone
quaternaire carbonyle (176,9 ppm, C-2), de deuxigge méthyléne le premier C-lié (2,82
ppm 2,68 ppm, H-2) et le deuxieme O-lié (4,60 pphi9 ppm, H-4). On note aussi la

formation d’un cycle tétrahydrofurankEigure 70). La structure d&F2 est confirmée par les
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résultats RMN-2D incluant les corrélations obsesvér'H-'H COSY, *H-*C HMQC, 'H-
13C et en HMBC fableau 31).

Ainsi AF2 est identifié¢ comme un nouveau produit : la 3-@Hmoxy-4-

hydroxyphenyl)y-butyrolactone igure 70).

11.3.2.c. Produits AF3 et AF4

Les résultats RMNH et **C Jmod deAF3 et AF4 (tableau 32 montrent la présence
du cycle aromatique et du cycle tétrahydrufuraneroe pour le composAF2, la seule
différence est la présence d’'un groupe hydroxynétfixé sur le cycle tétrahydrofurane
pour AF3 etAF4 (Tableau 32.

Toutefois des différences ont été observées @fiBeet AF4 au niveau des constantes
de couplage des protons H-2 et H-3; pA#3 nous mesurons [(11,0; 4,0 pour H-2) et
(11,8 ; 6,8 pour H-3)], ces valeurs sont déplacékg,9 ; 3,3 pour H-2) et (10,5 ; 8,4 pour H-
3)], ces différences couplées avec les différeneetemps de rétention (12 min pour AF3 et
13 min pourAF4) et les différences de Rf (0,64 et 0,58 pAl3 et AF4 respectivement)
montrent que ces deux produits sont des diast@meies.Les liaisons entre les différents
éléments de la partie aliphatique et la partie atajue ont été déduites des analyses HMBC.
Ainsi AF3 et AF4 sont identifiés comme deux diastéréoisomeres da-hHgdroxy-3-(3-

methoxy-4-hydroxyphenyh-butyrolactone, ce sont des nouveaux prodéiigufe 70).
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Position *H COSY 3¢ Imod/HMQC HMBC

AF3
Partie aromatique
r 130.2
2 6.94 d (2.0) H-6’ 112.9C-3; C-4’; C-6’
3 148.4 C-1'; C-5
4 146.8 C-2'; C-6’
5 6.80d (8.2) H-6’ 116.0C-1"; C-3’
6’ 6.74 dd (8.2 ; 2.0) H-2'; H-5’ 121.4C-3;C-2"; C-4
3'-OCH;z 3.82s 56.3
butyrolactone
1 177.9
2 3.03ddd (11.0; 7.0;4.0) H-7;2-gbH 48.1 C-4; C-1
3 3.89ddd (11.8;6.8;5.1) H-8;H-10 44®1 ; 2-CHOH ; C-2'; C-6’
4 4.59 dd (8.8 ; 6.8) H-7 73.£-2; C-1
4.52 dd (8.8 ; 3.6) H-7 73.£-2;C-1’
2-CH,OH 3.62 dd (10.8; 4.0) H-7 59.€-1; C-3
3.43 dd (10.6 ; 7.0) H-7 590.T-1;C-3
AF4
Partie aromatique
r 131.2
2 7.09d (1.9) H-6’ 112.0C-3; C-4’; C-6’
3 148.8 C-1'; C-5’
4 147.0 C-2'; C-6’
5 6.81d (8.1) H-6’ 116.1C-1"; C-3’
6’ 6.85dd (8.1;1.9) H-5"; H-2’ 121.4C-3;C-2"; C-4
3'-OCH; 3.86s 56.4
butyrolactone
1 177.5
2 2.87dt(7.9;3.3) H-7 ; 8-GBH 50.4 C-4;C-1’
3 2.80dd (10.5; 8.4) H-8 ; H-10 43.¢-1 ; 2-CHOH ; C-2"; C-6’
4 4.53 dd (8.8 ; 3.6) H-7 72.C-2; C-1
4.16 dd (10.3; 8.7) H-7 72.C-2; C-1
2-CH,OH 3.95dd (11.1; 3.0) H-7 58.8-1; C-3
3.66 dd (10.8 ; 3.5) H-7 58.&€-1; C-3

Tableau 32 : Spectres RMNH (400 MHz) et™*C (100 MHz), et corrélations observées sur
les spectres COSY, HMQC et HMBC des prodais et AF4 mesurés dans (GRCO/TMS
(6 ppm;J Hz). © ppm,J Hz)
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Figure 70: Structures chimiques de l'acide férulique et dexlpits de radiolyse dans le

méthanolAF1, AF2 et du couplAF3/AF4.

1. MECANISMES DE TRANSFORMATION DE L'ACIDE
FERULIQUE

La radiolyse de I'acide férulique en milieu méthléopee, nous a permis d’identifier

quatre produits de radiolyse, dont un couple detéi@oisomeres. Nous pouvons classer ces

guatre composés a deux groupes :
(i) Molécule avec addition sur la double liaison saydisation @AF1).

(i) Molécules avec addition sur la double liaison etlisgtion AF2, AF3 et

AF4).

Nous avons constaté que le cycle aromatique n'aépagouché par I'irradiation,
comme pour les chalcones. Eggure 71 présente un schéma réactionnel proposé expliquant

la formation des produits de radiolyse de I'aciéeilique.
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Figure 71 : Mécanismes de transformation de I'acide féruligaas le méthanol en
AF1, AF2 etAF3/AFA4.
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La premiere étape de transformation de l'acidaliifue est I'attaque de HMR sur la
double liaison, un radical intermédiaire est foranBissue de cette attaque. L’addition d’'un
radical H sur le radical centré sur la positiBrdonne le premier produit de radiolysés1.

Pour expliquer la formation des produits de radielcyclisés, nous pouvons considérer
comme point de départ le radical centré sur latipmsit. Une addition d’un radical RHMR
ou H) est alors possible. A partir de ces produitsrimégliaires, deux voies sont possibles :

(i) Voie radicalaire: coupure hétérolytique deidéson O-H du groupe hydroxyle, suivi
d’'une cyclisation du radical formé et addition dé pbur former un alcool secondaire.
Finalement le produit formé subit une déshydratatttonnant la formation des mémes
produitsAF2 et AF3/AF4.

(i) Voie ionique: ce mécanisme est le méme geleidécrit dans le mécanisme de
formation des produits cyclisés issus de la radmlges chalcones. La formation de I'hémi-
aceétal serait catalysée par un milieu acide poundo un alcool secondaire, ce dernier peu
stable serait déshydraté pour formé&2 et AF3/AF4. Ce deuxieme mécanisme nécessite des

conditions d’acidité forte que I'on ne retrouve pasément dans le milieu de radiolyse.

La dégradation de l'acide féruligue a déja étéeole dans des eéchantillons
d’amidon-lignine irradiés en milieu aquewxepifre, 2004). L’'analyse d’un mélange amidon-
lignine montre une diminution de la proportion dée féruliqgue accompagnée d’une
augmentation de la proportion de vanillinexgifre, 2004) et d’oligoméres phénoliques. Ces
observations sont révélatrices de réactions d'akydaimpliquant I'acide férulique
initialement présent dans I'échantillon de ligniretspouvant étre a l'origine de couplages
radicalaires. De telles réactions sont susceptitbdegénérer des liaisons covalentes entre les
constituants des lignines et de I'amidon. Cettectiéi#e se traduit par des réactions
d’oxydation et de condensation associées a unemégsation des composés phénoliques de
faibles masses. Par I'intermédiaire de leurs daulidésons conjuguées au noyau aromatique,
certains de ces composés phénoliques semblent jouaiBle primordial vis a vis des

mécanismes réactionnels mis en jeu.
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V. ACTIVITE ANTIOXYDANTE DE L’ACIDE FERULIQUE ET
DE SES PRODUITS DE RADIOLYSE

Nous avons mesuré l'activité antioxydante de I'aciérulique et de ses produits de
radiolyse en mesurant leur capacité a piéger leah®PPH. Les résultats obtenus pour les
quatre produits de radiolyse sont présentés skiglare 72 Le pourcentage d’inhibition des
quatre produits de radiolyse a été mesuré aMOet est inférieur & 65%, celui de I'acide
férulique est de 90% (son CI50 est de 1,7 % ). Ceci montre que les produits de radiolyse
sont moins actifs que l'acide féruliqgue, mais ceigete d’activité devra étre étudiée plus en
détails a I'aide des méthodes de chimie théoriquisqgp’elle ne corrobore pas les résultats
obtenus pour les chalcones.
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Figure 72 : Activité anti-DPPH des produits issus de la ragdiel I'acide
férulique en milieu méthanolique, mesurée & M. Les barres sur les

histogrammes représentent I'écart type (SD/2)
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Dans le but de mieux comprendre le comportementfldesnoides en présence de
radicaux libres centrés sur le carbone, nous aeétundié leur radiolyse gamma en milieu
alcoolique. Rappelons que la radiolyse gamma dihanél et de I'éthanol conduit a la
formation d'espéces réactives, parmi lesquellésseent les radicaux HMR et HER et leurs
isomeres centrés sur I'oxygene (§H et CHCH,O"). Des travaux antérieurs et ceux menés
pendant ce travail de these ont permis de rassendgle données sur lirradiation de
différentes classes de flavonoides (flavonols, dhibffavonols, flavan-3-ols, flavanones,
flavones, flavonoides glycosylés, chalcones etdilibghalcones) et d'un acide phénolique en

milieu alcoolique (méthanol et éthanol), a difféendoses et concentrations.

En milieu de radiolyse les flavonols sont dégraeleslifferents depsides que I'on peut
classer en trois groupes :

e depsides méthoxylés en C-8 (formés au cours dadialyse dans le méthanol de la
quercétine, de la morine, du kaempférol et de langgne).

e depsides éthoxylés en C-8 (formés au cours dadmlyse dans I'éthanol de la
quercétine, de la morine, du kaempférol et de langgne).

e depsides hydroxylés en C-8 (formeés au cours dadialyse dans le méthanol, dans

I'éthanol et dans les mélanges eau/alcool).

Aucune modification n’a été observée au niveauddes cycles aromatiques A et B.
Les dihydroflavonols, les flavan-3-ols, les flavame, les flavones et les flavonoides
glycosylés ne sont pas dégradés.

Au cours de ce travail, nous avons démontré qudldesnols n'étaient dégradés
gu’en milieu non désaéré, montrant ainsi la pgréton de I'oxygene moléculaire dans le
processus de dégradation des flavonols. Nous ag&galement étudié I'influence de l'eau
dans ces processus et par conséquent l'influenseadiicaux’ OH. Ces radicaux semblent
favoriser la formation des depsides du troisienmuge. Par le truchement de ces nouvelles
expérimentations et de calculs théoriques effeckrégparalléle dans le laboratoire, nous
avons pu confirmer le mécanisme de dégradationfldeenols en depsides : attaque du
groupement 3-OH par les radicaux HMR ou HER, co@ati’un radical phénoxyle, addition
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d’'une molécule d'oxygéne en C-2 de ce radical nmégliaire, suivie d'une cascade
d’événements radicalaires conduisant a I'ouvedureycle C et a la formation de depsides.

L’essentiel de ce travail de these porte sur laolgsk des chalcones qui ont la
particularité d’avoir un hétérocycle central C odivgoar rapport aux autres flavonoides.
Toutes les chalcones sont dégradées en chimieragmsnement et de nombreux produits de
radiolyse ont été identifiés. Tous ont perdu laldeliaison @-CpB et peuvent étre classés en
trois groupes :

e produits mono ou disubstitués en @u (B.
e produits possédant un nouveau cycle pentagondbrt la fonction carbonyle a
disparu.

e fragments plus petits issus d’une rupture C-C dmbaine tricarbonée.

De méme que pour les flavonols, aucune modificaties cycles aromatiques A et B
n‘a été observée, indiquant que les différents tdubsts présents sur ces cycles
n’interviennent pas dans le processus de dégraddéis chalcones. En revanche le rble de la
double liaison est primordial dans le processusdétgadation puisque les dihydrochalcones

ne sont pas dégradées.

Nous avons étudié l'influence de Il'oxygene molételasur le processus de
dégradation des chalcones. Le résultat obtenuigtdtendu puisque I'oxygéne joue un role
protecteur des chalcones vis a vis des radicaussliprésents dans le milieu de radiolyse. Les
especes réactives formés dans le milieu de radioBagissent probablement avec I'oxygene
moléculaire pour former des radicaux peroxydesesil important de signaler ici que les

radicaux peroxydes ne réagissent pas avec lesocieslc

Les mécanismes de dégradation des chalcones savgaux et nous nous proposons
d’en rappeler les points principaux. La premietacate se fait au niveau de la double liaison,
par le radical HMR ou HER (selon le solvant utliséa phlorétine (dihydrochalcone) ne
présente aucune dégradation bien que cette mol&wileirradiée a des doses élevées,
confirmant le rble essentiel de la double liais@angl la dégradation des chalcones. Les
radicaux HMR et HER, leurs isomeéres centrés suxiyjene et les radicaux’ kparticipent a la

formation des produits de radiolyse, par des amibtradicalaires. L'implication des électrons
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solvatés a également été discutée pour finalemmyoper I'ensemble des mécanismes
réactionnels conduisant a la formation de nombproxuits de dégradation, dont vingt trois
ont été identifiés. Des voies radicalaires et inagjsont envisagées, mais la piste radicalaire
est normalement privilégiée dans la « soupe raalieab que constitue le milieu de radiolyse,
d’autant plus que les voies ioniques nécessitentcdaditions d'acidité que I'on ne retrouve
pas dans les solutions alcooliques irradiées.

Deux résultats notables et nouveaux se dégagewe deavail d’identification des
produits de la radiolyse des chalcones. D'une pirest, en général, admis que le
comportement redox des chalcones est essentiellatienla présence des groupements OH.
Nous démontrons ici que la double liaison peut égaht participer a ce comportement,
puisqu’elle est attaquée par les radicaux HER etRHNd’'autre part, I'identification des
produits de radiolyse prouve non seulement que gtespements HER et HMR sont
additionnés, mais également des groupements;@EBCHCHj;. Ce résultat est intéressant
puisqu’il montre que les radicaux correspondarggfrés sur I'oxygene, peuvent également
participer aux phénomeénes redox ; c'est-a-dire daes le milieu de radiolyse, les radicaux
isoméres (centrés sur le carbone ou sur I'oxygsomsi présents et peuvent réagir de maniére

concomitante.

Au cours de notre travail, nous avons égalemenurée&activité antioxydante des
différentes chalcones et de leurs produits de hgko Les produits de radiolyse ont une
activité plus importante que celle des chalconesawis du radical DPPH, les produits
cyclisés étant les plus actifs. Il faut noter quées six chalcones étudiées ont une activité
assez faible, le fait que les cycles A et B nerdgias modifiés par l'irradiation, nous conduit
a la conclusion générale : les chalcones donnenpualuits de radiolyse plus antioxydants.
On peut espérer alors que lirradiation de chalsopl@s actives, telles que la naringénine
chalcone et la pentahydroxychalcone, nous permeéraouver de nouveaux antioxydants,

plus petits et peut-étre plus facilement bio-displas.

Un autre volet de ce travail a été consacré ad&te l'ionisation d'un jus d’orange.
L’irradiation de fruits, notamment de clémentines,montré que les concentrations de
flavonoides diminuent en fonction de la dose ap@ée Qufdeeikh, 2000). Ceci est
probablement di au fait que les flavonoides subissies dégradations au cours de

l'irradiation. Par contre, aucun mécanisme réangbnn'a été proposé. Pour mieux
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comprendre le comportement de ces molécules dams hailieux naturels, nous avons
procédé a lirradiation d'un jus d’orange, puis :icavons comparé sa composition en
composés phénoliques avec le jus non irradié. Ledyses montrent que lirradiation
provoque la dégradation partielle de certains ca@podégradation compléte pour d’autres
produits, notamment I'acide férulique, et la forirmatde nouveaux produits. Ceci nous a
amené a étudier la radiolyse de l'acide férulignerglieu alcoolique car il est insolubia
vitro en milieu aqueux. Quatre produits ont été ideggifiL'analogie structurale entre l'acide
férulique et les chalcones et la structure desipredientifiés nous ont conduit a présenter un
mécanisme de transformation analogue a celui dasantes. Le processus de dégradation de
I'acide férulique concorde en effet avec celui dealcones, et prouve une autre fois que la
dégradation est initiee au niveau de la doubledmipar les radicaux centrés sur le carbone,
suivi d'une cascade de réactions (additions etisatobns) menant a la formation de
nombreux produits de dégradation. Plusieurs vo#actionnelles ont été proposées et
I'utilisation des méthodes de chimie théorique paitinous permettre de confirmer les voies
privilégiées. Les méthodes DFT ont déja déemontrg kfficacité dans I'évaluation des
propriétés redox des composés phénoliques. Pote éaide, I'ensemble des chemins
réactionnels doit étre étudié, et la prise en cemts effets de solvant peut s’avérer

nécessaire.

Si I'étude de la radiolyse des flavonoides en mifileoolique est une premiére étape
pour appréhender les mécanismes de transformaorcothposés phénoliques lors de
l'ionisation de fruits et légumes, il est nécessaliarriver a effectuer la radiolyse dans un
milieu se rapprochant d'un milieu physiologique.deéngui concerne les chalcones, il faudrait
étudier la radiolyse dans des mélanges eau-alta@deire I'influence de I'eau. Nous avons
déja débuté cette étude pour l'acide férulique afi@ pouvoir comparer avec son
comportement dans le jus d’orange. Il conviendkgdlement de faire varier le pH du milieu

pour se rapprocher des conditions existantes @arfsuits et légumes.
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