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'UMR SPO.

Mots-clés : composés phénoliques, colza, canolol, transformation chimio-

enzymatique, lipophilisation, métathése croisée.

Le colza est I'oléagineux le plus cultivé de I'Union Européenne. Son tourteau
constitue une source de canolol (4-vinylsyringol), un piégeur de radicaux libres aux
nombreuses propriétés biologiques et une molécule plate-forme potentielle dans le
domaine des polyméres et de la chimie fine. Ce vinylphénol provient de la
décarboxylation de [l'acide sinapique, Ilui-méme issu de [I'hydrolyse de la
sinapoylcholine (sinapine) le principal composé phénolique du colza. Le premier
objectif de cette thése a donc consisté a promouvoir sa formation dans le tourteau de
colza en évaluant linfluence de I'hydratation et des traitements thermiques. Par la
suite, le canolol 1 et le 4-vinylguaiacol 2 ont été lipophilisés par voie chimio-
enzymatique afin d’en améliorer le caractére amphiphile et I'activité antioxydante
(AO). L’addition électrophile de peracides aliphatiques (C2-C18), formés in situ par la
lipase CALB, sur leur liaison vinylique a été testée. Alors que 1 s’est avéré inerte, 2 a
conduit a la formation d’hydroxyesters dont 'AO a été évaluée. Les hydroxyesters a
chaines alkyles de 2 a 8 carbones ont montré une AO supérieure a celle de 2. La
derniére partie de la thése a été consacrée a la synthése de précurseurs de résine
époxy, substituts potentiels de DGEBA (diglycidyl éther de bisphénol-A). Deux voies
de dimérisation ont été étudiées : (i) la métathése croisée des dérivés glycidylés des
composés 1, 2 et de I'eugénol 3 et (ii) la O-alkylation de 3 avec le dibromopentane,
suivie de I'époxydation enzymatique du dimere allylique. Une large gamme de
diméres phénoliques a été ainsi obtenue avec de bons rendements, et une haute

diastéréosélectivité pour les produits de métathese.
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EXTRACTION AND CHEMO-ENZYMATIC TRANSFORMATION OF PHENOLIC
COMPOUNDS FROM OLEAGINOUS SEEDS

Keywords: phenolic  compounds, rapeseed, canolol, chemo-enzymatic

transformation, lipophilization, cross metathesis

Rapeseed is the main cultivated oleaginous plant within UE. Its meal is a source of
canolol (4-vinyl syringol), a potent radical scavenger with numerous biological
activities and a potential platform molecule in the polymer and fine chemical sectors.
This vinylphénol results from the decarboxylation of sinapic acid, this latter arising
from hydrolysis of sinapoylcholine (sinapine) the main phenolic in rape seeds. The
first objective of this work was to determine the main factors, among hydration and
roasting treatments, which can promote the formation of canolol during meal
processing. Then, canolol 1 and 4-vinylguaiacol 2 were chemi-enzymatically
lipophilized in order to enhance their amphiphilicity and antioxidant activity (AO). The
electrophilic addition of aliphatic peracids (C2 to C18), in situ generated from their
corresponding acids by Candida antarctica lipase B, was assessed. While 1 proved
to be inert towards peracids, compound 2 led to the formation of hydroxy-ester
derivatives whom AO was evaluated. The results showed that hydroxy-esters with
alkyl chain of 2 to 8 carbons exhibited higher AO than that of their precursor 2. The
last part of this work was dedicated to the synthesis of epoxy resin precursors as
potential BADGE substitutes (Bisphenol-A diglycidyl ether). Two strategies of
dimerization were studied: (i) the cross metathesis of glycidylated derivatives of 1, 2
and eugenol 3, and (ii) the O-alkylation of 3 with dibromopentane followed by the
biocatalyzed epoxidation of the resulting allylic dimer. A large set of phenolic dimers
was thus obtained in good yields, with a high diastereoselectivity concerning cross

metathesis products.
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INTRODUCTION GENERALE

Le colza (Brassica napus L.) est une plante oléagineuse de la famille des
brassicacées cultivée pour son huile dont les applications vont de l'alimentation
humaine, a la production de biocarburants, de polymeres, ou de lubrifiants. L’huile,
qui représente environ 40% de la masse totale de la graine est extraite au cours du
processus de trituration. Le tourteau, qui est le coproduit (jusqu’a 58%, m/m de la
graine) de ce processus est riche en protéines, en fibres et en composés mineurs
dont certains éléments minéraux. En 2014, plus de 24 millions de tonnes de graines
de colza ont été produites dans I'Union Européenne, la France étant le plus grand
producteur, avec prés de 5 millions de tonnes (CETIOM, 2013; CETIOM, 2014; Fine
et al., 2015; TERRES-INOVIA, 2015). Ainsi, environ 2 millions et demi de tonnes de
tourteau de colza ont été produites en France en 2014 (FEDIOL), I'alimentation
animale constituant leur unique débouché. Dans un contexte de durabilité des filieres
agricoles et de chimie verte, les coproduits et déchets agricoles suscitent un intérét
croissant en raison des volumes importants qu’ils représentent et de la diversité des
molécules d’intérét qu’ils renferment. Les tourteaux d'oléagineux, et tout
particulierement celui du colza, contiennent notamment des quantités significatives
de composés phénoliques potentiellement valorisables dans de nombreux secteurs

comme l'agroalimentaire, la santé, la cosmétique ou la chimie fine.

Omniprésents dans le régne végétal, les composés phénoliques sont des
métabolites secondaires qui jouent un réle important dans les mécanismes de
défense et de protection contre les agressions extérieures comme les rayons
ultraviolet, les agents pathogénes ou les parasites (Dewick, 2001). Ces composés,
qui représentent environ 40% du carbone de la biomasse terrestre, ont une structure
extrémement variable qui va du simple cycle aromatique substitué, comme dans le
cas des acides phénoliques, aux polyméres complexes de haut poids moléculaire de
type lignine ou tanins condensés. Les composés phénoliques apportés par
I'alimentation (fruits, Iégumes, céréales) sont aujourd’hui reconnus comme des
éléments essentiels dans la lutte contre le stress oxydatif a I'origine de nombreuses
pathologies comme le cancer, le diabéte ou les maladies cardiovasculaires. Ce sont

également d’excellents conservateurs en agroalimentaire ou ils peuvent remplacer
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avantageusement certains agents de synthése comme le BHT, le BHA ou le BTHQ
(Oliveira et al., 2014; Sanda Vladimir-Knezevi¢ et al., 2012). A c6té des aspects
nutritionnels et technologiques liés au caractére antioxydant, la réactivité apportée
par le(s) cycle(s) aromatique(s) fait des composés phénoliques naturels des réactifs
et intermédiaires de synthése particulierement intéressants méme si, a ce jour, peu
d’entre eux connaissent un développement industriel (vanilline, gaiacol, acide

salicylique, liquide de péricarpe de noix de Cajou, tanins et lignine...)

Le composé phénolique le plus abondant dans la graine de colza est la sinapine
(ester de choline de l'acide sinapique) qui peut représenter jusqu'a 80% des
composés phénoliques (Kozlowska et al., 1990). Pendant la germination des graines,
une partie de la sinapine peut étre hydrolysée en acide sinapique (Fang et al., 2012;
Iwanowska et al., 1994; Tzagoloff, 1963). En 2003, Koski et al. ont mis en évidence
la formation d’un vinylphénol par décarboxylation de I'acide sinapique au cours du
procédé de trituration des graines. Cette molécule nommée canolol (2,6-diméthoxy-
4-vinylphénol) s’est avérée étre un puissant piégeur de radicaux libres aux propriétés
anti-cancérigénes et antimutagénes potentielles (Cao et al., 2015; Jiang et al., 2013;
Kuwahara et al., 2004). Cependant, le canolol est une molécule relativement polaire
comme en témoigne sa réactivité 3,6 fois plus rapide en milieux aqueux que dans les
milieux lipidiques (Galano et al. (2011). La modification de sa structure, sans altérer
le cycle phénolique responsable de son activité antiradicalaire, pourrait accroitre son
efficacité comme antioxydant dans des systémes lipidiques hétérogenes. L'une des
stratégies visant a améliorer cette efficacité consiste a ajuster la polarité du composé
par le greffage de chaines aliphatiques grasses (réaction de lipophilisation). Il a en
effet été montré qu’'une modification adéquate de la balance hydrophile/lipophile
conduisait a de nouvelles molécules bioactives (dénommées phénolipides) dont
activité était significativement améliorée par rapport aux molécules initiales
(Laguerre et al., 2014).

Si de nombreux composés phénoliques ont été lipophilisés a ce jour (acides
hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques, flavonoides.), il n’existe en revanche
aucune donnée concernant l'utilisation des vinylphénols comme précurseurs de

phénolipides.
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Par ailleurs, de par leur structure chimique et leur réactivité, les vinylphénols
constituent des molécules plateformes potentiellement intéressante pour les secteurs
de la chimie fine et/ou des matériaux. Dans le domaine des résines époxy
notamment, la synthése de précurseurs de type « diméres aromatiques », substituts
potentiels du Bisphénol-A (BPA) ou de son dérivé diglycidylé (DGEBA), peut étre
envisagée a partir de vinylphénols comme le canolol et le 4-vinylguaiacol mais
également d’allylphénols tel que I'eugénol, tous issus de ressources renouvelables

abondantes.

Ce manuscrit de thése comporte trois chapitres. Le premier fait référence a I'étude
bibliographique, comprenant une introduction sur la filiere des oléagineux en Union
Européenne et spécifiquement en France, en accordant une attention particuliére au
colza. Cette partie aborde également limportance des composés phénoliques
naturels comme source de nouveaux précurseurs de polyméres et potentiels
substituts de BPA et DGEBA. Ce chapitre évoque également l'importance des
composés phénoliques naturels dans la synthése de nouvelles molécules. Enfin, les
réactions de fonctionnalisation de ces composés : métathése, O-alkylation et

lipophilisation sont présentées.

Dans le deuxiéme chapitre la partie expérimentale est presentée avec d’abord la
description (i) des procédés de traitement de tourteaux de colza appliqués a I'échelle
pilote par Terres Inovia (ex CETIOM) et (ii) des techniques d’extraction et de
caractérisation des composés phénoliques d’'intérét. Les réactions de lipophilisation
du canolol et du 4-vinylguaiacol ainsi qu’'une description détaillée de la méthode
CAT, utilisée pour évaluer l'activité antioxydante des phénolipides issus du 4-
vinylguaiacol sont ensuite décrites. Enfin, les différentes voies de synthése de
précurseurs de résines époxy a partir du canolol, du 4-vinylguaiacol et de I'eugénol,

viendront clore ce chapitre.

Le dernier chapitre est consacrée a la partie des résultats obtenus et une discussion
sur (i) 'influence de I'hydratation et des traitements thermiques du tourteau de colza
sur les teneurs en composés phénoliques et plus spécifiquement sur le canolol, (ii)
I'effet des réactions de lipophilisation sur I'activité antioxydante du 4-vinylguaiacol et

finalement, (iii) la réactivité du canolol, du 4-vinylguaiacol et de I'eugénol lors de la
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réaction de métathése, la réaction de O-alkylation de I'eugénol et sa particularité

comme allylphénol.
Une conclusion générale est présentée a la fin du troisiéme chapitre de ce document

en mettant 'accent sur les principaux résultats obtenus pendant ces travaux de théese

ainsi que les perspectives de poursuite de ce projet.
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CHAPITRE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

|. LAFILIERE OLEAGINEUSE

Les oléagineux sont des plantes dont les graines contiennent une huile pouvant étre
extraite par des procédés appropriés. Cette huile constitue les lipides de réserve

nécessaires a la germination de la plante.

En Europe, les principales cultures de plantes oléagineuses sont le colza, le
tournesol et l'olive. A I'échelle internationale, le palmier a huile (Elaeis guineensis)
est la premiere source d’huile végétale au monde, suivie par le soja (Glycine max) et
le colza (TERRES-INOVIA, 2015). Environ 70% de la production d’huiles végétales
est destinée a la consommation humaine, plus de 10% a la production de
biocombustibles et 15% a d’autres applications (oleochimie, alimentation animale)
(Mielke, 2013). Elles peuvent étre également utilisées dans des formulations
cosmétiques, pharmaceutiques, lubrifiantes, ou bien comme solvants, encres,

détergents, polyméres etc.

Depuis les années 70, la France s’est dotée d'une filiere des huiles et protéines
végétales : PROLEA. Elle est constituée par 'ONIDOL (Organisation nationale
interprofessionnelle des oléagineux), Terres Inovia (Le centre technique des
oléagineux et protéagineux) et SOFIPROTEOL (Société financiere de la filiére des
oléagineux et protéagineux). Aujourd’hui, la filiere des oléagineux fait face a un
nouveau défi qui consiste a développer des nouvelles technologies de transformation
et valorisation. Ses objectifs sont d’améliorer la qualité des coproduits afin de réduire
la dépendance en protéines de soja, contribuer au développement d’une agriculture
plus durable et conduire a une meilleure qualité de la viande a travers une meilleure
alimentation des animaux. Les acteurs de cette filiere sont les producteurs, les
usines de transformation, les acteurs de la commercialisation et le secteur de la

recherche et développement.

Premier producteur de I'Union Européenne, la France produit 7 millions de tonnes

d’oléagineux, dont 5 millions et demi de tonnes de colza (Figure 1).
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Figure 1. Principaux pays producteurs d'oléagineux dans I'Union Européenne en
2014. Source : ONIDOL. (TERRES-INOVIA, 2015).

Il. LE coLzA

1.1 PRODUCTION ET COMPOSITION

Le colza (Brassica napus L.) est une espéce de plante oléagineuse, de la famille des
brassicacées (anciennement nommeées cruciféres, du latin Cruciferae : « en croix »,
en raison de ses feuilles en forme de croix). Il provient du croisement naturel entre un
chou (Brassica oleracea L.) et une navette (Brassica rapa L.). Selon des archives
historiques, le colza est mentionné dans des textes sanskrits datant de 2000 a 1500
ans avant Jésus-Christ et dans des écrits grecs, romains et chinois remontant aux
années 500 a 200 avant Jésus-Christ. Du fait de sa forte teneur en lipides (= 40%,

m/m) (Unger, 1990), le colza est principalement cultivé pour son huile (Figure 2).
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Figure 2. Composition chimique des graines de colza. Source: « Le colza, de la
plante a ses produits ». (Annual Publication CETIOM, 2012; CETIOM, 2014).

L'huile de colza est constituée de 98% de triesters d’acides gras. Les 2% restant sont
riches en stérols et tocophérols (dont la vitamine E). La composition en acides gras
de I'huile de colza utilisée pour 'alimentation humaine est bonne pour I'équilibre de
'ensemble des matiéres grasses que nous consommons quotidiennement (Annual
Publication CETIOM, 2012). En effet, I'huile de colza est constituée par 58% (m/m)
d'acide oléique (18:1, « oméga-9 »), 22% (m/m) d'acide linoléique (18:2, « oméga-
6 »), 9% (m/m) d'acide linolénique (18:3, « oméga-3 »), 6% (m/m) d'acide palmitique
(16:0) et 5% (m/m) d'autres acides gras (Unger, 1990).

Sa production et sa commercialisation se sont développées a partir du XVI° siécle
aux Pays-Bas. Aujourd’hui, il est cultivé dans de trés nombreux pays dans le monde,
essentiellement dans les régions tempérées (PROLEA, 2009), En 2014, I'Union
Européenne a produit pres de 40 millions de tonnes d’oléagineux dont environ 24
millions de tonnes de colza, soit une augmentation de plus 17% par rapport a 2013
(Fine et al., 2015; TERRES-INOVIA, 2015). En France, le colza est cultivé sur plus
d’'un million et demi d’hectares principalement dans le Centre, en Bourgogne,
Champagne Ardennes et en Lorraine (Figure 3) (TERRES-INOVIA, 2015).
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COLZA

Figure 3. Distribution des cultures de colza en France. Source : Terres Inovia (2015).

Alors que certains pays comme I'Inde utilisent I'huile de colza essentiellement a des
fins alimentaires, en Europe, elle est surtout destinée a la production de
biocombustibles (environ 75% de la production) (Fine et al., 2015; Lomascolo et al.,
2012).

Le processus d’extraction de I'huile des graines, de fractionnement de la plante ou de
purification est réalisé dans des biorrafineries. L’'un des objectifs des biorraffineries
est aussi de valoriser les ressources agro-industrielles et la transformation de la
biomasse afin d’obtenir des produits aux usages divers dans des biocarburants,
aliments ou des produits avec de la valeur ajoutée (PROLEA, 2009). En effet, a I'ére
de la chimie verte, un grand effort se réalise dans plusieurs domaines afin de
minimiser I'impact environnemental de tous les types de transformation de biomasse.
Le développement et la mise en ceuvre de processus durables qui convertissent la
biomasse en produits a valeur ajoutée est une nécessité absolue pour valoriser les
coproduits agro-industriels et réduire I'impact environnemental. Les coproduits des
processus d’extraction des huiles végétales de graines oléagineuses sont appelés

gateau ou tourteau.

1.2 LE GATEAU ET LE TOURTEAU DE COLZA

Le gateau de colza obtenu aprés extraction mécanique (pressage) de I'huile peut

représenter 50 a 58% de la masse totale de la graine (Unger, 1990). Aprés
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déshuilage du gateau par un solvant organique, généralement I'hexane, le matériel
obtenu est nommeé tourteau. La quantité d'huile résiduelle dans le tourteau dépend
de la méthode d’extraction et des prétraitements des graines, elle varie généralement
entre 1 et 10% (m/m) (Unger, 1990). La France et I'Allemagne sont les plus
importants producteurs et consommateurs de tourteau de colza de ['Union
Européenne (PROLEA, 2012-2013). En 2014, la France a produit environ 2.5 millions
de tonnes de tourteau de colza (FEDIOL). La composition massique générale du
tourteau de colza est représentée sur la Figure 4. Riche en fibres et en minéraux tels
que le calcium, le magnésium, le zinc et le cuivre, le tourteau de colza contient
également un certain nombre de vitamines et autres composés bioactifs, tels que les
tocophérols et la choline. La présence de protéines brutes (35-37%), plus de 30% de
glucides et 1 a 10% de résidus d'huile, en fait un aliment pour animaux de grande
valeur tout a fait capable de remplacer le tourteau de soja. En effet, malgré les
problématiques liées a I'utilisation d’'OGM (organismes génétiquement modifiés), le
tourteau de soja reste la premiére source de consommation mondiale de protéines
végétales. Cependant, la recherche d’une autonomie protéique au niveau national,
afin de réduire I'importation du tourteau de soja est un des points d’attention de la
filiere des oléagineux en France. Dans I'Union Européenne, le tourteau de soja a été
remplacé par celui du colza pour I'alimentation bovine (lait et viande), et réprésente

jusqu'a 6 kg par jour et par animal (CETIOM, 2011).

OProtéines

mSucres, lignines etc.
EEau

OCellulose

o Minéraux

OHuile

Figure 4. Composition massique chimique du tourteau de colza. Source: « Le colza,
de la plante a ses produits ». (Annual Publication CETIOM, 2012; CETIOM, 2014).

Le tourteau de colza est aussi une source riche en composés phénoliques. En effet,

comme en attestent certaines études (Kozlowska et al., 1990; Nowak et al., 1992),
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c’est la plante oléagineuse avec la concentration la plus élevée en composés
phénoliques. A titre d’exemple, Kozlowska et al. (1990) ont montré que comparé a
d’autres tourteaux de plantes oléagineuses tels que le soja, le coton, I'arachide ou le
tournesol dont la concentration en acides phénoliques totaux était respectivement de
1.04, 2.53, 2.84 et 16.37 micromoles d'équivalents en'acide sinapique (EAS) par
gramme de matiére séche (umol EAS.gMS™), celle du colza pourrait atteindre de
28.54 & 82.07 ymol EAS.gMS™". La concentration en composés phénoliques dans le
gateau est inférieure a celle du tourteau. En outre, les conditions de croissance et le

degré de maturation affectent la composition phénolique.

Artz et al. (1986) ainsi que Matthaus (2002) ont montré que les composés
phénoliques sont principalement localisés dans les cotylédons, alors que quelques
traces se trouvent dans la coque. Au niveau cellulaire, les composés moins polaires
sont présents dans les parois cellulaires, alors que les plus polaires se trouvent dans
les vacuoles de la cellule végétale. De méme, Fang et al. (2012) ont étudié la
distribution de ces métabolites secondaires dans quatre parties différentes des
graines matures de colza (Brassica napus L.) : les cotylédons internes et externes, la
coque et la radicule. lls ont observé que ces molécules étaient distribuées de fagon

homogéne dans ces différents tissus.

Ces composés phénoliques sont retrouvés dans les tourteaux de colza. Leur
concentration et leur nature dépendent fortement du type de procédé employé lors
de l'extraction de l'huile. Ces traitements déterminent le comportement et la
répartition de ces composés et par conséquent, leur distribution entre les fractions

d'huile et de tourteau (Terpinc et al., 2011).

Les faibles rendements en composés phénoliques dans le tourteau obtenu a partir du
processus de pressage de graines oléagineuses peuvent étre dus a la résistance des
parois des cellules végétales auxquelles certains des composés phénoliques ont
tendance a rester liés. Azadmard-Damirchi et al. (2010) ont montré que le
prétraitement thermique, par micro-ondes, entraine une modification de la paroi
cellulaire en augmentant sa porosité et en facilitant I'extraction de l'huile et des
composés phénoliques. Ces derniers fortement liés a la matrice peuvent alors étre

libérés soit par la torréfaction des graines (Chipurura et al., 2010; Dai et Mumper,
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2010), soit par hydrolyse alcaline ou par l'action d’enzymes spécifiques comme la
feruloyl estérase (EC 3.1.1.73), la sinapine estérase (EC 3.1.1.49) etc. (Khattab et
al., 2014; Vuorela et al., 2003).

. LES COMPOSES PHENOLIQUES

Les composés phénoliques sont omniprésents dans toutes les plantes. Leur structure
chimique est basée sur la présence d’un cycle aromatique li€¢ a un groupement
hydroxyle. Etant impliqués dans diverses fonctions telles que la structure, la
pigmentation, la pollinisation, la défense contre des agents pathogénes et la
résistance aux herbivores, ils sont essentiels a la physiologie de la plante. lls sont
considérés comme les métabolites secondaires les plus abondants des plantes
supérieures et ils présentent des structures trés diverses, allant de simples
molécules telles que des acides phénoliques a des substances hautement
polymérisées comme les tanins (proanthocyanidines). En général, dans les plantes
oléagineuses, les principaux composés phénoliques sont des dérivés d'acides
hydroxybenzoique et hydroxycinnamique (Figure 5), ainsi que les coumarines et les
flavonoides (Figure 6) (Dewick, 2001).
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Acides hydroxycinnamiques

R, o
R, / OH
Rs

Ry=R;=R3=H Ac. cinnamique *
Ri=R:=H, R4=OH Ac. p-coumarique
Ry=R;=0OH, Ry=H Ac. caféique
Ry=0OCHai, R;=0OH, R3=H AcC. léruhque
R1=R3=0CHjs, R2=OH Ac. sinapique

9 Ne sont pas des composés phénoliques.

Hydroxycinnamates (acides chlorogéniques)

(o]

o = Ry

HOOC 5
Rz
1 4
HO 5 OH Rs

OH
R1=R;=OH, R;=OH Ac. 5-catéoylquinique
Ri=Ria=H, R2=OH Ac. p-coumaroylquinique

Ry=0OCHs, R;=OH,R;=H  Ac. féruloylquinique
Ry=R3;=0OCHs, R;=OH Ac. sinapoylquinique

‘@‘\\ /<

Acides hydroxybenzoiques

R, Ry
o}
Ry
OH
Rq

Ry=R»=Rs=R¢=H
R1=R4=H, R3=R3=OH
Ri1=H, R2=R3=R4=0H
Rs=OH, R3=R3=R4=H
R1=R4=OH. R:=R3=H

Ac. benzoique *

Ac. protocatéchique
Ac. gallique

Ac. salicylique

Ac. gentisique

Autres acides phénoliques

Ac. ellagique
HO

OH Ac. rosmarinique
OH

Figure 5. Structure chimique des principaux acides et esters phénoliques dans le

regne veégeétal. Source : Laguerre (2008).
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Figure 6. Structure chimique des principaux flavonoides du régne végétal. Source :
Laguerre (2008).

11l.1 EXTRACTION DES COMPOSES PHENOLIQUES

L'extraction des composés phénoliques des matiéres premieres végétales est
réalisée a l'aide de solvants. En raison de sa facilit¢ de mise en ceuvre et son
efficacité, I'extraction solide-liquide est en effet la méthode la plus répandue pour la
récupération de ces composés naturels. Cette derniere est influencée par de

nombreux facteurs tels que le type de solvant utilisé (polarité), le temps d'extraction,
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la température, le ratio masse d’échantillon/solvant, ainsi que la composition
chimique et les caractéristiques physiques des échantillons (Dai et Mumper, 2010).
En général, avant I'extraction, les échantillons (graines ou tourteaux) sont broyés
et/ou délipidés. En fonction du systéme de solvant utilisé pour l'extraction, des
composeés (sucres, protéines) autres que les polyphénols peuvent étre conjointement
extraits. En conséquence, des étapes supplémentaires (centrifugation, précipitation
par changement de pH) peuvent s’avérer nécessaires pour éliminer ces composés
indésirables. Les solvants employés lors de I'extraction des composés phénoliques
sont en général I'eau, le méthanol, I'éthanol, I'acétone, I'acétate d'éthyle et des
combinaisons de ceux-ci. Selon les données de la littérature (Tableau 1), le méthanol
est le solvant le mieux indiqué pour les composés phénoliques de faible poids
moléculaire, tandis que les flavonoides, avec des masses moléculaires plus élevées,

sont mieux extraits avec des solutions aqueuses d'acétone (Meneses et al., 2013).

Une augmentation de la température d'extraction peut générer une plus grande
solubilité des substances a extraire. De plus, a des températures plus élevées, la
viscosité et la tension superficielle du solvant sont réduites, ce qui favorise son
accessibilité au sein des matrices végétales. Cependant, les composés phénoliques
étant facilement oxydables, de longues périodes d'extraction et/ou d'exposition a des
températures élevées favorisent leur oxydation ; c’est pourquoi, il est important
d'obtenir le meilleur rapport solvant/température/temps d'extraction pour maximiser a
la fois le rendement du procédé mais aussi de maintenir la stabilité des composés a
extraire. Par exemple, Cai et Arntfield (2001) ont testé différentes procédures pour
I'extraction des composés phénoliques des graines et des tourteaux de colza et ont
montré que le meilleur rendement en composés phénoliques (102.14 umol EAS de
composés phénoliques totaux par gramme de farine) était obtenu lorsque I'extraction
s’opérait avec une solution méthanol/eau (70/30, v/v) a 75°C pendant 20 minutes.
Cette méthodologie a été adoptée dans diverses études impliquant les composés
phénoliques du colza, comme dans celles rapportées par Spielmeyer et al. (2009),
Vuorela et al. (2004) et Khattab et al. (2014).
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provenant de différentes sources végétales décrites dans la littérature.

Etude bibliographique

Exemples de méthodes d'extraction des composés phénoliques

Auteur Matiére premiére Solvant T Temps TPC* 1
dans l'eau | (°C) (umol EAS.g™)
(Joya Jorge et Ethanol
al., 2013) Peaux de cactus (35%, vIv) 93 4 h 2038
(Cai et Arntfield, Méthanol .
2001) Tourteau de colza (70%, vIv) 75 2 x 20 min 102
(Meneses et al., N Acétone .
2013) Dréches de malt (60%, VIv) 80 30 min 44
(Spielmeyer et . Méthanol . b
al., 2009) Grains de colza (70%, VIV) 75 20 min nc
Ethanol
(80%, viv)
(Suarez et al., . . Haute .
2009) Grignons d’olive pression 80 2 x5 min nc
(ASE100 -
Dionex)
(Szydtowska- .
Czerniak et al., | Tourteau de colza Me;thanol 25 3x1h nc
(50%, viv)
2014)
(Terpinc et al., Tourteau de Méthanol
2012) cameline (80%, viv) | 22 8h 7430
(Thiyam et al Méthanol
v Tourteau de colza | (70%, v/v) 25 3x50s nc
2006)
+ Ultrason
(Wakamatsu et . Méthanol .
al., 2005) Huile de colza (pur) 25 3 x 10 min nc
(Kozlowska et al., . Méthanol )
1983) Farine de colza (80%, VIv) nc nc 53 - 321
(Wanasundara et Ethanol . i
al., 1994) Tourteau de colza (95%, VIv) 80 2 x 20 min 98 - 865
(Amarowicz et Tourteau de colza Ethanol 80 2 x 20 min nc

Shahidi, 1994)

(95%, viv)

®TPC : Teneur en composés phénoliques totaux (Total Phenolic Content).

®nc : non cité.

Outre les méthodes classiques d’extraction (Soxhlet), ils existent des méthodes qui

utilisent les micro-ondes, les ultrasons ou les fluides supercritiques (Cavero et al.,
2006; de Lucas et al., 2002; Gelmez et al., 2009; Han et al., 2013; Naczk et Shahidi,

2004). Enfin, il est important de souligner que les traitements thermiques peuvent

contribuer a transformer les composés natifs en d’autres molécules avec des

propriétés différentes. Par exemple, les acides hydroxycinnamiques, majoritairement

présents dans les plantes oléagineuses, peuvent étre transformés en leurs dérivés

alcéniques par décarboxylation (Spielmeyer et al., 2009; Walter Fiddler, 1967).
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111.2 APPLICATIONS DES COMPOSES PHENOLIQUES NATURELS

On retrouve les composés phénoliques naturels dans une large gamme
d’applications. lls sont utilisés comme conservateurs d’aliments (Shahidi et Zhong,
2010) ; ils entrent dans la formulation d’arbmes, de cosmétiques (Bogdan Allemann
et Baumann, 2008) ; et tout récemment, ils ont été employés dans la synthése de
polyméres (Nouailhas et al., 2010). lls sont essentiellement connus pour leurs
propriétés antioxydante (Shahidi, 2000; Shahidi et Ambigaipalan, 2015),
antimicrobienne (Suriyarak et al., 2014), antivirale (lkken et al., 1999),
anticarcinogéne (Maeda et al., 2006; Sawa et al., 1999) et pour leur capacité a filtrer
les rayons UV (Edreva, 2005). Leur activité antioxydante se traduit par leur aptitude a
pieger les radicaux libres et ainsi, a lutter contre le stress oxydant qui correspond a
un exceés d’especes oxydantes (espéces réactives de I'oxygene, EROs) dans le
milieu intracellulaire. Selon Sies (1985), le stress oxydant est défini comme un
déséquilibre entre ces oxydants et les antioxydants, ce qui peut entrainer des
dommages a l'organisme. Ainsi, les EROs et leur implication probable dans certaines
physiopathologies humaines suscitent, depuis ces derniéres décennies, un intérét
grandissant dans le domaine de la santé. Harman (1956) a émit ’hypothése que le
vieillissement serait en partie di a une accumulation de dommages moléculaires et
cellulaires provoqués par les EROs. Le stress oxydant, semble étre lié au
développement de nombreuses maladies telles que cancers (Kawanishi et al., 2002;
Lichtenberg et Pinchuk, 2015), maladies cardio-vasculaires (Sachidanandam et al.,
2005) et inflammations (Bodamyali et al., 2000). Les mécanismes par lesquels ces
pathologies se développent impliquent généralement [altération oxydative de
molécules d’importance physiologique comme les protéines, les lipides et les acides
nucléiques, ainsi que la modulation de I'expression des génes et de la réponse
inflammatoire. Mateos et al. (2005) ont signalé que la cytotoxicité et la peroxydation
lipidigue sont associées au vieillissement cellulaire et aux maladies chroniques.
Différents moyens de prévention sont disponibles pour limiter ces phénomeénes.
Parmi eux, figure I'emploi d’antioxydants, tels que les composés phénoliques

naturels.
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Dans le secteur de [lindustrie, l'oxydation constitue probablement l'un des
paramétres majeurs a [lorigine de [laltération des produits alimentaires et
cosmétiques. Les dégradations oxydatives affectent les qualités nutritionnelles et
sensorielles des produits et peuvent avoir des répercussions sur la santé du
consommateur. La encore, l'introduction d’antioxydants naturels peut s’avérer trés

profitable.

Outre I'activité antioxydante, la structure chimique des composés phénoliques peut
étre exploitée pour d’autres types d’applications. En effet, ces derniéres années ont
connu une demande croissante en termes de polyméres issus de ressources
renouvelables afin de substituer [l'utilisation des polyméres issus de dérivés
pétroliers. A titre d’exemple, une attention particuliere a été accordée au

développement de résines époxy a partir de dérivés d'huiles végétales.

Les propriétés et les performances des résines époxy sont trés dépendantes de leur
architecture moléculaire. Si les structures chimiques des résines époxy sont
constituées de chaines aliphatiques ou flexibles, leur résistance thermique est
inférieure a celles contenant des cycles aromatiques et/ou des hétérocycliques. Par
conséquent, la fonctionnalisation de molécules phénoliques naturelles peut étre une
alternative séduisante pour créer des matériaux correspondant aux besoins des

applications auxquelles ils sont destinés.

1.3 COMPOSES PHENOLIQUES DU COLZA : NATURE ET PROPRIETES

En fonction de la variété de plante et du procédé d’extraction mis en ceuvre, la teneur
totale en composés phénoliques dans le tourteau de colza peut varier de 27 a 80
umol EAS.g™, (Kozlowska et al., 1990; LIU et al., 2012). Seule une petite fraction des
acides phénoliques existe sous forme libre, la plupart se retrouve soit sous forme
d’ester, d’éther ou d’acétal, soit lié a des composants structurels de la plante (sucres,

kaempferols), protéines ou hydrates de carbone.

Naczk et al. (1998) ont classé les composés phénoliques du colza en deux

principales catégories:
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i) les tannins condensés ou proanthocyanidines plus ou moins polymérisés qui a
I'évidence comptent pour la plus forte concentration en composés phénoliques dans
la coque de la graine.

ii) les acides phénoliques libres (peu concentrés et correspondant surtout a I'acide

sinapique) et les acides phénoliques estérifiés, notamment la classe des sinapines.

lll.3.1La Sinapine

La sinapoylcholine ou sinapine (2-{[3-(4-Hydroxy-3,5-diméthoxyphenyl)acryloyl]loxy}-
N,N,N-triméthylethanaminium), ester de choline de I'acide sinapique (acide 3-(4-
hydro-3,5-diméthoxyphenyl)-prop-2-énoique), est le composé phénolique majoritaire
du colza, constituant jusqu’a 80% de la totalité des composés phénoliques présents
(Kozlowska et al., 1990) et responsable du go(t amer et de la coloration marron des
tourteaux. Au cours des premieres étapes du développement des semis, la sinapine
est convertie en sinapoylmalate, cette molécule protege les feuilles contre l'irradiation
UV-B et est impliqué dans la défense contre les champignons. Au cours de la
germination, la sinapine est hydrolysée en choline et en acide sinapique (Figure 7),
ce dernier peut intervenir comme précurseur pour la biosynthése d'autres composés
phénoliques, tels que la lignine (Fang et al., 2012; Iwanowska et al., 1994; Naczk et
al., 1998; Tzagoloff, 1963). Thyiam et al. (2006) ont rapporté que l'acide sinapique
libre constitue de 6 a 14% de la totalité de composés phénoliques présents dans le

tourteau de colza.

COOCH,CH,N(CH;), COOH
= =
H.,O
2 . + Ho\/\hll"'—
—0 o— —0 o— |
HO HO
Sinapine Acide sinapique Choline

Figure 7. Hydrolyse de la sinapine en acide sinapique.

46



Etude bibliographique

lll.3.2L’acide sinapique

L'acide sinapique [acide 3-(4-hydro-3,5-diméthoxyphenyl)-prop-2-énoique] appartient
au groupe des acides hydroxycinnamiques. Il est formé d’un cycle aromatique avec
un groupement hydroxyle en position 4, ainsi que de deux groupements méthoxy en
positions 3 et 5 (Figure 7). Il représente environ 80% des acides phénoliques
présents dans le tourteau (Naczk et al., 1998). Tres peu soluble dans I'huile, il reste
dans le tourteau aprés le pressage des graines. Seule une petite partie de l'acide
sinapique présent dans la graine, moins de 16% est présente sous forme d'acide
sinapique libre (Kozlowska et al., 1990). Typiquement, la quantité d’acide sinapique
dans le tourteau peut varier entre 28 et 82 pmol.g'1, selon la variété de la plante
oléagineuse et la méthode d'extraction de I'huile (Amarowicz et Shahidi, 1994;
Unger, 1990).

111.3.3Le Canolol

En 2003, Koski et son équipe (Koski et al., 2003) ont mis en évidence la formation
d’'un dérivé phénolique au cours du processus d’extraction de I'huile de colza, sous
haute pression et haute température. lls ont montré que cette molécule, nommée
canolol (2,6-diméthoxy-4-vinylphénol, Figure 8), était le composé phénolique
prédominant dans I'huile brute de colza, représentant jusqu'a 85% des composés
phénoliques totaux (Koski et al., 2003). D’autre part, ces mémes auteurs ont rapporté
que la stabilité de I'huile a I'auto-oxydation augmentait en présence de canolol et que
celui-ci présentait la meilleure activité antioxydante parmi tous les composés de la
fraction polaire extraite de 'huile brute. Un an plus tard, Kuwahara et al. (2004) ont
confirmé la grande efficacité du canolol comme piégeur de radicaux libres ainsi que

son activité antimutagéne contre I'action des bactéries du genre Salmonella.

=

—0 fo
HO

Figure 8. Structure chimique du canolol (2,6-diméthoxy-4-vinylphénol).
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Le canolol appartient a la famille des vinylphénols, ces derniers sont formés au cours
des traitements thermiques ou enzymatiques que subissent les acides
hydroxycinnamiques correspondants. Certains de ces composés et leurs dérivés
sont employés dans l'industrie comme arébmes naturels, dans la parfumerie ou
'agroalimentaire. Les dérivés 4-vinyliques sont a l'origine de l'arbme fumé des
produits de charcuterie (Guillen et Ibargoitia, 1998). Outre leurs propriétés
aromatisantes, ces dérivés sont employés comme stabilisateurs de pigments de jus

de fruits et de vins rouges (Dewick, 2001).

111.3.3.1 Formation du canolol

Le canolol est normalement extrait des fractions polaires des tourteaux de colza. Il
peut étre obtenu a partir de I'hydrolyse de la sinapine en acide sinapique, suivie par
la décarboxylation thermique de ce dernier via la réaction de Maillard (Figure 9)
(Shrestha et De Meulenaer, 2014).

Hov\,!,+_
I
COOCH,CH,N(CH5) COOH
/
—_— + CO,
(00]
HO
Sinapine Acide sinapique Canolol

Figure 9. Réaction d’hydrolyse de la sinapine en acide sinapique, puis

décarboxylation de ce dernier en canolol.

En partie responsable de la décarboxylation, la température est un facteur important

dans la formation du canolol au sein des tourteaux de colza.
La torréfaction des graines de colza avant le pressage peut conduire a une

augmentation de la teneur en canolol dans I'huile (Spielmeyer et al., 2009). Pour

augmenter cette teneur, différents prétraitements des graines ont été
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proposés comme la torréfaction au four micro-ondes, au four conventionnel ou en
bain d’huile. Par exemple, la torréfaction des graines de colza au four conventionnel
(165°C, 5 minutes) a nettement augmenté leur teneur en canolol dans I'huile jusqu’a
17 a 100 fois comme cela a été respectivement observé dans les travaux de
Wijesundera et al. (2008) et Wakamatsu et al. (2005). Zacchi et Eggers (2008) ont
traité les graines de colza dans un autoclave a 145°C pendant 5 minutes, et ont
montré que 'huile brute extraite contenait 10 fois plus de canolol que celle issue des
graines non torréfiées. En 2012, 'équipe de Shrestha (Shrestha et al., 2012) a testé
la torréfaction des graines dans un bain d’huile a 180°C pendant 10 minutes et a
démontré que la teneur en canolol dans I'huile extraite augmentait d’un facteur 100.
En conservant la méme température de chauffage que celle employée par
Wakamatsu et al. (2005) et Wijesundera et al. (2008), Pudel et al. (2014) ont testé la
torréfaction, par air chaud, directement sur le tourteau dans un lit fluidisé a 165°C ;

lls ont obtenu un rendement en canolol de 'ordre de 2778 umol.kg™ de tourteau.

En ce qui concerne la torréfaction des graines assistée par les micro-ondes (2.45
GHz, 800W), Spielmeyer et al. (2009) ont examiné différents intervalles de temps de
torréfaction ; leur meilleur résultat (augmentation de 120 fois en teneur de canolol)
correspondait a un temps total de torréfaction, de 7.5 minutes, avec 5 intervalles de
1.5 minutes chacun (160°C). Par ailleurs, ces auteurs ont montré que la température
de chauffage influait d’avantage sur la quantité du canolol formé plus que la méthode
de torréfaction. Niu et al. (2013) et Yang et al. (2014) ont testé une torréfaction
pendant 7 minutes en continu, et ont rapporté une augmentation des teneurs en
canolol de 6 fois par rapport aux graines non torréfiées. Khattab et al. (2014) ont
torréfié les graines pendant 13 minutes (puissance 3, 300W) et ont observé que 58%

d’acide sinapique se convertissait en canolol.

11.3.3.2 Le canolol dans I’huile de colza

La distribution des composés phénoliques pendant les traitements des graines est un
facteur important a considérer. Ainsi Yang et al. (2014) et Zheng et al. (2014) ont
démontré que le taux de transfert du canolol de la graine a I'huile brute était

proportionnel au temps d’exposition aux micro-ondes.
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Thiyam-Hollaender et al. (2014) ont évalué I'impact des processus de pressage et de
broyage des graines de moutarde et de colza sur le passage du canolol dans I'huile.
A l'issu de cette étude, des traces de canolol ont été détectées pour la premiére fois
dans des échantillons d’huile commerciale qui n‘ont pas subi de prétraitements
thermiques. Il est possible que la chaleur générée pendant les étapes de pressage
et/ou de broyage ait induit la conversion de I'acide sinapique en canolol. Néanmoins,
au cours du processus de raffinage de I'huile, une diminution drastique de la quantité
de composés phénoliques est généralement observée. De ce fait, méme si la
majorité du canolol formé pendant les prétraitements des graines, a été transféré a
I'huile, ses teneurs deviennent presque indétectables a la fin du raffinage (Koski et
al., 2003; Kraljic et al., 2015). Harbaum-Piayda et al. (2010) ont suggéré qu'en raison
de sa grande réactivité, le canolol présent dans I'huile de colza pouvait donner lieu a
de nouveaux dérivés phénoliques au cours du raffinage, tels que des dimeres et des

oligomeres.

11.3.3.3 Propriétés chimiques et biologiques

De nombreuses propriétés biologiques sont attribuées au canolol, parmi elles, figure
en premier lieu, I'activité antioxydante qui lui confére des propriétés anti-cancérogene

et antimutagene (Cao et al., 2015; Jiang et al., 2013).

111.3.3.3.1 Activité antioxydante

La réactivité du canolol par rapport aux radicaux *OOH a lieu presque exclusivement
par le transfert de I'atome d’hydrogéne phénolique du canolol, quelle que soit la

polarité de I'environnement (Galano et al., 2011).

Wang et al. (2014) ont comparé le canolol a I'acide sinapique dans la protection de
I'huile de soja et ont montré que le canolol exhibait une activité antioxydante plus
importante que celle de I'acide sinapique. De méme, les activités antioxydantes de
'acide sinapique et du canolol ont été évaluées par la méthode DPPH (Harbaum-
Piayda et al., 2010; Terpinc et al., 2011; Vuorela, 2005; Vuorela et al., 2004). Dans le

milieu polaire employé pour la méthode DPPH, I'acide sinapique s’est avéré étre un
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meilleur piégeur de radicaux libres que le canolol. De méme, Terpinc et al. (2011)
ont rapporté que, dans l'essai de pouvoir réducteur ferrique (FRAP, en anglais :
Ferric ion reducing antioxidant power) (vérification du potentiel antioxydant grace a la
réduction de l'ion ferrique (Fe**) en ion ferreux (Fe?*) dans milieu acide), le canolol
était 50% moins efficace que l'acide sinapique. Cependant, dans des milieux
émulsionnés, le canolol a montré une activité antioxydante légerement plus élevée

que celle de l'acide sinapique (Koski et al., 2003; Vuorela, 2005).

Par ailleurs, Kuwahara et al. (2004) ont révélé que le canolol pouvait contribuer a
protéger les lipides et les protéines de I'oxydation et ont constaté que son activité
était supérieure a celle de certains flavonoides ou de l'a-tocophérol. Selon les
mémes auteurs, des quantités égales ou supérieures @ 1 umol.L™ de canolol
pourraient empécher l'action des agents oxydants mutagénes tels que les
peroxynitrites (ONOQO") produits par des leucocytes inflammatoires, la mutation
bactérienne et aussi I'apoptose cellulaire induite par le stress oxydant. Le caractere
lipophile du canolol pourrait expliquer son affinité pour les membranes cellulaires et
d'autres membranes biologiques et, donc, sa réactivité dans les cellules (Khattab et
al., 2014).

L’activité antioxydante du canolol contre I'action du virus H. pylori (responsable de la
gastrite et de la carcinogénése) dans un systeme modéle animal a été étudiée par
Cao et al. (2015; 2008; 2012). L’infection causée par le H. pylori peut conduire les
cellules infectées a produire des Espéces réactives de I'oxygéne, EROs, qui peuvent
causer l'oxydation des lipides, des protéines et aussi de 'ADN. En présence de
canolol, les EROs sont piégées et leur action oxydative est inhibée. En outre, les
expérimentations réalisées au cours de cette étude ont indiqué que le canolol n'avait
aucune cytotoxicité contre les cellules saines. Ces résultats suggerent que le canolol
pouvait étre éventuellement considéré comme nouvel agent anti-carcinome gastrique
naturel. Dans le méme registre, les travaux de Jiang et al. (2013) ont démontré que
le canolol était capable de prévenir la prolifération de cellules cancéreuses du
systéme gastrique humain. En effet, pour une concentration de 1.2 pmol.L™, le

canolol a provoqué I'apoptose de ces cellules in vitro.
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Toutefois, I'activité antioxydante du canolol ne devrait pas constituer le seul outil a
exploiter pour valoriser cette molécule. Le canolol est un composé phénolique avec
une structure chimique assez particuliere. En effet, la présence de nombreux
groupements fonctionnels, comme le groupement hydroxyle phénolique, le cycle
benzénique riche en électrons ainsi que la a,p-double liaison insaturée, ouvre la voie
vers de multiples possibilités de modifications chimiques de ce composé. C’est pour
cette raison que nous nous sommes intéressés a l'utilisation du canolol pour la

synthése de précurseurs de polyméres et d’autres composés chimiques.

IV. REACTIONS DE FONCTIONNALISATION DES COMPOSES
PHENOLIQUES

IV.1 AMELIORATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE PAR REACTIONS DE
LIPOPHILISATION

Comme cela a été mentionné précédemment, les composés phénoliques, et plus
particulierement les acides phénoliques et les flavonoides, suscitent un intérét
grandissant pour leurs propriétés antioxydantes. Cependant, la mise en ceuvre de
ces molécules polaires dans des matrices lipidiques ou des formulations de type
émulsion est délicate et peut s’accompagner d’'une diminution de leur efficacité a
protéger les lipides contre 'oxydation. L'une des stratégies visant a améliorer cette
efficacité consiste a diminuer considérablement la polarité de ces molécules par le
greffage de chaines aliphatiques grasses, afin d’ajuster leur balance
hydrophyle/lipophyle. Le résultat attendu est une facilité d’incorporation accrue dans
les formulations alimentaires et cosmétiques ainsi qu’'une amélioration significative

de leur action antioxydante.

En effet, dans une microémulsion d’huile de tung purifiée stabilisée avec du Brij 35
(émulsifiant non ionique) [méthode CAT développée dans notre laboratoire (Laguerre
et al., 2008)], il a été observé que l'activité antioxydante de chlorogénates d’alkyle
synthétiques augmentait proportionnellement a la longueur de chaine alkyle greffée

jusqu’au motif dodécyle en C12:0, seuil au-dela duquel toute élongation de la chaine
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s’accompagnait d’'une chute drastique d’activité (Laguerre et al., 2009a). Cet effet
non-linéaire de I'hydrophobie a été appelé « effet cut-off » en référence au terme
déja employé depuis les années 30 en biologie et en microbiologie pour qualifier un
tel comportement dans d’autres activités que I'activité antioxydante. D’aprés Balgavy
et Devinsky (1996), I'effet cut-off serait un phénomeéne général observé pratiquement
a chaque fois qu’une famille d’homologues structuraux variant dans la longueur de la

chaine carbonée était étudiée.

Dans le méme systéme micro-émulsifié et en utilisant I'acide rosmarinique et ses
esters alkyliques de synthése (méthyle, butyle, octyle, dodécyle, hexadécyle,
octadécyle et eicosyle), un effet cut-off encore plus prononcé qu’avec les
chlorogénates, a été observé (Laguerre et al., 2010). En effet, la relation entre la
longueur de la chaine alkyle et I'activité antioxydante suivait une allure quasi-
parabolique avec une chaine critique (valeur optimale) en C8:0. Cet effet non-linéaire
a par la suite été confirmé dans une émulsion (macro-émulsion) d’huile de soja
purifiée avec les mémes rosmarinates d’alkyle (Panya et al., 2012). Les données ont
montré que I'acide rosmarinique et ses esters octadécylique (C18:0) et eicosilique
(C20:0) étaient de piétres antioxydants comparés aux esters a courte-moyenne
chaine comme le butyle, l'octyle et le dodécyle. A I'heure actuelle, des données
confirmant l'occurrence d’un effet cut-off dans les émulsions sont réguliérement
publiées dans la littérature avec des molécules de synthése. Les composés les plus
cités sont les rosmarinates d’alkyle (Lee et al., 2013), les esters alkyliques
d’hydroxytyrosol (Medina et al., 2009), les esters alkyliques de rutine (Sorensen et
al., 2012), les cafféates, les coumarates et les férulates d’alkyle (Sorensen et al.,
2014), les gallates d’alkyle (Losada Barreiro et al, 2013), ainsi que les

protocatéchuates d’alkyle (Grajeda-Iglesias et al., 2015).

Si de nombreux composés phénoliques ont été lipophilisés (Kahveci et al., 2015), a
ce jour, il n'existe en revanche aucune donnée concernant les vinylphénols, comme
le canolol. La lipophilisation de ces composés donnerait accés a de nouvelles
molécules actives multifonctionnelles dont les propriétés antioxydantes peuvent étre
améliorées en raison de la chaine aliphatique greffée a la molécule phénolique. La
lipophilisation des vinylphénols sera abordée dans la section Ill.1 du chapitre 3 de ce

manuscrit.
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IV.2 FORMATION DE PRECURSEURS DE BIOPOLYMERES

L’accés a des sources renouvelables en composés phénoliques a été récemment
discuté par Mialon et al. (2010), qui ont étudié la préparation d'analogues de PET
[poly(éthyléne téréphtalate)] a partir des sous-produits de l'industrie des pates a
papiers riche en vanilline et en acide férulique. Fache et al. (Fache et al., 2015a;
Fache et al., 2015b) et Imre & Pukanszky (2015) ont récemment publié des travaux
portant sur la synthése de biomatériaux polymériques époxy a partir de la vanilline.
Produits a partir des aldéhydes naturels comme la vanilline et le syringaldéhyde, les
dérivés phénoliques vinyliques pourraient avantageusement remplacer certains
dérivés phénoliques synthétiques d’origine fossile dont linnocuité est fortement
remise en question (parabénes) ou dont la toxicité est parfaitement documentée tel
que le bisphénol-A. En effet, grace a leurs structures chimiques et notamment la
présence de groupement alcénique sur leur cycle aromatique, ces composeés
constituent des molécules plateformes potentielles pour la synthése de précurseurs
de polyméres. Dans ce contexte, le canolol, s’avére étre une molécule de choix pour
des transformations structurelles visant au développement de nouveaux matériaux
époxy avec des propriétés similaires a celles du bisphénol-A (BPA) et de son dérivé

diglycidylé.

IvV.2.1 Le bisphénol-A (BPA)

Le bisphénol-A (BPA) (4,4'-dihydroxy-2,2-diphénylpropane) (Figure 10) est un des
composés chimiques le plus produits au monde en termes de volume. Sa production
mondiale annuelle représentent 500 grammes par habitant, soit plus de 3 millions de

tonnes (Planetoscope.com).

HO OH
Figure 10. Structure chimique de Ila molécule de bisphénol-A [2,2-bis(4-

hydroxyphényl)propane].
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Les risques sanitaires potentiels liés au BPA comprennent, entre autres, divers types
de cancer (cerveau, prostate et autres), la diminution de la fertilité, la puberté
précoce, les perturbations du développement foetal, ainsi que des problémes de
reproduction féminins et méme [linterférence sur le ratio de naissances
hommes/femmes (Bae et al., 2015; Borrell, 2010; Chen et al., 2015; Hengstler et al.,
2011). Les préoccupations entourant le BPA ont commencé au début des années
1990, lorsque des chercheurs de I'Université de Stanford ont montré que ce
composé pouvait migrer des bouteilles en plastique vers I'eau (Krishnan et al., 1993).
De nos jours, I'exposition au bisphénol-A est pratiquement universelle. En effet, dans
une étude récente, le BPA a été détecté dans les échantillons d'urine de 92,6% de la
population américaine (Castro et al., 2013; Rubin et Soto, 2009). Par conséquent,
avec l'objectif de répondre aux préoccupations sociétales et en raison de la pression
de certains médias, des pays tels que le Canada, la France et quelques états des
Etats-Unis ont décidé d'interdire I'utilisation du BPA dans les biberons et prévoient
d'étendre cette interdiction a tous les contenants alimentaires (Audran, 2013;
Lofstedt, 2013). L'autorité européenne de sécurité alimentaire, 'lEFSA (European
Food Safety Authority) a publié, en janvier 2015, les réglementions européennes
régissant I'utilisation du bisphénol-A dans des processus de fabrication d’emballages
alimentaires. Selon ses normes, I'exposition journaliere tolérable (DJT) ne doit
excéder 4 microgrammes de BPA par kilogramme de poids corporel par jour (ug.kg™
de pc.jour”). Cette valeur de DJT n’est pas définitivement établie car une étude sur
I'exposition prénatale et postnatale au BPA chez les rats est en cours (EFSA, 2015).
Malgré les problémes inhérents au BPA, ses excellentes propriétés qui lui ont permis
de devenir un composant clé dans la production de nhombreux composés polymeres
et non polyméres ne peuvent pas étre négligées. En effet, le BPA est un diol
aromatique qui offre d'excellentes propriétés thermiques, mécaniques, optiques et
électriques, en particulier lors de son incorporation dans les polymeéres (Odian, 2004;
Ueda, 2004). Ainsi, ce produit chimique est utilisé principalement pour la production
de résines de polycarbonate (71%), de résines époxy (27%), de polyesters insaturés,
de polysulfones, de polyétherimides et de résines de polyarylate (Nelson et Long,
2012; Ritter et Bryson, 2011).

55



Etude bibliographique

IvV.2.2 Les résines époxy

Depuis leur création, dans les années 50, les résines époxy sont devenues I'un des
grands succes de l'industrie des matiéres plastiques (Nouailhas et al., 2010). Elles
sont d’application universelle grace a leur polyvalence et leur facilité d’utilisation. Les
résines époxy englobent une grande variété de matériaux possédant une gamme
étendue de propriétés physiques. Aujourd’hui, plus de 75% de résines époxy dérivent
de la réaction d’un durcisseur avec I'éther diglycidylique de bisphénol-A (DGEBA),
qui lui-méme est préparé par le couplage d'épichlorhydrine et de bisphénol-A (BPA)
(Aouf et al., 2012) (Figure 11).

Figure 11. Structure chimique de la molécule de DGEBA {2-[[4-[2-[4-(oxiran-2-
ylmethoxy)phényl]propan-2-ylJphenoxy]méthylloxirane}.

Ces résines se retrouvent dans de nombreuses applications comme le revétement
de surfaces métalliques, I'encapsulation électronique et isolation électrique, la
fabrication d’emballages pour la conservation des aliments etc. Les résines époxy
ont une excellente résistance chimique, ainsi que des caractéristiques d’adhérence

et des propriétés électriques (Nouailhas et al., 2011).

Compte tenu de la polémique autour du BPA et le risque de le retrouver encore
dans les résines époxy aprés formulation (une certaine quantité qui ne soit pas
emprisonnée dans le réseau formé par le DGEBA et le durcisseur), il devient
important et urgent de trouver des alternatives sans danger pour 'homme et
I'environnement tout en conservant les propriétés conférées par la structure chimique
du BPA.

L’'une de ces alternatives consisterait a utiliser des composés phénoliques naturels

pour synthétiser le précurseur époxy (Harvey et al., 2015).
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Pour accéder a des dimeres phénoliques glycidylés pouvant avoir une structure
chimique proche de celle du DGEBA, nous avons opté pour la fonctionnalisation du
canolol, mais nous avons voulu également étudier la réactivité d’autres homologues
tels que le 4-vinylguaiacol et I'eugénol (nous justifions ce choix dans la partie

résultats et discussion).

Pour la fonctionnalisation de ces composés, nous avons adopté deux stratégies
différentes : i) la premiére consistait a exploiter la présence des doubles liaisons
portées par les composés phénoliques cités ci-dessus pour étudier leur dimérisation
par métathése ; ii) la seconde stratégie est basée sur une dimérisation par O-

alkylation de 'eugénol suivie de I'époxydation des doubles liaisons allyliques.

Les sections qui suivent seront consacrées a une description succincte des

différentes réactions employées.

IvV.2.2.1 Premiére stratégie : réaction de métathése

Iv.2.2.1.1 Généralités sur la métathése

L'étymologie du mot métathése vient du grec metayesiz qui signifie transposition ou
changement de place. Cette réaction, généralement réversible, consiste en une
redistribution de la chaine carbonée catalysée par un métal de transition dans lequel

un échange mutuel de liaisons carbone-carbone insaturés a lieu.

En 1997, Grubbs et son équipe de recherche ont proposé deux mécanisme pour la
métathése : un dit « associatif » et le second dit « dissociatif » (Dias et al., 1997). Il a
été conclu dans cette étude que la voie « dissociative » était le comportement de
réaction prédominant (>95%). Il est maintenant accepté que les réactions de
métathése se produisent via la formation d’intermédiaires alkylidenes métalliques et
du metallacyclobutane (Amigues et al., 1991). Le mécanisme de « dissociation »
suppose que lors de la liaison du métal du catalyseur avec l'oléfine, une phosphine
est déplacée du centre métallique du catalyseur laissant une charge négative, et

comme dans une réaction d’addition de Wittig, cette charge négative attaque I'oléfine
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pour former un produit cyclique a quatre chainons (le metallacyclebutane). Les
oléfines cis se lient aux carbénes et les trans aux chlores du catalyseur avec la
formation de métallacycles (étape déterminante de la vitesse de la réaction) (Figure
12).

Initiation
M R R
] —_— — +
Riw A~ R, l—-— N
R R —
R, R;

Cycle catalytique

Figure 12. Représentation du mécanisme général de métathése proposé par
Chauvin et validé par Schrock et Grubbs (Grubbs et al., 1975).

Le nouvel alkylidéene métallique contient le métal avec ses ligands et un groupe
alkylidéne de l'oléfine de départ. Cet alkylidene métallique réagit avec une nouvelle
molécule d’oléfine pour donner un autre metallocyclobutane intermédiaire. Lors de la
décomposition dans le sens des produits, cet intermédiaire produit I'oléfine et
'alkylidéne métallique. Ce dernier peut alors entrer dans un nouveau cycle
catalytique. Ainsi, chaque étape dans le cycle catalytique implique I'échange

d’alkylidénes, soit la métathése. Il faut, toutefois, souligner que la nature de I'oléfine
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ainsi que le métal de transition et les ligands utilisés dans le catalyseur influent sur la

stéréosélectivité de la réaction de métathése.

En 1990, le « catalyseur de Schrock » dans lequel le molybdéne était le métal de
transition (Schrock, 1990) s'est révélé trés efficace pour catalyser la métathése
d'oléfines méme peu réactives. Malheureusement, ce dernier restait difficile a utiliser
a cause de sa sensibilité a l'air et a I'eau et de son intolérance pour certains
groupements fonctionnels tels que les alcools ou les aldéhydes. En 1996, I'équipe de
Grubbs (Schwab et al., 1996) a décrit le « catalyseur de Grubbs de premiére
génération » constitué par un alkylidene-ruthénium. Contrairement au précédent, ce
catalyseur s'est avéré stable face a l'air et a I'humidité tout en catalysant la
métathése de nombreuses oléfines dans des conditions douces. Le « catalyseur de
Grubbs de deuxiéme génération » (Vougioukalakis et Grubbs, 2010) s’est montré
encore plus performant : dans ce cas-la, 'une des phosphines du complexe initial a
été remplacée par un carbéne N-hétérocyclique moins labile et capable de mieux
stabiliser les espéces réactionnelles grace a son caractére sigma donneur accru
(Figure 13).

& ) ¢ (B) (€)

CF, cl /
P(Cy)s P(Cy)s

Figure 13. Catalyseurs de la réaction de métathése : (A) Schrock, (B) Grubbs (1%

génération) et (C) Grubbs (2° génération).

La réaction de métathése a donné lieu a de nouvelles perspectives dans la
pétrochimie, I'oléochimie, la chimie des polymeéres et la chimie de synthése (Astruc,
2005). La réaction donne souvent accés a des structures qui ne sont disponibles
qu’au prix de procédés fastidieux impliquant plusieurs étapes. A titre d’exemple, a
partir de la réaction de métathése, des polyesters, polyamides et autres polyméres
ont déja été préparés a partir de sources renouvelables (de Espinosa et al., 2013).

Ainsi Kreye et al. (2011) ont testé la métathése de diénes acycliques (ADMET, en
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anglais : Acyclic diene metathesis) sur des composés dérivés des acides sinapique,

férulique et caféique.

Dans les différents domaines cités précédemment, trois types de métathéses
peuvent étre mis en jeu, la métathése de fermeture de cycle (RCM), la métathése de
polymérisation par ouverture de cycle et la métathése croisée (MC). Ces trois
métathéses se produisent par voie intra ou intermoléculaire et mettent en ceuvre un
ensemble de combinaisons possibles. Dans ce qui suit, ne sera décrite que la

métathése croisée (réaction que nous avons employée dans nos fonctionnalisations).

IvV.2.2.1.2 La métathése croisée

La métathése croisée (MC) est la réaction de transalkylidination entre deux oléfines,
en présence d’'un catalyseur de Grubbs. De telles réactions sont utiles, par exemple,
pour la synthése des phéromones d'insectes et dans la chimie des huiles et des
parfums (Astruc, 2005; Pederson et al., 2002). Statistiquement, la métathése croisée
de deux oléfines peut conduire a trois paires possibles d'isoméres géométriques, a
savoir les isoméres E/Z par homocouplage et les mémes isomeéres par
hétérocouplage (R1-CH=CH-R4, R{-CH=CH-R;, et R,-CH=CH-Ry), soit un total de 6
produits (Figure 14). Il existe, cependant, plusieurs exemples dans lesquels deux
alcénes avec une réactivité différente peuvent donner le produit couplé croisé avec

d'excellents rendements et une excellente sélectivité.

Outre la chimio- et la régiosélectivité, le contrdle stérique autour de la double liaison
formée est un facteur important quant a I'amélioration de l'efficacité de la réaction
(Frederico et al., 2005). Ce qui explique le fait que la réaction de métathése croisée

est plus rapide et plus performante lorsque les oléfines mises en jeu sont terminales.

R R R
; + /\Rz — j:/ + j:/ + ;::/ + H,C=CH,
J

R

Homodimeéres Hétérodimere

Figure 14. Dimeéeres possibles obtenus par métathése croisée de deux oléfines

terminales. Adapté de Frederico et al. (2005).
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Il faut, toutefois, noter que les composés ayant des liaisons carbones insaturées ne
sont pas tous capables de subir une réaction de métathése. Des effets électroniques

et stériques sont impliqués dans ce cas.

IvV.2.2.2 Seconde stratégie : Dimérisation par éthérification

Cette réaction a été réalisée uniquement sur I'eugénol.

La dimérisation par O-alkylation des composés phénoliques naturels est réalisée en
les faisant réagir avec un dihalogénure d’alkyle, comme un bromoalcane en
présence d’'une base (Aouf et al., 2012). Cela permet le couplage de deux molécules
aromatiques par éthérification (

Figure 15).

OH OH
Ay ghu 0
n n + . n

Figure 15. Réaction de O-alkylation d’'un phénol avec un n-dibromoalcane.

Dans les deux stratégies citées précédemment, l'introduction du motif époxy s’est

effectuée via des réactions de glycidylation ou d’époxydation.

IvV.2.2.3 Réactions de glycidylation et d’époxydation

Les composés phénoliques naturels peuvent étre glycidylé en une étape par réaction
avec I'épichloridrine (Aouf et al., 2014; Aouf et al., 2013; Aouf et al., 2012; Nouailhas
et al., 2011), préférentiellement en présence d’une base forte, comme le NaOH (Aouf
et al., 2012). Le sel formé est éliminé par filtration et I'épichloridrine résiduelle par

évaporation.

Les composes phénoliques naturels portant des doubles liaisons peuvent étre

également époxydés. Cette époxydation peut étre réalisée en présence d’acides
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peroxycarboxyliques, mais aussi en présence de catalyseurs et de peroxydes tels

que I'eau oxygénée.

Une des voies "vertes" pour I'époxydation d'alcenes est la réaction catalysée par les
lipases en présence de faibles quantités d'acides gras insaturés (Bjorkling et al.,
1992) (Figure 16). L’'une des lipases les plus utilisées dans les procédés de
biocatalyse est sans aucun doute la lipase B de Candida antarctica.

o)

chimique

5 4
OH OH
chimio-(enzymatique) époxydation
| 0

Figure 16. Stratégies de glycidylation et d’époxydation des composés phénoliques.

—_— =

Outre les réactions classiques d’hydrolyses et d'estérifications biocatalysées par la
lipase B de Candida antarctica (CAL-B), cette enzyme s’est par ailleurs révélée trés
efficace pour la catalyse d’'une large gamme de réactions chimiques (Cabrera et al.,
2010; Paal et al., 2007), dont la polymérisation (Palmans et Heise, 2010), etc. En
présence de peroxyde d'hydrogéne, la lipase agit comme une perhydrolase qui
catalyse la formation réversible de peracides a partir d’acides carboxyliques
(Bernhardt et al., 2005). Les acides sont ainsi convertis en peracides qui réagissent
avec des alcénes pour former des dérivés époxy (Aouf et al., 2014). En présence de
peroxyde d'hydrogéne, cette enzyme ou plus précisément, sa forme immobilisée
catalyse la conversion d'acides gras saturés ayant de 4 a 22 atomes de carbone en

leurs peroxoacides correspondants.

Cette réaction est normalement utilisée pour I'’époxydation d’oléfines, ou l'alcéne est

le nucléophile et le peracide I'électrophile, transporteur d’'oxygeéne (Aouf et al., 2012).
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/=\ Lipase /=\
R (CH,)n - COOH R (CH,)n - COOOH R (CH,)n - COOH
H,0, H,0
Figure 17. Représentation de la réaction d'époxydation d'une oléfine catalysée par

une lipase en présence de peroxyde d'hydrogéne et d’acide carboxylique.

Le milieu réactionnel est constitué d'une phase aqueuse contenant du H,O, et une
phase organique contenant le substrat et I'acide gras. L'enzyme quant a elle se situe
a l'interface de ces deux phases. Cette réaction est typiquement conduite dans des
conditions douces de température et génere des époxydes avec des rendements
élevés. A la fin de la réaction, la lipase immobilisée est éliminée par filtration et peut
étre généralement réutilisée. Le principal facteur qui régit le rendement et la vitesse
de la réaction d'époxydation catalysée par la lipase est la concentration en peroxyde
d'hydrogéne dans le milieu réactionnel. Orellana-Coca et al. (2005b) ont montré que
I'exces de peroxyde d'hydrogéne par rapport a la quantité de doubles liaisons est
nécessaire pour atteindre une conversion compléte en un temps assez court.
Cependant, un grand excés de H;0O, a entrainé une accumulation de peroxoacide
dans le produit final. Ces peroxoacides n’ayant pas réagi peuvent poser un probléeme
potentiel quant a la sécurité et a la contamination du produit final. De plus, une forte
concentration de peroxyde d'hydrogéene dans le milieu réactionnel affecte
négativement l'activité enzymatique. En effet, en présence de 6 a 12 mols.L” de
H.O, I'enzyme est assez stable aux alentours de 20°C alors qu’a des températures
proches de 60°C l'enzyme perd rapidement son activité. Ainsi, la lente addition de
H,O, devient importante afin de réduire la désactivation du biocatalyseur (Aouf et al.,
2014; Orellana-Coca et al., 2005b; Villeneuve, 2007). La température est également
un parameétre important qui influe sur la vitesse de la réaction d’époxydation. Au dela
de la température ambiante, un effet positif sur la cinétique de la réaction peut avoir
lieu, cependant, des températures supérieures a 50°C entraineraient Ia
décomposition du peroxyde d'hydrogéne et, éventuellement, l'inactivation de
I'enzyme. L'effet de la nature du milieu, est également important. La majorité des
études implique l'utilisation d'un solvant organique, en particulier le toluéne, en vue

de faciliter la solubilisation du substrat et donc de faciliter le contact entre le substrat
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et le biocatalyseur. Dans les systemes ou le toluéne est utilisé, la stabilité de

I'enzyme est améliorée.
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CHAPITRE 2 : MATERIELS ET METHODES

. REACTIFS

Les produits suivants ont été achetés chez Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier,
France) : syringaldéhyde (=298%), vanilline (99%), eugénol (99%), acide malonique
(99%), pipéridine (299.5%), réactif de Folin-Ciocalteu, carbonate de sodium
(299.5%), hydroxyde de sodium (99%), oxyde d'aluminium (=98%), sulfate de
magnésium (299.5%), solution aqueuse de peroxyde d'hydrogene (30%, m/m),
chlorure de tert-buthyldimethylsilyl (97%), imidazole (299%), 1,5-dibromopentane
(97%), épichlorhydrine (99%), iodométhane (99%), chlorure de
benzyltriéthylammonium (298.0%), fluorure de tétra-N-butylammonium (TBAF)
(98%), chlorure de benzyltriethylammonium (BnEtsNCI) (298%), catalyseur de
Grubbs de deuxiéme génération, acides carboxyliques : butanoique, octanoique,
décanoique, dodécanoique, hexadécanoique et octadécanoique (297%), lipase
immobilisée de Candida antarctica-B (Novozyme 435), huile de tung extraite de
graines de Aleurites fordii (MM moyenne = 872 g.mol"), solution de tampon
phosphate pH 7,2 (PBS) (réf. N ° 440337), polyoxyéthyléne (23), éther de lauryle
(Brij 35, MM estmé = 1198 gmol'), acide (%)-6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylique (Trolox), DPPH (radical 2,2-diphényle-1-

picrylhydrazyl libre). La sinapine thiocyanate (99.9%) était de chez Wilshire
Technologies Inc. (Princeton, Etats-Unis), l'acide sinapique (98%) et la DBU
(2,3,4,6,7,8,9,10-Octahydropyrimido[1,2-alazépine) (99%) de chez Alfa Aesar
(Karlsruhe, Allemagne), 2,2'-Azobis(2-méthylpropionamidine)dihydrochloride (AAPH)
de chez Wako Chemical (Neuss, Allemagne), les acides acétique glacial et formique
de chez Merck (France) et I'acide n-hexanoique de chez SEPPIC (France). Tous les
solvants utilisés étaient de qualité HPLC (>99%) ou analytique et ont été fournis
également par Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). Ces solvants ont été

utilisés sans distillation préalable.
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Il. METHODES PREPARATIVES ET ANALYTIQUES

1.1 CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE ET DENSITOMETRIE

La cinétique des réactions est suivie a partir des prélevements (50 pL) du milieu
réactionnel dilués dans 950 uL de : i) méthanol pour les réactions de synthése de
vinylphénols, ii) dichlorométhane pour les réactions de métathése ou iii) acétate
d’éthyle pour les réactions de lipophilisation (en fonction du systéeme étudié) et filtrés
(Millex 0.45 microns Millipore, Bedford, MA, Etats-Unis). 20 uL des solutions décrites
précédemment sont déposeés sur des plaques de silice (gel de silice F254, 0.25 mm
d'épaisseur, Merck, Darmstadt, Allemagne) avec un déposeur automatique (TLC
CAMAG AUTOMATIQUE SAMPLER 4, - Muttenz, Suisse). Les composés déposés
sur les plagues sont élués avec le mélange n-hexane/acétate d'éthyle/acide formique
(70/30/1, viviv), puis séchés et analysés directement par densitométrie (CAMAG TLC
SCANNER 3 - Muttenz, Suisse). Les longueurs d'onde maximales sont déduites a
partir des spectres des solutions organiques des molécules dans le domaine de 'UV-

visible.

1.2 PURIFICATION DES PRODUITS PAR CHROMATOGRAPHIE FLASH SUR GEL DE
SILICE

Aprés traitement des milieux réactionnels et évaporation du solvant, le brut
réactionnel est dissous dans de l'acétate d'éthyle ou du chloroforme (volume final
d’environ 10 mL) et 10 g de silice (GOA, 63-200 pm) sont ajoutés au ballon. Une fois
le solvant évaporé sous vide, la silice imprégnée du produit est introduite dans une
cartouche placée dans le systéme de séparation. Les produits de la réaction sont
finalement séparés par chromatographie Flash sur un systeme CombiFlash®
Companion® (Teledyne Isco, Nebraska, USA) en utilisant une colonne de 40 g de
silice (RediSep, technologies Serlabo, France). Les extraits sont fractionnés en
utilisant un gradient d'élution de n-hexane ou éther de pétrole (A) et d'acétate
d'éthyle (B). Les longueurs d'onde de détection sont de 273 (canolol), 280 (Amax de
composés phénoliques) et 310 nm (sinapine et acide sinapique). Le débit est de 30

mL.min™" et la séparation est effectuée a température ambiante. Les molécules pures
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sont stockées a -80°C sous atmosphére inerte. Les gradients d’élution de chaque

produit seront détaillés ultérieurement.

11.3 ANALYSES PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE

Les composés phénoliques extraits des tourteaux de colza ont été analysés avec un
chromatographe en phase liquide de modéle XR UFLC Shimadzu SIL-20A XR
équipé d’'un détecteur ultraviolet SPD-M20A (Kyoto, Japon). La séparation est
effectuée avec une colonne en silice de phase inverse, C18 modéle 121-2546 ACE
(5um, 250 mm x 4.6 mm, Phenomenex, Le Pecq, France). La méthode d’analyse
implique un gradient d’élution en utilisant deux phases mobiles : de I'eau avec 0,1%
(v/v) d'acide acétique (A) et du méthanol avec 0,1% (v/v) d'acide acétique (B). Le
gradient d'élution appliqué est le suivant : 20 - 40% de B (0-10 min), 40 - 50% de B
(10 - 30 min), 50 - 100% de B (30 - 35 min), 100 - 20% de B (35 - 40 min), 20% de B
(40 - 45 min). Les longueurs d'onde maximales de détection sont de 273 nm pour le
canolol et 310 nm pour l'acide sinapique et la sinapine. Le volume d'injection est de
20 pL, le débit 1 mL.min™" et la température du four est de 30°C. Les temps de
rétention sont de 5.7 minutes pour la sinapine, 12.8 minutes pour I'acide sinapique et

21.0 minutes pour le canolol.

I1.4 ANALYSE PAR UPLC-MS

Les analyses sont réalisées en utilisant un spectrophotomeétre de masse Brucker
Daltonics lon Trap couplé a un chromatographe en phase liquide Ultra Performance
(Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC) Acquity (Waters, Milford, MA)
doté d’un détecteur UV-VIS a barrettes de diodes dont la longueur d’onde est fixée a
280 nm (lmax des composés phénoliques). Les échantillons (2 uL) sont injectés, par
un échantillonneur automatique, directement sur une colonne C18 Nucleosil 120-3
(100 x 2.1 mm, 5 pm de taille des particules, Machery-Nagel, Suéde), a 38°C, avec
un débit constant de 550 pL.min™". La phase mobile est composée d'un mélange de
A (H.O/HCOOH, 99/1, v/v) et B (CH3CN/H,O/HCOOH, 80/19/1, v/v/v). Le gradient
d’élution est le suivant: to a 0,1% de B ; 0-5 min, 40% de B (élution linéaire) ; 5-8

min, 99% de B (élution linéaire), 8-9 min 0,1% de B (élution linéaire). Les spectres de
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masse sont acquis en utilisant l'ionisation électrospray en mode positif et enregistrés
dans la gamme de 70 a 1500 amu. Un flux de gaz de séchage de 12 L.min™", une
température de gaz de séchage de 200°C, une pression du nébuliseur de 44 psi et
une tension capillaire de 5500 V sont utilisés. Cette technique a été employée pour

confirmer la formation des différents produits avant purification et analyse par RMN.

1.5 ANALYSE PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE (RMN)

Les spectres RMN ont été obtenus sur deux spectrometres différents :

+ Un spectrométre Agilent 500 MHz VNRMS DD2, fonctionnant & 500MHz pour 'H
et 125,75 MHz pour "*C, en utilisant une sonde de détection Z-gradient indirecte
de 5 mm. Dans ce cas, les composés sont dissous dans du DMSO-ds et leurs
déplacements chimiques sont exprimés par rapport au DMSO a 2,5 ppm et 39,5
ppm pour 'H et "*C respectivement.

* Un spectromeétre Brucker 400 MHZ (Bremen, Allemagne), fonctionnant a 400
MHZ pour 'H et 100 MHz pour "*C. Les composés sont dilué dans du CDCl; et
leurs déplacements chimiques sont mesuré par rapport aux signaux résiduels

internes du CHCl5 & 7.26 ppm et 77.0 ppm pour 'H et "*C respectivement.
L'identification et la caractérisation des structures des différents produits sont
effectuées en utilisant la spectrométrie RMN 1D et 2D homonucléaire et

hétéronucléaire. Les données sont traitées et analysées en utilisant a la fois les
logiciels VNMRJ et ACD/Labs.

11.6 ANALYSES ELEMENTAIRES

Les analyses élémentaires ont été effectuées par combustion sur Flash EA 1112
(thermoFinnigan 2003).
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1.7 ANALYSES STATISTIQUES

Les analyses statistiques (analyse unidirectionnelle de variance, ANOVA) sont
réalisées sur les valeurs moyennes obtenues a partir des 3 répétitions en utilisant le
logiciel JMP v.8. (SAS Institute, USA). Les moyennes sont comparées en utilisant le

test t de Student. Le niveau a de signification de I'analyse statistique est fixé a 0.05.
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lll. MATIERES PREMIERES ET TRAITEMENTS APPLIQUES

11l.1 DESCRIPTION ET CLASSIFICATION DES TRAITEMENTS INDUSTRIELS

APPLIQUES AUX ECHANTILLONS DE TOURTEAU DE COLZA

Un lot commercial de 150 kg de graines de colza (teneur en glucosinolates = 18.1
umol.g™) a été acheté chez Arterris (Castelnaudary, Aude - France). La matiére a été
traitée a l'usine du CREOL (Pessac-France) qui posséde un pilote d’extraction d’huile
d'une capacité de 200 kg.h™'. L’échantillon 1 se référe aux graines de colza,
I'échantillon 2 (gateau) correspond aux graines aprés un pressage mécanique a froid

(processus de déshuilage sur une presse MBU 20) (Tableau 3) (Figure 18).

Figure 18. Presse MBU 20, capacit¢ de 100 kg.h”'. Processus de pressage

mécanique a froid des graines de colza. Sortie de I'huile brute.

L’échantillon 3 (tourteau de colza) est le produit issu du processus de déshuilage de
I'échantillon 2 avec du n-hexane. Le processus de désolvantisation a été réalisé sous
vide a 50°C pour éviter la dénaturation des enzymes endogénes dans les matiéres
premiéres. L'échantilon 3 a été soumis a différents traitements
d’hydratation/incubation et cuisson, comme décrit dans le Tableau 2. Ces procédés

ont mené aux échantillons 4-15 (Tableau 2, Figure 19).
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Tableau 2. Description des échantillons.

Ref. Echantillons

Description

1 Graines
2 Gateau
3 Tourteau
4 CS-Ho

5 CS-H2
6 CS-H18
7 CSVS-HO

8 CSVS-H2
9 CSVS-H18
10 CMO-HO
11 CMO-H2

12 CMO-H18

13 CMOVS-HO

14 CMOVS-H2

Graines de colza
Ecailles de pression (graines pressées)
Tourteau non cuit (Gateau déshuilé - n-hexane)

Cuisson simple a 105°C (t=52 min) - sans prétraitement*

Cuisson simple a 105°C (t=50 min) - avec un prétraitement de 2h
d’incubation**

Cuisson simple a 105°C (t=59 min) - avec un prétraitement de 18h
d’incubation***

Cuisson simple avec une injection de vapeur surchauffée,
T=160°C (t=47 min) - sans prétraitement

Cuisson simple avec une injection de vapeur surchauffée,
T=160°C (t=50 min) - avec un prétraitement de 2h d’incubation

Cuisson simple avec une injection de vapeur surchauffée,
T=160°C (t=51 min) - avec un prétraitement de 18h d’incubation

Cuisson par micro-ondes, T=160°C (t=5 min 33) - sans
prétraitement

Cuisson par micro-ondes, T=160°C (t=6 min 15) - avec un
prétraitement de 2h d’incubation

Cuisson par micro-ondes, T=160°C (t=6 min 15) - avec un
prétraitement de 18h d’incubation

Cuisson par micro-ondes (t=6 min 15), T=160°C avec une injection
de vapeur surchauffée T=180°C - sans prétraitement

Cuisson par micro-ondes (t=6 min 15), T=160°C avec une injection
de vapeur surchauffée T=180°C - avec un prétraitement de 2h
d’incubation

Cuisson par micro-ondes (t=6 min 15), T=160°C avec une injection

15 CMOVS-H18 de vapeur surchauffée T=180°C - avec un prétraitement de 18h

d’incubation

*Sans prétraitement = tourteau non-hydraté.

**Prétraitement de 2h (H2) = hydratation, malaxage pendant 2 heures a 32 + 2°C,
suivie d’une étape de séchage a 70°C pour 1h15.

***Prétraitement de 18h (H18) = hydratation, malaxage pendant 18 heures a 32 +
2°C, suivie d’'une étape de séchage a 70°C pour 1h15.

Figure 19. Les 15 échantillons de colza étudiés.
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n.1.1 Etape d’hydratation

Le tourteau obtenu lors de la troisieme étape du processus (échantillon 3, avec une
teneur en eau de 10,3% m/m) est divisé en trois parties égales (section 1.1 du
chapitre 3, Figure 25). La premiére portion ne subit aucun traitement (HO) tandis que
les deux autres sont hydratées a 21,4 £ 0,1% (m/m) avec de l'eau et ensuite
incubées a 32 + 2°C pendant 2 (H2) et 18 heures (H18). Aprés incubation, les
fractions H2 et H18 sont séchées en les étalant en couche mince et en les retournant
fréquemment pendant 1h15 dans un cabinet d'air chaud a 70°C. Cette étape est
réalisée pour vérifier la possibilité d'une hydrolyse enzymatique endogene de la
sinapine présente dans le tourteau, avec une libération consécutive d’acide

sinapique susceptible d’étre décarboxylé en canolol par les traitements thermiques.

.1.2 Traitements thermiques

Tous les échantillons de tourteau (HO, H2 et H18) ont été soumis a divers traitements

thermiques industriels comme décrit ci-dessous :

* CS : Cuisson simple - Ce traitement a pour objectif de reproduire les conditions de
température et d'humidité de la désolvantisation appliquée classiquement en
industrie. Les échantillons sont préchauffés a 80°C dans un mini cuiseur sous
agitation laminaire puis exposés a une injection de vapeur d'eau pour atteindre
105°C. Les échantillons sont maintenus a cette température pendant 50 a 60

minutes.

» CSVS : Cuisson simple avec une injection de vapeur surchauffée - Le tourteau est
préchauffé a 80-90°C. Ensuite, une injection de vapeur d’eau de 180 a 200°C est
appliquée pour atteindre une température de 160°C qui est maintenue pendant 47 a

51 minutes.
* CMO : Cuisson par micro-ondes (2.45 GHz et 10kW) - Le tunnel du four a micro-

ondes est conditionné pour atteindre la température souhaitée de 160°C de la

maniére suivante : le tunnel est d’abord alimenté par des flocons de colza pour
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éviter de fonctionner avec une bande vide. Le taux d'alimentation du tunnel est de 50
kg.h'1. La bande de transport sur laquelle les tourteaux sont transportés dans le
tunnel a une vitesse linéaire de 4 mm.s™. La puissance est réglée pour obtenir une
température de 160°C au centre du tunnel. Le temps de séjour des échantillons dans
la partie active du tunnel est de 375 secondes (6 min 15), sauf pour I'échantillon
CMO-HO (sans traitement d'hydratation) qui est resté dans le tunnel pendant 333

secondes (5 min 33). Aprés traitement, le matériau est refroidi par diffusion.

* CMOVS : Cuisson par micro-ondes (2,45 GHz et 10 kW) avec une injection de
vapeur surchauffée - Sur le matériau obtenu lors de la précédente étape (CMO), une
injection de vapeur surchauffée & 180°C (2 kg.h™") est appliquée au coeur de la partie

active du tunnel, a environ 10 mm au-dessus du fond du tunnel.

1.2 CARACTERISATION DES ECHANTILLONS DE TOURTEAU DE COLZA

Avant les étapes d’extraction et d’analyse des composés phénoliques présents dans
les différents tourteaux de colza, les 15 échantillons sont soumis au broyage dans un
broyeur a billes (broyeur a boulet Retsch, VWR, France). Pour cela, 10 g
d’échantillon sont broyés pendant 5 min et a une fréquence de 50 Hz. Ensuite, les

échantillons sont délipidés (section 111.2.2, chapitre 2).

Toutes les déterminations ont été répétées trois fois.

1.2.1 Teneur en eau

Une capsule séche, propre a ce type de mesure, est pesée (M1). Ensuite, environ 2
g d'échantillon sont pesés dans cette capsule (M2). Les capsules contenant
I'échantillon sont maintenues dans une étuve a 105°C pendant 4 jours. A la fin de
cette période, les échantillons sont placés directement dans un dessiccateur pendant

1 heure puis pesés (M3).
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Ainsi :
(M2 — M3).100
M2 — M1

Teneur en eau (%) =

Ou:

Teneur en eau = humidité de I'échantillon (en pourcentage, %)
M1 = masse de la capsule sec (g)
M2 = masse de I'échantillon avant dessiccation (Q)

M3 = masse de I'échantillon sec + capsule sec (g).

11.2.2 Teneur en huile

Dans chaque cartouche séche, adaptée a ce procédé, 8 g de tourteau broyé sont
pesés. Comme cité précédemment, les lipides sont extraits par un extracteur de type
Soxhlet avec de I'éther de pétrole a 40-45°C pendant 8 heures. Puis, le solvant est
évaporé sous pression réduite a 30°C a l'aide d’'un évaporateur rotatif Heidolph
laborata 4000 (Schwabach, Allemagne). La teneur en huile de chaque échantillon est
calculée a partir de la différence entre la masse initiale du récipient (vide et sec) et sa
masse finale contenant I'huile aprés délipidation. Les valeurs sont exprimées en

pourcentage d'huile par gramme de tourteau sec.

.2.3 Extraction des composés phénoliques

L'extraction des composés phénoliques est réalisée en suivant le procédé décrit par
Cai et Arntfield (2001) en utilisant un rapport solvant/échantillon de 100/1 (v/m).
Typiquement, 50 mg d’échantillon déshuilé sont pesés dans un tube a essai avec
bouchon a vis et 5 mL de méthanol sont ajoutés. Les tubes fermés sont maintenus
sous agitation magnétique dans un bain d'huile a 75°C pendant 20 minutes. Ensuite,
les tubes sont refroidis a température ambiante et centrifugés pendant 5 minutes a
4000 rpm. La phase méthanolique est recueillie et le procédé d'extraction répété une
seconde fois. Les deux extraits méthanoliques ont été rassemblés, et le solvant a été
évaporé sous atmosphére d'azote inerte. Les extraits secs ont été conservés a -
20°C.
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.2.4 Teneur en composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques totaux a été déterminée par la méthode de
Folin-Ciocalteu adapté par Vuorela et al. (2004). Le principe de cette technique est
basé sur la réduction de I'acide phospho-molybdéne-tungstene (réactif de Folin) en

solution alcaline (Figure 20).

COOH COO" coo
= = =
Na,CO, £ 2 MO, £ 2 Mo® + 2 H'
—0 o— —o 0o— 0 o—
OH OH

Figure 20. Réaction de réduction du molybdéne (réactif de Folin) par I'acide

sinapique, en présence de carbonate de sodium.

Pour cela, les extraits secs obtenus aprés extraction (section 111.2.3, chapitre 2) ont
été resolubilisés dans 5 mL d’'une solution méthanol/eau (1/2, v/v). Dans une cuvette
en plastique de 3,5 mL, ont été mélangés 0,2 mL d'extrait avec 0,8 mL d’'une solution
aqueuse de carbonate de sodium (7,5%, m/v). Ensuite, 1 mL d'une solution aqueuse
de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois) a été ajouté a ce milieu. Aprés 90 min d’incubation,
la cuvette a été placée dans un spectrophotomeétre UV-Vis Perkin ElImer Lambda 25
modeéle (Shelton, USA) permettant une agitation magnétique et un contrble de la
température (25°C) et l'absorbance de chaque solution mesurée a 765 nm. La
concentration totale en composés phénoliques est calculée a partir d’'une courbe
d'étalonnage établie en prenant I'acide sinapique comme composé phénolique étalon
a des concentrations comprises entre 12,5 & 125 ug.mL" d’acide sinapique dilué
dans la méme solution méthanol/eau (1/2, viv) (R* = 0,9973). Les résultats sont
exprimés en équivalents d'acide sinapique (EAS) en micromoles par gramme de

matiére séche (umol EAS.gMS™).
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1.2.5 Teneurs en sinapine, acide sinapique et canolol

La teneur individuelle en composés phénoliques d’intérét (sinapine, acide sinapique
et canolol) dans chaque échantillon est quantifiée par chromatographie en phase
liquide (Section 11.3, chapitre 2). Pour cela, les extraits secs obtenus (section 111.2.3,
chapitre 2) sont resolubilisés dans 5 mL de méthanol puis filtrés (Millex 0,45 um,
Millipore, Bedford, MA, USA) et analysés par HPLC (Section 11.3, chapitre 2).

Les courbes d'étalonnage externes ont été obtenues a partir de solutions
méthanoliques de thiocyanate de sinapine (368,45 g.mol”), d’acide sinapique
(224,21 g.mol™") et de canolol (179,23 g.mol™). Les concentrations de ces solutions
étaient comprises entre 0,0025 a 2,5 mmol.L™" avec R? = 0.9960 pour la sinapine, R?

= 0,9997 pour I'acide sinapique et R = 0,9998 pour le canolol (Figure 21).
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Figure 21. Chromatogrammes de la solution contenant les étalons de canolol,

sinapine et acide sinapique a (A) 273 nm et (B) 310 nm.
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IV. SYNTHESE DU CANOLOL ET DU 4-VINYLGUAIACOL A PARTIR DE
LEURS HYDROXYBENZALDEHYDES CORRESPONDANTS

La méthodologie utilisée dans cette synthése s’inspire des travaux de Simpson et al.
(2005). Cette méthode décrit la préparation de vinylphénols a partir
d'hydroxybenzaldéhydes selon la réaction de condensation de Knoevenagel-
Doebner. Dans le cas du canolol 1, l'aldéhyde utilisé est le syringaldéhyde (4-
hydroxy-3,5-diméthoxybenzaldéhyde). Pour la synthése du 4-vinylguaiacol 2, le

substrat employé est la vanilline (4-hydroxy-3-méthoxybenzaldéhyde).

Dans un ballon de 100 mL, I'hydroxybenzaldéhyde (5 mmoles), I'acide malonique (20
mmoles) et la pipéridine (7.6 mmoles) sont dissous dans du toluéne (21 mL). Le
milieu réactionnel est maintenu sous agitation magnétique (200 rpm) et sous reflux
dans un bain d’huile a 115°C. La transformation de I'’hydroxybenzaldéhyde est suivie
par chromatographie sur couche mince et densitométrie (Section 1l.1, chapitre 2).
Pour le traitement, le milieu réactionnel a été refroidi a température ambiante et le
solvant a été évaporé sous pression réduite. Afin d'éliminer toute trace de pipéridine,
cette étape a été réalisée deux fois en ajoutant 20 mL de toluéne au précipité. Ce
mélange est évaporé une deuxiéme fois sous vide pour I'élimination totale de tout
solvant résiduel. Le produit brut a été purifié par chromatographie Flash (section 11.2,
chapitre 2) en utilisant un mélange éther de pétrole (A)/acétate d'éthyle (B) et le
gradient d’élution suivant : 30 - 100% de B (0 - 65 min). Ce qui a fourni les produits

suivants :

2,6-diméthoxy-4-vinylphénol (canolol) 1:
Rendement: 47% (2.35 mmoles).

85



Matériels et méthodes

RMN "H (600 MHz, CDCls):
5 = 6.65 (s, 1H, H3, H5), 6.62 (dd, J= 17.5, 10.9 Hz, 1H, H7), 5.15 (d, J= 10.9 Hz,
1H, H8), 5.60 (d, J= 17.5 Hz, 1H, H8), 3.91 (s, 6H, Me), 5.53 (s, 1H, OH) ppm.

RMN 3C (150 MHz, CDCl5):

5 = 135.3 (C1), 147.5 (2C, C2 and C6), 103.3 (2C, C3 and C5), 129.5 (C4), 137.1
(C7), 112.0 (C8), 56.7 (Me) ppm. C1oH1205 calcd. C 66.65, H 6.54 ; found. C 66.42, H
6.54.

2-methoxy-4-vinylphenol (4-vinylguiacol) 2:

Rendement: 74% (3.7 mmoles).

RMN "H (500 MHz, DMSO-dj):

5 =7.04 (s, 1H, H3), 6.72 (d, J= 8.1 Hz, 1H, H5), 6.85 (d, J= 8.1 Hz, 1H, H6), 6.61
(dd, J= 17.6, 10.9 Hz, 1H, H7), 5.06 (d, J= 11.1 Hz, 1H, H8), 6.63 (d, J= 16.8 Hz, 1H,
H8), 3.79 (s, 3H, Me), 9.07 (s, 1H, OH) ppm.

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):

5 = 146.3 (C1), 147.6 (C2), 109.4 (C3), 128.5 (C4), 119.4 (C5), 115.02 (CB6), 136.3
(C7), 110.7 (C8), 55.3 (Me) ppm. CoH100- calcd. C 71.98, H 6.71 ; found. C 72.08, H
6.60.
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V. Réactions de Lipophilisation

V.1 PROTECTION DE L’HYDROXYLE PHENOLIQUE PAR SILYLATION

Sous argon et sous agitation (200 rpm), dans un ballon a fond rond, une solution de
chlorure de tert-buthyldimethylsilyl (1,2 mmoles) dans 2 mL de DMF, est ajoutée
goutte a goutte a une solution de 1 mmole du composé 1 ou 2 et 2,5 mmoles
d'imidazole dans 3 mL de DMF. L'agitation est maintenue pendant 26 heures a
température ambiante. A la fin de la réaction, 25 mL d'eau et 25 mL d'acétate
d'éthyle sont additionnés. La phase aqueuse est séparée et extraite avec de I'acétate
d'éthyle (2 x 25 mL). Les phases organiques combinées sont lavées avec de la
saumure (30 mL), séchées sur MgSO, anhydre et concentrées sous vide. La
purification des produits a été réalisée par chromatographie FLASH (section 11.2,
chapitre 2) avec comme éluant un mélange éther de pétrole (A)/acétate d'éthyle (B)
et le gradient d’élution suivant : 5% de B (0 - 5 min), 5 - 10% de B (5 - 10 min), 10 —
15% de B (10 — 20 min), 15 — 20% de B (20 - 25 min), 20 — 30% de B (30 — 40 min).

Tert-butyl(2,6-diméthoxy-4-vinylphénoxy)diméthylsilane 3:
Rendement: 74% (0.46 mmoles).

O Tu O—y
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RMN "H (400 MHz, CDCls):
5 = 6.67 (2H, H6), 6.69 (t-10.8, H7), 5.21-5.67 (dd, H8), 3.87 (s, 9H, H10), 0.19 (s,
11H, H12), 1.07 (s, H13) ppm.
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RMN 3C (100 MHz, CDCl5):
5 = 130.3 (C1), 103.4 (C2, C6), 152 (C5, C3), 134.7 (C4), 136.7 (C7), 112.2 (C8),
55.9 (C9, C10), 4.6 (C11, C12), 25.8 (C13), 18.6 (C14) ppm. C1H2605Si.

Tert-butyl(2-methoxy-4-vinylohenoxy)dimethylsilane 4-:
Rendement: 85% (0.83 mmoles).

RMN "H (400 MHz, CDCls):

5=0.18 (s, 6H, H12), 1.02 (s, 9H, H10), 3.84 (s, 3H, H9), 5.14 (dd, J= 10.8, 0.91 Hz,
1H, H8), 5.61 (dd, J= 17.6, 0.91 Hz, 1H, H8), 6.65 (dd, J= 17.6, 10.9 Hz, 1H, H7),
6.81 (d, J= 8.1 Hz, 1H, H2), 6.88 (dd, J= 8.2, 1.9 Hz, 1H, H3), 6.94 (s, 1H, H6) ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 131.7 (C1), 119.4 (C2), 120.4 (C3), 145.1 (C4), 151.0 (C5), 109.6 (C6), 136.7
(C7), 111.7 (C8), 55.4 (C9), 25.7 (C10), 18.4 (C11), 4.6 (C12) ppm. C15H2405Si
calcd. C 68.13, H 9.15, Si 10.62 ; found. C 70.02, H 8.89, Si 11.31.

V.2 LIPOPHILISATION DU PRODUIT SILYLE

Dans un ballon a fond rond de 50 mL équipé d'un barreau magnétique, 2 mmoles
d'acide carboxylique (différents acides carboxyliques ont été utilisés), 3 mmoles de
peroxyde d'hydrogéne a 30% (m/v) et 'enzyme (Novozyme 435,10%, m/m, par
rapport a la masse de 3 ou 4) sont ajoutés dans 2 mL de toluéne. Aprés 30 min
d’agitation a 40°C dans un bain d’huile, 500 pL d’une solution contenant le composé
sylilé 16 (1 mmole) dans du toluéne (1 mL) sont rajoutés par fractions au milieu
réactionnel toutes les 30 minutes (I'addition dure 2 h). La synthése est suivie par
CCM (section 11.1, chapitre 2).
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Lorsque le substrat 16 est complétement consommeé, la réaction est arrétée et le
catalyseur est éliminé du milieu réactionnel par filtration sur verre fritté. Le milieu
réactionnel filtré est lavé avec 30 mL d'eau. La phase aqueuse est séparée et
extraite avec de l'acétate d'éthyle (3 x 30 mL). Les phases organiques combinées
sont lavées avec de la saumure (40 mL), séchées sur du MgSO, anhydre et
concentrées sous vide. La déprotection du groupe phénolique est réalisée sur les

produits bruts.

V.3 DEPROTECTION DU GROUPEMENT HYDROXYLE PHENOLIQUE : ELIMINATION
DU GROUPEMENT SILYLE

Pour la déprotection de I'hydroxyle phénolique, le produit brut formé lors de la
réaction décrite précédemment est dilué dans 2 mL de THF anhydre et la solution est
refroidie a 0°C. Sous argon, sont ajoutés, goutte a goutte, 2 mL d’'une solution de
fluorure de tétra-N-butylammonium (TBAF) (1.2 mmoles) dans 2 mL de THF a la
solution précédente. Aprés 3 heures a 0°C, 25 mL d'eau sont ajoutés au milieu
réactionnel. La phase aqueuse est séparée et extraite avec de l'acétate d'éthyle (3 x
25 mL). Les phases organiques combinées sont lavées avec de la saumure (30 mL),
séchées sur MgSQO4 anhydre et concentrées sous vide. La purification des produits a
été réalisée par chromatographie FLASH (section 1.2, chapitre 2) avec comme
éluant un mélange éther de pétrole (A)/acétate d'éthyle (B) et le gradient d’élution
suivant: 10 - 15% de B (0 - 5 min), 15 - 20% B (5 - 10 min), 20 - 30% de B (10 - 15
min), 30 — 35% de B (15 — 20 min), 35 — 40% de B (20 — 25 min), 40 — 45% de B (25
— 30 min), 45 - 50% de B (30 — 40 min), 50 — 55% de B (40 — 45 min), 55 - 60% de B
(45 — 50 min), 60 — 65% de B (50 — 55 min), 65 — 70% (55 — 65 min).
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2-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-méthoxyphenyl)ethyl acétate 5a.

Rendement: 33% (0.32 mmoles). 30% (m/m) d’enzyme est utilisé.

RMN "H (400 MHz, CDCls):

5 =6.87(d, J= 8.46 Hz, 1H, H2), 6.91 (d, J= 7.80 Hz, 1H, H3), 6.93 (s, 1H, H6), 3.91
(s, 3H, H7), 4.89 (dd, J= 8.6, 3.4 Hz, 1H, H8), 4.15 (dd, J= 11.60, 4.60 Hz, 1H, H9),
4.25 (dd, J= 11.60, 3.40 Hz, 1H, H9), 2.12 (s, 3H, H11), 5.67 (s, 1H, OH aliphatic)
ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 131.7 (C1), 119.2 (C2), 114.3 (C3), 145.6 (C4), 146.7 (C5), 108.6 (C6), 56.0
(C7), 72.3 (C8), 69.4 (C9), 171.2 (C10), 20.9 (C11) ppm. C11H140s calcd. C 58.40, H
6.24 ; found. C 58.73, H 6.52.

2-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)ethyl butyrate 5b.

Rendement: 26% (0.25 mmoles). 20% (m/m) d’enzyme est utilisé.

RMN "H (400 MHz, CDCls):

5 = 6.86 (d, J= 8.46 Hz, 1H, H2), 6.89 (d, J= 7.80 Hz, 1H, H3), 6.92 (s, 1H, H6), 3.90
(s, 3H, H7), 5.79 (dd, J= 7.6, 4.3 Hz, 1H, H8), 3.79 (dd, J= 11.9, 4.3 Hz, 1H, H9),
3.88 (m, 1H, H9), 2.37 (t, J= 7.0 Hz, 2H, H11), 1.69 (td, J= 14.8, 7.4 Hz, 2H, H12),
0.95 (t, J= 7.4 Hz, 3H, H13), 5.68 (s, 1H, OH aliphatic), ppm.
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RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 129.0 (C1), 119.8 (C2), 114.5 (C3), 145.8 (C4), 146.5 (C5), 109.5 (C6), 55.9
(C7), 76.5 (C8), 66.0 (C9), 173.3 (C10), 36.3 (C11), 18.4 (C12), 13.6 (C13) ppm.
C13H10s calcd. C 61.40, H 7.14 ; found. C 61.29, H 7.23.

2-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)ethyl butyrate 6b.

Rendement: 22% (0.21 mmoles). 20% (m/m) d’enzyme est utilisé.

RMN "H (400 MHz, CDCls):

5 = 6.85 (dd, J= 8.10, 1.60 Hz, 1H, H2), 6.89 (d, J= 8.10 Hz, 1H, H3), 6.94 (s, 1H,
H6), 3.90 (s, 3H, H7), 4.89 (dd, J= 8.4, 3.4 Hz, 1H, H8), 4.16 (dd, J= 11.50, 8.5 Hz,
1H, H9), 4.25 (dd, J= 11.5, 3.4 Hz, 1H, H9), 2.35 (t, J= 7.4 Hz, 2H, H11), 1.68 (td, J=
14.8, 7.4 Hz, 2H, H12), 0.96 (t, J= 7.4 Hz, 3H, H13), 5.68 (s, 1H, OH aliphatic) ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 131.8 (C1), 119.2 (C2), 114.3 (C3), 145.5 (C4), 146.6 (C5), 108.6 (C6), 55.9
(C7), 73.3 (C8), 69.2 (C9), 173.8 (C10), 36.0 (C11), 18.4 (C12), 13.6 (C13) ppm.
C13H10s calcd. C 61.40, H 7.14 ; found. C 60.97, H 7.02.

2-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)ethyl hexanoate 5c.

Rendement: 43% (0.41 mmoles).
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RMN "H (400 MHz, CDCls):

5 =0.90 (t, J= 6.73 Hz, 3H, H15), 1.26-1.33 (m, 4H, H14, H13), 1.63(m, 2H, H12),
2.37 (t, J= 7.65 Hz, 2H, H11), 3.78 (dd, J= 11.94, 4.27 Hz, 1H, H9), 3.87-392 (m, 1H,
H9), 3.88 (s, 3H, H7), 4.34 (t, J= 7.05 Hz, 1H, OH aliphatic), 5.78 (dd, J= 7.58, 4.32
Hz, 1H, H8), 6.85 (m, 1H, H2), 6.88 (bs, 1H, H3), 6.90 (s, 1H, H6) ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 129.0 (C1), 119.7 (C2), 109.6 (C3), 145.4 (C4), 146.5 (C5), 114.5 (C6), 55.9
(C7), 76.4 (C8), 65.9 (C9), 173.5 (C10), 34.4 (C11), 24.1 (C12), 31.3 (C13), 22.3
(C14), 13.8 (C15) ppm. C15H2205 calcd. C 63.81, H 7.85 ; found. C 63.74, H 7.73.

2-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)ethyl hexanoate 6c.

Rendement: 32% (0.3 mmoles).

RMN "H (400 MHz, CDCls):

5 = 6.85 (dd, J= 8.10, 1.60 Hz, 1H, H2), 6.89 (d, J= 8.10 Hz, 1H, H3), 6.94 (s, 1H,
H6), 3.90 (s, 3H, H7), 4.90 (dd, J= 8.41, 3.39 Hz, 1H, H8), 4.17 (dd, J= 11.50, 3.07
Hz, 1H, H9), 4.26 (dd, J= 11.55, 3.44 Hz, 1H, H9), 2.36 (t, J= 7.55 Hz, 2H, H11), 1.64
(m, 2H, H12), 1.31-1.32 (m, 2H, H13), 1.26-1.30 (m, 2H, H14), 0.90 (t, J= 6.9 Hz, 3H,
H15), 5.67 (s, 1H, OH aliphatic) ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 131.8 (C1), 119.3 (C2), 114.3 (C3), 145.6 (C4), 146.7 (C5), 108.6 (C6), 55.9
(C7), 73.3 (C8), 69.2 (C9), 174.0 (C10), 34.3 (C11), 24.1 (C12), 31.3 (C13), 22.3
(C14), 13.9 (C15) ppm. C15H220s5 calcd. C 63.81, H 7.85 ; found. C 64.12, H 7.95.
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2-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)ethyl octanoate 5d.
Rendement: 46% (0.45 mmoles).

RMN "H (400 MHz, CDCls):

5 = 6.86 (d, J= 8.46 Hz, 1H, H2), 6.89 (d, J= 7.80 Hz, 1H, H3), 6.91 (s, 1H, H6), 3.90
(s, 3H, H7), 5.79 (dd, J= 7.60, 4.30 Hz, 1H, H8), 3.78 (dd, J= 11.90, 4.30 Hz, 1H,
H9), 3.86 (m, 1H, H9), 2.38 (t, J= 7.40 Hz, 2H, H11), 1.62-1.66 (m, 2H, H12), 1.26-
1.1.29 (m, 8H, H13-H16), 0.88 (t, J= 6.9 Hz, 3H, H17), 5.65 (s, 1H, OH aliphatique)

ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 129.0 (C1), 119.8 (C2), 114.5 (C3), 145.8 (C4), 146.5 (C5), 109.5 (C6), 55.9
(C7), 76.5 (C8), 66.0 (C9), 173.5 (C10), 34.5 (C11), 25.0 (C12), 31.6 (C13), 29.0
(C14), 28.8 (C15), 22.5 (C16), 14.0 (C17) ppm. C17H260s5 calcd. C 65.78, H 8.44 ;
found. C 65.67, H 8.51.

2-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)ethyl octanoate 6d.
Rendement: 30% (0.29 mmoles).
O

17 15 13 11
16 14 1210 079

RMN "H (400 MHz, CDCls):

5 = 6.86 (dd, J= 8.50, 1.80 Hz, 1H, H2), 6.89 (d, J= 8.10 Hz, 1H, H3), 6.94 (s, 1H,
H6), 3.90 (s, 3H, H7), 4.89 (dd, J= 8.40, 3.40 Hz, 1H, H8), 4.16 (dd, J= 11.50, 3.58
Hz, 1H, H9), 4.25 (dd, J= 11.50, 3.50 Hz, 1H, H9), 2.36 (t, J= 7.50 Hz, 2H, H11), 1.64
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(m, 2H, H12), 1.28-1.33 (m, 8H, H13-H16), 0.89 (t, J= 6.9 Hz, 3H, H17), 5.66 (s, 1H,
OH aliphatique) ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 131.8 (C1), 119.2 (C2), 114.3 (C3), 145.6 (C4), 146.7 (C5), 108.5 (C6), 55.9
(C7), 73.3 (C8), 69.2 (C9), 174.0 (C10), 34.2 (C11), 24.9 (C12), 31.6 (C13), 29.0
(C14), 28.8 (C15), 22.35 (C16), 14.0 (C17) ppm. C17H260s calcd. C 65.78, H 8.44 ;
found. C 65.91, H 8.36.

2-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)ethyl decanoate 5e.
Rendement: 43% (0.42 mmoles).

8 010 ~ 12 _~14 16 _~_18
HO NN 1719

0

RMN "H (400 MHz, CDCls):

5 = 6.87 (dd, J= 8.20, 1.80 Hz, 1H, H2), 6.89 (d, J= 8.10 Hz, 1H, H3), 6.90 (s, 1H,
H6), 3.91(s, 3H, H7), 5.78 (dd, J= 7.6, 4.3 Hz, 1H, H8), 3.79 (dd, J= 11.9, 4.3 Hz, 1H,
H9), 3.88 (m, 1H, H9), 2.36 (t, J= 7.50 Hz, 2H, H11), 1.64 (q, J= 7.3 Hz, 2H, H12),
1.27-1.31 (m, 12H, H13-H18), 0.89 (t, J= 6.9 Hz, 3H, H19), 5.65 (s, 1H, OH
aliphatique) ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 129.1 (C1), 119.8 (C2), 114.5 (C3), 145.8 (C4), 146.5 (C5), 109.5 (C6), 56.0
(C7), 76.4 (C8), 65.9 (C9), 174.0 (C10), 34.2 (C11), 25.0 (C12), 29.4 (C13), 29.1
(C14), 29.2 (2C, C15-C16), 22.6 (C17), 31.8 (C18), 14.1 (C19) ppm. C19H300s calcd.
C 67.43, H 8.93 ; found. C 67.32, H 9.03.
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2-hydroxy-2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)ethyl decanoate 6e.

Rendement: 31% (0.30 mmoles).

RMN "H (400 MHz, CDCls):

5 = 6.86 (dd, J= 8.20, 1.80 Hz, 1H, H2), 6.89 (d, J= 8.10 Hz, 1H, H3), 6.94 (s, 1H,
H6), 3.91(s, 3H, H7), 4.89 (dd, J= 8.50, 3.40 Hz, 1H, H8), 4.16 (dd, J= 11.50, 8.50
Hz, 1H, H9), 4.25 (dd, J= 11.60, 3.40 Hz, 1H, H9), 2.36 (t, J= 7.50 Hz, 2H, H11), 1.64
(m, 2H, H12), 1.27-1.31 (m, 12H, H13-H18), 0.89 (t, J= 6.9 Hz, 3H, H19), 5.64 (s, 1H,
OH aliphatique) ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 131.8 (C1), 119.2 (C2), 114.3 (C3), 145.6 (C4), 146.7 (C5), 108.6 (C6), 56.0
(C7), 72.3 (C8), 69.2 (C9), 174.0 (C10), 34.2 (C11), 25.0 (C12), 29.4 (C13), 29.1
(C14), 29.2 (2C, C15-C16), 22.6 (C17), 31.8 (C18), 14.0 (C19) ppm. C19H300s calcd.
C 67.43, H 8.93 ; found. C 67.58, H 8.77.

2-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)ethyl dodecanoate 5f.
Rendement: 77% (0.76 mmoles).

8 010 12 14 16 _~_18_~_20
HO N3N 511921

0

OH
RMN "H (400 MHz, CDCls):
5 = 6.86 (d, J= 8.46 Hz, 1H, H2), 6.89 (d, J= 7.80 Hz, 1H, H3), 6.91 (s, 1H, H6), 3.90
(s, 3H, H7), 5.78 (dd, J= 7.5, 4.3 Hz, 1H, H8), 3.80 (dd, J= 11.90, 4.30 Hz, 1H, H9),
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3.88 (m, 1H, H9), 2.38 (t, J= 7.3 Hz, 2H, H11), 1.62-1.65 (m, 2H, H12), 1.25-1.1.30
(m, 16H, H13-H20), 0.89 (t, J= 6.9 Hz, 3H, H21), 5.66 (s, 1H, OH aliphatique) ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 129.0 (C1), 119.8 (C2), 114.5 (C3), 145.8 (C4), 146.5 (C5), 109.5 (C6), 55.9
(C7), 76.5 (C8), 66.0 (C9), 173.5 (C10), 34.5 (C11), 25.0 (C12), 29.3-29.6 (C13-C18),
22.6 (C19), 31.9 (C20), 14.0 (C21) ppm. Cz1H3405 calcd. C 68.82, H 9.35 ; found. C
68.95, H 9.28.

2-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-méthoxyphenyl)ethyl palmitate 5g.
Rendement: 68% (0.67 mmoles).

8 010 12 14 16 _~_18_~ 20 _~_22 ~_24
HO 11 13 15 17 19 21 23 25

0

OH
RMN "H (400 MHz, CDCls):
5 = 6.86 (d, J= 8.46 Hz, 1H, H2), 6.88 (d, J= 7.80 Hz, 1H, H3), 6.92 (s, 1H, H6), 3.90
(s, 3H, H7), 5.78 (dd, J= 7.6, 4.3 Hz, 1H, H8), 3.81 (dd, J= 11.90, 4.30 Hz, 1H, H9),
3.88 (m, 1H, H9), 2.38 (t, J= 8.1 Hz, 2H, H11), 1.62-1.65 (m, 2H, H12), 1.25-1.1.26
(m, 24H, H13-H24), 0.89 (t, J= 6.8 Hz, 3H, H25), 5.66 (s, 1H, OH aliphatique) ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 129.0 (C1), 119.8 (C2), 114.5 (C3), 145.8 (C4), 146.5 (C5), 109.5 (C6), 55.9
(C7), 76.5 (C8), 66.0 (C9), 173.5 (C10), 34.5 (C11), 25.0 (C12), 29.0-31.9 (C13-C23),
22.7 (C24), 14.1 (C25) ppm. C25H420s5 calcd. C 71.05, H 10.02 ; found. C 70.97, H
10.11.
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2-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)ethyl stearate 5h.
Rendement: 72% (0.71 mmoles).

RMN "H (400 MHz, CDCls):

5 = 6.86 (d, J= 8.46 Hz, 1H, H2), 6.88 (d, J= 7.80 Hz, 1H, H3), 6.92 (s, 1H, H6), 3.90
(s, 3H, H7), 5.79 (dd, J= 7.6, 4.3 Hz, 1H, H8), 3.81 (dd, J= 11.90, 4.30 Hz, 1H, H9),
3.88 (m, 1H, H9), 2.38 (t, J= 7.7 Hz, 2H, H11), 1.62-1.65 (m, 2H, H12), 1.26 (m, 28H,
H13-H26), 0.89 (t, J= 6.8 Hz, 3H, H27), 5.69 (s, 1H, OH aliphatique) ppm.

RMN 3C (100 MHz, CDCl5):

5 = 129.0 (C1), 119.7 (C2), 114.5 (C3), 145.8 (C4), 146.5 (C5), 109.5 (C6), 55.9
(C7), 76.5 (C8), 66.0 (C9), 173.5 (C10), 34.5 (C11), 25.0 (C12), 29.0-31.9 (C13-C25),
22.7 (C26), 14.1 (C27) ppm. C27H460s5 calcd. C 71.96, H 10.29 ; found. C 71.84, H
10.34.

Tous les produits purs ont été analysés en RMN (section 1.5, chapitre 2) et stockés

sous atmospheére inerte a -80°C.

V.4 EVALUATION DE LA CAPACITE ANTIOXYDANTE DES PRODUITS DE
LIPOPHILISATION PAR LE TEST CAT (CONJUGATED AUTOXIDIZABLE TRIENE

ASSAY)

Cette méthode en milieu hétérogene, est fondée sur la forte sensibilité a I'oxydation
de I'acide a-éleoestéarique naturellement présent dans les triacylglycérols de I'huile
de bois de Chine (Aleurites fordii, huile de tung) Laguerre et al. (2008). En conditions
non oxydantes, le systéme triénique de l'acide a-éleostéarique, présente un fort

signal trifide dans le domaine de I'UV avec un maximum a 273 nm. Suite a
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I'oxydation, initié par I'azo-initiateur 2,2’-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride
(AAPH, Figure 22), la dégradation du triéne conjugué en un systéme diénique, est
accompagnée d’une diminution du signal. En conséquence, un suivi spectrométrique,
en présence et absence d’antioxydant, conduit a une détermination directe de la

capacité d’'une molécule a protéger cette huile de I'oxydation.

NH
HZNH\N=N 2 HClI
NH2

NH

Figure 22. Structure chimique du 2,2’-azobis(2-amidinopropane)
dihydrochlorhydrique (AAPH).

Purification de I'huile de tung (élimination des tocophérols)

Les composés polaires de l'huile de tung, ainsi que les tocophérols sont
préalablement éliminés de I'huile par chromatographie sur colonne d’alumine en
utilisant 'hexane comme solvant d’élution. Le systéme de séparation est préparé
comme suit : dans une colonne de verre (¢ = 30 mm et hauteur = 40 cm), 25 g
d’alumine sont introduits a I'aide de la phase mobile (n-hexane). Quand les particules
d’alumine en suspension sont complétement décantées, I'excés d’hexane est retiré
et 25 mL d’'une solution d’huile & 200 mg.mL™" dans I'hexane sont élués dans la
colonne. La solution hexanique obtenue aprés le procédé de séparation est aussitot
évaporée sous vide (40mmHg) a I'évaporateur rotatif, a une température de 35°C.
Les étapes de séparation et d’évaporation sont effectuées a I'abri de la lumiére, afin
de prévenir 'oxydation de I'huile. Enfin, ces échantillons sont inertés a I'azote et

conservés a —18°C jusqu’a leur utilisation.

Préparation des solutions des composés phénoliques et des molécules lipophilisées

Des solutions fraiches de Trolox et de chaque molécule testée, a des concentrations
allant de 0,4 & 4,0 mmol.L™, sont préparées dans un mélange chloroforme/méthanol
(2/1) (v/v), puis diluées dans du méthanol de fagon a obtenir une gamme de

concentration de 0.1 & 1.0 umol.L™", et stockées dans des flacons ambrés.
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Lecture en microplaques

Cinquante microlitres des solutions préparées précédemment sont transférés dans
une microplaque a 96 puits (Greiner, Frickenhausen, Allemagne) qui est ensuite
préchauffée a 37°C et agitée dans un agitateur thermostatique (PHMT Grant
Instruments Ltd., Shepreth, Angleterre) pendant 5 min a 1200 rpm. Vingt-cinq
millilitres de PBS contenant du Brij 35 (34 umol.L™") sont ajoutés & 5 mg d'huile de
tung purifiée dans un flacon en verre ambré. Par la suite, ce mélange est vortexé
pendant 10 secondes avant homogénéisation dans un homogénéisateur Ultra Turrax
(Janke & Kunkel, Staufen, Allemagne) a 2400 rpm pendant 90 secondes. Chaque
puits de la microplaque est ensuite complété avec 100 uL de cette émulsion. Pour
améliorer la répétabilité, la microplaque est immédiatement préchauffée et maintenue
sous agitation dans un agitateur thermostatique (PHMT Grant Instruments Ltd.) a
37°C pendant 1 min a 1200 rpm. Cinquante microlitres d'une solution d'AAPH dans
du PBS (4 mmol.L™"), préparée immédiatement avant la lecture, sont ajoutés dans les
puits. Enfin, chaque puits contient un volume final de 200 uL, avec 115 umol.L”
d’huile de tung, 17 umol.L”" de Brij 35, 1 mmol.L”' d’AAPH et les composés
antioxydants a différentes concentrations (0.25 & 1.0 umol.L™"). La cinétique de la
réaction est immédiatement suivie en mesurant la décroissance de l'absorbance a
273 nm. Les mesures sont prises chaque minute pendant 6 heures a 37 = 0,5°C
avec 5 secondes d’agitation de la plaque avant chaque lecture, en utilisant un lecteur
de microplaques modéle M1000 (Tecan, Groedig, Autriche) équipé du logiciel
Magellan. Toutes les mesures sont effectuées en triple exemplaire et reportées
comme moyenne + écart type. Par la suite, le signal brut d’absorbance est

transformé en absorbance relative grace a I'équation suivante :

Absorb lati At
sorbance relative = -

ou At et AO sont les absorbances lues a l'instant t (min) et 0 (min), respectivement.
L'aire sous la courbe (ASC) correspondant a la décroissance de I'absorbance relative

a 273 nm est calculée selon la formule suivante:
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ASC—1+A1+A2+ +A359+A360
B A0 A0 A0 A0

L’aire sous la courbe fournie par un échantillon d’antioxydant est ensuite calculée en
utilisant la différence entre I'ASC en présence d'un antioxydant (ASC échantillon) et
le blanc (ASC blanc) correspondant a une solution sans antioxydant. Le Trolox est
utilisé comme étalon interne. Ainsi, la capacité antioxydante (valeur CAT) d'un

échantillon est donnée en équivalent Trolox et calculée par I'équation suivante:

(ASC echantillon — ASC blanc) (moles de Trolox)

Valeur CAT = X
ettt (ASC Trolox — ASC blanc) (moles d’echantillon)

Ou (ASC échantillon — ASC blanc) et (ASC Trolox — ASC blanc) sont les zones du
graphique qui représentent respectivement les protections nettes en présence
d’antioxydant et en présence de Trolox. La valeur CAT est exprimée en moles du

composeé testé par moles de Trolox, a savoir en équivalent Trolox (Figure 23).

HO 0]

OH

Figure 23. Structure chimique du Trolox.
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VI. REACTIONS DE METATHESE

V1.1 DIMERISATION DE L’EUGENOL 8 PAR METATHESE CROISEE

Dans un ballon a fond rond, sous agitation (200 rpm) magnétique et a reflux, 1
mmole (0.16 g) d’eugénol 8 est solubilisée dans 5 mL de dichlorométhane en
présence de 5% (en moles) de catalyseur de Grubbs Il (C4sHs5CI2N2PRu). Le suivi de
la réaction est réalisé par chromatographie sur couche mince (section 1.1, chapitre
2). A la fin de cette derniére, le milieu réactionnel est ensuite concentré par
évaporation sous vide. Le produit brut est purifié par chromatographie FLASH
(section 1.2, chapitre 2) en utilisant comme éluant un mélange éther de pétrole
(A)/acétate d’éthyle (B) et le gradient d’élution suivant: 10% de B (0-10 min), 10 -
900% de B (10 - 35 min), 90 - 100% de B (35 - 50 min).

(E)-4,4'-(but-2-ene-1,4-diyl)bis(2-méthoxyphénol) 8a:
Rendement : 15% (0,75 mmole).

I

O
6 5 8__/_®OH
HO1\ /4 ’
2 3

RMN "H (500 MHz, DMSO-ds):
5=17.23 (s, 1H, H3), 6.69 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H5), 6.58 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H6), 3.22 (d,
J=11.4, 2.7 Hz, 1H, H7), 5.60 (s, 1H, H8), 3.72 (s, 3H, Me), 8.69 (s, 1H, OH) ppm.

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):

5 = 144.60 (C1), 147.42 (C2), 112.51 (C3), 131.3 (C4), 120.36 (C5), 115.34 (C6),
37.7 (C7), 130.27 (C8), 55.47 (Me) ppm.
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V1.2 PROTECTION DE L’HYDROXYLE PHENOLIQUE DU 4-VINYLGUAIACOL 2 PAR
O-METHYLATION ET DIMERISATION DU PRODUIT OBTENU

VI.2.1 Méthylation du 4-vinylguaiacol

Le groupement hydroxyle phénolique de 1 mmole du 4-vinylguaiacol est méthylé par
éthérification avec 2 mmoles d'iodométhane en présence de 2 mmoles de carbonate
de potassium dans 15 mL d’acétone a 40°C et sous agitation (200 rpm) pendant 6

heures.

Traitement de la réaction : 20 mL d’eau sont ajoutés au milieu réactionnel qui est
extrait avec 3 x 20 mL d'acétate d'éthyle. La phase organique (60 mL) est lavée avec
30 mL de solution saturée de NaCl, séchée avec du MgSO, anhydre, filtrée et le
solvant évaporé sous vide. Le produit brut est soumis a une réaction de métathese

comme décrit ensuite.

VI.2.2 Réaction de métathése du 4-vinylguaiacol méthylé 7

Dans un ballon a fond rond, sous agitation (200 rpm) magnétique et a reflux, le
produit brut obtenu a I'étape précédente (0.35 g, 2.13 mmol) est solubilisée dans 5
mL de dichlorométhane en présence de 5% (en moles) de catalyseur de Grubbs Il
(C46Hes5CI2N2PRuU) sous atmosphére d'argon et le mélange chauffé a 45°C pendant
48 heures. Le suivi de la réaction est réalisé par chromatographie sur couche mince
(section II.1, chapitre 2). A la fin de cette derniére, le milieu réactionnel est ensuite
concentré par évaporation sous vide. Le produit brut est purifié par chromatographie
FLASH (section 1.2, chapitre 2) en utilisant comme éluant un mélange éther de
pétrole (A)/acétate d'éthyle (B) et le gradient d’élution suivant : 10% de B (0-10 min),
10 - 900% de B (10 - 35 min), 90 - 100% de B (35 - 50 min).
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1,2-bis(3,4-dimethoxyphenyl)ethane) Ta:
Rendement: 80% (0.85 mmoles)

RMN "H (500 MHz, DMSO-ds):
5 =7.20 (s, 1H, H3), 7.05-7.07 (m, 2H, H5 and H7), 6.92 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H6), 3.76
(s, 3H, Me), 3.82 (s, 3H, Me) ppm.

RMN *C (125 MHz, DMSO-ds):
5 = 148.1 (C1), 148.7 (C2), 108.7 (C3), 130.0 (C4), 119.1 (C5), 111.6 (C6), 126.0
(C7), 55.2 (2C, Me) ppm. C1gH2004 calcd. C 71.98, H 6.71 ; found. C 71.73, H 6.44.

VI.3 GLYCIDYLATION DU CANOLOL 1, DU 4-VINYLGUAIACOL 2, ET DE
L’EUGENOL 8

Dans un ballon de 50 mL, sont agités 1 mmole de composé phénolique, 0.05
mmoles de chlorure de benzyltriéthylammonium (BnEtsNCIl) et 5 mmoles
d'épichlorhydrine pendant 60 minutes dans un bain dhuile a 100°C. Aprés
refroidissement du milieu a 30°C, la méme quantité de catalyseur (0.05 mmole) et 2
équivalents molaires (2 mmoles) d’une solution de NaOH (20%, m/v) sont ajoutés et

le mélange réactionnel est maintenu pendant 90 minutes a cette température.

Cinquante millilitres d’eau sont ajoutés au milieu réactionnel et le milieu est extrait
avec 3 x 50 mL d’acétate d’éthyle. Les phases organiques réunies sont séchées sur

du MgSO4 anhydre et le solvant est évaporé sous vide.
Le produit brut a été purifié par chromatographie FLASH (section 1.2, chapitre 2) en

utilisant come éluant le mélange de éther de pétrole (A)/acétate d'éthyle (B) et le
gradient d’élution suivant : 30% de B (0-10 min), 30 - 40% B (10 - 15 min), 40 — 60%
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de B (20 — 30 min), 60 — 70% de B (35 - 50 min). Les fractions obtenues sont

analysées par spectroscopie de masse (section 11.4, chapitre 2).

Les produits de glycidylation obtenus sont les suivants :

2-((2,6-diméthoxy-4-vinylphénoxy)méthyl)oxirane 9:

Rendement: 90% (5.0 mmole).

RMN "H (500 MHz, DMSO-ds):

5 =6.79 (s, 2H, H5 et H3), 6.66 (dd, J= 17.6, 11.0 Hz, 1H, H7), 5.21 (d, J= 11.0 Hz,
1H, H8), 5.80 (d, J= 17.6 Hz, 1H, H8), 4.07 (dd, J= 11.5, 3.0 Hz, 1H, Ha), 3.24 (dt, J=
6.8, 2.9 Hz, 1H,HB), 2.73 (m, 1H, Hy), 3.80 (s, 6H, Me) ppm.

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):
5 =136.7 (C1), 153.0 (2C, C2 et C6), 103.5 (2C, C3 and C5), 133.0 (C4), 136.3 (C7),
113.7 (C8), 63.9 (Ca.), 50.3 (CB), 43.3 (Cy), 56.0 (Me) ppm. C13H1604 calcd. C 66.09,
H 6.83 ; found. C 65.88, H 6.62.
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2-((2-méthoxy-4-vinylphénoxy)méthyl)oxirane 10:
Rendement: 80% (5.32 mmole).

RMN "H (500 MHz, DMSO-db):

5 =7.11 (s, 1H, H3), 6.92 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H5), 6.94 (d, J=8.3 Hz, 1H, H6), 6.65
(dd, J= 17.6, 11.0 Hz, 1H, H7), 5.13 (d, J= 11.0 Hz, 1H, H8), 5.74 (d, J= 17.6 Hz, 1H,
H8), 4.27 (dd, J= 11.3, 2.7 Hz, 1H, Ha), 3.78-3.82 (m, 1H, Ha'), 3.32 (qd, J= 6.8, 3.1
Hz, 1H,HB), 2.83 (m, 1H, Hy), 2.68 (dd, J= 5.0, 2.6 Hz, 1H, Hy'), 3.71 (s, 3H, Me)
ppm.

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):

5 = 147.7 (C1), 149.0 (C2), 109.3 (C3), 130.7 (C4), 119.1 (C5), 113.1 (C6), 136.4
(C7), 112.2 (C8), 69.8 (Ca), 49.7 (CB), 43.8 (Cy), 55.4 (Me) ppm. C12H1403 calcd. C
69.88, H 6.84 ; found. C 69.98, H 6.96.

2-((4-allyl-2-méthoxyphénoxy)méthyl)oxirane 11:

Rendement: 84% (5.12 mmoles).
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RMN "H (500 MHz, DMSO-dj):

5 =6.80 (s, 1H, H3), 6.68 (d, J= 8.1 Hz, 1H, H5), 6.87 (d, J=8.1 Hz, 1H, H6), 3.29-
3.30 (m, 2H, H7 et HB), 5.93 (tdd, J= 16.8, 10.0, 6.8 Hz, 1H, H8), 5.04 (dd, J= 12.5,
8.0 Hz, 2H, H9), 4.24 (dd, J= 11.3, 2.7 Hz, 1H, Ha), 3.77 (m, 1H, Ha'), 2.82 (m, 1H,
Hy ), 2.67 (dd, J= 5.1, 2.7 Hz, 1H, Hy"), 3.75 (s, 3H, Me) ppm.

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):

5 =146.2 (C1), 149.1 (C2), 112.7 (C3), 133.1 (C4), 120.3 (C5), 113.9 (CB6), 39.3(C7),
138.0 (C8), 115.7 (C9), 70.2 (Ca), 50.0 (CB), 44.0 (Cy), 55.6 (Me) ppm. C13H1603
calcd. C 70.89, H 7.32 ; found. C 70.57, H 7.21.

V1.4 DIMERISATION DES COMPOSES PHENOLIQUES GLYCIDYLES PAR METATHESE CROISEE

Dans un ballon a fond rond, sous agitation (200 rpm) et a reflux (45°C), 1 mmole du
composé phénolique glycidylé (9, 10 ou 11) est solubilisé dans 5 mL de
dichlorométhane en présence de 5% (en moles) de catalyseur de Grubbs Il (C46HesCl,NoPRuU).
Le suivi de la réaction est fait par chromatographie sur couche mince (section Il.1, chapitre
2). A la fin de la dimérisation, le mélange réactionnel est concentré par évaporation du
solvant sous vide. Le produit brut a été purifié par chromatographie FLASH (section 11.2,
chapitre 2) en utilisant comme éluant le mélange éther de pétrole (A)/acétate d'éthyle
(B) et le gradient d’élution suivant: 10% de B (0-10 min), 10 - 90% de B (10 - 35
min), 90 - 100% de B (35 - 50 min).

Les diméres 12, 13 et 14 ont été respectivement produits par homométathése des

composés 9, 10 et 11 respectivement.
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4,4'-(ethene-1,2-diyl)bis(2,6-diméthoxyphénol) 12:
Rendement : 78% (0.39 mmole).

RMN "H (500 MHz, DMSO-dj):

5 =6.92 (s, 2H, H3 et H5), 7.18 (s, 1H, H7), 4.10 (dd, J= 11.5, 2.9 Hz, 1H, Ha), 3.76
(dd, J= 11.5, 6.5 Hz, 1H, Ha'), 3.25 (dt, J= 6.8, 2.9 Hz, 1H,HB), 2.75 (m, 1H, Hy),
2.58 (dd, J= 5.0, 2.7 Hz, 1H, Hy"), 3.84 (s, 6H, Me) ppm.

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):

5 = 136.0 (C1), 153.0 (C2), 103.6 (2C, C3 et C5), 133.0 (C4), 152 (C5), 127.9 (C7),
74.0 (Ca), 50.3 (CB), 43.3 (Cy), 55.9 (Me) ppm. Ca4H250s calcd. C 64.85, H 6.35 ;
found. C 65.06, H 6.19.

4,4'-(ethene-1,2-diyl)bis(2-méthoxyphénol) 13:
Rendement: 10% (0.05 mmole).

RMN "H (500 MHz, DMSO-ds):

5=7.23 (s, 1H, H3), 7.05 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H5), 6.95 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H6), 7.08 (s,
1H, H7), 4.30 (dd, J= 11.4, 2.7 Hz, 1H, Ha), 3.82 (dd, J= 10.0, 5.1 Hz, 1H, Ha"), 3.34
(m, 1H,Hg), 2.85 (m, 1H, Hy), 2.70 (dd, J= 5.0, 2.6 Hz, 1H, Hy'), 3.84 (s, 3H, Me),

ppm.

109



Matériels et méthodes

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):

5 = 146.7 (C1), 148.6 (C2), 109.0 (C3), 130.3 (C4), 118.8 (C5), 112.7 (C6), 125.8
(C7), 69.3 (Ca), 49.3 (CB), 43.0 (Cy), 54.9 (Me) ppm. C2H240¢ calcd. C 68.74, H
6.29 ; found. C 67.98, H 5.88.

4,4'-(but-2-ene-1,4-diyl)bis(2-méthoxyphénol) 14:
Rendement: 56% (0.28 mmole).

A ~ o
Y A{_ﬁ 65 2 _\W
o, o Ol@zf (o)

02 3

I
RMN "H (500 MHz, DMSO-ds):
5 =6.79 (s, 1H, H3), 6.66 (d, J= 8.2 Hz, 1H, H5), 6.86 (d, J= 8.2 Hz, 1H, H6), 3.26
(d, J= 4.8 Hz, 2H,H7), 5.63 (t, J= 3.8 Hz, 1H, H8), 4.23 (dd, J= 11.4, 2.7 Hz, 1H, Ha),
3.76 (dd, J= 11.0, 6.4 Hz, 1H, Ha), 3.30 (td, J= 9.4, 4.8 Hz, 1H, HB), 2.82 (m, 1H,
Hy), 2.67 (dd, J= 5.1, 2.7 Hz, 1H, Hy'), 3.73 (s, 3H, Me) ppm.

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):

5 = 146.1 (C1), 149.1 (C2), 112.6 (C3), 133.9 (C4), 120.2 (C5), 114.0 (C6), 37.8
(C7), 130.4 (C8), 70.2 (Ca), 50.0 (CB), 43.9 (Cy), 55.5 (Me) ppm. Ca4H2s0¢ calcd. C
69.88, H 6.84 ; found. C 69.12, H 6.32.

La métathése croisée des composés 9 et 10; 9 et 11 ; 10 et 11 a donné lieu aux

hétérodimeres 15, 16 et 17 respectivement.
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2-((2,6-diméthoxy-4-(3-méthoxy-4-(oxiran-2-ylméthoxy)styryl) phénoxy)méthyl)oxirane
15:
Rendement: 5% (0.012 mmole).

a, o

o)
v, Y%

o)
RMN "H (500 MHz, DMSO-ds):
5 =6.90 (s, 2H, H34 et H5,), 3.83 (s, 6H, Mea), 4.10 (dd, J= 11.6, 3.0 Hz, 1H, Haa),
3.75 (dd, J= 11.5, 6.5 Hz, 1H, Ha'a), 3.25 (m, 1H, HBa), 2.74 (m, 1H,Hya), 2.57 (dd,
J=5.0, 2.6 Hz, 1H, Hy',), 7.10 (d, J= 16.3Hz, 2H, H7 et H8), 7.24 (s, 1H, H3), 7.07
(d, J= 8.7 Hz, 1H, H5g), 6.96 (d, J= 8.3 Hz, 1H, H6), 3.82 (m, 1H, Ha's), 4.30 (dd, J=
11.4, 2.7 Hz, 1H, Hog), 3.34 (m, 1H, HBg), 2.70 (dd, J= 5.0, 2.6 Hz, 1H, Hy'g), 2.84
(m, 1H, Hyg), 3.85 (s, 3H, Meg) ppm.

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):

5 = 135.4 (C1a), 152.6 (2C, C2a et CB4), 103.1 (2C, C3a and C5,), 132.8 (C4a), 50.0
(CBa), 43.0 (Cya), 55.5 (2C, Mea), 126.1 (C7), 127.5 (C8), 147.1 (C1z), 148.3 (C2z),
108.9 (C3g), 130.3 (C4g), 119.2 (C5g), 112.9 (C6g), 55.1 (Meg), 69.6 (Cas), 73.6
(Cag), 49.3 (CBg), 43.5 (Cys) ppm. Ca3H260- calcd. C 66.65, H 6.32 ; found. C 67.02,
H 6.63.

((2,6-diméthoxy-4-(3-(3-méthoxy-4-(oxiran-2-ylméthoxy)phényl)prop-1-
enyl)phénoxy)méthyl)oxirane 16:
Rendement: 48% (0.12 mmole).
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RMN "H (500 MHz, DMSO-ds):

5 = 6.71 (s, 2H, H3a and H5,), 4.24 (dd, J= 11.3, 2.5 Hz, 1H, Ha'A), 3.30 (m, 1H,
HBA), 2.82 (m, 1H, HyA), 2.67 (dd, J= 5.0, 2.6 Hz, 1H, Hy'A), 6.38 (s, 2H, H7 and
H8), 3.44 (d, J= 5.1 Hz, 2H, H9), 6.86 (s, 1H, H3g), 6.73 (d, J= 8.2 Hz, 1H, H5g), 6.90
(d, J= 8.2 Hz, 1H, H6g), 4.05 (dd, J= 11.4, 3.0 Hz, 1H, HaB), 3.71 (dd, 2H, Ha'B),
3.23 (m, 1H, HBB), 2.55 (dd, J= 5.2, 2.7 Hz, 1H, Hy'B), 2.72 (m, 1H,HyB), 3.76 (s, 3H,
Me), 3.77 (s, 6H, Me) ppm.

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):

5 = 145.2 (C1a), 152.4 (2C, C2a et CB,), 103.0 (2C, C34 and C54), 132.7 (C4a), 73.4
(Can), 49.4 (CPa), 42.8 (Cya), 55.3 (2C, Mea), 129.8 (C7), 128.7 (C8), 37.8 (C9),
145.7, (C1g), 148.5 (C2g), 112.4 (C3g), 132.8 (C4z), 120.0 (C5g), 113.2 (C6g), 69.5
(Cag), 49.7 (CBg), 43.2 (Cyg), 55.3 (Meg) ppm. Ca4H2s07 calcd. C 67.28, H 6.59 ;
found. C 66.90, H 6.28.

2,2'-(4,4'-(prop-1-ene-1,3-diyl)bis(2-méthoxy-4, 1-
phenylene))bis(oxy)bis(methylene)dioxirane 17:
Rendement : 14% (0.07 mmole).

o BB _0
0
a, o (\x,{<«{lvn
LERS ’

RMN "H (500 MHz, DMSO-ds):

5 =7.05(s, 1H, H34), 6.87-6.91 (m, 4H, H5,, H64, H6g and H3g), 6.37 (d, J= 15.8 Hz,
1H, H7), 6.31 (m, 1H, H8), 3.43 (d, J= 6.4 Hz, 2H, H9), 6.74 (d, J= 8.0 Hz, 1H, H5g),
4.26 (dd, J= 11.0, 2.7 Hz, 1H, Ha), 3.75 (m, 2H, Ha'), 3.32 (m, 2H,HB), 2.67 (m, 2H,
Hy"), 2.83 (m, 1H, Hy), 3.77 (s, 3H, Me), 3.78 (s, 3H, Me) ppm.

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):

5 = 146.8 (C1a), 148.8 (C2a), 108.9 (C34), 133.2 (2C, C4a et C4g), 118.6 (C54), 113.0
(CBa), 129.5 (C7), 127.5 (C8), 38.0 (C9), 69.5 (2C, Car), 49.5 (2C, CB), 43.5 (2C, Cy),
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55.2 (2C, Me), 145.8 (C1g), 148.7 (C2g), 112.2 (C3g), 120.0 (C5g), 113.4 (C6g), ppm.
Ca3Has0s calcd. C 69.33, H 6.58 ; found. C 69.08, H 6.13.

VIl. DIMERISATION DE L’EUGENOL PAR O-ALKYLATION ET
EPOXYDATION DES DOUBLES LIAISONS ALLYLIQUES

VII.1 DIMERISATION DE L’EUGENOL PAR O-ALKYLATION AVEC LE 1,5-DIBROMOPENTANE

Dans un bain de glace, 3 mmoles d’eugénol et 1.85 mmoles de carbonate de
potassium sont dissoutes dans un ballon de 50 mL contenant 5 mL de DMF. Aprés 5
minutes d’agitation, 0.74 mmoles de 1,5-dibromopentane sont ajoutées lentement au
milieu réactionnel. La solution est maintenue sous agitation (200 rpm) pendant 30

min. La réaction est maintenue a 25°C pendant 48 heures.

Trente millilitres d'eau sont ensuite ajoutés et la solution aqueuse est extraite avec 3
x 30 mL d'acétate d'éthyle. La phase organique est lavée avec 50 mL de saumure
puis séchée sur MgSO4 anhydre et concentrée sous vide. Le produit brut a été
purifié par chromatographie FLASH (section II.2, chapitre 2) en utilisant comme
éluant un mélange d’éther de pétrole (A)/acétate d'éthyle (B) et le gradient d’élution
suivant : 20% de B (0-10 min), 20 - 40% de B (10 - 20 min), 40 — 60% de B (20 — 30
min), 60 — 80% de B (40 - 50 min).

1,56-bis(4-allyl-2-méthoxyphénoxy)pentane 18:
Rendement: 70% (1.05 mmole).

113



Matériels et méthodes

RMN "H (500 MHz, DMSO-dj)

5 =6.76 (s, 2H, H2), 6.84 (d, J= 8.1 Hz, 2H, H5) 6.66 (d, J= 8.1 Hz, 2H, H6), 3.27 (d,
J= 6.7 Hz, 4H,H7), 5.92 (tdd, J= 16.8, 10.0, 6.8 Hz 2H, H8), 5.04 (dd, J= 16.8, 10.1
Hz, 4H, H9), 3.90 (t, J= 6.4 Hz, 4H, H10), 1.74 (m, 4H, H11), 1.54 (m, 2H, H12), 3.72
(s, 6H, Me) ppm.

RMN *C (125 MHz, DMSO-d)

5 =132.4 (2C, C1), 112.7 (2C, C2), 149.1 (2C, C3), 146.6 (2C, C4), 113.5 (2C, C5),
120.4 (2C, C8), 39.2 (2C, C7), 138.1 (2C, C8), 115.5 (2C, C9), 68.4 (2C, C10), 28.7
(2C, C11), 22.5 (C12), 55.6 (2C, Me) ppm. CasH3204 calcd. C 75.73, H 8.13 ; found.
C 75.48, H 7.98.

Le produit 18 est soumis a I'époxydation des ses liaisons allyliques, comme décrit ci-

dessous.

VII.2 EPOXYDATION CHIMIO-ENZYMATIQUE DES DOUBLES LIAISONS ALLYLIQUES

La réaction d'époxydation est effectuée dans un ballon bicol de 50 mL équipé d'un
barreau magnétique. Tout d’abord, le dimere 18 (0.25 mmoles) et I'acide caprylique
(0.5 mmoles) sont dissous dans 3 mL de toluéne. Puis, la lipase B de Candida
antarctica immobilisée (20%, m/m du dimére) est ajoutée, et le mélange est chauffé a
40°C dans un bain d’huile. Dans la seconde étape, 0.9 mmole de peroxyde
d'hydrogéne & 30% (m/v) est additionné au cours de 4 heures de réaction (20 pL.h™),

puis la synthese est arrétée apres 48 heures.
Le catalyseur est éliminé du milieu réactionnel par filtration, le filtrat est lavé avec 2 x

30 mL d'eau et la phase aqueuse est extraite avec 3 x 30 mL d'acétate d'éthyle. La

phase organique est séchée sur MgSO, anhydre et concentrée sous vide.
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1,56-bis(2-méthoxy-4-(oxiran-2-ylméthyl)phénoxy)pentane 19:

Rendement: 78% (0.2 mmole).

RMN "H (500 MHz, DMSO-ds):

5 =6.87 (s, 2H, H2), 6.88 (d, J= 8.1 Hz, 2H, H5), 6.75 (d, J= 8.1 Hz, 2H, H6), 3.93 (t,
J= 6.4 Hz, 4H, H7), 1.75 (m, 4H, H8), 1.55 (dt, J= 15.1, 7.7 Hz, 2H, H9), 2.67-2.75
(m, 6H, Hy, Ha'and Ha), 3.08 (m, 2H, HB), 2.54 (dd, J= 5.1, 2.6 Hz, 2H,Hy'), 3.74 (s,
6H, Me) ppm.

RMN "3C (125 MHz, DMSO-db):

5 = 129.6 (C1), 112.9 (C2), 148.5 (C3), 146.4 (C4), 114.9 (C5), 120.6 (C6), 67.9
(C7), 28.2 (C8), 21.8 (C9), 37.4 (Ca), 52.1 (CB), 45.3 (Cy), 55.2 (Me) ppm. C25H320s
calcd. C 70.07, H 7.53 ; found. C 69.79, H 7.31.
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CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION

|l. EFFET DES TRAITEMENTS THERMIQUES, DE L’HYDRATATION ET
DU TEMPS D’INCUBATION SUR LA TENEUR EN COMPOSES
PHENOLIQUES TOTAUX ET INDIVIDUELS (SINAPINE, ACIDE
SINAPIQUE ET CANOLOL) DES TOURTEAUX DE COLZA

De part sa structure chimique, le canolol (2,6-diméthoxy-4-vinylphénol) constitue une
molécule plate-forme potentielle pour la synthése chimique et/ou la production de
polyméres. Il peut étre obtenu a partir de la sinapine (sinapoyl choline), composé
phénolique majoritaire du colza, aprés hydrolyse en acide sinapique et
décarboxylation thermique ultérieure. Le premier objectif de ces travaux de thése a
donc consisté a tenter de promouvoir la formation du canolol dans les tourteaux de
colza en évaluant notamment l'influence de traitements tels que I'hydratation et
torréfaction, procédés potentiellement applicables ultérieurement a ['échelle
industrielle. Ainsi, les paramétres étudiés pour le traitement des tourteaux ont été : i)
la durée d'incubation aprés hydratation: 0, 2 et 18 heures et, ii) les traitements de
torréfaction standard, avec (160°C) ou sans vapeur surchauffée (105°C) ou par

micro-ondes avec (180°C) ou sans vapeur surchauffée (160°C).
1.1 PROCEDES INDUSTRIELS DE TRITURATION DES GRAINES DE COLZA

Les procédés industriels d'extraction de Il'huile de colza utilisent ou combinent
généralement des méthodes d'extraction liquides et mécaniques. Avant ['étape
d'extraction de I'huile, les graines sont normalement soumises a différents procédés
tels que le nettoyage, le séchage, le broyage, I'élimination de la coque, la cuisson,
I'écaillage et l'extrusion. A l'exception du pressage a froid, les graines sont
généralement chauffées et parfois séchées avant leur extraction. Quand la durée de
torréfaction dépasse 10-15 minutes, cette étape est désignée comme «cuissony. Le
conditionnement des graines facilite le transfert de chaleur de la vapeur saturée a

I'oléagineux sans permettre a la vapeur d'entrer en contact avec la matiére en état de
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conditionnement (Figure 24). La préparation des graines est une phase critique en
termes de température, de durée de torréfaction et de teneur en eau. Ces
parameétres peuvent influencer sur la malléabilité et la porosité du gateau ainsi que
sur la viscosité de I'huile. En absence de solvant lors du procédé d’extraction de
I'huile (pression a froid), un double pressage apres I'étape de cuisson est nécessaire.
Un gateau de colza est alors obtenu par ce type de traitement avec un pourcentage
d’huile résiduel de 9 a 10%. Un pressage unique fournit des gateaux a 10-12% de
matiere grasse. En fonction de la capacité et de la qualité de la presse, les gateaux
provenant d’'un pressage a froid possedent 12 a 25% d'huile. A 'heure actuelle, les
meilleurs rendements en huile sont obtenus par extraction a I'aide de solvant, le plus
couramment utilisé a I'échelle industrielle étant le n-hexane. Son élimination
ultérieure au sein du tourteau (desolvantisation) est une étape primordiale pour

permettre son application en alimentation animale.

[ Graines de colza H Déshuilage ]

Coque + huile Ecaillage

Cuisson Pressage

n-hexane /

Gateau pressé Huile

Gl

P T
: Tourteau Miscella
m\{ Desolvantisation ]e saturéen J
/ n-hexane ;
n-hexane [ Distillation

T / Huile.brute
n-hexane Huile |

|

Emballage Huile raffinée e~——[ Raffinage ]

Figure 24. Processus industriel de pressage des graines de colza et production de

tourteau.

Afin d’étudier l'effet des traitements thermiques, de I'hydratation et du temps

d’incubation sur la teneur en composes phénoliques totaux et individuels (sinapine,

120



Reésultats et discussion

acide sinapique et canolol) des tourteaux de colza, le processus adopté pour le

traitement des graines et tourteau de colza a suivi le schéma présenté a la Figure 25.

1 { Graines de colza E

1
l .
2 [ Gateau (pressage a froid) ‘
| )

3 Tourteau (gateau déshuilé — n-hexane, 50°C) ‘

Desolvantisation

i
{

! { Hydratation, malaxage 2h I/ Hydratation, malaxage 18h )
Prétraitement sans hydratation + Séchage. 70°C. 1h15 I + Séchage, 70°C, 1h15
HO (H2) | (H18)

-------------------------

'I b d — >,

! \! I’ '[ 0, \i

{ 4 | cs(105c) ! { 6 | cs(o0sc)

1 1 1

1 pO—— » H 1 —

1 o, 1 ! 0,

i 7| CSVS (160 C)‘ i E g | CSVS (160 C)J

O —— 1 1 —_——

1 1

! 410 | CMO (160°C) ‘ i i 12 | CMO (160°C) ‘

H ! 1 1 -

1 - 1 1

] v 1 1

| 13 | CMOVS (160°C +180°C) | 14 | CMOVS (160°C +180°C) ’ I 15 | CMOVS (160°C +180°C)

\‘ ) ', ‘\ L] ‘\ "
heS i "\ J' "s P

------------------------

Figure 25. Schéma décrivant les différents traitements subis par les échantillons.

Les traitements des échantillons de colza sont décrits plus en détail dans la section

[l du chapitre 2.

.2 CARACTERISATION DES TOURTEAUX DE COLZA

1.2.1 Teneur en eau et en huile

Les graines de colza sont généralement récoltées a environ 8-9% d'humidité pour
éviter les pertes au cours de leur traitement. Dans cette étude, les graines utilisées
avaient une humidité de 7.9% (Figure 26). Aprés broyage et déshuilage, mais sans

traitement de torréfaction ni séchage, leur teneur d'eau augmente d'environ 30% en
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raison de I'élimination de I'huile. Les échantillons pré-hydratés pendant 2h ou 18h,
séchés dans un cabinet dair chaud a 70°C pendant 1h15, possédent
respectivement 4.1% et 5.9% d'eau résiduelle. Aprés torréfaction, la teneur en eau la
plus élevée était de 6.3% pour I'’échantillon torréfié a 105°C sans incubation (CS-HO),
diminuant a 2.7% pour celui ayant subi en plus une injection de vapeur surchauffée a
160°C pendant 47 min (CSVS-HO). Les échantillons traités par micro-ondes, avec ou
sans injection de vapeur (CMO-HO et CMOVS-HO), sont environ 60% moins humides
que le tourteau (4.3 et 3.7%, respectivement). L’incubation du tourteau CS (cuisson
standard a 105°C) pendant 2 et 18 heures a augmenté sa teneur en eau
respectivement de 93% (12.2%) et 50% (9.4%) (Figure 26). Cette différence peut
s’expliquer par le temps total de torréfaction. En effet, pour CS-HO (tourteau non
hydraté - cuisson standard), l'injection de vapeur a nécessité plus de temps pour
atteindre la température souhaitée de 105°C par rapport aux échantillons qui ont subi
un prétraitement de 2h et 18h (CS-H2 et CS-H18) (données non présentées),
conduisant ainsi a une déshydratation du tourteau. Les échantillons incubés pendant
2h et 18h (CS-H2 et CS-H18), quant a eux, ont été soumis a un traitement de
torréfaction plus court permettant leur réhydratation par la vapeur d'eau. Cette
derniére est proportionnelle a la teneur initiale en eau déterminée a la fin de |'étape
d'incubation. Pour les échantillons soumis a une cuisson standard avec une injection
de vapeur surchauffée (CSVS), plus le temps d’incubation est long, plus la teneur en
eau est faible (diminution de 52% (1.3%) pour CSVS-H2 vs. 27% (1.9%) pour CSVS-
H18). Pour les échantillons torréfiés par micro-ondes (CMO), incuber les tourteaux
pendant 2 heures et 18 heures diminue respectivement leur teneur en eau d'environ
21% (3.4%) et 29% (3.1%) (CMO-H2 et CMO-H18). Pour les échantillons torréfiés
par micro-ondes avec une injection de vapeur surchauffée (CMOVS-H2 et CMOVS-
H18), aucune différence significative n'a été observée en ce qui concerne le temps
d'hydratation. La durée d'hydratation n'a pas affecté significativement les teneurs en
eau des échantillons soumis aux micro-ondes, de l'ordre de 4% aprés incubation de

2 ou 8 heures (Figure 26).
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Figure 26. Teneur en eau des échantillons étudiés (%, m/m). Traitements
thermiques employés: (LJ) sans torréfaction (25°C), ( ) CS (105°C) et CSVS
(160°C) torréfaction conventionnelle (vapeur surchauffée); (M) CMO (160°C) et
CMOVS (180°C) torréfaction par micro-ondes. Paramétres d'hydratation: HO = pas
d’hydratation, H2 = 2 heures d'incubation et H18 = 18 heures d'incubation. (Les
valeurs suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes, p <

0,05). Les valeurs sont des moyennes = ET (n = 3).

Concernant la teneur en huile (Figure 27), les graines utilisées dans ces travaux de
thése avaient une teneur de 47%, valeur similaire a celles reportées dans les travaux
précédents (Harbaum-Piayda et al., 2010; Kuwahara et al., 2004). Les étapes de
pressage des graines et de délipidation du gateau réduisent respectivement la teneur
en huile de 60% (teneur en huile finale de 19.6%) et 98% (teneur en huile finale de
1.1%). Ces valeurs sont peu affectées par les procédés de torréfaction et
d'hydratation (Figure 27). Selon Unger (1990), la quantité d'huile résiduelle dans le
tourteau dépend essentiellement de la méthode de traitement et est généralement

comprise entre 1 et 10% (m/m).
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Figure 27. Teneur en huile dans les échantillons de tourteau de colza (% d’huile /
grammes de matiére séche). Traitements thermiques employés: (L) sans
torréfaction (25°C), () CS (105°C) et CSVS (160°C) torréfaction conventionnelle
(vapeur surchauffée) ; (M) CMO (160°C) et CMOVS (180°C) torréfaction par micro-
ondes. Parameétres d'hydratation: HO = pas d’hydratation, H2 = 2 heures d'incubation
et H18 = 18 heures d'incubation. (Les valeurs suivies des mémes lettres ne sont pas

significativement différentes, p < 0,05). Les valeurs sont des moyennes + ET (n = 3).

.2.2 Teneur en composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques totaux ou TPC (Total Phenolic Content) a été
évaluée suivant le protocole décrit en section 111.2.4 du chapitre 2. Dans I'huile de colza

extraite, les composés phénoliques ont été détectés seulement a I'état de traces.

Les échantillons de graines (1), de gateau (2 - graines pressées a froid), et de
tourteau (3 - gateau délipidé) ont montré des teneurs en composés phénoliques
totaux respectivement de 48.17, 73.10 et 87.77 ymol EAS.gMS™". Ces résultats sont
cohérents avec ceux de la littérature (Cai et Arntfield, 2001; Khattab et al., 2010;
Yang et al., 2014).
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Afin d'évaluer l'effet des différents traitements sur les teneurs en composés
phénoliques totaux, ces teneurs ont été exprimées sur base seche des échantillons
délipidés, ce qui permet de comparer les échantillons avec différents contenus en
graisse résiduelle. Les résultats exprimés sur cette base conduisent a des valeurs de
TPC respectivement de 90.39, 90.98 et 88.77 pmol EAS.gMS™ pour les graines de

colza, le gateau et le tourteau (Tableau 3, Figure 28).
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Echantillons de tourteau de colza
Figure 28. Composés phénoliques totaux dans les échantillons délipidés (umol
EAS.gMS™). Traitements thermiques employés: (CJ) sans torréfaction (25°C), () CS
(105°C) et CSVS (160°C) torréfaction conventionnelle (vapeur surchauffée); (M)
CMO (160°C) et CMOVS (180°C) torréfaction par micro-ondes. Parameétres
d'hydratation: HO = pas d’hydratation, H2 = 2 heures d'incubation et H18 = 18 heures
d'incubation. (Les valeurs suivies des mémes lettres ne sont pas significativement

différentes, p < 0,05). Les valeurs sont des moyennes + ET (n = 3).
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On peut en conclure qu'un pressage a froid des graines, suivi du déshuilage du
gateau a moins de 60°C n’affecte pas la teneur totale en composés phénoliques des

matiéres premieres.

.2.2.1 Effet des traitements thermiques

L'influence des procédés de torréfaction sur la TPC a été décrite précédemment par
différents auteurs. Par exemple, Chang et al. (2014) ont montré que la TPC dans
I'huile extraite de graines de colza torréfiées par micro-ondes (2.45 MHz, 800 W, 7
min) a augmentée de 4.55 & 35.95 pmol EAS.g™". Cerretani et al. (2009) ont signalé
une baisse significative de la concentration de composés phénoliques dans I'huile
d'olive quand celle-ci a été exposée a un chauffage aux micro-ondes (2.45 MHz, 720

W) pendant une période de temps supérieure a 6 minutes.

Les tourteaux torréfiés par des cuissons standards a 105°C (CS-HO) et 160°C
(CSVS-HO) ont vu leur teneur en composés phénoliques totaux réduite

respectivement de 11% et 27% (Tableau 2, Figure 28).

Ces résultats peuvent s’expliquer par une dégradation thermique des composés
phénoliques. En revanche, les plus faibles réductions de TPC ont été mesurées pour
les tourteaux traités par micro-ondes (4% de diminution a la fois pour CMO-HO et
CMOVS-H0). Ce résultat suggére que les énergies micro-ondes limitent la
dégradation thermique des composés phénoliques, ou bien qu'elles libérent plus
efficacement les composés phénoliques initialement liés a des protéines ou des

glucides aprés rupture partielle des parois des cellules végétales (Niu et al., 2013).

1.2.2.2 Effet de I’hydratation et du temps d’incubation

L'effet de I'’hydratation du tourteau, préalablement a la torréfaction, a été étudié pour
deux périodes d'incubation (2 et 18 heures). Quelle que soit la durée de I'exposition,
I'hydratation n’impacte pas significativement la TPC pour les échantillons soumis
simplement a une cuisson standard (CS et CSVS) (Tableau 3, Figure 28). Les

échantillons torréfiés par micro-ondes (CMO et CMOVS) ont en revanche été
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légerement affectés par le processus d'hydratation, sans toutefois dégager de

tendance claire.

Pour les échantillons uniquement torréfiés par micro-ondes (CMO), la TPC a diminué
respectivement de 11% et 6% aprés 2 et 18 heures d’hydratation. Concernant les
échantillons traités par micro-ondes avec une injection de vapeur surchauffée
(CMOVS), deux heures d'hydratation (CMOVS-H2) conduisent a la plus forte TPC
de tous les essais (96.2 ymol EAS.gMS™), ce qui correspond & 12% de plus que
'échantillon non-hydraté CMOVS-HO (85.7 pmol EAS.gMS™) (Tableau 3, Figure 28).
En revanche, 18 heures dhydratation (CMOVS-H18) n'ont pas modifié
significativement la TPC (81.1 vs 85.7 umol EAS.gMS™" pour CMOVS-H18 vs
CMOVS-HO0).

L'effet de I'hydratation sur la TPC a seulement été observé pour les tourteaux traités
par micro-ondes. Bien que I'hydratation influe Iégerement sur la TPC, ces données
montrent que C’est le type de traitement thermique qui la modifie le plus, le traitement

par micro-ondes étant le plus avantageux.

.2.3 Teneur en composés phénoliques individuels : sinapine, acide

sinapique et canolol

Comme pour la TPC, la teneur en composés phénoliques individuels a été
déterminée pour les échantillons, avant et aprés déshuilage. Cependant, seules les
valeurs obtenues pour les échantillons déshuilés ont été prises en compte pour

comparer l'influence des traitements appliqués (Tableau 3, Figure 29).
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Echantillons de tourteau de colza
Figure 29. Bilan molaire entre la sinapine (L), 'acide sinapique ( ) et le canolol (M)
dans les échantillons délipidés (umol.gMS™). Les valeurs sont des moyennes + ET (n
=3).

La Figure 30 montre la réaction de conversion de la sinapine en canolol, avec
comme produit intermédiaire I'acide sinapique. Selon Artz et al. (1986), les composés
phénoliques sont principalement localisés dans les cotylédons des plantes plutét que
dans les coques. Dans les graines, la répartition est de 61% de sinapine et 4%
d'acide sinapique par rapport aux composés phénoliques totaux. Comme prévu, le

canolol n’a pas été détecté.
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Figure 30. Réaction d’hydrolyse de la sinapine en acide sinapique et sa

decarboxylation en canolol.

Les échantillons déshuilés des graines, gateau et tourteau possedent des TPC
similaires (Tableau 3) ; cependant, leurs compositions en composés phénoliques

individuels sont différentes.
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Tableau 3. Teneurs en sinapine, acide sinapique, canolol et composés phénoliques

totaux (TPC) dans les échantillons déshuilés (umol.gMS™).

Acide
Sinapine Canolol TPC
Echantillons Py sinapique 4 4
(umol.gMS™) (umol.gMS™) (umol.gMS™) (umolEAS.gMS™)
Graines 33.19 + 2.20° 3.74 £ 0.10° 0.00 90.39 + 0.85%
Gateau 26.60 + 3.37° 2.22 + 0.02° 0.00 90.98 + 1.45%°
Tourteau 26.49 + 2.77°°% 2.09 = 0.01°f 0.00 88.77 + 0.97%°
CS-HO 27.22 + 2.98" 1.55 = 0.01° 0.35 = 0.02' 79.33 = 0.61°
CS-H2 27.32 + 2.82" 1.52 = 0.06° 0.48 + 0.02" 76.17 = 0.70°
CS-H18 29.09 + 2.90° 1.35 + 0.03° 0.67 + 0.04° 76.67 + 0.40°
CSVS-HO 23.04 = 2.82°¢ 0.44 = 0.02" 1.03 = 0.10° 65.18 = 1.12°
CSVS-H2 22.76 = 3.01 0.40 + 0.01" 0.90 + 0.01¢ 64.34 + 0.39°
CSVS-H18 22.27 + 1.36" 0.40 + 0.05" 1.19 = 0.07° 63.51 + 0.24°
CMO-H0 20.05 + 0.46° 1.97 = 0.02 2.21+0.03° 84.95 + 3.91%°
CMO-H2 28.03 + 1.00*° 3.49 + 0.08° 0.56 + 0.01¢ 74.40 + 2.08°
CMO-H18 24.92 = 0.91%% 2.67 = 0.08° 0.41 + 0.02' 80.07 + 4.16%
CMOVS-HO 23.51 = 0.11%" 2.49 + 0.15¢ 0.41 + 0.05' 85.66 + 5.85%
CMOVS-H2 33.61 + 0.32° 3.82+0.51% 0.80 = 0.01° 96.21 + 6.53°
CMOVS-H18 33.94 + 0.47° 4.01 = 0.06° 0.69 = 0.02' 81.15 + 3.09%

Dans une méme colonne, les valeurs suivies par les mémes lettres ne sont pas
significativement différentes (p < 0,05). Les valeurs sont des moyennes £ ET (n = 3).

Le pressage des graines et le déshuilage du gateau diminuent les teneurs en
sinapine de 20% et en acide sinapique de 44% (Tableau 3). Cette réduction pourrait
résulter de (i) la formation de complexes entre la sinapine/l'acide sinapique et
certains composants de la matrice (protéines, polysaccharides, métaux) sous l'effet
de la forte pression exercée lors du broyage des graines ou (ii) de l'action de
phénoloxydases endogénes qui n'auraient pas été inactivées avant I'extraction de
I'huile. En outre, en raison de sa faible solubilité dans les milieux apolaires, I'acide

sinapique pourrait étre partiellement éliminé lors des processus de déshuilage.
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1.2.3.1 Effet des traitements thermiques

La teneur en sinapine n'a pas été affectée par le procédé de cuisson standard (CS),
mais a diminué de 13% lorsque la vapeur d'eau surchauffée a été appliquée (CSVS)
(Tableau 3, Figure 29). Ce phénoméne peut étre attribué a I'hydrolyse de la sinapine

en acide sinapique qui, a son tour, a été décarboxylé en canolol (Figure 30).

En effet, la teneur en acide sinapique pour le tourteau torréfié a 105°C avec une
injection de vapeur surchauffée (CSVS-HO = 0.44 ymol.gMS™) était 78% inférieure &
celle du tourteau sans injection de vapeur surchauffée (CS-HO = 1.55 umol.gMS™),
tandis que la concentration en canolol a, elle, augmenté de 67% (0.35 vs 1.03
pumol.gMS™, CS-HO vs CSVS-H0). Lors du traitement par micro-ondes avec une
injection de vapeur surchauffée (CMOVS-HO0), 19% d'acide sinapique (2.49
umol.gMS™) ont été formés en plus par rapport a la teneur en sinapine initialement
présente dans le tourteau. Des quantités similaires de canolol ont été produites dans
les échantillons CS-HO et CMOVS-HO (respectivement 0.35 et 0.41 umol.gMS™)
(Figure 29).

Les traitements par micro-ondes sont supposés favoriser la décarboxylation de
I'acide sinapique en canolol pour des températures d'environ 160°C (Spielmeyer et
al., 2009). Dans notre cas, ce procédé de torréfaction par micro-ondes (CMO-HQ) a
produit 80% de plus de canolol que le méme processus couplé a une étape de
vapeur surchauffée a 180°C (CMOVS-HO0). Cependant, dans ces conditions, non
seulement la température est différente mais également le temps de cuisson. En ce
qui concerne le tourteau torréfié par micro-ondes (CMO-HO0), cet échantillon doit étre
analysé séparément car il a été soumis a une torréfaction aux micro-ondes pendant
un intervalle de temps plus court que les autres soumis au méme traitement (5 min
33 vs 6 min 15) (Tableau 3). Ainsi, pour cet échantillon, la teneur en sinapine est
inférieure de 24% a celle du tourteau non torréfié tandis que celle en acide sinapique
n'a pas varié de maniere significative (Tableau 3, Figure 29). Le traitement par micro-
ondes a donc eu une influence positive sur la formation en canolol mais le temps
d'exposition est sans doute le facteur le plus important dans ce procédé. Ces

résultats concordent avec ceux de la littérature (Koski et al., 2003; Spielmeyer et al.,
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2009; Yang et al., 2014). En effet, Spielmeyer et al. (2009) ont montré une
augmentation de la quantité en canolol d’'un facteur de 120 (4.02 umol.gMS™) en
torréfiant les graines de colza par micro-ondes (2450 MHz, 800 W) a 160°C pendant
7 min 30 avec 5 intervalles de 90 secondes. Yang et al. (2014) ont appliqué un
traitement par micro-ondes (2.45 GHz, de 1 a 8 minutes) avec des intervalles de 1
minute et obtenu 4.96 pmol.g'1 de canolol en 7 minutes, alors qu’en 8 min sa teneur
a diminué (4.63 pmol.g™). Ce profil pourrait s’expliquer par la formation du canolol en
peu de temps grace a la torréfaction par micro-ondes, permettant d’éviter la
dégradation thermique de cette molécule liée a des périodes d'exposition plus

élevées.

L’état de l'art indique que le temps d'exposition, en plus de lintensité et de la
puissance du four a micro-ondes, sont des facteurs déterminants dans la production
de canolol, composé chimiquement sensible aux températures élevées (Khattab et
al., 2014; Niu et al., 2013; Shrestha et al., 2012; Spielmeyer et al., 2009; Yang et al.,
2014). Khattab et al. (2014) ont traité les graines de colza et obtenu une conversion
de 58% en canolol (23.21 umol.gMS™) en utilisant les micro-ondes (puissance 3, 700
W) pendant 13 minutes. Dans notre étude, la plus forte teneur en canolol est de 2.21
pumol.gMS™ pour I'échantillon traité aux micro-ondes (2.45 GHz et de 2 kW) pendant
5 minutes 33 (CMO-HO0). Ainsi, a partir de 26.6 umol.gMS™ de sinapine présente
dans le tourteau non traité (échantillon 3), 24.5% ont été convertis a la fin du
traitement de torréfaction de I'échantillon CMO-HO, avec un rendement global en
canolol de 34%. Deux avantages résultent des traitements thermiques : ils peuvent
étre appliqués directement sur le tourteau, et ils peuvent étre transférés a I'échelle

industrielle.

1.2.3.2 Effet de I’hydratation

L’'influence du prétraitement de I'’échantillon par hydratation sur les teneurs en
sinapine, acide sinapique et canolol a été étudiée en fonction du temps d'incubation
(de 2 a 18 heures). Pour les échantillons torréfiés a 105°C avec ou sans injection de
vapeur surchauffée (CS et CSVS), les teneurs en sinapine et acide sinapique n’ont
pas été significativement influencées par la durée d'incubation (27-29 pmol.gMS™

pour la sinapine et 1.3-1.5 pour l'acide sinapique (Tableau 3, Figure 29). Concernant
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les tourteaux traités par micro-ondes, I'hydratation a eu un effet positif sur les
concentrations en sinapine et acide sinapique, un traitement d’'une durée 2 heures
étant le plus bénéfique. En effet, pour les échantillons torréfiés par micro-ondes
(CMO), l'incubation du tourteau hydraté pendant 2 heures a augmenté la teneur en
sinapine de 40% (28 pmol.gMS™) et celle de l'acide sinapique de 77% (3.49
umol.gMS™). Aprés 18 heures d'incubation, les concentrations des deux molécules
ont augmenté respectivement de 24% et 36% (24.9 pmol.gMS™ vs 2.67 umol.gMS™)
(Tableau 3).

Les échantillons soumis aux micro-ondes et a la vapeur surchauffée (CMOVS)
présentent des teneurs plus élevées en sinapine et acide sinapique que I'échantillon
non-hydraté (CMOVS-HO) (respectivement 12 et 4 umol.gMS™" vs 23.5 et 2.5
umol.gMS™), sans différence significative entre 2 et 18 heures (Tableau 3). Comme
d'autres auteurs l'ont déja souligné (Khattab et al., 2014; Yang et al., 2014), ces
résultats confirment que les micro-ondes, en raison de leur particularité, permettent
la libération de composés phénoliques non extractibles du tourteau, en particulier

quand une étape d'hydratation est appliquée au préalable.

Pour les échantillons torréfiés avec injection de vapeur surchauffée (CSVS), la teneur
en canolol a augmenté de 16% (1.19 pmol.gMS™) quand le tourteau a été¢ humidifié
pendant 18 heures (CSVS-H18), alors que deux heures d’hydratation (CSVS-H2)
conduisent & une diminution de 11% (0.90 pmol.gMS™). Parmi ces échantillons
traités avec une injection de vapeur surchauffée (CSVS), le temps d’hydratation de
18 heures (CSVS-H18) permet la formation de la plus grande quantité de canolol
(0.69 umol.gMS™).

Comme évoqué précédemment, I'échantillon CMO-HO a été torréfié pendant 5 min
33 alors que les autres échantillons traités par micro-ondes l'ont été pendant 6 min
15 ; ce parameétre semble étre le facteur le plus influent sur la production de canolol
en termes de traitement thermique. Ce dernier a produit plus de canolol que tous les
autres traitements (2.21 pmol.gMS™) (Tableau 3, Figure 29). En tenant compte de ce
résultat, et en comparant uniquement les tourteaux hydratés et torréfiés par micro-
ondes (CMO-H2 et CMO-H18), 'augmentation du temps d'incubation diminue les

teneurs en canolol de 0.56 & 0.41 pmol.gMS™ (Tableau 3). Pour les échantillons
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torréfiés par micro-ondes avec une injection de vapeur surchauffée (CMOVS-HO),
ceux hydratés correspondant a CMOVS-H2 et CMOVS-H18 favorisent la formation
respectivement de 50% et 40% de canolol de plus (0.80 et 0.69 vs 0.41 umol.gMS™).

Dans cette étude, il a été constaté que le temps d'hydratation n'influencgait pas la
teneur en sinapine et acide sinapique pour les échantillons torréfiés par cuisson
simple (CS et CSVS), mais lorsqu’ils étaient soumis a des traitements par micro-
ondes, ce facteur avait un effet positif sur la libération de ces composés. En effet,
l'augmentation du temps d'hydratation augmente la teneur en canolol pour les
échantillons torréfiés classiquement (CS et CSVS), alors que les teneurs en acide
sinapique et sinapine restent inchangées. Concernant tous les échantillons torréfiés
par micro-ondes, avec ou sans injection de vapeur surchauffée (CMO et CMOVS)
apres 2 et 18 heures hydratation, les concentrations en canolol ont diminué alors que
celles en acide sinapique sont similaires. Il est donc important de savoir que les
quantités finales en canolol ont été non seulement déterminées par celles en acide
sinapique formé lors de I'hydrolyse de la sinapine, mais aussi par la température, le
temps d'exposition et la source de chaleur (Niu et al., 2013; Pudel et al., 2014;
Spielmeyer et al., 2009; Yang et al., 2014; Zheng et al., 2014). L’exposition du
tourteau pendant de longues périodes et a des températures élevées conduit a une

dégradation du canolol en raison de sa faible stabilité thermique.

1.3 CONCLUSION

L’'influence des traitements thermiques et d'hydratation sur les composés
phénoliques totaux, et les teneurs en sinapine, acide sinapique et canolol a été
étudiée. Bien que la TPC n’ait pas été modifiée par les étapes de déshuilage,
l'influence des traitements de torréfaction a été plus contrastée. La torréfaction
classique (CS ou CSVS) s’avére la moins favorable pour la conversion en canolol et
l'influence de [I'hydratation sur les teneurs des composés phénoliques peu
significative. Ces résultats indiquent d’'une part, 'absence d’hydrolyse de la sinapine
par les enzymes endogenes et que la température élevée est responsable de la
diminution de la TPC. D'autre part, la TPC a été moins affectée par les traitements

par micro-ondes en dépit de températures plus élevées (160 - 180°C). Ces résultats
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peuvent s’expliquer par la libération des composés phénoliques sous l'effet des
micro-ondes et de [I'hydratation, mais aussi par la réduction probable des

phénoménes de dégradation.

En ce qui concerne les composés phénoliques individuels, comme attendu, tous les
traitements ont permis la conversion de la sinapine en acide sinapique et la
décarboxylation de ce dernier en canolol, avec toutefois des grandes différences
dans les profils de teneur entre les échantillons soumis a la torréfaction simple (CS,
CSVS) ou torréfiés par micro-ondes (CMO, CMOVS).

Dans le cas de la torréfaction classique, I'effet des prétraitements par hydratation n'a
pas été significatif et la teneur la plus élevée en canolol (de 0.67 & 1.03 umol.gMS™)
a été obtenue a 160°C. Cependant, cette teneur trés faible, en comparaison avec les
quantités de sinapine et d'acide sinapique converties, met en évidence la
dégradation des composés phénoliques et en particulier celle du canolol dans de

telles conditions de traitement.

Enfin, a I'exception de CMO-HO, les quantités de sinapine et d'acide sinapique ont
été affectées positivement par les procédés par micro-ondes. Plus particulierement,
I'utilisation de hautes températures (CMOVS) et les traitements d'hydratation avant la
torréfaction ont eu un effet positif significatif bien que, dans le méme temps, la
production de canolol soit restée faible (0.41 - 0.80 umol.gMS™). Il est a noter que
I'échantillon CMO-HO a montré la plus forte teneur en canolol, soit 2.21 ymol.gMS™,
ce qui correspond a une teneur 5.6 fois plus élevée que celle obtenue pour le méme
traitement avec de la vapeur surchauffée a 180°C (CMOVS-H0). Ce résultat
inattendu a été attribué a la plus courte durée d'exposition de CMOVS-HO (5 min 33
au lieu de 6 min 15 pour les autres traitements par micro-ondes), qui a
vraisemblablement limité la dégradation du canolol, molécule sensible a la chaleur.
Ceci suggere que le temps d'exposition est le parametre essentiel pour les
traitements aux micro-ondes (CMO). A la lumiére de ce qui précéde, une optimisation
de la production de canolol grace a des procédés industriels par micro-ondes avec
injection de vapeur surchauffée (CMOVS) pourrait étre envisagée sur les tourteaux

pré-hydratés en appliquant les temps d'exposition appropriés.
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Il. SYNTHESE DU CANOLOL ET DU 4-VINYLGUAIACOL A PARTIR DES
HYDROXYBENZALDEHYDES CORRESPONDANTS

Le canolol (4-vinylsyringol) n’est pas un produit commercialement disponible et son
extraction, a partir de matiéres premiéres renouvelable ou il est peu concentré,
s’avere encore difficile et fastidieuse. Par conséquent, le canolol utilisé comme
standard pour la caractérisation et le dosage des composés phénoliques dans les
tourteaux de colza, ainsi que pour les réactions de fonctionnalisation a été synthétisé
selon un protocole décrit dans la littérature (Simpson et al., 2005). De méme, le 4-
vinylguaiacol, un autre représentant de la famille des vinylphénols et de structure

proche de celle du canolol, a été a son tour synthétisé selon le méme procédé.

Ces dernieres années, plusieurs voies de synthése des vinylphénols ont été
rapportées dans la littérature. On peut citer la déshydrogénation catalytique
d’éthylphénoils, la réaction de Wittig appliquée aux aldéhydes phénoliques ou encore
la décarboxylation d’acides (hydroxy)cinnamiques (Sinha et al., 2007). Dans le cas
d’extraits naturels, ou les composés phénoliques peuvent se trouver sous forme
d’esters d’acides hydroxycinnamiques, une étape préliminaire d’hydrolyse s’avére

nécessaire a I'obtention de bons résultats.

Bernini et al. (2007) ont décrit de nouvelles conditions expérimentales permettant la
décarboxylation de I'acide sinapique par micro-ondes avec un rendement
satisfaisant, en présence de DBU (2,3,4,6,7,8,9,10-Octahydropyrimido[1,2-
alazépine), d'oxyde d'aluminium et d'hydroquinone. La décarboxylation a haute
température (200-300°C) des acides frans-cinnamiques assistée par les métaux de
transition tels que le cuivre est la méthode la plus largement utilisée pour la synthése
chimique de styrénes a échelle industrielle. Takemoto et Achiwa (2001) ont proposé
une méthode douce de décarboxylation (25°C) de l'acide phénylacrylique en 4-
hydroxystyréne en utilisant différentes cultures de cellules végétales. Les
rendements obtenus se sont avérés relativement faibles, de I'ordre de 10 a 30%,
aprés 3 jours de réaction. De leur cbété, Baqueiro-Pena et al. (2010) ont réalis€, en

120 heures, la décarboxylation de I'acide férulique (en solution dans le méthanol a
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800 mg.L™") avec une conversion de 57%, en employant une souche sauvage

d’Aspergillus Niger.

La maijorité de ces procédés de synthése requierent plusieurs étapes et traitements,
parfois l'utilisation de réactifs onéreux et des conditions opératoires assez séveres
pour finalement des taux de conversion assez faibles. Récemment, une voie de
synthése plus performante et réalisée dans des conditions relativement douces, a été
décrite : il s’agit d’une transformation basée sur la réaction de Knoevenagel-Doebner
(Simpson et al., 2005; Sinha et al., 2007) qui met en jeu un aldéhyde phénolique,
une base organique faible et I'acide malonique. Cette voie de synthése a été
sélectionnée pour les synthéses du canolol et du 4-vinylguaiacol car, outre 'avantage
d’étre mise en ceuvre dans les conditions réactionnelles modérées, les précurseurs
de départ, respectivement le syringaldéhyde et la vanilline, sont commercialement

disponibles et bon marché.

La réaction de Knovenagel-Doebner, ou plus précisément la réaction de Knovenagel
modifiée par Doebner, consiste a convertir un aldéhyde en acide a-éthylénique en
présence d'une base aminée (pyridine ou pipéridine) et d’acide malonique. En
général la base aminée arrache un proton a l'acide malonique (ou du malonate
d’éthyle) présent dans le milieu pour former un carbanion qui va a son tour attaquer
le carbonyle de I'aldéhyde donnant lieu a un alcool intermédiaire. L’élimination d’'une
molécule d’eau et la décarboxylation se produisent de fagon simultanée pour aboutir

a I'acide a-éthylénique correspondant.

Avec comme objectif de produire une gamme d’acides 4-hydroxycinnamiques
substitués, Simpson et al. (2005) ont eu recours a la réaction de Knovenagel-
Doebner en modifiant Iégérement le traitement du mélange aprés réaction (section IV
du chapitre 2). En effet, au lieu d’arréter la réaction par neutralisation a l'acide
chlorhydrique de la pyridine, cette derniére a été évaporée sous vide en présence de
toluene. Suite a cette modification, ils ont constaté que si les 2-
hydroxybenzaldéhydes conduisaient a un mélange d’acides hydroxycinnamiques et
de vinylphénols, les 4-hydroxybenzaldéhydes, en revanche, donnaient lieu
uniquement a la formation de vinylphénols, mettant ainsi en lumiére I'existence d’un

phénomeéne de double décarboxylation.
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Le fait que seuls les 4-hydroxybenzaldéhydes génerent exclusivement des
vinylphénols suggére fortement la participation d'un intermédiaire de type quinone
dans I'étape de double décarboxylation. Les auteurs ont avancé I'hypothése que
I'élimination de la molécule d’eau lors de la premiére étape était accompagnée par la
formation d’un intermédiaire de type quinone méthide (Figure 31) (Aldabalde, 2011),

qui en subissant une double décarboxylation, conduisait au dérivé vinylphénol

correspondant.
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Figure 31. Mécanisme général proposé pour la synthése des vinylphénols a partir de

leurs aldéhydes correspondants [adapté de Sinha et al. (2007)].

En se basant sur les travaux de Simpson et al. (2005), la réaction a été appliquée au
syringaldéhyde (3,5-diméthoxy-4-hydroxybenzaldéhyde) et a la vanilline (3-méthoxy-
4-hydroxybenzaldéhyde) en présence d’acide malonique et d'un large excés de
pipéridine pour donner respectivement le canolol (1, rendement = 47%) et le 4-

vinylguaiacol (2, rendement = 74%) (Figure 32).
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O\ N
Acide malonique (1.5 eq.)
Pipéridine (5 eq.)
Toluene -
—0 Oo— R . —0 Oo—
HO 115°C, 100 min HO
Syringaldéhyde Canolol 1, 47%
O\ A
Acide malonique (1.5 eq.)
Pipéridine (5 eq.)
Toluene -
o— . fo
HO 115°C, 4 h HO
Vanilline 4-vinylguaiacol 2, 74%

Figure 32. Réaction de synthése du canolol et du 4-vinylguaiacol a partir

respectivement du syringaldéhyde et de la vanilline.

La différence de réactivité entre le syringaldéhyde et la vanilline peut étre expliquée
par leurs différences structurales. La présence de deux groupements méthoxy, en
position ortho, sur le cycle aromatique du syringaldéhyde, a tendance a renforcer
I'électronégativité du groupement hydroxyle, rendant son proton plus labile. Cela
favorise la formation de l'intermédiaire quinone méthide. De ce fait, le produit 1 est
formé plus rapidement que 2 (100 min vs. 240 min, respectivement). Cependant,
malgré la conversion totale du syringaldéhyde en canolol, ce dernier a été isolé avec
un rendement plus faible (47%) du fait de sa rapide dégradation au cours des étapes
de purification. En effet, contrairement au 4-vinylguaiacol, le canolol s’est avéré trés

sensible a I'air et a la lumiére.
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lll. REACTIONS DE FONCTIONNALISATION

1.1 EFFET DE LA LIPOPHILISATION DES VINYLPHENOLS SUR LEUR ACTIVITE

ANTIOXYDANTE

Les vinylphénols sont connus pour leurs propriétés organoleptiques et leur réle
comme agents de flaveur importants dans certains produits fermentés comme la
biere ou le vin. Le 4-vinylguaiacol (4-ethenyl-2-méthoxyphénol), par exemple, est
utilisé dans la fabrication des parfums et des arbmes alimentaires et constitue 'un
des additifs alimentaires approuvés par certains organismes de réglementation
[Comité mixte d'experts des additifs alimentaires (JECFA); Flavor and Extract
Manufacturers Association of the United States (FEMA)]. Issu de la décarboxylation
de l'acide férulique par des traitements biocatalytiques ou thermiques (Callemien et
al., 2006; Vanbeneden et al., 2008) ce composé est également employé comme
intermédiaire en synthése organique ou en formulation de certains biopolyméres
(Mabinya et al., 2010; Rosazza et al., 1995).

Depuis peu, le canolol (Galano et al., 2011; Kuwahara et al., 2004; Wakamatsu et al.,
2005) et le 4-vinylguaiacol (Terpinc et al., 2011) sont décrits comme de puissants
piégeurs de radicaux libres et des molécules susceptibles de lutter efficacement
contre le stress oxidatif. Cependant, la polarité de ces molécules peut s’avérer étre
un frein a leur utilisation en tant qu’antioxydants ainsi qu’a leur efficacité dans les
systémes lipidiques complexes comme les émulsions. En effet, dans de tels
systémes ou I'oxydation lipidique se produit a I'interface huile/eau, I'efficacité d’un
antioxydant dépend de sa capacité a se placer a I'interface. En d’autres termes, outre
sa réactivité intrinséque, le caractére amphiphile d’'un antioxydant et donc son affinité
pour linterface huile/eau conditionne sa capacité a contrer 'oxydation dans les
systémes lipidiques multiphasiques. Aussi, pour un antioxydant polaire, la
lipophilisation qui consiste a moduler le caractere amphiphile par le greffage d’'une
chaine lipidique appropriée, constitue un moyen simple et efficace permettant
d’améliorer (i) sa dispersion et sa capacité antioxydante dans des systémes
lipidiques complexes, mais également (ii) ses interactions avec les membranes

biologiques et exprimer ainsi des propriétés antimicrobiennes (Figueroa-Espinoza et
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Villeneuve, 2005; Laguerre et al., 2013a; Laguerre et al., 2013b; Suriyarak et al.,
2013).

A notre connaissance, aucune étude visant a produire des antioxydants lipophiles a
partir du canolol 1 ou du 4-vinylguaiacol 2, n’a été entreprise a ce jour. Les sections
suivantes de ce chapitre sont donc consacrées, d’une part, a la lipophilisation du
canolol et du 4-vinylguaiacol et, d’autre part a [I'évaluation de la capacité
antioxydante des molécules synthétisées en systéme émulsionné et aux relations

structure-activité qui en découlent.

lll.1.1Lipophilisation par addition de peracides, générés in situ en

présence de la lipase B de Candida antarctica

La lipase B de Candida antarctica (CAL-B) est un excellent catalyseur pour une large
gamme de réactions chimiques telles que [lacylation (Acherar et al., 2003;
Schoenstein et al., 2013; Turcu et al., 2007), I'estérification, la transestérification
(Itabaiana et al., 2013), linterestérification (Perignon et al., 2013), I'hydrolyse
(Cabrera et al., 2010; Paal et al., 2007) et la polymérisation (Palmans et Heise,
2010). Affichant une bonne stabilité dans différents milieux, elle agit a linterface
lipide/eau et présente une sélectivité pour des acides gras de chaines moyennes a
longues (Bornscheuer et al., 2002). Les réactions de lipophilisation des composés
phénoliques, et plus particulierement des acides benzoiques et hydroxycinnamiques
par estérification ou transestérification catalysées par cette enzyme ont largement
été étudiées. Par exemple, Guyot et al. (1997) ont étudié la lipophilisation catalysée
par CAL-B de différents acides phénoliques (cinnamique, caféique, férulique et
diméthoxycinnamique) en présence de divers alcools gras. Stamatis et al. (1999) ont
étudié l'estérification des acides, caféique, coumarique, férulique, p-
hydroxybenzoique, ascorbique et certains dérivés d'acide cinnamique avec l'octanol-
1 en présence de CAL-B. Lépez-Giraldo et al. (2007) ont proposé pour leur part une
synthése chimio-enzymatique de chlorogénates d’alkyle a partir d’acide
chlorogénique (ou son ester méthylique) et d’alcools primaires aliphatiques de 4 a 16
atomes de carbone. Enfin, Sabally et al. (2006) ont étudié la réaction de

transestérification de I'acide dihydrocafeique avec de I'huile de lin. Cependant, ces
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transformations nécessitent un temps de réaction assez long pour des taux de

conversion généralement faibles.

La lipase B peut également agir comme une perhydrolase en convertissant les
acides carboxyliques en leurs peracides correspondants en présence de solutions
aqueuses de peroxyde d'hydrogéne (Bernhardt et al., 2005). Ces peracides, produits
in situ, peuvent étre ensuite utilisés pour des réactions d'époxydation d'oléfines.
Dans ce cas, le peroxyde d’hydrogéne est donneur d’oxygene et le peracide joue le
réle de transporteur d’oxygéne vers la double liaison. Toutefois, il a été constaté que
face a des doubles liaisons possédant un caractére nucléophile trés prononcé, le
peracide pouvait modifier son activité pour devenir un agent électrophile capable de
s’additionner sur la double liaison. Ainsi, il a été rapporté par Chen et al. (2002) que
la réaction de l'alcool O-benzyle coniférylique avec I'acide méta-chloroperbenzoique
(m-CPBA) dans le dichlorométhane donnait lieu a I'addition du peracide sur la double

liaison en a par rapport au cycle aromatique (Figure 33).

Mc‘»r)/\/(
I
Bno” 4 OMe
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H

Figure 33. Mécanisme de la réaction d’addition électrophile du m-CPBA sur la liaison

vinylique de I'alcool O-benzyle coniférylique (Chen et al., 2002).

Cette réaction inattendue du peracide, qui était plutdt sensée conduire a
I'époxydation de la double liaison, a été attribuée a la présence des substituants O-
benzyl et O-méthyl, qui, par effet mésomere donneur, contribuent non seulement au

renforcement du caractére nucléophile de la double liaison mais aussi a sa
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polarisation, ce qui oriente le mécanisme réactionnel vers une addition électrophile

du peracide.

En considérant la structure chimique des vinylphénols, on constate qu'’ils possédent
une double liaison vinylique conjuguée a un cycle aromatique substitué par des
groupements donneurs. Ces composés, sont donc tout a fait adaptés pour subir des
réactions d’addition électrophiles en présence de peracides. De ce fait, nous avons
exploité l'activité perhydrolase de CAL-B pour étudier la réaction de lipophilisation du
canolol 1 et du 4-vinylguaiacol 2 par I'addition peracides issus de divers acides gras
sur leurs doubles liaisons vinyliques. Les peracides ont été formés in situ par
perhydrolyse d'acides carboxyliques comportant 2 a 18 atomes de carbone dans une
solution de peroxyde d'hydrogéne (Orellana-Coca et al., 2005b). Dans un deuxiéme
temps, l'activité antioxydante des adduits obtenus a été évaluée au moyen du test
des Trienes Conjugués Auto-oxydables, CAT (Conjugated Autoxidizable Triene

assay).

n.1.1.1 Protection des vinylphénols par silylation

Avant d’aborder la réaction de lipophilisation, les groupements hydroxyles des
composeés 1 et 2 ont été protégés temporairement afin d’éviter toute réaction parasite
telle gqu’oxydation compétitive ou polymérisation. Parmi plusieurs groupements
protecteurs, le tert-butyldiméthylsilyle (TBDMS) a été choisi en raison de sa stabilité
dans différents milieux réactionnels et pour la facilité avec laquelle il peut étre
introduit et éliminé dans des conditions douces (Mancilla et al., 2010; Runarsson et
al., 2008). En effet, le groupement tert-butyldiméthylsilyloxyle est assez stable face a
I'hydrolyse. Généralement commercialisé sous la forme de chlorure de ftert-
butyldiméthylsilyle, il est couramment utilisé comme agent de silylation. En raison de
sa faible vitesse de réaction, un co-substrat comme l'imidazole est souvent employé
afin de l'activer et de permettre a la réaction de se produire a des températures
modérées (Corey et Venkates, 1972) (Figure 34). Dans la premiére étape de

réaction, un N-tert-butyldiméthylsilyle imidazole est formé :
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I | . .
cr cl

Figure 34. Protection d'un alcool (ROH) en utilisant le chlorure de tert-

buthyldimethylsilyle en présence d’imidazole (Corey et Venkates, 1972).

Dans la seconde étape, I'oxygéne nucléophile de I'alcool attaque le silicium de
l'intermédiaire libérant une molécule de chlorure d’imidazolium et I'éther de tert-

buthyldimethylsilyle.

Le traitement des composés 1 et 2 avec du chlorure de tert-butyldiméthylsilyle et de
I'imidazole a température ambiante a conduit a la production des des éthers de tert-
buthyldimethylsilyle 3 et 4 avec des rendements respectifs de 74% et 85% (Figure
35).

X X
TBDMSCI (1.2 eq.)

Imidazole (2.5 eq.)
DMF

R1 O_ o R O_
HO 25°C, 26 h 1 o
.-
Si
1R, =MeO - )<
2R, =H 3, 74%
4, 85%

Figure 35. Protection de I'hnydroxyle phénolique du 4-vinylguaiacol et du canolol par

silylation au chlorure de N-tert-butyldiméthylsilyle.

Les molécules protégées de la sorte pourraient alors étre soumises a des réactions
de lipophilisation de leur double liaison vinylique en s'affranchissant des risques de

réactions parasites liées au groupement hydroxyle libre.

1.1.1.2 Addition de peracides sur la liaison vinylique et formation

d’hydroxyesters

Différents paramétres de réaction peuvent influencer l'activité enzymatique et la

formation des peracides, notamment la nature du solvant, la température et la
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concentration en peroxyde d’hydrogene. Parmi les solvants organiques testés, les
rendements les plus élevés en peracides ont été observées avec le toluéne ou
I'hnexane (Bjorkling et al., 1990). Les travaux de Tornvall et al. (2007) et Orellana-
Coca et al. (2005a) ont montré que des températures élevées (supérieures a 60°C)
couplées a des concentrations élevées en peroxyde d'hydrogéne (de 6 & 12 mol.L™)
donnaient lieu a une perte rapide de l'activité enzymatique. Sur la base de ces
différents éléments, la réaction du dérivé vinylique 4 avec le peracide octanoique a
été effectuée en deux étapes. Tout d'abord, la perhydrolyse de l'acide octanoique
catalysée par lipase B de Candida antarctica sous forme immobilisée (Novozyme
435) a été initiée a 40°C pendant 30 minutes dans du toluéne. Puis, le composé 4 en
solution dans le méme solvant a été ajouté au mélange précédant pendant 2 heures.
Tout au long de cette réaction, la concentration en peroxyde d'hydrogéne n’a pas
excédé 1 mol.L”". Aprés consommation totale du peracide et traitement du milieu
réactionnel (décrit dans la partie expérimentale), le produit brut a été traité avec du
fluorure de tétra-N-butylammonium (TBAF) dans du THF a 0°C, ce qui a conduit au
clivage de I'éther de silyle et a la régénération du groupement hydroxyle au bout de

3 heures de réaction.

L’élimination du groupement tert-butyldiméthylsilyle par le TBAF (Figure 36) provient
de I'attaque nucléophile de I'anion fluorure sur 'atome de silicium qui conduit a la
formation d'un intermédiaire pentavalent de silicium. La formation de la liaison Si-F
contribue a une élimination rapide du groupement tert-butyldiméthylsilyle. La
récupération du groupement hydroxyle se produit par I'addition, en milieu aqueux et a
température ambiante, d'un proton fourni par un acide tel que I'acide acétique (Corey
et Venkates (1972).

F
e “F | ~a;”

Figure 36. Elimination du groupement N-tert-butyldiméthylsilyle assistée par lion

fluorure en milieu acide.
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Aprés I'addition électrophile du peracide sur le composé 4, suivie de la déprotection
de son hydroxyle phénolique, les hydroxyesters phénoliques 5d et 6d ont été

obtenus avec un rendement global de 76% (Figure 37).

0
X
0 OH
1 - Novozyme 435 (10%, m/m) HO Tr@; \WLO
O 6

Acide caprylique (2 eq.)

o— H,0, (3 eq.) +
O Toluene, T =40°C, 6h Oo0— o—
& - HO HO
2 )< 2 - TBAF (1 eq.)
THF, T =0°C, 3h
4 5d, 46% 6d, 30%

Figure 37. Estérification du composé 4 suivie de la déprotection de son groupement

hydroxyle.

Concernant la formation du peracide catalysée par la lipase, la réaction est réalisée
entre I'acide carboxylique et le site actif de la serine de I'enzyme pour former un
intermédiaire acyle-enzyme qui réagit a son tour avec le peroxyde d'hydrogéene pour
former un peracide (Aouf et al., 2014). En régle générale, lors de l'oxydation chimio-
enzymatique des oléfines, la lipase catalyse la formation de peracides qui donnent
ensuite un atome d'oxygéne a la double liaison en formant I'époxyde correspondant
et en régénérant les acides carboxyliques. Toutefois, dans le cas présent, les
peracides générés n’effectuent pas leur réle attendu de transporteur d'oxygene. Il se

produit plutét une addition électrophile sur la double liaison vinylique.

Comme mentionné précédemment, la présence des substituants donneurs
d'électrons sur le cycle aromatique contribuent, par effet mésomére, a augmenter la
densité électronique de la double liaison vinylique. L'oxygéne électrophile du
peracide attaque la double liaison formant un état de transition tricyclique (1) (Figure
38) (Chen et al., 2002). Ensuite, le groupement carboxylate du peracide, riche en
électrons attaque les carbones de la double liaison selon les voies A ou B (Figure
38), conduisant au clivage simultané des liaisons entre ces atomes de carbone et
l'oxygéne du peroxyde, et a la formation des deux hydroxyesters 5 et 6 dans le cas

du 4-vinylguaiacol silylé 4.
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Figure 38. Mécanisme de lipophilisation de la double liaison vinylique du 4-

vinylguaiacol silylé 4 et formation d’hydroxyesters isomeres.

L'intervention des groupements donneurs d'électrons dans orientation du mécanisme
de réaction vers I'addition des peracides a été confirmée de facon indirecte par
Sarma et al. (2007). Ces derniers ont en effet démontré qu'en présence de
peracides, les dérivés du styréne comportant des substituants électroattracteurs

conduisaient aux produits d’époxydation et non aux produits d’addition électrophile.

Dans notre étude, l'addition du peracide éthanoique sur le composé 4 a été
confirmée par RMN. En effet, les signaux des protons caractéristiques de la double
liaison vinylique, a 5.07, 5.64 et 6.67 ppm ont disparu et ont été remplacés par les
signaux des protons des a-hydroxyles (3.78-3.86 ppm pour 5 et 4.89 ppm pour 6) et
des a-esters (5.79 ppm pour 5 et 4.16-4.25 ppm pour 6). Enfin, I'apparition des
signaux des protons aliphatiques blindés sur le spectre de RMN H et le signal du
carbonyle de I'ester sur le spectre RMN '3C indiquent bien qu’il y a eu addition de
I'acide carboxylique sur 4. Sur la base de ces résultats, d'autres acides carboxyliques
aliphatiques de 2 a 18 atomes de carbone ont été utilisés pour évaluer la réactivité
du composé 4 avec leurs peracides correspondants. Nous avions également pour
objectif de produire des hydroxyesters phénoliques avec différentes longueurs de
chaines afin d’évaluer leur activité antioxydante. Les produits des réactions de

lipophilisation sont présentés dans le Tableau 4 et sur la Figure 39.
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Tableau 4. Produits d'addition électrophile de peracides, générés in situ a partir des
acides carboxyliques correspondants, sur le composé 4 (aprés déprotection de

I’hydroxyle phénolique).

Acide carboxylique (2 eq.)

0
X
1 - Novozyme 435 (10%, m/m) HO OW@} \ﬁ/uo on
O n
+
| Q_
HO

O— H,0, (3 eq.)
o) Toluene, T =40°C N Z 0—
I >
/s§< 2. TBAF (1 eq.) HO
THF, T=0°C, 3h
4 5 6
Temps
. Acide de . Rendements Rendement
Entree carboxylique réaction Produits (%) globale (%) Valeur CAT
(h)**
1 Ethanoique (n=0)* 126 > 33 33 0-46£0.05
. o\ 5b 26 0.80 + 0.04
2 Butanoique (n=2) 102 6b 29 48 0.49 + 0.01
, _ 5¢ 43 0.55 £ 0.01
3 Hexanoique (n=4) 4 6c 32 75 0.19 + 0.05
. _ 5d 46 0.57 £ 0.03
4 Octanoique (n=6) 6 6d 30 76 024 +0.02
. , _ 5e 43 0.24 +0.04
5 Décanoique (n=8) 7 Ge 31 74 022 +0.07
Dodécanoique 5f 77 0.19+£0.04
6 (n=10) 6.5 6f i 77 i
7 Hexade_cano'l'que o4 59 68 68 0.19+£0.02
(n=14) 6g - -
Octadecanoique 5h 72 0.12 +0.02
8 (n=16) 20 6h i 72 i

* Les réactions du composé 4 avec les acides hexanoique a octadécanoique ont été
réalisées avec 10% d'enzyme (m/m, par rapport & la masse de 4), contre
respectivement 30% et 20% avec les acides éthanoique et butanoique.
** La réaction a été suivie par CCM et arrétée aprés disparition compléte de 4.
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Figure 39. Structures chimiques des hydroxyesters phénoliques 5a a 5h et 6b a 6e.
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Comme le montre le Tableau 4, les hydroxyesters résultants de I'addition des
peracides a chaines moyennes et longues (entrées 3 a 8) sur la double liaison
vinylique de 4 ont été obtenus avec des rendements assez proches allant de 68% a
77%. En revanche, la réaction de 4 avec les peracides éthanoique et butanoique
(entrées 1 et 2) a requis plus de temps et une plus grande quantité d'enzyme pour
donner les produits d'addition 5a, 5b et 6b, avec des rendements relativement faibles
n’excédant pas 50%. Ces différences sont probablement dues a la stabilité des
peracides qui dépend fortement de leurs masses moléculaires. En effet, plus les
peracides sont légers, plus rapide est leur décomposition, les peracides méthanoique
et éthanoique étant particulierement instables (Lefort et al., 1985). Par ailleurs, la
désactivation de I'enzyme en présence d’acides carboxyliques polaires a courte
chaine ou sa faible activité vis-a-vis de ces acides ne peuvent étre totalement

écartées.

La réaction du composé 4 avec le peracide butanoique a conduit a la formation de
deux produits d'addition 5b et 6b avec une légére prédominance de l'isomére 5b
portant une fonction alcool primaire. La méme tendance est observée avec les
peracides hexanoique, octanoique et décanoiques, indiquant que les peracides
comportant 4 a 10 atomes de carbone présentent la méme réactivité vis a vis du
composé 4. Bien que la prédominance des produits de type 5 (hydroxyesters a
fonction alcool primaire) ne soit pas trés significative, elle résulte de I'addition de
I'hydroxyle électrophile du peracide sur le carbone le plus « nucléophile » de la

double liaison.

Enfin, avec les peracides a chaine plus longue (dodécanoique, hexadécanoique et
octadécanoique, entrées 6 a 8, Tableau 4), seuls les produits de type 5 sont formés.
On peut supposer que la présence d'une longue chaine alkyle sur I'intermédiaire
réactionel | (Figure 38) polarise d’avantage la double liaison entre les carbones C7 et
C8 de 4 avec, comme conséquence, la délocalisation de la charge négative sur le
carbone C8 et I'attaque exclusive du carbone C7 (plus faible en électrons) par le
groupe carboxylate. En raison de la forte affinité de I'enzyme pour [l'acide
dodécanoique (Bjorkling et al., 1990), son peracide correspondant conduit au produit
d'addition unique 5f avec le rendement le plus élevé (77%) et le temps de réaction le

plus court (entrée 6, Tableau 4).
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En résumé, l'addition sur le composé 4 de peracides aliphatiques comportant 4 a 8
atomes de carbone conduit a la formation de deux régio-isoméres avec la prévalence
d’hydroxyesters portant un groupe hydroxyle primaire (5¢ a 5e), alors que les
peracides a plus longue chaine (10 a 16 atomes de carbone) ne donnent lieu qu’a la
formation du produit de type 5. A I'exception des réactions avec les peracides
éthanoique et butanoique, des rendements satisfaisants de I'ordre de 70 a 80% sont
obtenus en moins de 24h, dans des conditions réactionnelles relativement douces
(40°C). A titre de comparaison et a rendements équivalents, I'estérification ou la
transestérification d’acides phénoliques en présence du méme catalyseur
(Novozyme 435) requiérent des conditions opérationnelles plus sévéres, comme des
températures plus élevées (50 a 60°C) et un temps de réaction plus long (7 a 30

jours) (Figueroa-Espinoza et Villeneuve, 2005).

De facon inattendue, tous les essais de lipophilisation du canolol silylé 3 se sont
avérés infructueux. En effet, dans les mémes conditions opératoires que celles
appliquées au 4-vinylguaiacol et quelle que soit la quantité d’enzyme (10%, 20%,
30%, m/m) aucun produit d’addition n'a été observé aprés 24 heures de réaction. Par
ailleurs, lors de la réaction directe de 3 avec I'acide méta-chloroperbenzoique (m-
CPBA) aucun produit d’addition n’a été observé aprés 23h, I'essentiel du produit de
départ 3 étant toujours présent dans le milieu réactionnel comme I'a confirmé
I'analyse par spectrométrie de masse (section 1.4 du chapitre 2). L’absence de réaction
en présence de Novozyme 435 n’est donc pas liée a une inhibition de I'enzyme par le
canolol silylé mais a la réactivité méme de la double liaison vinylique de ce dernier.
Comparée a celle 4-vinylguaiacol silylé 4, 'absence de réactivité du canolol silylé 3
indique clairement l'implication du groupement méthoxy supplémentaire en position
méta dans la désactivation de la liaison vinylique. A l'avenir, une étude plus
approfondie par modélisation moléculaire devrait permettre de mieux comprendre la
réactivité du canolol silylé 3, et plus généralement celle des composés phénoliques,

en présence de peracides.

La section suivante est consacrée a I'évaluation, par la méthode CAT, de I'activité

antioxydante des hydroxyesters phénoliques synthétisés a partir du 4-vinylguaiacol.
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.1.2 Evaluation de la capacité antioxydante par la méthode

des Triénes Conjugués Autoxydables (CAT)

Dans cette étude, le test CAT a été utilisé pour évaluer la capacité antioxydante des
esters phénoliques obtenus a partir du 4-vinylguaiacol 2. Ce test, est basé sur la
dégradation oxydative d’'une émulsion d’huile naturelle, I'huile de tung, dans laquelle
les triglycérides sont principalement composés d'acide alpha-éléostéarique [(9Z,
11E, 13E)-9,11,13-octadécatriénoique] (environ 85%). En raison de la présence d'un
triéne conjugué, cet acide gras absorbe fortement dans 'UV a 273 nm et est trés
sensible a I'oxydation. Par conséquent, en conditions oxydantes, une dégradation du
triéne conjugué se traduit par la perte du signal a 273 nm. Ces propriétés permettent
une évaluation directe, efficace, et rapide de I'oxydation des lipides dans les
systémes hétérophasiques. Représentatif du phénoméne d'oxydation des acides
gras insaturés dans les milieux complexes comme les aliments ou les systémes
biologiques (Laguerre et al., 2008) le test CAT est donc un outil pertinent d’évaluation

de la capacité antioxydante de molécules diverses.

L’activité antioxydante du 4-vinylguaiacol et des esters phénoliques synthétisés est
reportée dans le Tableau 4 (section précédente) et illustrée, en fonction de la
longueur de la chaine alkyle de I'ester, par la Figure 40. De I'examen des résultats, il
ressort clairement que lactivité antioxydante des esters phénoliques (i) est
significativement différente de celle du 4-vinylguaiacol, (ii) varie de fagon non linéaire
avec le nombre de carbone de la chaine alkyle et (iii) dépend du type d’hydroxyle,

primaire ou secondaire, porté par I'ester phénolique.

Concernant le dernier point, il est intéressant de constater qu’a nombre égal
d’atomes de carbone dans la chaine alkyle, les isomeéres a hydroxyle primaire ont
une acticité antioxydante supérieure a celle des isoméres a hydroxyle secondaire. I
est vraisemblable que cette différence soit liée a l'effet inductif négatif (-1) du
groupement hydroxyle aliphatique libre qui, lorsqu’il se trouve au plus prés du cycle
aromatique (cas des isoméres a hydroxyle secondaire), perturbe davantage la
stabilisation par résonnance des radicaux phénoxyles, et se traduit par une capacité

antioxydante moindre et une valeur CAT plus faible. Néanmoins, comme cela a été
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évoqué au début de ce chapitre, I'activité antioxydante d’'une molécule étant liée a sa
capacité a se placer préférentiellement a I'interface huile/eau, il n'est pas exclu que
les esters phénoliques a hydroxyle primaire aient une meilleure affinité pour
l'interface que leurs analogues a hydroxyle secondaire ainsi que des propriétés

tensioactives (formation de micelles ou d’agrégats) différentes.

B hydroxyesters phénoliques portant un hydroxyle primaire libre sur leur structures

1.0 ] Ohydroxyesters phénoliques portant un hydroxyle secondaire libre sur leur structures

09 -
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Valeur CAT (équivalents Trolox)
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0 2 4 6

Nombre de carbones de la chaine alkyle de l'acide carboxylique

Figure 40. Valeurs CAT du 4-vinylguaiacol (1) et des hydroxyesters phénoliques
portant un hydroxyle primaire libre (M) ou un hydroxyle secondaire libre ( ). Les
valeurs suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes, p < 0,05.

Les valeurs sont des moyennes = ET (n = 3).

En ce qui concerne les esters phénoliques possédant un groupe hydroxyle primaire
libre, une amélioration significative de l'activité antioxydante par rapport a celle du 4-
vinylguaiacol (valeur CAT de 0.40 £ 0.03) a été observée pour les esters a chaines
alkyles comportant 2, 4, 6 et 8 atomes de carbone [valeurs CAT respectives de 0.80
1+ 0.05 (5a), 0.49 + 0.04 (5b), 0.55 £ 0.01 (5¢) et 0.57 + 0.03 (5d)]. A l'inverse, les
esters a chaine alkyle a 10, 12, 16 et 18 atomes de carbone (5f, 5g et 5h,
respectivement) ont montré une capacité antioxydante inférieure a celle du 4-

vinylguaiacol avec des valeurs CAT comprises entre 0.12 et 0.24.
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En termes de capacité antioxydante, les esters phénoliques a hydroxyle primaire
peuvent donc étre classés dans l'ordre suivant: C4 (5b) > C6 (5¢) = C8 (5d) > C2
(5a) >> C10 (5e) = C12 (5f) = C16 (5g) > C18 (5h). Cet ordre montre qu’en milieu
émulsionné (Test CAT), il existe une relation non linéaire, appelée « effet cut-off »,
entre la longueur de la chaine alkyle de l'ester phénolique et la capacité
antioxydante, comme cela a été mis en évidence par d’autres auteurs avec
différentes séries d’esters phénoliques, les chrorogénates, rosmarinates et
coumarates d’alkyles (Bayrasy et al., 2013; Laguerre et al., 2009b; Sorensen et al.,
2014).

Ces études ont en effet montré que l'activité antioxydante en milieu émulsionné des
esters phénoliques augmente avec la longueur de la chaine alkyle jusqu'a un point
critique (correspondant a la Longueur de Chaine Critique, LCC) au-dela duquel toute
augmentation de la longueur de la chaine se traduit par un effondrement de I'activité
antioxydante. Pour ces trois séries d’esters phénoliques, l'activité antioxydante
optimale a été obtenue pour des longueurs de chaine alkyle comprises entre 8 a 12
atomes de carbone. En ce qui concerne les deux séries d'esters synthétisées a partir
du 4-vinylguaiacol, la capacité antioxydante la plus élevée a été obtenue avec une

chaine alkyle a 4 atomes de carbone.

La réactivité chimique intrinséque d'un antioxydant vis a vis d’espéces oxydantes,
c’est-a-dire sa capacité a céder un électron ou un atome d’hydrogene, n’est pas le
seul facteur qui régit son activité, cette derniere étant de nature multifactorielle
(Laguerre et al., 2014; Panya et al., 2012).

En milieux multiphasiques, outre la réactivité par rapport aux radicaux libres, la
position, la mobilité et la concentration aux interfaces sont autant de paramétres qui
vont conditionner l'efficacité d’un antioxydant. Il est maintenant admis que dans de
tels systémes, la lipophilisation affecte principalement les propriétés antioxydantes
en modifiant le partitionnement de la molécule dans les différentes phases du milieu
mais également ses propriétés tensioactives et d’autoassemblage. Ainsi, suivant sa
structure et sa polarité, une molécule pourra « exprimer » ou non sa capacité
antioxydante suivant si elle est présente dans la phase aqueuse, la phase lipidique

ou la pseudophase intermédiaire (interface) et si elle se trouve sous forme libre, de
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micelles ou d’agrégats (Laguerre et al., 2009a). Par conséquent, les hypothéses
suivantes peuvent étre avancées quant au déterminisme de l'activité antioxydante
des esters phénoliques a hydroxyle primaire qui peuvent se répartir en trois groupes

distincts.

Pour le premier groupe, représenté par ester éthylique 5a, la localisation est
essentiellement dans la phase aqueuse avec une interaction limitée avec l'interface
huile/eau ou l'oxydation se produit. La polarité de 5a est proche de celle du 4-

vinylguaiacol et les valeurs CAT sont donc peu différentes (Tableau 4).

L’ester butylique 5b, correspondant au deuxiéme groupe, est le dérivé ayant la plus
forte affinité pour linterface ou il va se concentrer davantage et contrer plus
efficacement I'oxydation lipidique induite par les lipoperoxy radicaux. La valeur CAT

est alors maximale.

Dans le troisieme groupe, composé des hydroxyesters a chaines moyennes (6 a 8
carbones) 'augmentation de la longueur de la chaine alkyle et donc du caractére
lipophile, se traduit par une diminution de la concentration des esters dans la phase
intermédiaire au profit de la phase lipidique. Dans le méme temps, la formation de
micelles ou d’agrégats a partir des esters, seuls ou associé au tensioactif de
I'émulsion, participe au retour des esters dans la phase aqueuse et a leur
éloignement de l'interface. Ces deux phénomeénes, qui contribuent a la diminution
progressive de l'activité antioxydante et donc des valeurs CAT, s’amplifient avec
I'allongement de la chaine alkyle pour devenir prépondérants dans le dernier groupe
constitué des esters d’akyles les plus lipophiles (chaine alkyle a 10 atomes de

carbone et plus).

111.1.3 Conclusion

La lipophilisation, par la modulation du caractere amphiphile, constitue un moyen
efficace d’améliorer 'activité antioxydante des composés phénoliques polaires dans
les systémes lipidiques multiphasiques. Elle concerne principalement les acides

phénoliques, benzoiques et hydroxycinnamiques, au travers de réactions
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d’estérification ou de transestérification avec des alcools de différentes natures. Ces
réactions peuvent étre catalysées par des lipases, notamment la lipase B de Candida
antarctica, dans des conditions sélectives, douces et respectueuses des principes de
la chimie verte avec néanmoins comme inconvénient des durées plus longues. Dans
cette étude nous avons montré que les vinylphénols pouvaient également servir de
substrat pour la synthése de composés phénoliques amphiphiles au travers d’une
réaction d’addition de peracides sur la double liaison vinylique. Dans cette réaction,
I'activité perhydrolase de la lipase B de Candida antarctica a été mise a profit pour
générer in situ les peracides, a partir de peroxyde d’hydrogéne et d’acides
carboxyliques de différentes longueurs de chaine. Des deux vinylphénols testés, seul
le 4-vinylguaiacol a montré une réactivité intéressante, le canolol s’avérant
totalement inerte vis-a-vis des peracides. L’addition électrophile des peracides sur la
double liaison vinylique au caractére nucléophile marqué du 4-vinylguaiacol a conduit
a la formation de deux types d’hydroxyester, 'un a hydroxyle primaire, l'autre a
hydroxyle secondaire, dans des proportions variables selon la longueur de la chaine
alkyle des peracides. Globalement, 'augmentation de la longueur de la chaine alkyle
du peracide favorise la formation des esters phénoliques a hydroxyle primaire pour
devenir exclusive a partir de 10 atomes de carbone. Dans un deuxiéme temps,
I'activité antioxydante de ces hydroxyesters phénoliques a été évaluée en émulsion
(test CAT) et comparée a celle du 4-vinylguaiacol. La série des esters a hydroxyle
primaire s’est avérée la plus intéressante avec une amélioration significative de
I'activité antioxydante (par rapport au 4-vinylguaiacol) pour les esters a chaine
alkyles comportant 2 a 8 atomes de carbone, le maximum étant obtenu pour 4
carbones. L’évolution non linéaire de la capacité antioxydante en fonction de la
longueur de la chaine alkyle de I'ester avec passage par un optimum (effet « cut-
off ») a été également observée en émulsion, confirmant ainsi les travaux antérieurs

de différents auteurs.

lll.2 SYNTHESES DE PRE-POLYMERES EPOXY BIOSOURCES PAR REACTIONS DE
DIMERISATION

Initiés dans le cadre d’un projet relatif a la production de résines époxy biosourcées,

les travaux présentés dans cette section visent a étudier la possibilité de synthétiser
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des diméres phénoliques ayant une structure chimique proche de celle de I'éther
diglycidylique de bisphénol-A (DGEBA) a partir de ressources renouvelables. De par
leur similitude structurelle, les molécules synthétisées devraient conduire a des
propriétés thermomécaniques assez similaires a celle attribuées au DGEBA. L'éther
diglycidylique du bisphénol-A (DGEBA), issu de la condensation du bisphénol A
(BPA) et de I'épichlorohydrine, est le pré-polymére le plus couramment utilisé dans
les formulations de résine époxy (Jain et al., 2003) et il est estimé qu'environ 75%
des résines époxy présentes sur le marché sont produites a partir de ce pré-

polymére.

Dans un contexte ou la recherche d’alternatives au bisphénol A et ses dérivés est
devenue un enjeu majeur et dans le but de synthétiser des précurseurs époxy a
partir de ressources renouvelables, la synthése de diméres aromatiques a été
envisagée selon deux voies distinctes: d'une part la métathése croisée (MC), c'est a
dire la dimérisation des composés 1, 2 et 8 et, d'autre part, la dimérisation de
I'eugénol 8 par O-alkylation avec le 1,5-dibromopentane suivie de [I'époxydation

chimio-enzymatique des doubles liaisons allyliques du dimére obtenu.

lll.2.1Dimérisation par métathése croisée

Les composés phénoliques naturels choisis pour cette étude sont le canolol 1, le 4-
vinylguaiacol 2 et 'eugénol 8 (Figure 41). Les caractéristiques générales du canolol
et du 4-vinylguaiacol ont été décrites précédemment (section 111.3.3 du chapitre 1, et

section I11.1 du chapitre 3).

L’eugénol (2-méthoxy-4-(2-propenyl)-phénol), sous forme libre ou d’acétate, est le
principal constituant de I'huile essentielle de clou de girofle (Syzygium aromaticum)
(>80%, m/m). |l est utilisé pour ces propriétés médicinales, mais aussi comme agent
de flaveur et de conservation des aliments (Hyun-Hee et al., 2011; Olmedo et al.,
2015; Raja MRC, 2015). L'eugénol naturel (il peut étre également synthétisé par
réaction du guaiacol avec le chlorure d’allyle) est extrait de I'huile essentielle obtenue
a partir des feuilles, des bourgeons et des tiges de girofliers par distillation a la

vapeur d’eau ou par extraction au Soxhlet avec de I'éthanol. Produit peu colteux (=
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4.5 €kg’', (Kaufman, 2015) et commercialement disponible, I'eugénol est un
antimicrobien naturel avec des propriétés analgésiques légéres. Il est couramment
utilisé comme parfum et agent aromatisant dans une variété de produits cosmétiques
et certains produits alimentaires. En outre, ce produit naturel posséde d'autres
activités biologiques intéressantes, notamment antioxydante, anti-inflammatoire,
antiseptique, antispasmodique, antidépressive, antigénotoxique et
anticarcinogénique (Kaufman, 2015; Olmedo et al., 2015). L’eugénol est aussi utilisé
en chirurgie dentaire, sous la forme d’eugénate, pour des pansements et pour
I'obturation des canaux dentaires. La structure particuliere de I'eugénol et sa large
disponibilit¢ en font un produit naturel trés intéressant dans les formulations
chimiques ou il constitue I'un des produits de départ pour la synthése de certains
composés bioactifs naturels, d'esters, d'hétérocycles, de macrocycles et de

polyméres (Kaufman, 2015).

X X
—0 o— o— o—
HO HO OH
1 2 8
Canolol 4-vinylguaiacol Eugénol

Figure 41. Structures chimiques de 1, 2 et 8.

Outre le fait d’étre accessibles a partir de ressources renouvelables, les composés 1,
2 et 8 présentent I'intérét d’avoir des différences structurales dont les effets peuvent
étre étudiés dans les réactions mises en jeu. Ainsi, les éventuelles différences de
réactivité entre le canolol 1 et le 4-vinylguaiacol 2 pourront étre mises en relation
avec la présence d’'un groupement méthoxy supplémentaire en position méta, tandis
gu’entre le 4-vinylguaiacol 2 et I'eugénol 8, elles pourront étre liées au caractére
conjugué ou non des doubles liaisons vinyliques et allyliques avec le cycle

aromatique.
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n.2.1.1 Etude préliminaire : définition des conditions de

synthése

Dans un premier temps, la stratégie de synthése des dimeéres diglycidylés a partir
des composés phénoliques cités ci-dessus, a consisté en: i) la dimérisation des
composeés 1, 2 et 8 par réaction de métathése croisée, puis ii) I'allylation alcaline des
groupements hydroxyle phénoliques des diméres résultants, et enfin iii) 'époxydation
chimio-enzymatique des doubles liaisons O-allyliques introduites en groupements

oxiranes.

La dimérisation des composés 1, 2 et 8 en présence du catalyseur de Grubbs Il
(C46Hes5CI2N2PRuU) a d’abord été étudiée. Chacun des ces composés a été dissous
dans du dichlorométhane en présence de 5% (en moles) de catalyseur, tel que décrit

dans la partie expérimentale et représenté sur la Figure 42.

Oy
o Grubbs Il (5 moles%)
OH CH,Cl,, T=42°C,48h 1O Q

8 (0] 8a, 15%
Eugénol

Figure 42. Métathése croisée du composé 8.

Dans ces conditions et a partir de I'eugénol, le dimére 8a a été obtenu avec un
rendement faible de 15%. Une quantité non négligeable de produits inconnus
(impossible a caractériser) a été également produite. Dans le cas des composés
vinyliques 1 et 2, aucun produit de dimérisation n’a été observé. Seuls des produits
colorés de structure inconnue et trés peu solubles dans les solvants organiques

usuels ont été obtenus.
Afin d’expliquer ces résultats, il faut se reporter au mécanisme de la réaction de

métathése croisée, et plus particulierement aux interactions entre le métal et les

substrats comportant des hydroxyles. Il est rapporté en effet qu'en présence d'alcool,
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les complexes de ruthénium catalysent respectivement la réduction des cétones
saturées et insaturées en alcools secondaires et en cétones saturées, les alcools
jouant le role de source d'hydrogéne (Gladiali et Mestroni, 1998; Schmidt, 2004).
Dans le mécanisme de transfert d'hydrogéne, les complexes chlorés de ruthénium
peuvent former des complexes alkoxydes en s’associant avec les alcools primaires
(Figure 43).

\\\\\

[Ru—Cl + HO" R —= § +HCl

' complexe |
. alkoxyde |

7
/
_/

Figure 43.Transformation du chlorure de ruthénium en complexe alkoxyde.

Cette transformation est facilitée par I'addition d'une base qui augmente la labilité du
proton du groupement hydroxyle de I'alcool. Dans le cas des composés phénoliques,
et particulierement des composés 1 et 2, I'effet mésomére donneur induit par le
groupement vinyle renforce la charge négative sur 'atome d’oxygéne et accroit la
labilité du proton hydroxyle. L'attraction entre le ruthénium et les composés
phénoliques se trouve renforcée, permettant ainsi la formation des complexes
alkoxydes (Figure 43). D'autre part, en fonction de la configuration du complexe
alkoxyde, un phénoméne de recouvrement p-p entre les cycles aromatiques du
catalyseur de ruthénium et ceux des composés phénoliques peut se produire. Par
conséquent, les produits inconnus résultant de la réaction du catalyseur de Grubbs Il
avec les composés 1, 2 ou 8 semblent étre des homologues du complexe alkoxyde
de ruthénium. D'aprés ces observations, il est raisonnable de penser que les
groupements hydroxyles phénoliques libres des composés 1, 2 et 8 soient a 'origine
de cette réactivité particuliére vis a vis du catalyseur de Grubbs. Afin de confirmer
I'implication des groupes hydroxyles phénoliques dans ce mécanisme de
complexation, I'hydroxyle phénolique libre du composé 2 a été méthylé par
éthérification avec de l'iodure de méthyle en présence de carbonate de potassium.
La métathése du produit brut obtenu a été ensuite réalisée a 42°C en présence du

catalyseur de Grubbs Il (5% en moles) (Figure 44).
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X 1) CH,l (1 eq.)
K,CO; (2 eq.)

l
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OH 2) Grubbs Il (5 moles%)
CH,CI,
2 42°C, 48h 7a, 80%

Figure 44. Protection de I'hydroxyle phénolique du composé 2 par O-méthylation

suivie de la réaction de métathése croisée.

Au bout de 48 heures de réaction, le dimére 7a a été obtenu avec un rendement de
80%, et sa structure confirmée par RMN "H (section 1.5, chapitre 2). L'éthérification
de I'hydroxyle phénolique a été établie par I'absence du signal caractéristique du
proton de [I'hydroxyle phénolique (a 9,06 ppm) et I'apparition d’un singulet a 3.82
ppm. De plus, les signaux a 5.04 a 6.65 ppm (systeme ABX) qui caractérisent le
groupement vinyle ont disparu et ont été remplacé par un signal a 7.07 ppm, relatif a

la double liaison substituée.

Ce résultat démontre clairement que la désactivation du catalyseur par formation de
complexes alkoxydes et de produits indésirables est induite par les groupements
hydroxyles libres des composés phénoliques, phénoméne d’autant plus important
que le cycle aromatique est conjugué avec une double liaison comme dans le cas
des vinylphénols 1 et 2. La protection préalable de I'hydroxyle phénolique s’avére
donc indispensable au succés de cette réaction de métathése croisée avec de tels
substrats. Pour cela, nous avons choisi la réaction de glycidylation, qui consiste a
substituer les protons hydroxyles phénoliques par des groupements méthyloxirane.
Elle présente en effet le double avantage de protéger les groupements hydroxyles et
d’introduire les groupements fonctionnels époxy désirés. Nous avons donc modifié
notre stratégie initiale en effectuant la réaction de métathése croisée sur les
composés 1, 2 et 8 préalablement glycidylés a l'aide de I'épichlorohydrine (Figure
45).
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Figure 45. Schéma de rétrosynthése du dimére diglycidylé de I'eugénol. La méme

voie a été utilisée pour la dimérisation des dérivés glycidylés de 1 et 2.

.2.1.2 Glycidylation du canolol 1, du 4-vinylguaiacol 2 et de

I’eugénol 8

En se basant sur des études antérieures de I'équipe et portant sur la production de
polyméres époxy biosourcés (Aouf et al., 2012; Nouailhas et al., 2011), la réaction de
glycidylation des composés 1, 2 et 8 a été réalisée a l'aide d'épichlorohydrine en
milieu alcalin et en présence d'un catalyseur de transfert de phase, le chlorure de
benzyltriéthylammonium (BnEtsNCI), telle que décrite dans la partie expérimentale et

représentée sur la

Figure 46.
R1
o)
R! 1) >~ Cl(4eq), BnEt;NCI (0.05 eq)
100°C, 1 h
R? OMe
R? OMe o
OH ) NaOH,, (2 eq), BnEt;NCI (0.05 eq)
30°C, 1h 30
o)
1 R'= —S=CH2 R? = OCHjy4 9, 90%
2 R's _S:CHZ R2=H 10,80%
8 R'= —Hzc—ﬁ:CH2 RZ=H 11, 84%

Figure 46. Réactions de glycidylation des composés 1, 2 et 8.
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Dans ces conditions, les composés 1, 2 et 8 ont respectivement conduit aux dérivés
glycidylés 9, 10 et 11, avec des rendements aprés purification compris entre 80 et
90%.

.2.1.3 Métathese croisée des produits de glycidylation du canolol

9, du 4-vinylguaiacol 10 et de I’eugénol 11

L’homodimérisation par métathése croisée (MC) des dérivés glycidylés 9, 10 et 11 a
été réalisée en présence de catalyseur de Grubbs Il (5% en mole) dans le
dichlorométhane, a 45°C pendant 48 h. Afin de produire une large gamme de
diméres aromatiques, les réactions de métathése croisée de 9 avec 10, 9 avec 11 et
10 avec 11 ont également été réalisées dans les mémes conditions opératoires. Les
produits résultants de ces réactions sont présentés dans le Tableau 4 et sur la Figure
47.

Tableau 5. Métathése croisée des dérivés glycidylés 9, 10 et 11.

Produits de métathése

Entrée Monomeéres Rendement ? (%)
Homodiméres Hétérodiméres
14 56
i 11 13 10
17 14
B 10 3 76
"""" i 9 2718
''''''''''''''''''''''''''''''''''''' 134
iv 10+11 14 10
17 36
''''''''''''''''''''''''''''''''''''' 14 1
y 9411 12 16
16 48
15 5
''''''''''''''''''''''''''''''''''''' 12 3
Vi 9+10 13 24
15 30

#Rendement en produit pur, aprés chromatographie sur gel de silice.
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Figure 47. Produits obtenus par métathése croisée des composés 9, 10 et 11.

Comme montré sur la Figure 47, trois types de liaisons résultent des réactions de MC
de 9, 10 et 11: la liaison « allyle-allyle » (composé 14), la liaison « vinyle-vinyle »

(composés 12, 13 et 15) et la liaison « vinyle-allyle » (composés 16 et 17).

Selon le type de liaison, les signaux de RMN 'H des protons oléfiniques (H7 et H8)
présentent différents déplacements chimiques (Figure 48). La caractérisation
structurale de tous les diméres a été réalisée a partir de plusieurs analyses RMN 1D
et 2D, ce qui a permis I'attribution de tous les protons et carbones. Les analyses ont
montré que, pour chaque dimeére, un seul isomére E ou Z a été formé car un seul
ensemble de signaux a pu étre observé. La détermination de la configuration relative
de la double liaison n'a été possible que pour des diméres 15 et 17 pour lesquels les
constantes de couplage des protons oléfiniques ont été égales a ~16 Hz, une valeur
caractéristique d'une configuration E. Dans les molécules 12, 13 et 14, les protons
oléfiniques sont chimiquement et magnétiquement équivalents, ce qui a empéché la
mesure de leurs constantes de couplage oléfiniques et, par conséquent, la
détermination de la configuration géométrique de la double liaison. Dans le cas du

dimére 16, bien qu’il s’agisse d’'une molécule asymétrique, les signaux des protons
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oléfiniques se chevauchent, ce qui empéche la mesure de leur constante de
couplage et par conséquent la détermination de la configuration de la double liaison.
Selon les études par modélisation de Bahri-Laleh et al. (2011), les E-isomeéres sont
majoritairement formés dans la réaction de métathése d’oléfines en présence de
catalyseur au ruthénium. Leurs travaux démontrent que d'un point de vue
énergétique (états de transition), la formation des complexes métallisoméres Z est
plus favorable, mais que ces derniers se transforment graduellement en complexes
métal/isoméres E, plus stables. Cependant les alcénes de configuration E ont
tendance a se détacher beaucoup plus facilement du métal a la fin de la réaction
(comparés aux isomere Z) ce qui suggere que les isoméres Z demeurent associés
au métal jusqu’a ce qu’ils se convertissent en isoméres E avant de retourner dans le
milieu réactionnel. Au vu de ce qui précéde et étant donné que les molécules
asymeétriques se sont révélées étre de configuration E ; nous pouvons supposer que

tous les diméres formés ont adopté cette configuration.

165



Reésultats et discussion

J

63

Chemical Shift (ppm)

T T T

T T T T T
67 66 5BS 560 555

Chemical Shift (ppm)

T
68

i O
m
6 5 e
ool ~ 1/ N\
O Ans
‘ SN /Ty
5 Y BB o 53
o ] o |
5
M
7!2 711 I 770 l S‘SIJ
Chemical Shift (ppm)
SABA
4 5
6
e, s o
3 >
) 1 O\/<J
O oo gy
68 3B
34
n [l
5B
7?0 8?9 l 513 ' ST? 5-55 6.:30

Chemical Shift (ppm) Chemical Shift (ppm)

Figure 48. Les spectres RMN "H des composés de 14, 13 et 17 illustrant les signaux

de liaisons oléfiniques.
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La dimérisation par métathése de 9 et 10 a respectivement conduit aux produits
aromatiques diglycidylés 12 et 13, avec des rendements presque équivalents de 76% et
78%, respectivement (entrées ii et iii, Tableau 4). Dans le cas du composé 11 (entrée i,
Tableau 4), la réaction de métathése a donné en plus de I'hnomodimeére attendu 14
(rendement de 56%), d’autres dimeéres identifiés comme étant 13 et 17. La formation
de ces deux diméres a été attribuée a I'isomérisation partielle de la double liaison du
composé 11. |l est en effet bien connu que les catalyseurs au ruthénium peuvent
isomériser les doubles liaisons (Courchay et al.,, 2003; Lehman et al., 2003). Le
mécanisme conduisant a la formation de I'espéce de ruthénium-hydrure responsable

de cette isomérisation a été décrit en détail par Schmidt (Schmidt, 2004) et présenté

[Ru] R
E

dans la Figure 49.

\Tﬁ R
[Ru] H
H F
\ [Ru]-H /
R/*’//
G

Figure 49. Mécanisme d’isomérisation d’'un alcéne en présence de ruthénium via

formation de complexes d’hydrure de m-allyle (d’aprés (Schmidt, 2004).

Ce mécanisme implique la coordination de la double liaison de I'oléfine avec le
complexe de ruthénium E pour former I'espéce F. L’intermédiaire G, résulte de la
migration d’un hydrure de la position allylique de lalcéne vers le métal. Une
élimination réductive conduit au complexe H, a partir duquel, le substrat se dissocie

pour régénérer I'espece catalytique E.

En outre, cette activité d’isomérisation n’est pas spécifique au ruthénium et peut étre

catalysée par plusieurs métaux de transition (Morrill et D'Souza, 2003). Dans le cas
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du composé 11, l'action du catalyseur au ruthénium associée au systéme conjugué
créé par la migration de la double liaison, favorise la conversion partielle de 11 en
11a (Figure 50). L’homodimérisation de 11a conduit alors a la formation du produit 13
tandis que la réaction de 11 et 11a produit le biphényle 17. Dans les deux cas, les

molécules de prop-1-éne sont libérées.

I =
[Ru]
OMe OMe
0 Ok
1> 0
11a

1" —

Figure 50. [somérisation partielle de 11 en 11a, en présence du catalyseur de Grubbs II

(Ru-catalyseur).

Malgré cette réaction secondaire, le produit 14 a été obtenu avec un rendement plus
élevé par rapport aux dimeres 13 (10%) et 17 (14%), ce qui indique que la réaction

de dimérisation se produit plus rapidement que la migration de la double liaison.

Outre I'homodimérisation de 9, 10 et 11, chaque composé glycidylé a réagi avec
'autre dans les conditions de métathése citées précédemment. Généralement, la
métathése croisée de deux alcénes différents conduit a la formation de trois
molécules: I'hétérodimere souhaité ainsi que les deux homodimeéres. Ceci a pu étre
vérifié au cours de la réaction de métathése de 9 avec 10 (entrée vi), conduisant a
I'hnétérodimére 15 avec un rendement de 30% et aux homodiméres 12 et 13 avec des
rendements respectifs de 24% et 33%. Le rendement plus élevé de 'lhomodimére 12
(33%) par rapport a 'hnomodimére 13 (24%) suggére une réactivité supérieure de 9
par rapport a 10. En effet, si ces deux composés avaient la méme réactivité, les
homodimeéres 12 et 13 représenteraient chacun en théorie un quart des produits
formés, I'’hétérodimére 15 constituant I'autre moitié. Cette différence de réactivité est
vraisemblablement due au groupement méthoxy supplémentaire en position méta du

composeé 9.
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La métathése croisée de 10 et 11 (entrée iv) a conduit aux composés 13, 14 et 17
avec des rendements respectifs de 44%, 10% et 36%, c'est a dire les mémes que
ceux obtenus lors la réaction d’homodimérisation de 11. Le fait que 'homodimeére 13
a été formé majoritairement peut s’expliquer par I'augmentation de la proportion de

composeés vinyliques issus l'isomérisation du composé 11 dans le milieu réactionnel.

Enfin, avec un rendement de 48%, I'hétérodimére 16 s’est avéré le produit majoritaire
de la réaction de métathése croisée de 9 et 11. Les homodiméres 12 et 14 ont aussi
été obtenus, dans des quantités égales (rendement de 16% pour chaque produit). La
formation majoritaire de I'nétérodimére 16 est en accord avec les données de la
littérature qui montrent que la métathése croisée d'alcénes portant des groupements
allyliques (ou des chaines alkyles plus longues) forme principalement des produits
asymeétriques (Forget-Champagne et al., 2001). D'autre part, le phénomeéne
d'isomérisation ne semble pas trés important dans ce cas. En effet, le dimére 15 a
été formé avec un rendement trés faible (5%) et le produit résultant de la réaction de

11 avec 11a (composé 17) n'a pas été observé.

En résumé, 'homodimérisation des dérivés glycidylées 9, 10 et 11 a conduit a la
formation des diméres symétriques correspondants 12, 13 et 14, avec de bons
rendements et une haute diastéréosélectivité. Au cours de la MC du composé 11
l'isomérisation de la double liaison a eu lieu, conduisant a la production de
I'hétérodimere 17. En couplant le composé 9 avec 10 ou 11, deux nouveaux dimeres
(15 et 17, respectivement) ont été obtenus avec des rendements équivalents. Dans
la plupart des cas, les réactions de MC ont conduit a des mélanges de diméres. Ceci
ne constitue pas un obstacle pour la formulation des résines époxy ni pour les
propriétés de ces derniéres, les structures des diméres obtenus étant relativement
proches. Néanmoins, si la synthése de substituts potentiels au DGEBA par
métathése croisée de I'eugénol, du canolol et du 4-vinylguaiacol a pu étre démontrée
ici, des études complémentaires devront étre menées pour évaluer, d’'une part, la
toxicité des molécules obtenues et, d’autre part, la faisabilité de leur mise en ceuvre

dans les résines époxy.

Dans l'optique d’élargir la gamme de composés de substitution du bisphénol-A et ses

dérivés, une autre voie de dimérisation, basée sur la dimérisation par O-alkylation
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suivie de I'époxydation chimio-enzymatique des doubles liaisons, a été étudiée avec
'eugénol comme substrat modéle. Les résultats de cette étude sont présentés dans

la section suivante.

11.2.2 Synthése de dimeéres glycidylés de Il'eugénol par O-
alkylation avec le dibromopentane et époxydation des doubles

liaisons allyliques

Cas particulier de la réaction de synthése des éthers de Williamson, la O-alkylation
des composés phénoliques se base sur la forte nucléophilie des ions phénolates
aisément générés par l'action d’'une base comme le carbonate de potassium. Cette
réaction, de type Sn2 en présence d’halogénures d’alkyle primaires, est mise en
ceuvre dans des solvants aprotiques dipolaires comme le DMSO ou le DMF, ces
derniers ayant la particularité d’accélérer la réaction par la solvatation du contre-ion

et le renforcement du caractére nucléophile de I'oxygéne.

En présence de a,w-dihalogénoalcanes, la réaction conduit a la formation de diéther
phénoliques et constitue la deuxiéme voie d’accés aux dimeéres phénoliques a

laquelle nous nous sommes intéressés.

Pour cette voie de dimérisation, seul 'eugénol 8 a été retenu, les vinylphénols 1 et 2
ne pouvant conduire aux produits époxydés désirés pour les raisons évoquées

précédemment (voir partie lipophilisation, section Ill.1, chapitre 3).

La réaction (Figure 51) a été réalisée en milieu alcalin (K,CO3) avec 'eugénol 8 et du
1,5-dibromopentane en exces afin de limiter le produit de mono-substitution. Apres
48h a 25°C, le dimére 18 a été obtenu comme produit unique, avec un rendement

final de 70% apres purification.

L'époxydation chimio-enzymatique des doubles liaisons allyliques du dimere 18 a
ensuite été réalisée selon la réaction de Prilezhaev, en présence de peroxyde
d'hydrogéne (H20>) et de la lipase B de Candida antarctica sous forme immobilisée

(Nonozyme 435). En effet, grace a son activité perhydrolase, cette enzyme en
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présence de peroxyde d'hydrogéne est capable de convertir des acides gras saturés

ayant de 4 a 22 atomes de carbone en leurs peracides correspondants, comme
décrit en section IV.2.2.2 (chapitre 1) (Bjorkling et al., 1992).

0.6 ¢q.K,CO;,
+ 05eq B ~_~_B ——
o~ DMF 25 C

OH 70%
Mécanisme

| I
e — * 8"‘Q/\/\/B"
0~ 0~
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I eaaulireg B
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Figure 51. Réaction de O-alkylation de I'eugénol 8 avec le 1,5-dibromopentane.
L’époxydation non catalytique des doubles liaisons est ensuite assurée par les

peracides précédemment formés selon le mécanisme classique proposé par

Bjorkling et al. (1990) est représenté sur la Figure 52.
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Figure 52. Mécanisme de la réaction d'époxydation de Prilezhaev en présence de

peracides générés in situ par une lipase (d’aprés Abdulmalek et al. (2014)).

En se basant sur des travaux précédents de I'équipe dans lesquels des composés
phénoliques O-allylés ont été époxydés en présence de Novozyme 435 (Aouf et al.,
2012), le toluéne a été choisi comme solvant, I'acide octanoique (C8) comme
transporteur d'oxygéne actif et le peroxyde d'hydrogéne comme donneur d'oxygéne
(Figure 53). L'action du peracide octanoique généré in situ a conduit au dérivé
diepoxydé 19 avec un bon rendement (78%). Il est intéressant de noter que le
produit mono-époxydé n'a pas été formé, ce qui illustre la grande réactivité des

doubles liaisons allyliques de 18 en présence du peracide octanoique.

Novozyme 435 (20%, m/m)
2 eq. Acide caprylique (C8)

05eq.Br_~_~_Br —0 o© 3.6 eq. H,0, —0 o0

o~ 0.6 eq. K,CO,, DMF Toluene _\_\_\
25°C, 48h o 40°C, 48h

OH g

8 18, 70% 19, 78% o

\ O

Figure 53. Synthése chimio-enzymatique du dimére 19.
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11.2.3 Conclusions

Le but de cette étude était de fournir es stratégies synthétiques simples et
polyvalentes pour la production de diméres phénoliques diglycidylés a partir de
ressources renouvelables. La glycidylation du canolol 1, du 4-vinylguaiacol 2 et de
I'eugénol 8 avec I'épichlorohydrine suivie de la réaction de métathése croisée des
dérivés glycidylés a converti les trois composés phénoliques naturels en un
ensemble de diméres homo- et hétéro-phénoliques (12-17) avec un bon rendement
et une haute diastéréosélectivité. D'autre part, la réaction de l'eugénol avec le 1,5-
dibromopentane a conduit au dimere diallylique 18, transformé ensuite en produit

diepoxydé 19 a travers I'époxydation catalysée par la lipase B de Candida antarctica.

Ces deux voies de synthése ont été réalisées en présence de catalyseurs dans des
conditions douces, répondant ainsi aux concepts de la chimie verte. Les trois
composés phénoliques glycidylés choisis ont pu servir de substrats pour la réaction
de métathése croisée. Les dimeéres obtenus a partir de cette réaction sont
différemment substitués et possédent une double liaison dans leur structure
chimique. Cette derniere peut étre fonctionnalisée de diverses maniéres, ce qui
ouvre la voie a plusieurs possibilités d'application. La fonctionnalisation chimio-
enzymatique de l'eugénol a donné lieu a un dimere diglycidylé de structure différente
par rapport a la réaction de MC. En modifiant la longueur de la chaine de
'halogénure d’alkyle, une variété de diméres époxydés offrant des propriétés

mécaniques différentes pourrait étre synthétisée.
Dans tous les cas, les diméres biosourcés synthétisés comprennent deux cycles

aromatiques portant chacun un groupe méthyle oxirane, ce qui fait de ces molécules

de bons candidats pour la substitution du DGEBA.
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IV. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Cette derniére décennie a connu un fort développement des cultures oléagineuses
en Europe et plus particulierement en France ou le colza est la plus importante
d’entre elles avec prés de 5Mt de graines produites a des fins alimentaires (huile,
protéines) et non alimentaires (biodiesel, oléochimie). Cela s’est traduit par une
hausse de la production de tourteaux de colza permettant de répondre en partie aux
besoins en protéines de l'alimentation animale et de réduire les importations de
tourteaux de soja. L’autre intérét du tourteau de colza réside dans sa forte teneur en
composés phénoliques, essentiellement des esters dacide sinapique
(sinapoylcholine, sinapoylglucose) mais également du canolol (4-vinylsyringol) formé
a partir des précédents. Ce vinylphénol, de part sa structure et sa réactivité, constitue
une molécule plateforme intéressante pour la production de composés antioxydants
amphiphiles et de précurseurs de résines époxy, potentiels substituts de DGEBA
(diglycidyl éther de bisphénol-A). Les travaux réalisés s’inscrivent donc dans un
contexte global de durabilité des filieres avec (i) la mise en application des concepts
de bio-raffinerie et de chimie verte, (ii) et la création de valeur ajoutée a des

coproduits par la synthése de nouvelles substances fonctionnelles biosourcées.

La premiere partie de cette thése a concerné I'étude de limpact de différents
traitements industriels appliqués aux tourteaux de colza, sur la teneur en composés
phénoliques, et plus particulierement celle du canolol. Les paramétres suivant ont été
étudiés : (i) le temps d'incubation apres hydratation: 0, 2 et 18 heures et (ii) les
traitements thermiques : standard, avec (160°C) ou sans (105°C) vapeur surchauffée
- ou par micro-ondes, avec (180°C) ou sans (160°C) vapeur surchauffée. Quel que
soit le temps d’incubation, I'hydratation du tourteau n’a eu aucune influence
significative sur la teneur en composés phénoliques totaux des échantillons traités
par cuisson standard (CS et CSVS), ce qui suggére que I'hydrolyse par les enzymes
endogénes n’a pas eu lieu. En revanche, ce traitement a eu un effet positif mais non
proportionnel sur les teneurs en sinapine, acide sinapique et canolol lors des
traitements assistés par micro-ondes (CMO et CMOVS). Enfin, indépendamment du
traitement, seule une partie de l'acide sinapique initialement présent dans le

tourteau, ou formé pendant les processus testés, a été converti en canolol. La
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température du traitement ainsi que le temps d’exposition appliqués a I'échantillon
sont apparus comme des facteurs déterminants dans la formation du canolol (une
molécule particulierement sensible a la température et a I'oxydation) mettant en
lumiére 'avantage du traitement par micro-ondes. Finalement, une optimisation de la
production de canolol par le traitement micro-ondes de tourteaux préalablement
hydratés peut étre envisagée en portant une attention particuliéere au temps
d’exposition. Une application de traitements d’hydrolyse et de décarboxylation par
des enzymes (hydrolases et décarboxylases) directement sur I'extrait phénolique des
tourteaux pourrait étre envisageait afin de produire des quantités plus importantes de

canolol.

La deuxiéme partie de la thése a été consacrée a la synthése de composés
antioxydants amphiphiles a partir du canolol et du 4-vinylguaiacol et I'évaluation de
leur I'activité antioxydante. En effet, ces composés connus essentiellement pour leur
activité antioxydante, ont une polarité susceptible de limiter leur utilisation ainsi que
leur efficacité dans des formulations lipidiques complexes. Afin de contourner cette
difficulté, leur lipophilisation par addition électrophile de peracides sur leur double
liaison vinylique a été envisagée. Dans cette réaction, les peracides ont été générés
in situ par la perhydrolyse d’acides carboxyliques aliphatiques de différentes
longueurs de chaine (2 a 18 atomes de carbone) catalysée par la lipase B de
Candida antarctica en présence de peroxyde d’hydrogene. Alors que le canolol s’est
avéré inactif vis-a-vis des peracides, le 4-vinylguaiacol a conduit a la formation
quantitative (rendements globaux compris entre 70% et 80% pour les acides a 4-16
carbones) de deux types d’hydroxy-esters (a hydroxyle primaire ou secondaire),
'isomére a hydroxyle primaire libre étant prépondérant, voire exclusif dans le cas
des peracides a plus de 8 carbones. Les produits obtenus par la lipophilisation du 4-

vinylguaiacol pourraient étre appliqués dans la chimie fine (tensioactifs...).

En ce qui concerne la réaction avec le canolol, une étude approfondie de sa

réactivité face aux péracides semble étre pertinente.
Dans un deuxiéme temps, l'activité antioxydante du 4-vinylguaiacol et des hydroxy-

esters obtenus a été évaluée en milieu émulsionné par la méthode CAT (Conjugated

Autoxidizable Triene Assay) et exprimée en équivalents trolox (ET). Concernant les
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isomeéres a hydroxyle secondaire, seul I'ester butylique (valeur CAT : 0,55 + 0,01 ET)
s’est montré plus efficace que le 4-vinylguaiacol (valeur CAT : 0,40 £ 0,03 ET). En,
revanche, l'activité antioxydante des isoméres a hydroxyle primaire s’est avérée
supérieure a celle du 4-vinylguaiacol pour les esters comportant 2 a 8 carbones dans
leur chaine alkyle, avec un maximum pour I'ester butylique (valeur CAT : 0,80 + 0,04
ET). Ces résultats ont confirmé I'évolution non linéaire de I'activité antioxydante en
fonction de la longueur de la chaine alkyle de I'ester avec passage par un optimum,
dénommée « effet cut-off » par d’autres auteurs, et des hypothéses ont été avancées

quant au déterminisme de ce phénomeéne en milieu émulsionné.

Bien que I'activité antioxydante de certains hydroxyesters phénoliques se soit avérée
supérieure a celle du 4-vinylguaiacol, elle reste néanmoins relativement faible
comparée a celle de certains acides hydroxycinnamiques ou leurs esters : acide
chlorogénique, valeur CAT: 2,05 £ 0,03 ET; Chlorogénate de dodécyle, valeur
CAT: 2,97 = 0,13 ET; acide rosmarinique, valeur CAT: 521 + 0,25 ET;
rosmarinate d’octyle, valeur CAT : 15,31 * 1.39 ET. Parmi les différentes voies
d’amélioration envisageables, I'estérification des esters phénoliques a hydroxyle
primaire avec des acides hydroxycinnamiques nous semble intéressante. Comme
illustré ci-dessous, l'estérification par I'acide caféique permettrait d’accéder a des
analogues de rosmarinates d’alkyle dont nous avons mentionné précédemment la

forte activité antioxydante.
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Une autre possibilité interessante serait I'étude de la capacité antimicrobienne des

hydroxyesters de 4-vinylguaiacol synthetisés dans ce travail.
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Enfin, dans la derniére partie de la thése, nous avons étudié la possibilité de produire
des diméres phénoliques ayant une structure chimique proche de celle de I'éther
diglycidylique de bisphénol-A (DGEBA). Dans cette optique, la synthése de dimeéres
diglycidylés du canolol, du 4-vinylguaiacol et de I'eugénol a été envisagée selon deux
voies de synthese. La premiére a consisté en la réaction des trois composés
phénoliques avec I'épichlorohydrine pour conduire a leurs dérivés glycidylés puis la
dimérisation de ces dérivés, seuls ou deux par deux, par réaction de métathése
croisée. Par cette voie, divers diméres phénoliques (homodiméres et hétérodiméres)
ont été obtenus avec de bons rendements et une haute diastéréosélectivité. En
outre, les proportions et structures des dimeres obtenus ont permis de mettre en
évidence des différences de comportement entre les composés phénoliques,
notamment la réactivité supérieure du canolol par rapport au 4-vinylguaiacol
(attribuée a son groupe méthoxy supplémentaire) et I'isomérisation de la liaison

allylique de I'eugénol par le catalyseur au ruthénium.

Concernant la deuxiéme voie de synthése, la dimérisation de 'eugénol a été réalisée
dans des conditions douces par éthérification a I'aide du 1,5-dibromopentane, suivie
de I'époxydation chimio-enzymatique des doubles liaisons allyliques. Le dimére

époxydé de I'eugénol a été obtenu avec un rendement global de 78%.

Si, au travers de ces deux voies de synthése, nous avons démontré la possibilité
d’accéder a de nouveaux substituts potentiels de DGEBA a partir de composés
phénoliques naturels renouvelables, deux points essentiels restent néanmoins a
traiter pour en démontrer l'intérét : d’'une part, 'absence de toxicité de ces molécules

et, d’autre part, la faisabilité de leur mise en ceuvre dans les résines époxy.

Concernant le premier point, une étude portant sur le caractére perturbateur
endocrinien des molécules obtenues est en cours de réalisation en partenariat avec
le Pr Eric Dubreucq (Montpellier SupAgro, UMR IATE) et le Dr Héléne Fulcrand (DR
INRA, UMR SPO). Grace a des outils de modélisation moléculaire, cette étude
devrait nous renseigner sur I'affinité des dimeres diépoxydés pour les récepteurs q,
et donc sur leur capacité a perturber les voies de signalisation hormonales. En

fonction des résultats, cette étude pourra étre complétée par des tests biologiques.
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En paralléle, la synthése a I'échelle de la dizaine de grammes d’une sélection de
diméres devrait nous permettre de produire des résines époxy dont les propriétés
thermomeécaniques pourront étre évaluées et comparées aux matériaux actuellement
sur le marché. En cas de résultats positifs, ces études complémentaires constitueront

un appui déterminant aux demandes de brevets déposées.

Il va de soi que la production de canolol et de 4-vinylguaiacol a grande échelle
demeure un prérequis indispensable au développement des applications citées
précédemment. Si I'obtention directe de canolol par voie thermique a partir des
tourteaux de colza semble difficile (compte tenu des faibles rendements observés
durant cette étude), sa production a partir d’extrait phénoliques concentrés de
tourteaux non traités thermiquement parait en revanche plus réaliste au regard des
résultats prometteurs obtenus récemment par divers auteurs. La production de
vinylphénols par des microorganismes a partir de matiéres premiéres riches en
acides hydroxycinnamiques (ou leurs esters) constitue une autre voie qu’il serait
intéressant d’explorer. Dans ce sens, nous venons d’initier un rapprochement avec
I'équipe du Dr. Anne Lomascolo (UMR 1163 Biodiversité et Biotechnologie Fongique
« BBF » - INRA — UNIVERSITE AIX-MARSEILLE) et un projet de collaboration

devrait voir le jour prochainement.
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