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INTRODUCTION GENERALE

Les constituants majeurs de notre organisme (lipides, protéines, ADN) peuvent étre
oxydés par les espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) incluant des radicaux libres (ROO’, RO’,
027, HO"). Les ROS sont produits continuellement a partir de 1’oxygéne que nous respirons.
Les dommages oxydatifs provoqués par les ROS portent le nom de Stress Oxydant, qui est
responsable de nombreuses maladies dégénératives. Dans les conditions physiologiques
normales, nos cellules sont équipées de systemes de défense antioxydante, qui leur permettent
de neutraliser les ROS pour les maintenir a un faible taux dans les cellules et par conséquent,
empécher le déclenchement d’un stress oxydant. La premicre barriere de défense est
synthétisée par les cellules. C’est le cas des enzymes antioxydantes (superoxyde dismutase,
catalase, glutathion peroxydase...) mais également du glutathion, de I’acide urique, de I’acide
lipoique, du coenzyme Q10, de la mélatonine, de la bilirubine, de 1’albumine. La seconde
barricre de défense nous est apportée par notre alimentation, par I’apport de molécules

antioxydantes. Cet apport alimentaire est variable selon 1’individu et le mode d’alimentation.

Afin d’apporter une dose journali¢re suffisante quel que soient le régime alimentaire et
la nature des ingrédients consommeés, des compléments alimentaires ont ét¢ développés ces
derniéres années. Ces supplémentations en antioxydant, issus de plantes ou synthétisés, se

font par I’intermédiaire de gélules ou directement par 1’enrichissement de certains aliments.

Les principaux antioxydants végétaux sont au nombre de quatre : la vitamine C ou acide
L-ascorbique, la vitamine E, les caroténoides et les polyphénols. Les polyphenols et en
particulier les flavonoides sont de plus en plus utilisés dans la préparation des compléments
alimentaires. En effet, ces composés sont utilisés dans de nombreux domaines agroalimentaire
(antioxydant, colorant, astringent), pharmaceutique (anti-inflammatoire, anti-cancer, anti-HIV,
traitement amincissant) et cosmétique (contre le vieillissement cutané, dépigmentation de la
peau, anti-acnéique, anti-UV). Mais leur utilisation se heurte a leur faible solubilité dans les
milieux de formulation (aqueux, solvants), et a leur grande instabilit¢ a la lumicre et a la
chaleur. Plusieurs méthodes de fonctionnalisation ont ¢été décrites pour palier ces
inconvénients tout en conservant ou en améliorant leurs propriétés antioxydantes. L acylation,
I’hydroxylation, la glycosylation et la polymérisation sont quelques unes des voies de

fonctionnalisation utilisées.
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La polymérisation est une voie qui se développe de plus en plus. Cette technique
consiste en I’initiation d’une chaine radicalaire qui en se propageant va permettre la
polymérisation d’unités monomériques. Cette voie de fonctionnalisation peut étre réalisée par
voie chimique ou enzymatique. La voie enzymatique présente les avantages d’apporter une
certaine régio- et énantio-sélectivité, d’étre effectuée en conditions douces de pH et de

température tout en conservant le label de « chimie verte ».

La polymérisation des composés phénoliques affecte leurs propriétés biologiques et
structurales. Les premicres études sur le sujet ont montré de grande variabilité d’impact de
I’oligomérisation, notamment sur les propriétés antioxydantes, la solubilité¢ et la stabilité
thermique. Selon le substrat, le type d’enzyme, le mode de synthése et les conditions
réactionnelles, les propriétés des polymeres seront accrues, identiques ou diminuées par
rapport aux propriétés du monomere. Ces effets antagonistes de la polymérisation sont dus a
la complexité de la réaction. En effet, la polymérisation se décompose en trois étapes :
I’initiation, 1’¢élongation et la terminaison. Les différents paramétres de la réaction (enzyme,
substrat, pH, température, solvant, ...) vont agir spécifiquement sur chacune des ces étapes.
Chaque paramétre réactionnel est susceptible d’influencer le mécanisme de polymérisation et
ainsi d’avoir un impact sur la structure des polyméres formés. C’est cette structure qui va
gouverner les propriétés des polyméres. Ainsi pour maitriser ces réactions de polymérisation
enzymatique, et synthétiser des biomolécules avec des propriétés recherchées, il s’avére
nécessaire d’identifier et de quantifier les effets des facteurs réactionnels, de préciser leurs
effets sur les structures des oligomeres synthétisés (taille, type de pontage, ...) et de

déterminer la relation structure-activité des oligomeres obtenus.

Dans un premier temps, compte tenu de la complexité de la réaction de polymérisation
enzymatique et du grand nombre de facteurs impliqués dans son contrdle, nous avons mis au
point une plateforme de synthése automatisée. Cette plateforme comprend un plateau de
plusieurs réacteurs de synthése en parallele et permet le dépdt sur cible MALDI
(détermination des masses absolues) ainsi que 1’injection en ligne sur SEC (détermination des

masses relatives).

Dans un second temps, nous avons quantifi¢ les effets des conditions opératoires
(concentration d’enzyme et de substrat, pH, température, nature et pourcentage de solvant) sur
les cinétiques de consommation de substrat et de formation des produits, sur la polydispersitg,

la masse moyenne en poids et la masse absolue des polymeéres synthétisés.
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Puis, nous avons évalué les structures des biomolécules synthétisées. Le nombre, le type
et la localisation du pontage reliant les unités monomériques ont été analysés par UV, FTIR,
MALDI-TOF et RMN. L’approche expérimentale a été corrélée a I’approche par modélisation
moléculaire afin d’expliquer le mécanisme réactionnel permettant d’aboutir aux pontages

observés.

Enfin, nous avons déterminé expérimentalement la solubilité, les activités
antiradicalaires et d’inhibition de la xanthine oxydase. Ces propriétés ont été corrélées a la
structure ainsi qu’aux descripteurs moléculaires des polymeéres définis par modélisation

moléculaire.

Ces axes d’études vont permettre de comprendre et de relier les mécanismes
réactionnels a la structure et aux propriétés des polymeres, tout en évaluant le role joué par la

modulation des conditions réactionnelles.

Deux substrats, la rutine et 1’esculine ont été utilisés comme modéle d’étude dans ce
travail. La rutine est un flavonoide issu de la famille des flavonols glycosylés, comportant un
glucose et un rhamnose. Alors que 1’esculine est une coumarine glycosylée, comportant un

glucose. La laccase de Trametes versicolor a été utilisée comme biocatalyseur.
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Chapitre I Etude Bibliographique

Chapitre 1. Etude bibliographique

1. Structure et origine des flavonoides

Les flavonoides

Les flavonoides, excepté les chalcones, les aurones et les isoflavones, ont une origine
biosynthétique commune et comportent un méme élément structural de base formé par quinze
atomes de carbone appartenant a deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3

(noyau 2-phényl-1-benzopyrane) (Figure 1.1).

Figure I.1. Squelette de base et numérotation adoptée [1]

Les flavonoides dérivent de la voie de l’acide shikimique. Le précurseur de ces
molécules est le 4-hydroxycinnamate-coenzyme A synthétisé a partir de la phénylalanine. La

voie biosynthétique de ces polyphénols est présentée Figure 1.2.
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Schéma de biosynthése des flavonoides et des coumarines (adaptées de [2-4].

dihydroflavonol-4-réductase, FHT : flavanone-3-hydrolase, FLS: flavonol

FNSI/FNSII : flavone synthase, IFS:

dioxygenase, LCR : leucoanthocyanidin reductase

Etude Bibliographique

chalcone isomérase, CHS: chalcone synthase, DFR:

isoflavone synthase, LDOX : lkeucothocynidin
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Les flavonoides sont subdivisés, comme indiqué en Figure 1.3., en différentes classes en
fonction du degré d’oxydation et d’insaturation du cycle C. Les composés appartenant a la
méme classe différent entre eux par leur degré et la position d’hydroxylation, la présence de
substituant sur la génine et le degré de polymérisation. Les modifications les plus couramment
rencontrées sont I’hydroxylation, 1’alkylation (méthylation ou prénylation), la glycosylation et
I’acylation, soit directement par un groupement phénolique, soit sur un groupe hydroxyle d’un

0S€.

4
Chalcones Aurones Flavanones
. - Substitution Substitution Substitution
Fla Flavonoide Fla id
2’ 3 4 5 6’ 4 4 6 7 3 4 5 5 6 7 3 4 5
Davidigénine | OH OH OH Leptosidine OH OMeOH OH Eriodictyol | OH OH OH OH
Asebogénine | OH OMe OH OH Maritimétine OH OH OH OH Hesperitine | OH OH OH OMe
Naringénine | OH OH OH
3 3' 3
4' 4 &
5' (o) 5' 0. \
7 7 S
3 5 OH
O 0}
Dihydroflavonols Flavones Flavonols
Substitution . Substitution . Substitution
Flavonoide Fla d Flavonoide
5 6 7 3 4 5 5 6 7 3 4 5 5 6 7 3 4 5
Taxifoline | OH OH OH OH Apigénine | OH OH OH Kamphérole | OH OH OH
Fusetine OH OH OH Chrysine OH Myricétine | OH OH OH OH OH
Lutéoline OH OH OH OH Quercétine | OH OH OH OH
3 3
4 4'
O 5' 5
7 X
/
5 OH
Isoflavones Anthocyanes Flavanols
Substitution Substitution Substitution
Flavonoide Fla id Flavonoide
5 6 7 3 4 5 3 5 7 3 4 5 5 6 7 3 4 5
Daidzeine OH OH Pelargonidine | OH OH OH OH Catéchine OH OH OH OH
Génisteine | OH OH OH Cyanidine OH OH OH OH OH Gallocatéchine | OH OH OH OH OH
Delphinidine | OH OH OH OH OH OH
Figure 1.3. Les différentes classes de flavonoides [5, 6]
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Dans cette étude, nous nous sommes intéress¢ a la rutine (Figure 1.4.). Il s’agit d’un
disaccharide naturel de la quercétine (3-[6-O-(a-L-rhamnopyranosyl)-p-D-glucosyl]
quercétine) présent dans de nombreuses plantes (sarrasin, fleur de Sophora, agrumes, feuille

d’eucalyptus, tomate, ...).

Structure de la rutine

La rutine comme les autres flavonoides a de nombreux effets bénéfiques sur la santé
humaine. Il a été établi que la rutine présente des activités de vasorelaxation [7, 8], anti-
inflammatoire [9, 10], hépatoprotecteur [11] et posséde, entre autres, des propriétés
antioxydantes, de piégeage de radicaux [12, 13], de complexation des métaux [14] et de

protection contre les dommages de ’ADN [15].

Les coumarines

Plus de 1300 coumarines ont été identifiées comme métabolites secondaires dans les
plantes, mais aussi dans les champignons et les bactéries. Ces composés sont utilisés
principalement dans les produits agro-alimentaires et cosmétiques comme agent fixant et

exhausteur de parfums.

Il existe trois classes principales de coumarines (Figure 1.5) :
- les hydroxycoumarines (umbélliferone, esculétine) et leurs dérivés glycosylés
sont trouvés dans les végétaux supérieurs,
- les furanocoumarines (angglicine),

- les pyranocoumarines (decursinole).
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Les composés de la premicre classe sont synthétisés par les végétaux supérieurs, alors
que ceux appartenant aux deux derni¢res classes sont produits par les Umbelliferae et les

Rutaceae.

HO ~
m
0 0
HO o) o Q

esculétine angelicine decursinole

Exemples des différentes classes de coumarines

Les coumarines possedent de nombreuses propriétés biochimiques et pharmaceutiques.
Leurs activités dépendent de la structure et de la nature des substituants. On peut citer par
exemple, des activités de réduction d’oedémes, de vasorelaxation, anti-inflammatoire,
d’inhibition d’enzyme, antimicrobienne, antivirale, anticancer et des propriétés antioxydantes

[16, 17].

Dans ce travail, I’esculine (6-glucopyranosyl esculétine) (Figure 1.6.) a été retenue
comme modele d’étude. Ce composé est un monosaccharide de 1’esculétine. Il est extrait des
écorces de Hippocastanaceae, Rosaceae, Oleaceae (Fraxinus, Aesculus hippocastanum,
Crataegus oxyacantha) et des feuilles de Pittosporaceae et 1’on en retrouve dans les fruits du
Kiwi.

HO o) o

Structure de 1’esculine

2. Propriétés et activités des flavonoides et de leurs oligomeres

Comme il a été mentionné précédemment, les activités biologiques et les propriétés

physico-chimiques des flavonoides sont variables selon leurs structures. Dans cette étude



Chapitre I Etude Bibliographique

bibliographique, nous nous sommes principalement intéressés a leur solubilité, leur absorption
UV-visible, leur stabilité et aux activités antioxydantes, d’inhibition d’enzyme et de

photoprotection.

2.1.Propriétés physico-chimiques

2.1.1. Solubilité des flavonoides

Selon la structure du flavonoide, différentes interactions peuvent se développer en
présence d’un solvant [18]:

- des interactions hydrophobes au niveau des cycles aromatiques (A et B) et des
substituants carbonés aliphatiques en présence des solvants apolaires;

- des interactions dipolaires entre les solvants polaires et les groupes
fonctionnels des flavonoides (carbonyle, éther, ester, hydroxyle) ;

- des liaisons hydrogéne entre le solvant (eau, alcool, amine) et les divers
groupes donneurs ou accepteurs de ce type de liaison présent sur le flavonoide ;

- des interactions de type électrostatique entre les groupes hydroxyles et

carboxyliques ou pour les anthocyanes a certain pH.

Cependant, Saidman er al. [19] ont rapporté que le facteur principal influengant la

solubilité de la flavone est sa capacité a former des liaisons hydrogene avec le solvant.

Les différences structurales au sein d’'une méme famille sont tellement importantes qu’il
est difficile de prédire la solubilit¢ d’un composé dans un solvant. Toutefois, les flavonoides
non glycosylés sont en général solubles dans des solvants apolaires ou de faibles polarités tels
que I’éther éthylique, les solvants halogénés, 1’hexane. En revanche, les hétérosides sont

plutdt solubles dans des solvants polaires (acétone, alcools) et dans 1’eau.

La solubilité dans I’eau et dans des solvants trés apolaires est faible et dépendante du pH
[20]. La solubilité de la rutine, de la naringine et de la quercétine dans 1’eau a 20 °C sont
respectivement de I’ordre de 125 mg/L, 0,5 g/L et < 10 mg/L [21, 22]. Benavente-Garcia et al.
[23] ont évalué la solubilité de la néohespéridine dihydrochalcone dans différents mélanges
eau/¢thanol. Ils ont rapporté que la solubilité de ce composé a 20 °C dans 1’eau, 1’éthanol et le

mélange eau/éthanol (1/1) est respectivement de 0,4 g/L, 12 g/L et 123 g/L.
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Cette faible solubilité dans des phases aqueuses et lipophiles, c'est-a-dire dans un milieu
biologique, pose des problémes d’une part, de biodisponibilité du produit in vivo et donc de
son efficacité et d’autre part, de formamilité du produit et donc de son administration. La
métabolisation (hydrolyse de la partie glycosylée, sulfatation, glucuronisation) de ces

composés par les cellules de I’intestin permettent leur absorption par 1’organisme [24].
Différentes techniques ont été utilisées pour pallier ces problémes :

. L’acylation par des acides gras ou aliphatiques substitués avec un groupement
polaire (sucre, phosphate, carboxylate) a permis d’améliorer la solubilité respectivement
dans des phases lipophiles ou en milieu aqueux. Le (2-phosphono-myo-inositol)
succinate de quercétine [22], ’acétate de quercétine et le propionate de quercétine [25]
ont une solubilit¢ dans I’eau respectivement 15 000 fois, 500 fois et 12 fois plus

importante que la quercétine.

. La glycosylation de la naringine par du maltotriose, en présence de I’amylase
maltogenique de Bacillus stearothermophilus, a permis I’augmentation de sa solubilité

dans I’eau de 250 fois [26].

o La complexation de la naringenine et de I’hésperitine avec de la B cyclodextrine a

permis d’augmenter leur solubilité des milieux hydrophiles a différents pH [27].

o La polymérisation de la rutine et de la catéchine a permis d’augmenter leur

solubilité dans I’eau [28, 29].

2.1.2. Absorption dans le domaine UV-visible

L’action des flavonoides dans les plantes résulte en partie de leur effet filtre et de leur
forte absorption dans le domaine UV [30, 31]. Les spectres UV des flavonoides exhibent deux
bandes d’absorption principales dans la région 240-400 nm (Figure 1.7). La bande I (300-395
nm) est considérée comme étant associée a 1’absorption de la partie cinnamoyle (noyau B) du
flavonoide et la bande II (240-280 nm) a celle de la partie benzoyle comme 1’indique le

schéma suivant :

10
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chromophore benzoyle O chromophore cinnamoyle
240280 nm ! 300-380 nm

Domaine d’absorption dans le domaine UV-visible

Plusieurs facteurs peuvent affecter le spectre d’absorption et le coefficient d’extinction
des flavonoides comme la nature du solvant, le pH, la nature des substituants (hydroxylation,
méthylation, glycosylation, acylation) et leur position, et la présence d’interaction intra et/ou
inter-moléculaire (m-stacking, liaison hydrogene). La présence et le nombre d’hydroxyle sur la

génine provoquent un déplacement bathochrome des bandes d’absorption (Tableau I.1).

Tableau I.1.  Absorption UV des flavonoides dans le méthanol [32, 33]

classe des flavonoides absorption UV-visible Amax

Bande II (nm) Bande I (nm)
Flavone 250-280 310-350
Chrysine 247s, 268 313
Apigénine 267, 296s 336
Flavonol 250-280 330-385
Quercétine 255, 269s 301s, 370
quercétine 3-O-glucoside 257, 269s 299s, 362
flavanone et dihydroflavanol 275-295 300-330
Hespéretine 288 300s
Taxifoline 290 327s
Chalcone 230-270 340-390
4’-hydroxychalcone 328
2’, 4, 4’-trihydroxychalcone 367
Aurone 230-270 380-430
4-hydroxyaurone 389
6, 3°, 4’-trihydroxyaurone-6-glucoside 405
Anthocyane 270-280 465-560
cyanidin-3-glucoside 274 523
pelargonidine 3,7-diglucoside 279 498
Isoflavone 245-275 310-330
Daidzein 238s, 249 260s, 303s
Genistein 261 328s
Flavanol 270-280 -

En absence d’hydroxyle en position 4, cas des flavones, la longueur d’onde de la bande I

est plus courte de 20 a 30 nm. La méthylation comme la glycosylation, en particulier sur les

hydroxyles en position 3, 5, 7 et 4’ provoquent un déplacement hypsochrome vers les

11
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longueurs d’ondes plus courtes. Toutefois, la nature du sucre n’a généralement pas d’effet
[32].

La polymérisation des flavonoides aboutit a des bandes d’absorption plus larges dues a
un phénoméne de conjugaison entre monomere [28] et un déplacement hypsochrome de 20

nm de la bande I [34].

2.1.3. Stabilité des flavonoides

Les flavonoides étant des molécules trés réactives, sont plus ou moins sensibles a

certains facteurs selon leur structure.

= Parametres affectant la stabilité des flavonoides

La lumiére [27, 35], le pH [36, 37], la température [38, 39], la nature du solvant [27, 40],
la présence d’enzyme [41, 42], d’ion métallique [37, 43] et d’oxydant [40, 41] ont été décrits

comme des paramétres influengant la stabilité des flavonoides.

Ainsi, une ¢lévation de la température et du pH, la présence d’ions métalliques
favorisent la dégradation des flavonoides. La stabilité est plus faible a des pH basiques en
raison d’une augmentation de 1’oxydation de ces molécules due soit & une déprotonation de
ces composés (diminution du potentiel d’oxydation), soit a une stabilisation de I’oxydant
(anion superoxyde). La nature du solvant affecte le mécanisme de dégradation des flavonoides.
En effet, lors de 1’é¢tude de la dégradation de la quercétine par le DPPH, Fargeix [40] a
observé la formation de produits différents en milieu protique et aprotique. De méme,
Tommasini et al. [27] ont rapporté, lors de 1’étude de la photostabilité du 3-hydroxyflavone,
des voies de dégradation différentes selon la nature du solvant avec une amélioration de la

stabilité en présence de cyclodextrines.

= Autoxydation des flavonoides

L’auto-oxydation de flavonoides a été décrite par Barhaes et al., Fargeix et al., Balogh-
Hergovich et Speier, Mochizuki et al., Ramos-Tejada et al. ainsi que par Duran et al. [37, 40,
44-46]. Ces auteurs se sont principalement intéressés aux cinétiques et aux mécanismes
d’oxydation de divers flavonoides. Mochizuki et al.[37], quant & eux, ont montré en étudiant

I’auto-oxydation de la catéchine en milieu aqueux que la réaction est affectée par le pH, la

12
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présence d’ion métallique et de borate. Les produits formés au cours de 1’auto-oxydation sont
trés variables mettant en évidence des voies de dégradation différentes selon la nature du

flavonoide et des conditions de conservation (Figure 1.8).
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Figure 1.4. Exemples d’auto-oxydation de flavonoides [37, 40, 44]
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» Effet de la structure du flavonoide sur la stabilité

La stabilité¢ des flavonoides est affectée par leur structure et la présence de substituant
(glycosylation, acylation, polymére). En effet, Friedman et Jurgensen [36] ont observé que la
stabilité des flavonoides et de certains acides aromatiques, vis-a-vis du pH, est plus élevée que
dans le cas d’autres composés phénoliques en raison d’une stabilisation accrue par résonance
des intermédiaires de type phénoxy et quinoique. Il a été aussi reporté que la stabilité des
flavones a la lumiere est plus importante que celle des flavonols [47]. Ainsi, I’absence d’un
groupe hydroxyle libre en position 3 sur les flavones a un effet positif sur la stabilité en
particulier a la lumicre. Les flavones et les flavonols glycosylés en position 3 sont donc moins

réactifs.

En ce qui concerne 1I’hydroxylation, Makris et Rossiter [41] n’ont pas observé d’effet sur
la stabilité en comparant les mécanismes de dégradation de la quercétine et de la morine. Par
contre, les mécanismes de dégradation a la température de la génisteine et de la daidzeine sont

différents [39].

13
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Smith et al. [47] et Makris et Rossiter [41] ont comparé des molécules aglycones a des
glycosylées et ils ont reporté respectivement que la quercetine-3-galactoside et la rutine ont

une photostabilité et une thermorésistance plus élevée que la quercétine.

L’effet de la polymérisation sur la stabilité de 1’épicatéchine a été décrit par Zhu et al.
[48]. Ils ont rapporté que les dimeéres d’épicatéchine sont plus sensibles au pH que le

monomere. Cette instabilité est d’autant plus importante que le pH est élevé.

2.2.Activités biologiques

Pour les flavonoides, de nombreuses activités biologiques ont été décrites dans la
littérature. Elles seraient la conséquence des propriétés antioxydantes, d’inhibition d’enzyme

et de complexation des métaux.

2.2.1. Propriétés antioxydantes et antiradicalaires

L’interaction des flavonoides avec de nombreux radicaux a été employée dans plusieurs
études, afin de déterminer les éléments majeurs de 1’activité antioxydante. Grace a leurs
faibles potentiels redox [49], les flavonoides (FI-OH) sont thermodynamiquement capables de
réduire les radicaux libres oxydants comme le superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et

I’hydroxyle par transfert d’hydrogene.
= Mécanismes d’action
Plusieurs modes d’action de 1’activité antioxydante des flavonoides ont été décrits :

- le piégeage direct des radicaux libres

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres oxygénés (X) par transfert
d’un ¢électron ou d’un hydrogene :

X" + ArOH —> XH + ArO*

X' + ArOH — X + ArOHe+

Le radical aryloxyle formé est stabilisé par résonance. L’¢lectron non apparié peut se

délocaliser sur I’ensemble du cycle aromatique. Mais, il peut continuer a évoluer selon

14
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plusieurs processus (dimérisation, dismutation, recombinaison avec d’autres radicaux,
réduction en molécule parent, oxydation en quinone) en réagissant soit avec des radicaux ou

d’autres antioxydants, soit avec des biomolécules.

L’activité antiradicalaire a été corrélée avec le potentiel d’oxydation des flavonoides

[50].
- chélation des ions métalliques (Fe*", Cu™)

Le pouvoir antioxydant des flavonoides peut s’exercer par la complexation des métaux

de transition. En effet, ces derniers accélerent la formation d’espeéces oxygénées réactives.

Par ailleurs, la complexation des flavonoides par des métaux de transition peut améliorer

leur pouvoir antioxydant en diminuant leur potentiel d’oxydation [50, 51].
- inhibition d’enzyme
Les flavonoides sont des inhibiteurs d’enzyme, notamment des oxydoréductases qui font
intervenir au cours de leur cycle catalytique des espéces radicalaires (lipoxygénase, cyclo-
oxygénase, monoxygénase, xanthine oxydase, protéine kinase...).

= Relation structure-activité antioxydante des flavonoides

L’effet de la structure sur ’activité antioxydante a été évalué et les ¢éléments structuraux

impliqués dans cette activité ont été définis (Figure 1.9.). Ces critéres structuraux sont:
— La présence d’une fonction catéchol sur le cycle B

La configuration des hydroxyles du noyau B est le paramétre structural le plus
significatif de I’activité antioxydante. Les radicaux phénoxy sont stabilisés par la présence
d’un hydroxyle en ortho de celui qui a cédé son atome d’hydrogéne. En effet, cette stabilité
résulte de la délocalisation de 1’électron non apparié et de la formation d’une liaison

hydrogene [50].
— La présence d’un motif énone dans le cycle C

La double liaison entre C2 et C3 et la fonction carbonyle en C4 permet une

délocalisation ¢électronique stabilisante du radical phénoxy [52].
— La présence de groupement hydroxyle en position 3

La glycosylation ou la méthylation de I’hydroxyle en position 3 des flavonols conduit a

une diminution importante de I’activité antioxydante. Cet effet est moins marqué lorsque les

15
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autres groupements phénoliques sont substitués. La présence d’un groupement hydroxyle en
position 3 renforce donc les propriétés antioxydantes dans le cas ou le cycle C est insaturé. La
présence d’un groupe hydroxyle en position 5 peut aussi contribuer a 1’effet antioxydant dans

le cas des isoflavones [53].
— La présence de groupement hydroxyle sur le cycle A

La présence de groupements hydroxyles sur la partie catéchole peut compenser
I’absence de fonctions hydroxyles sur le cycle B et permettre le maintien de I’activité

antioxydante [54].

Principaux éléments structuraux nécessaires a 1’activité antioxydante des flavonoides

De plus, la nature des substituants influe sur les activités; ainsi, plus le degré
d’hydroxylation est important, plus le pouvoir antioxydant est élevé [55]. La glycosylation
des flavonoides fait diminuer 1’activité antioxydante, mais 1’effet est modulé par la position de
la glycosylation, la nature du sucre et leur nombre [53, 56]. L’effet de la polymérisation de
flavonoide sur 1’activité antiradicalaire est controversé; certains auteurs ont rapporté une
augmentation de cette activit¢ [57, 58], d’autres une diminution [59] du pouvoir
antiradicalaire. Il apparaitrait, en outre, que la masse des polymeéres ait une incidence sur le
pouvoir antioxydant ; ainsi le dimére de catéchine présente un pouvoir antioxydant plus faible
par rapport a celui de polymeéres de plus hautes masses [60]. Williamson [61] quant a lui,
évoque une augmentation du pouvoir antioxydant des oligomeres de catéchine-épicatéchine

jusqu’au trimere, puis une chute de 1’activité pour les degrés de polymérisation supérieurs.

En fonction du mécanisme de D’activité antiradicalaire étudiée, quelques différences
dans les relations structure-activité ont été observées. Le Tableau 1.2. résume 1’effet des
¢léments structuraux des flavonoides sur les activités antiradicalaires, de complexation des

métaux, d’inhibition de la péroxydation des lipides et d’inhibition de la xanthine oxydase.
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Tableau .2.  Effet de la structure sur les activités antioxydantes des flavonoides [49, 50, 53,

55, 56, 62-64]

Activité Facteurs accroissant le pouvoir antioxydant
Antiradicalaire = nombre de groupements OH libres
= la présence C4’-OH
= les flavanones possédant une double liaison C2-C3 et un seul OH en position 4’
= fonction catéchol sur le cycle B.
= la méthylation a des effets variables et son effet est difficile a quantifier.
Complexation = la présence d’une fonction carbonyle en C,4 et de groupe hydroxyle en Cs et/ou C;
métallique = la partie catéchol
= la présence d’un sucre a peu d’effet
Inhibition de la = ]a présence d’une fonction catéchol
péroxydation des | = le groupement carbonyle en position 4 du cycle C
lipides = la présence de groupement hydroxyle en position C5, C7, C3’, C4’, C3
Inhibition de la = une structure plane (double liaison en C2-C3)
xanthine oxydase | ® la présence d’un groupement carbonyle en C4
= la présence de groupement hydroxyle en C5, C7
= un angle de torsion entre le cycle B et C entre 26 et 27°

2.2.2. Propriétés complexantes

2 types de complexation sont envisageables : réversible ou irréversible.

= Complexation réversible

Les flavonoides sont capables d’interagir et/ou de complexer un grand nombre de
molécules et biomolécules telles que les phénols (phénoméne de copigmentation), les
protéines (comme I’albumine de sérum, [65]), les polysaccharides (en particulier les
cyclodextrines [27, 66] ou ’ADN [67]. Cette complexation peut avoir lieu d’une part, par les
groupements phénoliques via des liaisons hydrogéne, des interactions électrostatiques et
d’autre part, par les noyaux aromatiques via des interactions de van der Waals et des effets

hydrophobes [68, 69].

Les flavonoides forment aussi des complexes stables avec des métaux de transition (Fe’™,
Al3+, Cu2+, Zn2+), la stoechiométrie du complexe et le site de chélation dépendent de la nature
du flavonoide [70] et du pH [71, 72]. De plus, ce phénoméne de chélation s’accompagne
parfois de I'oxydation du flavonoide (Cu®", Fe’"). Les positions généralement complexées
font intervenir les groupes hydroxyles en position 3’ et 4’ sur le cycle B, I’hydroxyle en 3 et le

groupe carbonyle en 4, ’hydroxyle en 5 et le groupe carbonyle en 4 (Figure 1.10.).

17




Chapitre I Etude Bibliographique

Figure 1.5. Chélation des métaux par les flavonoles [73]

La capacité des flavonoides a complexer les protéines et les métaux est probablement a

I’origine de leur inhibition de nombreuses enzymes.

=  Complexation irréversible

Des phénomeénes de complexation irréversibles avec les protéines ont été aussi décrits.
L’oxydation des flavonoides conduit généralement a la formation de quinone ou de radicaux
phénoxy qui réagissent rapidement avec des fonctions amines et thiols présentes dans les
acides aminés des protéines pour former un complexe polyphénol/protéine lié de fagon

covalente [74].

2.2.3. Inhibition d’enzymes

De nombreuses enzymes sont inhibées par les flavonoides telles que les hydrolases, les
oxydoréductases, ADN synthétases, ARN polymérases, phosphatases, protéine kinases,
oxygénases, amino acide oxydases [75]. Dans le cas des oxygénases, plusieurs mécanismes
d’inhibition ont été proposés :

- le piégeage des radicaux libres générés au cours du mécanisme réactionnel de
I’enzyme (I’activité anti-radicalaire des flavonoides)

- le flavonoide peut remplacer le co-facteur et empécher son recyclage en raison de leur
analogie structurale

- la complexation de Fe*" et Cu®" par les flavonoides. Ces ions métalliques sont

essentiels a I’activité catalytique de I’enzyme.
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—> Inhibition des lipooxygénases

Afin de préciser le mécanisme d’action de 1’activité inhibitrice des flavonoides, Sadik et
al. [76] ont étudi¢ I’oxydation de 1’acide linoléique par une lipooxygénase en présence de
quercétine. Leurs résultats suggerent que le mécanisme d’inhibition des lipooxygénases par la
quercétine ne serait pas dd a une complexation ou a une oxydation du Fe’”, mais plutot a une
inhibition irréversible résultant de liaisons covalentes entre I’enzyme et les dérivés oxydés de

la quercétine (quinone ou radical phénoxy).

Comme pour I’activité antioxydante, certains éléments structuraux (déja cités Tableau
[.2.) accentuent I’activité inhibitrice [76-78]. Les substituants ont par contre des effets
variables. Ainsi, la glycosylation diminue séveérement 1’effet inhibiteur alors que la présence

de groupes alkyles en position C¢ ou Cg semble favoriser ce phénomeéne.

—> Inhibition de la xanthine oxydase

La xanthine oxydase (E.C. 1.1.3.22) catalyse I’oxydation de 1’hypoxanthine et xanthine
en acide urique, qui joue un role important dans la maladie de la goutte et est responsable des
dommages oxydatifs des tissus. Durant la réoxydation de la xanthine oxydase, il y a formation

d’un radical superoxyde et d’un hydrogene peroxyde :
xanthine + 20, + H,0 —= uric acid + 20, + 2H"

xanthine + O, + H,0 —= uric acid + H,0,

Cette enzyme est donc considérée comme une source biologique importante de radical
superoxyde. Il apparait que la structure planaire des flavonoides, due a la double liaison C2-
C3, leur confere leur activité inhibitrice [79]. De plus, la présence d’un groupement carbonyle
en C4 ainsi que de groupement hydroxyle en C5, C7 permet I’interaction électrostatique au
sein du site actif améliorant ’activité inhibitrice. La haute affinité de certains flavonoides est
probablement due au grand nombre d’interactions stables se formant dans le site actif : les
groupements Oy, OH en positions 5 et 7 stabilisent I’ensemble dans le site actif. En revanche,
la glycosylation ou la méthylation d’un groupement hydroxyle diminue 1’activité inhibitrice
[79-81].

Le mode d’inhibition est variable selon le type de flavonoides, une inhibition
incompétitive en présence de baicaleine et compétitive en présence de quercétine, apigenine,
myricetine, isovitexine, genisteine, allpurinol [63, 82, 83], alors que la morine et la galagine

montrent une inhibition de type mixte (ce qui explique la faible concordance entre la
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prédiction et I’IC50 expérimental) [82]. lio et al. et Nagao et al. [84, 85] suggérent dans
I’ensemble un mécanisme mixte, une inhibition compétitive au niveau du site actif, mais ils
suggerent que les flavonoides se fixent ¢galement en dehors du site actif.

La polymérisation de flavonoides semble accroitre leur capacité d’inhibition de I’activité

xanthine oxydase [86].

2.2.4. Activité de photoprotection

L’exposition chronique de la peau aux radiations solaires est la principale cause de
meélanomes cutanés. Les radiations UV solaires affectant la peau sont limitées aux UVA (320-
400 nm) et aux UVB (280-300 nm). Alors que les UVB n’atteignent que 1’épiderme et les
couches superficielles du derme, les UVA pénétrent plus profondément. La réponse
biologique a ce stress peut étre immédiate et passageére (inflammation, brllure), retardée et
chronique (vieillissement de la peau, cancer). Ce stress oxydant induit entre autre une
augmentation des radicaux libres, qui dégradent les composants cellulaires : lipides, protéines,
bases nucléiques. L’utilisation des antioxydants, comme les flavonoides, peut prévenir ou
diminuer les dommages de la peau induits par les stress oxydants en particulier ceux des
radiations UV [87], en modulant la réponse cellulaire et en piégeant les especes radicalaires
oxygénées. En effet, plusieurs brevets ont revendiqué 1’utilisation des flavonoides dans des

préparations anti-UV [25, 88-90].

Ainsi, Bonina et al. [88] ont étudié ’effet protecteur des flavonoides (quercétine,
hespéritine, naringénine) contre la peroxydation des liposomes induite par des radiations UV.
L’efficacité des produits testés a été classée de la maniére suivante : quercétine > hespéritine
> naringénine. Les auteurs ont attribué cet effet aux propriétés de piégeage des radicaux et de

filtre dans le domaine UV des flavonoides.

Saliou et al. [89] ont rapporté I’inhibition de 1’activation de la réponse inflammatoire ou

immunitaire de cellules de kératinocyte exposées aux radiations UV par le silymarin.
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2.2.5. Toxicité

Les flavonoides sont largement décrits dans les traitements cancéreux. Néanmoins, leur
activité pro-oxydante et leur habilité a induire un disfonctionnement mitochondrial peuvent

engendrer une toxicité.

La notion de toxicité est controversée. Ainsi, il apparait que la quercétine a haute dose
induit la formation de tumeur chez le rat aprés un traitement de 2 ans [91], mais une autre
¢tude a long terme n’observe aucun effet [92]. Au contraire, plusieurs études mettent en avant
I’activité antimutagéne de la quercétine in vivo [93-97]. A faible concentration (nM-uM), les
flavanols de type épicatéchine agissent comme antioxydants et interviennent dans la voie des
protéines kinases, mais a hautes doses, les flavonoides maintiennent 1’activation de cette voie
de synthése induisant une apoptose [98]. La principale cause de cet effet est la capacité des

flavonoides a se fixer aux sites ATP des enzymes diminuant la spécificité enzymatique.

Les polyméres de quercétine montrent une activité pro-oxydante au-dela de 180 pg/ml
[59]. En revanche, les polyméres de rutine ne montrent pas d’activités pro-oxydantes (en
dessous de 300 uM) alors que la rutine présente une activité pro-oxydante a 100 uM [28]. Le
méme constat a ét¢ réalisé sur les oligomeres de catéchine et la catéchine [99]. Kurisawa et al.
[28] observent qu’a 400 uM la rutine induit une cytotoxicité fatale aux cellules alors qu’a la

méme concentration, I’oligomeére agit comme un protecteur contre le stress oxydatif.

3. Propriétés et activités des coumarines

Les coumarines sont le plus souvent englobées dans I’étude des flavonoides. Néanmoins,

elles peuvent présenter certaines spécificités succinctement abordées dans cette partie.

3.1.Propriétés physico-chimiques

Les coumarines présentent une couleur bleu-vert dans le spectre visible. Peu de

publications font état des absorbances UV des coumarines (Tableau 1.3.).
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Tableau 1.3.  Absorption UV des coumarines dans 1’éthanol [100]

Substitution absorption UV-visible Amax
5-Me 315
6-Cl 321
7,8-diOH 335
6,7-DiOH 354
6-NH, 370

3.2. Activités biologiques

Les modes d’action des coumarines sont similaires a ceux rapportés pour les flavonoides,
toutefois I’impact structural sur leurs activités peut varier (Tableau 1.4.).

Kaneko et al. [101] et Zhang et Wang [102] ont étudié¢ en particulier I’influence de la
structure des coumarines sur leur activité antiradicalaire. Ils ont mis en évidence que la
structure caractéristique des coumarines, c'est-a-dire la 1,2-pyrone, affecte peu Dl’activité
antioxydante de ces molécules. Par contre, la présence d’une fonction catéchole a un role

important pour les propriétés antiradicalaires.

Tableau 1.4.  Effet de la structure sur les activités antioxydantes, inhibitrice d’enzyme et

cytotoxique des coumarines [101, 103-105]

Activité Facteurs accroissant I’activité

Antiradicalaire = nombre de groupements OH libres
la présence d’une partie catéchol

inhibition de la
xanthine oxydase

Absence de groupement en C5

Présence de la double liaison C4-C3

groupement OH libres en C7, C6

la petite taille des groupements substituants la position C4

Cytotoxique = présence d’une partie catéchol
= 2 groupements phénoliques en positions 6,7 ou en 6,8

Les coumarines ont un potentiel cytotoxique pouvant s’avérer intéressant dans le cas de
traitement anticancer [106]. En effet, il est apparu que la cytotoxicit¢ des coumarines est
dépendante de la cellule ciblée. De part leur propriété chélatante, antioxydante et
anticoagulante, les coumarines apparaissent comme des molécules potentiellement

cytotoxiques a intéréts thérapeutiques [106].
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4. Polymérisation enzymatique des flavonoides et des coumarines

4.1.Les oxydoréductases

Une différence est observée dans la structure des polymeéres phénoliques selon qu’ils
sont issus de la voie chimique ou enzymatique ; la voie enzymatique permet la synthese de
polymeéres conjugués en continu, alors que la synthése par catalyseur acide/base ou
inorganique entraine des pontages (méthyleéne ; CH3 ou éther ; O) entre les résidus [107]. En
outre, la catalyse enzymatique se réalise en conditions douces de pH et de température, tout en
permettant une certaine regio-, chemo- et enantio-séléctivit¢ [108-110]. Les enzymes
impliquées peuvent étre classifiées en six groupes [110]: transférases, hydrolases notamment
les lipases qui sont largement étudiées [111], lyases, isomérases, ligases et les
oxydoréductases. Parmi ces derniéres, on compte notamment les peroxydases (HRP :
horseradish peroxydase, SBP : soybean peroxydase), les tyrosinases, les laccases et les
bilirubine oxydases [109, 112]. Les peroxydases utilisant comme accepteur d’¢lectron 1’H,0,,
notre intérét se portera sur les laccases utilisant 1’O, (benzenediol oxygen oxidoreductase, EC
1.10.3.2). Cette enzyme fait partie des polyphénols oxydases tout comme les tyrosinases et les
catécholases (ces derniéres se différencient par des valences de cuivre différentes

respectivement Cu” et Cu®").

Les laccases peuvent étre d’origine fongique ou végétale [113]. La laccase est une
oxydase bleue a site cuivrique multiple [114, 115]. C’est une phénol oxydase d’environ 70
KDa [116], de structure dimérique ou tétramérique comptant quatre atomes de cuivre par
monomeére (Figure [.11.).

Les quatre atomes de cuivre sont classés selon leur caractéristique spectroscopique, type
1 (610 nm, ou bleu, paramagnétique), type 2 (non bleu, paramagnétique) et type 3 (330nm
(ox.) dimagnétique). Le phénomene d’oxydation se développe a partir du cuivre 1 [114], c’est
¢galement 1’étape limitante du processus. Le Km est généralement de 1-10 mM, ce qui
suggere une faible spécificité, I’oxydation se ferait donc par I’intermédiaire d’une spheére
externe. Ces observations sont a corréler avec la théorie de Marcus pour laquelle, le stade
déterminant serait la réduction du substrat via le site T1 par une réaction de sphére externe
dans laquelle, le taux de transfert des électrons augmente avec la différence de potentiel entre
le potentiel redox du substrat donneur et celui du site T1 accepteur [117-119]. On différencie

les laccases a faible (500 mV par rapport a une électrode a hydrogéne normale) et & hauts
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(700-800 mV) E’. Les laccases catalysent I’oxydation de complexes métalliques organiques
ou non, aniline, thiols, et spécialement les phénols (mono- ou di-phénols), pourvu que leur
potentiel redox soit suffisamment bas [113, 118]. Elles présentent en revanche une préférence
marquée pour I’0O, comme substrat oxydé [113, 114, 120]. La poche de fixation du substrat
réduit est peu profonde entrainant une simple limitation stérique de la taille du phénol reconnu

[118]. Ce spectre d’activité peut encore &tre ¢largi par 1’utilisation d’un médiateur.

CEaH

Figure 1.6. Structure d’un monomeére de la laccase de Trametes versicolor [116]. Les 4
cuivres sont représentés par des sphéres bleues : un cuivre de type 1 a 12.5 A du cluster T2/T3

composé de 1 cuivre de type 2 et de 2 cuivres de type 3.

= Inhibiteurs

Les tolérances et inhibitions varient d’une laccase a une autre [113]. De petites
molécules exogenes (telles que O,, HO, OH™ ou F) sont capables de se fixer a T2 et ainsi
d’inhiber I’activité¢ enzymatique en régulant le transfert interne d ‘électrons de T1 au cluster
T2/T3 [121, 122]. L’ordre d’inhibition par les ions halogénes F>CI>Br est attribué a la
limitation de 1’accessibilité des atomes de cuivre T2/T3 [118]. L’inhibition dépend de la taille
du canal aboutissant a T2/T3, il y a donc une variation d’une laccase a 1’autre. L’effet
inhibiteur a lieu si le diamétre du canal un « seuil de coupure » inférieur au diameétre des
inhibiteurs potentiels. Notons que 1’ion halogéne I' ne rentre pas dans la catégorie des

inhibiteurs, puisqu’il réagit avec le site T1 servant de substrat a la laccase [123].

24



Chapitre I Etude Bibliographique

D’autres inhibiteurs répertoriés par Gianfreda et al. [113] peuvent étre envisagés, tels
que les ions métalliques (tels que Hg”"), acides gras, ... Ces inhibiteurs provoquent des
modifications des acides-aminés, des chélations du cuivre ou des changements
conformationnels. L’ensemble des effets des conditions réactionnelles sur I’activité laccasique

sera décrit dans la partie « procédés de polymérisation ».
= Applications

Les laccases sont largement étudiées dans le cadre de la dépollution des eaux usées
[124-129], de la délignification [130] ainsi que dans le blanchiment [131-134], mais aussi
dans d’autres domaines :

- Elle est utilisée en tant que détecteur biologique. La laccase peut étre adsorbée sur un
support solide et ainsi créer une électrode ampérométrique détectant les composés
phénoliques ou d’autres composés en présence de médiateurs spécifiques [135-138].
Cette détection repose sur la variation de potentiel entre 1’espece phénolique oxydée et
I’espece réduite (Figure 1.12.)

H,0 0,

ELECTRODE I ELECTRODE

- T ﬁ I T P AL ASE)
E,.. Laccase E. . AT AR I W oo,
Electrode
W High electrode potential
E=0.1 Vvs SCE
PC,,, PC,,
¥ // ---------------------- - Low electrode potential
=
Figure 1.7. Mécanisme réactionnel de la laccase utilisée comme détecteur biologique [135,

139]
- Suivant le méme principe de détection, la laccase est utilisée comme immuno-
détecteur (Figure 1.12.) [139].
- Lalaccase est utilisée dans le cadre de la clarification du vin [140].

- La laccase est également utilisée dans le cadre de synthése, notamment de colorants

[141, 142].
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4.2 .Mécanismes de polymérisation

4.2.1. Mécanisme radicalaire

L’oxydation enzymatique génere des radicaux qui diffuseront du site actif de I’enzyme a
la solution, ou ils pourront interagir avec d’autres monomeres, formant des polymeres [143].
Les réactions radicalaires se décomposent en 3 étapes :

M - M’: L’initiation ou 1’amor¢age consiste en la formation des radicaux a partir d’une
espéce qui n’en possede pas, mais qui peut en générer facilement. Dans ces
travaux, I’initiation est catalysée par la laccase. C’est la premiére étape de la
chaine cinétique.

M’ +M = MM’ : La propagation est une étape rapide. La molécule formée par I’initiation est
porteuse d’un centre actif et est donc capable d’attaquer une nouvelle
molécule de monomere, et ainsi de suite. La chaine cinétique se poursuit
par un grand nombre de réactions de cette nature.

M +M > MM ; MM + MM’ > MMMM:

La réaction de terminaison consiste en la destruction du centre actif qui est localisé a
I’extrémité de la chaine en croissance. Dans leur grande majorité les réactions de terminaison
se font par combinaison ou par couplage, c’est-a-dire que deux radicaux se couplent pour
former une seule molécule. Dans certains cas, un mécanisme par dismutation peut avoir lieu
ainsi : CH,C'HX + XC'HCH, » CH=CHX + XCH,CH..

En marge de ces 3 étapes, des réactions de transfert peuvent avoir lieu. Une réaction de
transfert implique que le centre actif de 1’extrémité de la chaine soit transféré sur un autre
composé, qui est dit alors agent de transfert : ~CH,C'HX + CH,=CHX = ~ CH,CH,X +
CH,=C'X. Le plus souvent, cette réaction provoque ’activation de I’agent de transfert, qui
peut alors amorcer la croissance d’une autre chaine. La réaction de transfert arréte la
croissance de la chaine initiale, ce qui affecte la masse molaire moyenne du polymére. Plus il
y aura de transferts, plus la masse molaire sera limitée.

En outre, un phénomene de transfert par le solvant peut avoir lieu. Il a été établi que plus
ce type de transfert est favorisé, plus le mécanisme de terminaison sera prépondérant [144].
Ainsi, le contréle d’une réaction radicalaire nécessite une durée d’amorcage des chaines
radicalaire courte par rapport a celle de la propagation et des réactions de terminaison

fortement minimisées [145].
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Dans le cas d’une polymérisation radicalaire, la principale difficulté pour maintenir la
propagation est de contrdler la trés grande réactivité des radicaux vis-a-vis du transfert et,
surtout, vis-a-vis de la terminaison. En effet, les constantes de vitesses des réactions de
terminaison sont élevées ; dans le cas des polyméres synthétiques elles sont de I’ordre de 10°

a10tst

4.2.2. Type de pontage mis en jeu

Différents types de pontage ont ét¢ décrits dans la littérature dans le cadre de
polymérisation enzymatique d’espeéces phénoliques, de type C-O, C-C mais aussi C-N [146].
Ainsi, I’oligomérisation de la catéchine par la HRP aboutit a un dimeére formé par un

pontage C5’-C8 ou C2-C8 (Figure 1.13.) [147].

4
COOH
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eﬁji/hu
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OHHy Hy
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Figure I.8.  Pontage observé dans le cas de I’oligomérisation de la catéchine par HRP [147]

A D’état naturel, dans le cas de ’oligomérisation de la catéchine, un simple et un double

pontage ont été décrit [148-150] (Figure 1.14.).
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Figure L.9. Simple et double pontage de polyflavane [150]

Certains auteurs démontrent la structure des oligomeres formés par catalyse
enzymatique, mais la majorité d’entre eux ne font que formuler des hypotheses (Tableau 1.5.).
Ainsi Pinelo et al. [151] proposent un pontage de la quercétine de type C5’-C8 dans le cas
d’une polymérisation sans catalyse enzymatique (Figure 1.15.), Mejias et al. [34] observent
une bande infra-rouge vers 1158 cm™ correspondant & un pontage éther, puis s’appuient sur
les délocalisations électroniques pour supposer un pontage de type C-O au niveau du cycle B

lors de I’oligomérisation de la rutine par HRP et SBP.
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Tableau I.5. Modes de pontage répertoriés dans la littérature
Enzyme Substrat pH Pontage Référence
(technique analytique)
Laccase R.vernificera Hydroquinone 7.4 C-C (RMN) [147]
Laccase Picnoporus 2,6- 5.0 C-0 (IR) [152]
coccineous dimethylphenols
Aucune Quercétine 6.7-6.5 C-C supposé [151]
HRP, SBP Quercétine 7.0 C-O (FTIR) [34]
Laccase Myceliophtora Rutine 5.0 Aucune bande en IR [28]
Laccase Myceliophtora Catéchine 5.0 C-C (FTIR) [99]
Laccase Trametes villosa Bisphenol A 6.0 C-C (RMN) [153]
Laccase T. versicolor a-naphtol 5.0 C-O (FTIR) [143]
Laccase picnoporus Acide syringique 5.0 C-O (RMN) [154]
coccineous
Laccase picnoporus Phénols 5.0 C-O suggéré (FTIR) [155]
coccineous
Laccase Trametes pubescens Totarol 5.0 C-O et C-C observés sur le [156]
dimeres (RMN)
Laccase Pycnoporus Phénols 5.0 C-O et C-C (FTIR, méthode [155]

coccineus

de titrage des liaisons éther)

HRP : Horseradish peroxydase, SBP : Soybean peroxydase

Le type de pontage peut étre modifié selon les conditions de synthése, ainsi un pH acide

favorisera un pontage C-C, alors que le C-O sera favorisé a pH basique [157]. La nature du

solvant organique influe sur la localisation du pontage [158], ainsi que sur le type de pontage

[155, 156]. Cet aspect de controle du mode de pontage sera abordé plus largement dans la

partie « procédés de polymérisation ».
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Figure .10.  Clivage oxydatif et polymérisation de la quercétine [151]

La synthése d’oligocoumarines a été trés peu étudiée ; néanmoins, des dimeres obtenus

par photodimérisation ont été répertoriés [159, 160] (Figure 1.16.).

Figure I.11.  Pontage par photodimérisation de coumarine [159, 160]

4.3.Procédés de polymérisation

Cette partie a fait I’objet d’un projet de revue intitulée: “Process of enzymatic

polymerization of phenolic compounds by oxidoreductases”.
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Résumé

La polymérisation enzymatique de composés phénoliques suscite de plus en plus d’intérét dans
les domaines alimentaire, cosmétique et pharmaceutique. L’utilisation de ces composés pour leurs
propriétés antioxydantes est limitée par leurs faibles solubilités et stabilité thermique. Leur
polymérisation permet d’améliorer leur solubilité et/ou leur stabilité thermique, tout en augmentant ou
en créant de nouvelles propriétés. Ces propriétés sont dépendantes de la masse moléculaire et de la
structure des polymeéres. Le rendement de la réaction, la polydispersité, la masse moléculaire, la
structure et donc les propriétés des polymeéres synthétisés peuvent €tre contrdlés par le mode de
conduite de la réaction et par les conditions réactionnelles. Dans cette revue, nous analysons les
procédés utilisés et les facteurs clefs (température, solvant, origine de 1’enzyme, structure du substrat,
architecture du réacteur, ...) qui contrélent la polymérisation enzymatique d’espéces phénoliques par

les oxydoréductases, pour obtenir des polymeéres avec des caractéristiques et des propriétés voulues.

Mots clefs : procédés, polymérisation, enzyme, oxydoréductases, phénols.
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Introduction

Ces dernieres années les composés polyphénoliques ont suscité un vif intérét pour des
applications alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques. Cet intérét est dii principalement a
leur activité antioxydante. Cependant, leur faible solubilité et stabilité thermique limitent leur
utilisation. Pour contourner ces difficultés, la polymérisation de ces composés a été présentée
comme une alternative prometteuse. La polymérisation permet l'obtention de nouveaux
dérivés avec des propriétés physiques et biologiques améliorées. En effet, les polymeéres
obtenus ont une solubilité [1-4], stabilité thermique [4-7] et activité antioxydante améliorées
[1, 8 9] par comparaison au monomere. La polymérisation peut étre obtenue par voies
chimiques [10, 11] ou enzymatiques. La voie enzymatique est plus attrayante, parce qu'elle se
déroule dans des conditions plus douces de pH et de température et permet 1'obtention de
polymeéres avec des structures plus contrdlées grace a la régio-, chemo-, et a I'énantio-
séléctivité des enzymes. Différentes classes d'enzyme peuvent étre utilisées pour catalyser une
polymérisation enzymatique comme les oxydoréductases, les transférases, les hydrolases, les
lyases ou les isomérases. De méme, plusieurs procédés peuvent étre mis en application pour
effectuer ces réactions. Les conditions de fonctionnement de la réaction et le procédé utilisé
affectent la polydispersité (PDI), la masse moléculaire et les activités biologiques des
polymeres synthétisés.

Dans cet article, nous allons analyser les procédés utilisés et les principaux facteurs
controlant les réactions de polymérisation enzymatique des polyphénols par des

oxydoréductases.

1. Mécanisme de la polymérisation enzymatique par des oxydoréductases

Les deux principaux groupes de phénoloxydases utilisés dans le procédé de
polymérisation des composés phénoliques sont les laccases (E.C. 1.10.13.2) et les
polyphénoloxydases (E.C. 1.14.18.1). La différence principale entre ces deux groupes réside
dans la nature du co-substrat utilisé: de I'oxygene pour les laccases et du H,O, pour les
polyphénoloxydases.

Les laccases sont produitessoit par des champignons (Trametes versicolor,

Mpyceliophotore, Pycnoporus,...) soit par des plantes (Rhus vernicifera, pinus taeda,...) [12,
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13]. Quatre cuivres de type T1, T2 et T3 font partie du site actif de ses oxydases, dans lequel,
le substrat est oxydé pour produire des espéces radicalaires, qui initieront la réaction de
polymérisation. L'oxydation est contrdlée par la différence de potentiel redox entre le substrat
réducteur et le cuivre de type 1 [14]. Deux types de laccases existent, les laccases avec un
potentiel redox faible (500 mV) et les laccases avec un potentiel redox élevé (700-800 mV).
Les laccases ont une forte spécificité pour leur co-substrat (I’oxygéne) mais une faible
spécificité pour leur substrat. Le spectre large de substrats susceptibles d'étre réduit par
les laccases (ferrocyanidine, anilines, phénols....), peut de surcroit étre ¢largie par 'utilisation
d’un médiateur tel que I’ABTS (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) [15, 16].

L'activité peroxydasique a été identifiée dans les plantes (peroxydase de cytochrome c,
peroxydase d'ascorbate de plante,...), les micro-organismes, et les animaux (myeloperoxydase,
lactoperoxydase,...)[17]. Les peroxydases sont largement distribuées dans la nature, les plus
utilisées sont celles issues du raifort (HRP) et du soja (SBP). Ces peroxydases ont un site actif
compos¢é d’un heme-protéinique avec une porphyrine ferrique. Elles catalysent I’oxydation du
substrat en présence de peroxyde d'hydrogene, libérant deux molécules d'eau et formant une
espece radicalaire qui initialise la réaction de polymérisation.

Les laccases et les peroxydasessont a l’origine de [I’initiation des réactions de
polymérisation de différentes especes phénoliques. Méme si le transfert des radicaux n'est pas
encore décrit avec précision, il a été établi que les conditions opératoires de mise en oeuvre de
ces réactions affectent le degré de polymérisation, la masse moléculaire, la polydispersité et le

type de liaisons entre monomeéres [18].

2. Différents systemes de polymérisation

Quatre systémes de synthése enzymatique des polyméres phénoliques ont été décrits :
systéme monophasique, systéme biphasique, systéme par micelle inverse et par balance de

Langmuir (Tableau 1).
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Tableau 1.  Different systems of enzymatic polymerization of phenolic compounds
System Solvent/phase Enzyme Substrat Observations References
Monophasic 1,4dioxane, DMF or methanol with water HRP phenol Higher yield: 1,4 dioxane 20-60 %, DMF 20 or 40 % at [19]
system 30 °C, 4h
Dioxane/acetate buffer HRP phenol Activity of enzyme up to 95 % of solvent [20]
Tert-butanol, lonic liquid: [(4-MBP)BF,], Laccase C, HRP, SBP Syringaldazine, 2- Higher yield of anthracene oxidation by laccase C in [(4- [21]
[(BMIM)PFq] methoxyphenol, MBP)BF,] compared at Tert-butanol medium, in
anthracene presence of mediator
Ionic liquid: [bmim][T£;N], [bmim][PFq], Microperoxidase-11 2-methoxyphenol Higher activity in [bmim][Tf,N] [22]
[omim][PFq]
Succinate buffer/1,4 dioxane Glucose oxidase/HRP phenol Higher yield: 1,4 dioxane/succinate buffer (15/10) [23]
Phosphate buffer/DMF (80/20 %) Tri-enzymatic system: p-cresol, sucrose The three enzymes are immobilized on glass [24]
invertase/glucose microfluidic channels, the kinetic properties are nearly
oxidase/SBP identical to SBP catalysis in solution
Isooctane/buffer HRP p-ethylphenol Good monomer conversion, fair polymer yield [25]
Biphasic Sodium acetate buffer/solvent (v:v) Laccase Trametes totarol The reaction were observed to proceed very slowly [26]
system Solvent: AcOEt, CHCl;, methyl fert-butyl pubescens
ether, -amyl alcohol or toluene
AOT/isooctane HRP p-ethylphenol Higher yield: 100 % isooctane [5]
Reversed AOT/isooctane/CHCl; Higher M,;: isooctane/ CHCl; (25/75 %)
micelle AOT/isooctane laccase o-chlorophenol Laccase hosted in the AOT reversed micelle exhibited [27]
high catalytic activity in isooctane, whereas lyophilized
laccase did not exhibit catalytic activity in organic
solvents.
Langmuir HEPES buffer HRP Aniline, phenol The polymers are ordered and have a good thermal [28]
Blodgett stability and significant optical and electronic properties.

DME: dimethylformamide, HRP: Horseradish peroxidase, SBP: Soybean peroxidase, AOT: dioctylsodiumsulfosuccinate, [bmim][Tf;N]: 1butyl-3-methylimidazolium bis(trifluoromethylsulfonyl)imide, [bmim][PF]:
hexafluorophophates of 1-octyl-3methylimidazolium, [omim][PFs]: hexafluorophophates of 1-octyl-3methylimidazolium, [(4-MBP)BF,] : 4-methyl-N-butylpyridiniul tetrafluoroborate, [(BMIM)PF¢] : 1-butyl-3-
methylimdizaolium, HEPES: 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
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2.1. Systeme Monophasique

Dans ce systeme, la réaction est affectée par plusieurs facteurs comme la nature et le
pourcentage de solvant organique, le pH, la température, les concentrations d'enzyme et de
substrat. Pour les composés phénoliques simples, les polymeéres obtenus précipitent
facilement, ce qui facilite leur extraction [19, 20] tandis que pour des molécules phénoliques
plus complexes comme les flavonoides, les polymeéres synthétisés peuvent étre hydrosolubles.
En plus des solvants organiques, les liquides ioniques ((BMIM) PF6, (BMIM) Tf2N, (OMIM)
PF6)) sont également utilisés dans ce systéme [29-31]. Ils offrent les avantages d'étre non-
volatiles, non-inflammables, thermiquement stables, faciles a séparer et réutilisables [32]. Les
composés phénoliques sont solubles dans ces solvants et les enzymes y préservent leur

activité.

2.2. Systeme biphasique

Ce systéme est fait de deux phases non-miscibles comme le tampon HEPES et eau-
isooctane ou eau-chloroforme. Ces deux phases sont dispersées par agitation pour former une
microémulsion ou I’ H,O; est ajouté graduellement pour initier la réaction de polymérisation
par les peroxydases. Ce systeme évite la contamination bactérienne et l'utilisation
d’émulsifiant [25]. Il évite également l'inhibition de I'enzyme par le substrat et sa dénaturation
par les solvants organiques. Plusieurs travaux ont étudié ce systeme comme illustré dans le
Tableau 2 [5, 25, 33, 34].

Ces travaux rapportent notamment que la masse moyenne en poids (Mw) et le
rendement de conversion sont dépendants des phases utilisées, et que les vitesses de ces

réactions sont souvent faibles du a la limitation du transfert de matiére entre les phases [35].
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Tableau 2.  Effect of solvent composition on polymerization by Horseradish peroxidase in

biphasic system.

Substrate Synthesis medium M,, Monomer Polymer References
conversion yield (%)
(%)
p-ethylphenol 85/15 dioxane/water 3000 80° 15° [5]
AOT reversed micelle in 100% isooctane (wy:15) 2500 100* 100°
AOT reversed micelle in 100% isooctane (wy:9) 2500 90? 100°
AOT reversed micelle in 100% CHCI; (wo:7; phase separation) 1000 20° 10°
p-ethylphenol Isooctane/buffer biphasic system 1700 [25]
Catechol 80/20 dioxane/phosphate buffer 18 [33]
AOT reversed micelle in 100% isooctane 36
Ethylphenol 85/15 dioxane/water 95 ~20 [34]
AOT reversed micelle in isooctane (wy:15) ~95 ~95

AOT: dioctylsodiumsulfosuccinate , Wy: molar ratio of water to surfactant, a: monomer converted/ monomer added initially, b: ratio of the

amount of polymer recovered as an insoluble fraction in isooctane to the amount of monomer converted

= Micelles inverses:

Le systetme le plus utilis¢é en micelle inverse se compose d'isooctane/eau/sodium

dioctylsulfosuccinate (Figure 1) [5, 25, 33, 36]. Cependant, d'autres agents tensio-actifs

peuvent étre utilisés comme le bromure cétylique et le bromure d'éthyle poly(éthyléne imine)

[37]. Les micelles inverses nanostructurées induisent une activité enzymatique €levée dans les

solvants organiques, car dans ces systémes les enzymes maintiennent leur structure

tridimensionnelle grace a l'eau renfermée dans les micelles. Ainsi, 'activité des peroxydases

est plus de 20 fois plus élevée dans ce systeme que dans 1’eau [38].
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Les rendements de conversion sont identiques ou accrus par rapport a ceux obtenus dans
un milieu dioxane/eau (Tableau 2). Ils sont affectés par le rapport molaire eau/agent tensio-
actif [5] et par la présence de certains sels comme LiBr qui entraine une dissociation compléte
de l'agrégation. Cependant, la présence de LiBr a faible concentration permet le contrdle de la

Mw de polymeres [5].

= Balance de Langmuir

Cette technique permet 1'orientation des molécules amphiphiles a l'interface du systéme
air-eau pour obtenir des structures en monocouches. Cette organisation permet de contrdler le
type de liaison mis en jeu entre monomeres et évite la formation des structures para.-para.
Elle limite également le phénomene de liaisons croisées et de branchement des polymeres [28,
39, 40]. Ce systéme permet d’accroitre la stabilité thermique et les propriétés électroniques

des polymeéres synthétisés [28].

2.3. Effets des conditions opératoires

Les conditions de synthése doivent permettre de maintenir I’activité de 1’enzyme et
d’assurer la solubilit¢ du substrat. Le milieu naturel de 1’enzyme est 1’eau alors que les
substrats phénoliques sont plutot solubles dans les solvants organiques. Il apparait donc
nécessaire de chercher un compromis entre ces deux critéres. Dans cette partie, nous avons
analysé et synthétisé les effets de 1’origine de I’enzyme, de la nature du substrat et des

conditions opératoires sur la réaction de polymérisation comme indiqué dans le Tableau 3.
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Tableau 3.  Modifications and impacts of reaction conditions of enzymatic polymerization of phenolic compounds.
Catalyst Substrate Factors Note references
Solvents (%) Bufter (pH) Co-factor Temperature Time
Laccase (TP) (3 | Totarol (0.5 g/l) Methanol,  acetonitrile, | Asodium Under air 20-30-40-50 24 h Optimal: pH 4.5-5, 30 °C, acetone [26]
U/ml) acetone, AcOEt, CHCl;, | acetate buffer
methyl tert-butyl ether, - | (4-7)
amyl alcohol, toluene
(50)
Laccase (TP) (0.6 | 8-hydroxyquinoline Acetone (8) Sodium Under air 20-30-40-50-65 Upto72h Optimal: 30 °C [41]
U/ml) acetate (5)
ALaccase (TV) Apyrogallol (0-3g/1) ATampon AO, (0- | A25-55 60 min Optimal : pH 4,5, 45°C and 18 mg/1 dissolved oxygen [42]
(0-275U/L) sodium acetate | 20mg/l)
(3-7)
ALaccase (TV) Ao-naphtol ~ (23-13636 | Aacetone (0-80) Asodium- AO, (12-20 | 24-50°C Up to | Optimal: 50 %acetone, pH 5, 3409gm~ monomer, | [43]
gm?) acetate buffer | g.m?) stabilization | 20.3gm™ in dissolved O,, 0.173U/cm™
(3-5) Average molecular weight 4920 Da
sodium
phosphate
buffer (6-8)
Laccase (TV) Catechol (0.3 g/1) Aacetone (10-20) ATampon 0, A 35-45 60 min Optimum conditions estimate by RSM at 43,5 °C, pH | [44]
(25U/L) sodium-acetate 4,87, 13,5 % acetone, 300 mg/ml catechol and 0,025
(4,5-5.,5) U/ml to obtain 0,128 mg DO/min L for initial oxidation
rate
ALaccase (TV) Acatechol (0.025-10 g/l) | Aacetone (0-70) Asodium- AO, (250; 10 | A25-60 250 min Maximal initial rate : 10 %acetone, pH 5, 25 °C, 0,02 | [45]
(0-30 U/L) acetate buffer | mg/l) U/ml, 250 mg/L S, 10mg/1 dissolved oxygen
(3-5)
sodium
phosphate

buffer (6-8)
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ALaccase (MYL) Rutin (10 g/1) AMethanol A phosphate | Under air Room 24 h Higher yield (81 %) with pH 5, 30%MeOH, 5.5%10° U/L | [1]
(1.45 10%; 5.5 10" | derivate of rutin (30;50;70;100) buffer(7) temperature Higher M, (11.10°%) with pH 5, 100%buffer, 5.5%10” U/L
314510 U/L) acetate buffer
(5)
ALaccase (MYL) Catechin ( g/l) AAcetone (3-20) Acetate buffer | Under air Room 24 h Higher yield: 95% (80% acetate buffer pHS, 20% | [9]
(12 10° ;2.0 10° Ethanol (5) (5) temperature acetone)
2.8 10° ;3.6 10° AMethanol (3-20) Higher M,: Mn:7000-8000 (93% acetate buffer pHS5, 7%
U/L) Isopropanol (5) acetone)
Laccase (PCL) | Syringic acid (20 g/1) Acetone 50 Acetate buffer | Under air Room 24 h Higher yield: 86% (50% 1,4-dioxane, 50% acetate buffer | [46]
2.95 5 t t HS5
( me) Acetonitrile 50 ®) ermperatute PH3)
Higher M,: 18000 (25% acetone, 37,5% chloroform,
1,4-dioxane50 37,5% acetate buffer pHS)
ethanol 50
methanol 50
methyl ethyl ketone 50
THF 50
Acetone 40
acetone
/chloroform/buffer
33/17/50
acetone/chloroform/buffe
r25/37.5/37.5
Laccase (PCL) Phenol Methanol Acetate buffer Room 24h Higher conversion with 4-TBP in acetone/buffer (50:50): | [47]
50ul m-cresol (5) in an temperature 100 %
2-propanol
bisphenol A equivolume Higher Mn with bisphenol A in 2-propanol/buffer (Mn:
4-TBP 1-propanol mixture 21300)
(30g/1) ethylene glycol solvent  and
buffer
1,4-dioxane
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acetone
50
Laccase (PCL) | 2,6-dimethylphenol AAcetone 20-90 Acetate buffer | Laccase: under | Room 24 h Laccase: [48]
295 mg HRP | (124¢/1) 1 4-dioxane 60 (3-12) air temperature Higher yield: 61% (40% 1,4-dioxane, 60% acetate buffer
10mg, SBP Peroxidases:H, pHYS)
Ethanol 60 0, is added to Higher M,,: 8140 (40% acetonitrile, 60% acetate buffer
Methanol 60 the mixture pHYS)
every 15 min HRP:
for 10 min Higher yield: 33% (40%acetone, 60% acetate buffer)
Under air Higher M,,: 6290 (40% ethanol, 60% acetate buffer)
PCL 295 mg, | 4-hydroxybenzoic acid | Acetone 40 Acetate buffer | H,O, (30 %, | Room 24 h Laccase: [49]
HRP, SBP 10mg derivatives (16.8g/1) Methanol 40 (3-12) 28ul, 0.25 | temperature Higher yield: 86% (50% 1,4 dioxane, 50% acetate buffer
mM)is added pHYS)
1,4-dioxane 40 to the mixture Higher Mw: 7700 (40%acetone, 60% acetate butfer pHS5)
every 15 min HRP:
for 10 min Higher yield: 79% (40% acetone, 60% acetate buffer
Under air pHYS)
Higher Mw: 15100 (40% acetone, 60% acetate buffer
pH7)
HRP (10mg) Phenol (18.8 g/l) Al ,4-dioxane (60;80) Acetate buffer | H,O, formed | Room 48h The ratio of DMF-soluble part of polymers dependent on | [50]
(5) in-situ by | temperature the polymerization condition, mainly the mixed ratio of
Succinate glucose 1,4-dioxane and a buffer. The higher Mn (14700) with
buffer (5,5) oxidase pH 5, 80 % 1,4-dioxane, in air atmosphere. Higher yield
Phosphate (10mg): (78 %) with pH 5.5, 60 % 1,4-dioxane in oxygen.
buffer (7) glucose  36.4
Acetonitrile (15/10) Succinate g/L Higher yield 78% (60% methanol, 40% succinate buffer

Acetone (15/10)
1,4-dioxane (15/10)
Ethanol (15/10)
Ethyl acetate (15/10)

buffer (5,5)

Under air or

oxygen

pH5.5)
Higher Mn 7500 (20% 1,4 dioxane, 40% ethyl acetate,
40% succinate buffer pH 5.5)
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Methanol (15/10)
iso-propanol (15/10)

1,4 dioxane/ethyl acetate
(10/5/10; 7,5/1,5/10 ;
5/10/10)

HRP (10mg)

p-cresol
p-ethylphenol
p-n-propylphenol
p-n-butylphenol
p-n-pentylphenol

1,4 dioxane (60)

Succinate

buffer (5.5)

Higher Mn (4400) with p-cresol
Higher yield (72 %) with p-n-pentylphenol

at (18.8g/1)

HRP (95 10°U/l) Phenols ADioxane (0-100) Acetate buffer | H,O, , 20ul at Activity of enzyme up to 95 % solvent [20]
p-methoxyphenol 5) 30 % (20mM) Average molecular weight up to 2.6. 10* Da with p-
p-cresol phenylphenol in 85 % dioxane
p-chlorophenol
2,6-dimethylphenol
4,4’-biphenol
aniline
1-naphtol
2-naphtol
p-tert-butylphenol
p-phenylphenol
at 5-100mM

HRP (16 10° U/L) | Phenols (2.235g, | Al,4-dioxane distilled water | Solution at 30 | 10-60 °C 10 min, 4 h, | Higher yield: >98 % (1,4 dioxane 20-60 %, DMF 20 or | [19]
2.50mmol) ADMF % H,0, added 48 h 40 % at 30 °C, 4 h)

AMethanol 16 times at an
0,20,40,60,80,100 interval of 10
min
HRP 4,4’-biphenyldiol Acetonitrile Phosphate H,0, (batch) Room 24 h Higher yield 97 % (80% THF, 20% phosphate buffer | [51]
Acetone buffer (7) temperature pH7)
1,4-dioxane Higher M, 26000 (80% isopropyl alcohol, 20%

ethyl acetate

phosphate buffer pH7)
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isopropyl alcohol
THF
HRP (0.1g/1) m-cresol (0.1M;0.2M) AEthanol (0-100) HEPES buffer | Dropwise Room 24 h Higher yield (over 90%) and M,, (7000) with 20%ethanol | [52]
addition H,O, | temperature
in excess of
30% compared
to monomer
HRP, SBP 40-120 | Catechol (1.32 g/l) 1,4-dioxane (80) Phosphate 30 % | 25°C 24h HRP<SBP [33]
10° U/ buffer (7), | HaO(28ul, Yield of polymer is pH-dependant
acetate buffer | 0.25mM) Higher yield: 60.6 % (phosphate buffer)
5) addition every
15min for 16
times
HRP (17.6 UN) 4-CHP, 4-TBP, 4-1PP, | Ethylene glycol Phosphate H,O, (3.2ml 5 | Room 3h Log P and monomer substituent dependant [53]
4-EP, 4-MP . buffer (7) %, 5.3 mmol) | temperature With 4-TBP: > After 1h
1,4dioxane
(30g/1) added Higher yield 98% (50% 1,4-dioxane, 50% phosphate | the precipitate
1,3-dioxane dropwise over buffer pH7 materials
2-propanol 2h under air Higher M,,) 2400 (50% 1-propanol or t-butyl alcohol, | were
50% phosphate buffer pH7) collected
1-propanol
ethylene glycol
DMF
Methanol
Acetone
t-butyl alcohol
ethylene glycol
50
AHRP  10-50mg | Phenols 10.6 mmol AMethanol 25,50,75 4, 5, 8 | AH,O, added | Room 30h Enzyme origin, buffer pH, mixed ratio of alcohol and | [4]
(10U/mg) (phosphate dropwise for | temperature buffer, purity and amount of HRP, concentration and
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buffer for pH | 25h addition rate of hydrogen peroxide strongly affected the
7) molecular weight and solubility of the polymer.
Higher yield (80%) in 2-propanol/buffer (pH5) (1:1), and
higher Mw (8.10”%) in 2-propanol/buffer (pH 7) (1:1)
HRP (20mg/50ml) | Phenols with different | 1,4-dioxane (80) Phosphate 0,5 mmol | Room 24h Higher yield with p-i-C5H; (95%) [6]
substituents (32.8g/1): buffer (7) (0.56ul) of | temperature Higher Mn with no substituent phenol 35000
p-CH; hydrogen
p-n-CsH; peroxide was
p-i-C3H; added 20 times
p-1-C4Hy after 15 min
p-n-CsHy; intervals
p-n-C;Hs
0-i-C3H;
m-i-C3H;
H
HRP m-ethynylphenol Methanol (50) Phosphate Hydrogen Room 3h Mw: 1700 [7]
24 g/l buffer (7) peroxide temperature
(5%,1.7ml, under air
2.5mmol)
added
dropwise  for
2h
HRP Cardanol 24g/1 Methanol Phosphate H,0, added | Room 24h With SBP: [54]
SBP Ethanol buffer (7) continuously temperature Higher yield 62% (50% 2-propanol, 50% phosphate
20mg in 25ml by a perfusion buffer pH7)
2-propanol pump for 6h Higher M,, 12808 (50% methanol, 50% phosphate buffer
t-butanol PH7)
HRP is inefficient for polymerization of caradanol.
1,4-dioxane
50
HRP 8.8 U/ml Bisphenol Acetone Phosphate H,0, (5%, | Room 3h With bisphenol [55]
SBP 8.32 U/ml Dihydroxydiphenylmeth buffer (7) 3.5ml, 5Smmol) | temperature HRP

45



Chapitre 1. Etude Bibliographique

ane 2-propanol added Higher yield 100% (50% 2-propanol, 50% phosphate
5.0 mmol in 25ml methanol dropwise to the buffer pH7)

reaction Higher M,, 5400 (50% 2-propanol, 50% phosphate buffer
acetone mixture for 2h pH7)
SBP
Higher yield 99% (50% 2-propanol, 50% phosphate
buffer pH7)
Higher M,, 3040 (50% 2-propanol, 50% phosphate buffer
pH7)

50

A: variation of this parameter (15/10): ratio 15 solvent and 10 buffer
M,,: weight-average molecular mass, M,,;: number-average molecular mass, DMF: dimethylformamide, THF: tetrahydrofuran
HRP: Horseradish peroxidase, SBP: Soybean peroxidase, TV: Laccase Trametes Versicolor, PCL: Laccase Picnoporus coccineous, CCP: Laccase Coprinus cinerius,

TP: laccase Trametes pubescens, MYL: Laccase Myceliophtora
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2.3.1. Effet de ’enzyme

Le type (laccase, peroxydase) et 1’origine (HRP, SBP, CCP, ....) de I’oxydoréductase
utilisée lors de la polymérisation peuvent avoir un impact sur les performances de cette
réaction, la structure et les propriétés des polymeres obtenus (Tableau 4). Ainsi, Ikeda et al.
[41, 42] ont observé en présence de 2-6 diméthylphénol ou de ’acide 4-hydroxybenzoique
des rendements et des Mw variables selon le type de catalyseur utilisé, en I’occurrence une
laccase ou une peroxydase. De méme, ces auteurs ont noté que les Mw des polymeres
synthétisés différents selon 1’origine de la peroxydase (HRP ou SBP). L’origine de 1’enzyme
affecte aussi la conductivité des polymeéres synthétisés. Ainsi, la conductivité des
poly(catéchol) obtenu par catalyse par HRP est de 5.00x10™ S.cm™, contre 0.25x10” S.cm™
pour ceux obtenus par catalyse par SBP [33].

Tableau4.  Polymerization of 2,6-dimethylphenol or 4-hydroxybenzoic acid by different

source of catalyst, in acetone and acetate buffer (40:60% vol.), at room temperature for 24h

under air.
Monomer Group Species Yield (%) My PD References
2,6- Peroxidase HRP 33 57600 1.8 [48]
dimethylphenol SBP 38 81000 1.8
Laccase CCP 57 5400 2.0

4- Peroxidase HRP 79 13200 — [49]
hydroxybenzoic SBP 72 14700 -
acid Laccase CCP 62 11500 -

PCL 80 7700 -

MYL 83 9600 -

POL O - —

Mw: weight average molecular mass; PD: polydispersity; CCP: laccase Coprinus cinerius; PCL: laccase

Pycnoporus coccineus; MYL: laccase Myceliophthore; POL: laccase Pyricularia oryzae

Pour une enzyme donnée, 1’activité varie également selon qu’elle est utilisée sous forme

libre, immobilisée, co-lyophilisée ou en présence de surfactants.
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2.3.1.1. Forme libre

L’utilisation de 1’enzyme sous forme libre en solvant organique est rendue possible
grace a I’ajout, d’un surfactant, soit par sa co-lyophilisation avec une molécule hydrophobe.
En effet, ces procédures permettent de limiter la dénaturation enzymatique. Ainsi, Paradkar et
Dordick, Kamiya et al, Bindhu et Emilia Abraham [43-45] ont montré que l’activité des
oxydoréductases est maintenue, méme dans un milieu presque anhydre, grace a 1’association
ionique avec une molécule de surfactant. Pour éviter 1’effet toxique de I’H,0O,, Angerer et al.
[46] remplacent ce dernier par le tert-butyl hydroperoxyde, qui est de surcroit plus soluble
dans le milieu réactionnel. Dans ces conditions, un turnover total de 5000 pmol de substrat
transformé/umol HRP a été obtenu sans changement de la masse moléculaire en comparaison
aux réactions menées en micelles inverses.

L’activité des oxydoréductases varie également selon qu’elles sont pré-solubilisées dans
une solution aqueuse ou dispersées sous forme solide directement dans le milieu réactionnel
[47, 48]. La lyophilisation de ’enzyme en présence du substrat, ou d’un composé hydrophobe,
ou encore en présence d’un lyoprotectant hydrophile augmente son activité par rapport a son
utilisation sous forme dispersée. La co-lyophilisation augmente aussi sa régiosélectivité. Yu et
Klibanov [49] observent une plus grande regiosélectivité de la HRP lyophilisée a pH 9.5 en

présence de 75 mM D-proline par rapport a la méme enzyme non co-lyophilisée.

2.3.1.2. Forme immobilisée

Pour diminuer I’effet dénaturant des solvant organiques, différents types de supports ont
¢été utilisés pour immobiliser les oxydoréductases (sépharose[50], chitosan [51, 52], gel de
polyacrylamide [53], résine [54], billes de verre poreuses [55], I’ensemble des supports
utilisés a été répertorié¢ par Duran et al. [56]). Ainsi, la laccase immobilisée sur un mélange de
dextran et gel Sepharose CL-6B reste active méme dans un milieu ne contenant que 3.5 %
d’eau [50]. Pour générer les cofacteurs in situ, les peroxydases ont été co-immobilisées avec
des glucoses oxydases (Figure 2) [23, 24]. En outre, lors de I’oxydation du thioanisole par la
SBP, Van de Velde et al. [57] ont rapporté que ce systeme de co-immobilisation permet

d’accroitre 1’énantiosélectivité sur le produit qui passe de 24 % a 50% (S).
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Oe
Glucose 0, H,0 @ — Polyphenols
HRP

Glucose oxidase

OH

glucono-lactone H,0,

Figure 2. Bi-enzymatic system used for the polymerization of phenols [23]

Certains travaux ont rapporté la co-immobilisation de peroxydase et des glucoses
oxydases sur des puces fixées dans un canal avec un apport du milieu réactionnel en continu.

Ce systéme permet de séparer en ligne les polymeres synthétisés [24].

En plus des supports classiques, les peroxydases ont été immobilisées sous forme de
microcapsules nanoorganisées en couches successives assemblant 1’enzyme et des
polyélectrolytes (LbL : Layer by Layer) [58, 59] (Figure 1). Cette forme d’immobilisation
permet d’avoir une importante concentration dans un volume confiné. De plus, grace a sa
perméabilité sélective, les petites molécules peuvent diffuser facilement d’un compartiment a

un autre alors que les polymeres sont soit piégés a I’intérieur ou adsorbés en surface [58-61].

L’immobilisation sur des supports ou par encapsulation peut affecter 1’affinité¢ de
I’enzyme pour son substrat. Pour remédier a ce probléme, la technique d’immobilisation dans
un réacteur a membrane a été proposée [62] et appliquée avec succés aux laccases (Tableau 5)

[63].

Tableau 5.  Kinetic parameters to relative to the soluble and insoluble laccase from Rhus

vernicifera [76].

Optimum pH Optimum Km (mM) Upmax (umoles.min™) Km/Vm
temperature
Soluble enzyme 7.5 40°C 69.00 9.58 7.20
Immobilized enzyme isothermal 7.5 50°C 11.30 0.27 41.85
conditions
Immobilized enzyme non-isothermal 5.85 0.32 18.28

conditions (At =20°C)
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2.3.2. Effet du substrat

Pour une méme enzyme, le type de substrat affecte le rendement de conversion et la
taille des polymeres (Tableau 6). Ceci est di, selon Mita et al. [64], a ’augmentation de
solubilité de certains substrats en fonction du log P. Ces auteurs ont observé en présence de
HRP que le pourcentage d’unités phenylenes (pontage C-C) augmente par rapport aux unités

oxyphenylenes (C-O) quand le paramétre hydrophobique () du substrat augmente.

Tableau 6.  Influence of phenol-substituent on polymerization by Horseradish peroxidase
Molecule Mw Yield References
Phenols 1400 - [20]
p-methoxyphenol 2000
p-cresol 1900
p-chlorophenol 600
2,6-dimethylphenol 500
4,4’-biphenol 400
Aniline 1700
1-naphtol Very high
2-naphtol 2000
p-tert-butylphenol 1900
p-phenylphenol 26000
4-cyclohexylphenol 1200 86 [53]
4-t-butylphenol 1674 98
4-isopropylphenol 2380 99
4-methoxyphenol 1159 100
p-CH; 6 7920 [6]
p-n-CsH; 70 12200
p-i-CsH; 95 11960
p-t-C4Hy 24 10800
p-n-CsHy; 92 10400
p-n-C7H;s 90 10080
0-i-C3H; 0
m-i-CsH; 0
H 72 122500

Pour résoudre le probléme de faible solubilité¢ du substrat certains auteurs ont vectorisés
les substrats phénoliques par des polyméres chargés, et des micelles. Cette vectorisation a
permis non seulement I’augmentation de leur solubilité mais aussi d’éviter les branchements
parasites [65]. Kim et al. [66] ont quant a eux observé que 1’utilisation de polymeres solubles

dans I’eau tels que le poly(étyléne glycol)(PEG), le poly(2-methyl-2-oxazoline)(PMOZ) ou le
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poly(2-¢éthyl-2-oxazoline)(PEOZ) comme agent de vectorisation favorise le couplage de type

C-C.

2.3.3. Effet du pH

Les effets du pH sont dus a la balance entre 2 processus opposés [67], d’une part, une
augmentation de I’activité a pH élevé, favorisée par la baisse du potentiel redox du substrat
oxydé, provoquant une importante différence entre le potentiel du substrat et celui du cuivre
de type 1 de la laccase et d’autre part, une décroissance de I’activité due a la fixation des
anions hydroxyles sur les cuivres de type 2 et 3. Les effets du pH sur la réaction de
polymérisation peuvent aussi étre attribué a son effet sur le substrat. Pour les substrats
présentant un potentiel redox indépendant du pH (ABTS, K4Fe(CN)), 1’activité décroit avec
I’augmentation du pH. En revanche, pour les autres substrats, 1’activité laccasique dépend
plus du type de laccase que du substrat [67].

Le pH optimum pour les laccases fongiques est en général situé entre 3 et 7. Par contre,
celui des laccases issues des plantes peut étre supérieur a 9 [12]. Ces plages de pH ne
correspondent pas toujours au microenvironnement optimal pour la conversion lors de la
réaction de polymérisation. En effet, Kim et Nicell [68], en présence de laccase de Trametes
versicolor, ont obtenu le taux de conversion le plus élevé (60 %) a pH 5, alors que le pH idéal
pour cette enzyme est de I’ordre de 6 a 8.

De plus, le pH influence le taux de conversion et la masse moléculaire des oligomeres
(Figure 3) [42]. Néanmoins, cette influence est variable selon le milieu réactionnel utilisé [4,

23, 33].
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Figure 3. Impact of pH variation on polymerization of phenol by HRP or laccase in 60 %

acetone or 50 % acetone respectively [42].

Il a été également rapport¢ que le pH affecte le type de pontage entre unités
monomériques. Un pH acide favorise les pontages C-C alors que les pontages C-O sont

majoritaires a pH basiques [69].

2.3.4. Effet des espéces ioniques

Selon Xu et al. [70] de petites molécules exogenes telles que OH', F’, ou CI" sont
capables de se lier au site cuivrique T2 et d’inhiber le transfert électronique entre le site T1 et
le cluster T2/T3 de la laccase. En outre, il a ét¢ démontré que des molécules a propriétés
chélatantes comme les flavonoides inhibent les laccases. Cette inhibition peut étre évitée par

I’ajout des ions Cu®' [71].
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L’effet des sels inorganiques et de métaux lourds sur la polymérisation des phénols par
HRP et par la laccase Trametes versicolor ont été étudiés. La présence de NaCl, CaCl,, MgCl,,
NH4CI et (NH4)2SO4 diminue les taux de conversions de la HRP et de la laccase par
comparaison aux réactions menées dans 1’eau distillée [72]. De méme, la présence de sulfide
(H2S) inhibe la transformation de phénol par ces enzymes par réduction des radicaux

phenoxy ; alors que la présence de Mn(II) et Zn(II) favorise 1’activité de la HRP [68].

2.3.5. Effet de la température

Plusieurs études ont abordé I’influence de la température sur les performances de la
polymérisation catalysée par les laccases [73-76]. Ces études ont montré que ce facteur
affecte I’activité laccasique, le taux de conversion et la solubilité des phénols. L’intensité de
cet effet est variable selon les substrats et I’enzyme utilisés. Ainsi, lors de 1’étude d’une
conversion du bisphenol A par la laccase de Trametes versicolor, Kim et Nicell [68] ont
observé une plus grande conversion de ce substrat a 45 °C qu’a 25 °C alors que ’activité de
cette enzyme est plutdt favorisée a 25 °C. De méme, Akita et al. [19] ont observé, en présence
de HRP comme catalyseur et de 1,4 dioxane comme solvant, un rendement ¢élevé (80 %) de
polymérisation tant que la température est inférieure a 40 °C, au-deld, le rendement chute, a
60 °C, il est de 31 %. Cette diminution du rendement est expliquée par ces auteurs par une

diminution de I’activité catalytique de la HRP due a I’altération thermique de 1’apo-protéine.

2.3.6. Effet du solvant

En milieu aqueux, les réactions de polymérisation des composés phénoliques sont
souvent limitées par la faible solubilité du substrat. En revanche, en milieu organique, la
réactivité est plutdt freinée suite a la dénaturation des enzymes dans cet environnement.

L’effet des solvants a été répertorié d’une facon détaillée par Rodakiewcz-Nowak [77].

Le ratio solvant organique/tampon affecte séverement le rendement, la solubilité et la
masse moyenne des polymeres [9, 41, 42, 64]. Ainsi, une simple variation du pourcentage de
dioxane de 10 a 85 % dans de I’eau méne a des variations de masse moléculaire de 500 a

26000 [20]. En paralléle, I’activité enzymatique décroit quand le pourcentage de dioxane
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augmente mais les polymeéres restent en suspension ce qui permet 1’allongement de la chaine
polymérique. L’ajout de chloroforme dans le milieu en présence de la laccase permet
d’accroitre le Mw des polymeéres formé [78]. Selon Ikeda et al. [78], ce comportement est di
au phénoméne d’interaction entre I’enzyme, le solvant, le monomére et le polymeére, et

notamment a la diminution de I’affinité de I’enzyme pour le substrat.

De plus, les solvants ont des effets sur la structure des polymeéres et la sélectivité de la
réaction et ceci aussi bien pour la HRP que pour la laccase. Ainsi, lorsque le log P du solvant
augmente, la proportion d’unité¢ phenylene diminue [64, 79, 80]. Ce comportement est
modulable selon la nature des substrats. Dans le cas, de I’oligomérisation du totarol par la
laccase de Trametes pubescens, le pontage C-O est favorisé quand I’hydrophobicité du co-
solvant diminue. Cette sélectivité pourrait étre attribuée a un effet intrinséque du solvant sur la
formation de pontage ou a un effet solvant sur I’enzyme. Pour déterminer ’origine de cette
sélectivité, cette réaction a été comparée a une réaction chimique avec le méme substrat et en
présence de FeCl; ou MnO, comme catalyseurs. La réaction chimique ne met en évidence
aucune stéréosélectivité marquée; il apparait donc que le solvant affecte la sélectivité via son
effet sur I’enzyme. En outre, le solvant influence la sélectivité de polymérisation par sa nature.
En effet, Intra et al.[81] ont observé que les solvants aromatiques (benzéne, toluéne) meénent a
la formation des structures dimériques C1-C1’ alors que les solvants type tert-amyl alcool,

chloroforme, favorisent les liaisons C1-C3’.

2.4. Effet du mode de conduite de la réaction.

L’alimentation en substrat et notamment en co-substrat, I’ O, pour les laccases et le
H,0, pour les peroxydases peut contréler la réaction de polymérisation. En général, le
dioxygene est introduit initialement dans le milieu réactionnel. Par contre, le H>O, est ajouté
au cours de la réaction selon deux modes : controlé par sonde ou non contrdlé [82, 83]. De

méme, pour le substrat principal, différentes configurations de réacteurs ont été étudiées.
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2.4.1. Ajout du peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogene est a la fois un co-substrat indispensable et un inhibiteur a
forte concentration de I’activité péroxydasique. Son ajout dans le milieu réactionnel a fait
I’objet de plusieurs travaux [84, 85]. Pour pallier les défauts d’une alimentation continue
Akita et al. [19] ont réalisé des ajouts juste en quantité nécessaire et suffisante a différents
intervalles et a différentes concentrations. Ils ont observé que 1’ajout de faibles concentrations
favorise le rendement de conversion. Seelbach et al. [83] quant a eux ont controlé
I’alimentation du peroxyde d’hydrogéne par I’utilisation d’une sonde. Cette procédure a

permis de réduire la durée de la réaction et d’augmenter le rendement.

2.4.2. Les différents modes de conduite de la réaction

Majoritairement, les réactions de polymérisation enzymatique des composés
phénoliques sont menées en discontinu (Tableau 3). Pour améliorer les performances de ces
réactions, le mode continu a été testé selon deux configurations. Pilz et al. [86] ont mené cette
réaction en réacteur a8 membrane en continu (EMR) ou I’ajout de 1’oxygeéne a été assuré par
diffusion pour éviter les inconvénients du bullage. De méme, Seelbach et al. [83] ont testé un
EMR avec élimination en continue des polymeres. Ce dispositif a permis d’obtenir une
productivité de I"ordre de 119.5 g/(L.j) et un total turnover de 192.8. Il est nettement plus
performant que le mode batch pour la productivité, qui ne permet d’atteindre que 42.2 g/(L.j),

mais avec un turnover trois fois plus fort.

Une autre configuration a été expérimentée par Ayyagari et al. [25, 87] (Figure 4). Elle
consiste en un réacteur alimenté¢ en continu avec le substrat, le co-substrat et I’enzyme. Le
réacteur est couplé a un module d’ultrafiltration pour séparer en ligne les polyméres formés.
Ce dispositif vise a contrdler la distribution de la masse molaire, tout en minimisant 1’effet du

solvant et en maximisant I’utilisation de I’enzyme.
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Figure 4. Fed-batch reactor with continuous filtration [93]

Conclusion

L’utilisation des laccases et des peroxydases dans le domaine de la polymérisation des
composés phénoliques offre une alternative intéressante pour la synthése des molécules a la
carte en fonction des applications et des propriétés recherchées. Cependant, ces réactions sont
affectées par des nombreux facteurs (température, pH, solvant, origine de 1’enzyme, structure
des substrats, architecture du réacteur, ...). Ces facteurs ont souvent des effets antagonistes
comme [’effet des solvants organiques qui d’un c6té favorise la solubilité des substrats et de
I’autre coté altére les activités enzymatiques. L’optimisation de ces réactions nécessite une
approche pluridisciplinaire et constitue un défi scientifique exaltant. Compte tenu de 1’intérét
majeur des polymeres a base des composés phénoliques, les années a venir verront une
intensification des investigations dans ce domaine et il est fort a parier que de nouveaux

procédés verront le jour prochainement.
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4.4.Incidence du mode pontage et du degré de polymérisation sur les

propriétés

Comme nous 1’avons démontré précédemment, les conditions expérimentales influent
sur le nombre, le type et la localisation du pontage. Ces différents paramétres vont agir sur les
propriétés des polymeres formés.

Guyot et al. [161] démontrent au cours de leurs travaux sur la catéchine que le type et la
localisation du pontage ont une influence sur la couleur des produits obtenus. Les polyméres
obtenus a pH 6 sont colorés en jaune, ceux obtenus a pH 3 sont faiblement colorés. A pH 3,
seuls des pontages éther ont été décrits alors qu’a pH 6, les pontages sont de type C-C, C=C
ou C-O. En outre, ces derniers peuvent présenter de 1 a 4 pontages simultanés contrairement a
ceux obtenus a pH 3 qui n’ont qu’un seul pontage.

Kurisawa et al. [99] observent une incidence de la proportion en solvant dans le milieu
de synthése sur la solubilité¢ des polymeres formés. Les polymeéres synthétisés dans 20 %
d’acétone sont moins solubles dans le DMF que ceux synthétisés dans 5 % d’acétone.

Desentis-Mendoza et al. [59] démontrent que les oligomeres obtenus a pH 7 ont un

pouvoir antiradicalaire plus élevé que ceux obtenus a pH 5.

De nombreuses études traitent de I’influence du degré de polymérisation sur diverses
activités biologiques. Le plupart de ces études portent sur les procyanidines. Ainsi, les
dimeéres et les trimeres de procyanidines présentent une grande activité antiradicalaire face a
la lipoperoxydation, contrairement aux pentameres et hexameres qui pour leur part possedent
des propriétés anti-élastase plus marquées [162].

Il a ét¢ mis en évidence que 1’augmentation du degrés de polymérisation accroit le
pouvoir antiradicalaire des procyanidines vis-a-vis d’un grand nombre d’espece radicalaire
[163]. Cet effet est imputé au grand nombre de conjugaison possible entre le groupe catéchole,
le cycle B et les groupements hydroxyles du squelette polymérique engendrant une grande
stabilité du radical aryloxyl formé [164].

I a ét¢ démontré aussi que 1’augmentation du degré de polymérisation des
procyanidines influe sur leur affinité vis-a-vis de certaines protéines. L’affinité des tannins
pour la protéine salivaire humaine s’accroit avec leur degré de polymérisation [165] , et

’affinité pour 1’oenine est plus marquée sur les dimeres liés en C4-C6 par rapport a ceux liés
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en C4-C8 [166]. En fait, cette affinité est dépendante de la capacité a établir des liaisons

hydrogéne avec I’eau, elle-méme dépendante de la conformation des oligomeres dans 1’eau.

5. La modélisation moléculaire appliquée aux flavonoides

Les études abordant la structure des coumarines par modélisation moléculaire étant tres
rares [167, 168], cette partie s’attachera essentiellement a décrire la modélisation moléculaire
appliquée aux flavonoides.

La stabilité, la réactivité et les effets physiologiques des flavonoides sont couramment
reliés a leur famille, la nature de leurs substituant et a leur structure moléculaire (géométrie)
[12, 55, 104, 168]. Afin de corréler avec plus de précision les données expérimentales sur les
activités avec la structure des molécules et de quantifier ces relations, des €tudes théoriques
ont été entreprises par modé¢lisation moléculaire.

A travers la mécanique quantique ou moléculaire plusieurs paramétres peuvent étre
obtenus :

- parametres structuraux de la molécule : longueurs de liaison, angles de valences,
angles de torsion, liaisons hydrogéne

- parametres énergétiques : énergie de liaison, enthalpie de formation

- paramétres ¢électroniques : charges, densit¢ de spin, énergies et délocalisation des
orbitales (HOMO, LUMO), Eg (différence entre Egomo et Erumo), électronégativité
(%), électroaftinité (EA), polarisabilité¢ (POL)

- parametres stériques : volume et surface moléculaire

- parametres hydrophobiques : log P

De nombreuses études ont pour but de corréler et d’expliquer les relations entre
propriétés électronique, stérique, hydrophobique et les activités ou les effets biologiques ou

physico-chimiques observés lors des expériences.

5.1.Etude conformationnelle

Pour relier la structure des flavonoides a leur activité, une analyse conformationnelle de
ces molécules a été souvent réalisée. Cette étape permet de déterminer la structure la plus

stable.
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De nombreuses ¢études traitent des flavonoides aglycones et notamment de la forme
aglycone de la rutine, la quercétine [169-172]. Mais les études abordant les structures des
flavonoides glycosylées telle que la rutine sont tres rares. Van Acker et al. [173] ont étudi€ la
rutine et ont rapporté qu’un angle 6 (C6’C1°C2C1) de 27.17° entraine la perte de la coplanéité
observée sur la quercétine. L’analyse conformationnelle a été effectuée par rotation de la
liaison entre la partie chromone et le cycle B (angle 0), en utilisant le champ MM (AMBER).
Les structures obtenues ont été optimisées par méthode ab initio (STO-G3).

Alluis [174] a déterminé aussi, la conformation la plus stable de la rutine par RMN dans
des solutions de rutine préparées dans le DMSO. L’¢tude par ROESY (Rotating frame
Overhauser Effect Spectroscopy) réalisée par cet auteur a fait apparaitre des corrélations entre

299

les positions 5’ et 6”7, entre les positions 6’ et 1°’ et entre les positions 5’ et 2°”°. Pour chaque
paire de protons corrélés, une distance de 4 A a été imposée lors de 1’étude par modélisation
moléculaire. Cet auteur procéde a une optimisation par mécanique moléculaire (champ de
force MM+). La structure obtenue présente entre autre une liaison hydrogeéne entre le glucose
(Cy»-H) et la fonction carbonyle du cycle C (C4=0) et une poche hydrophobe entre le

rhamnose et le cycle B (Figure 1.17.).

BN S

AN

X
Figure I.12.  Structures optimisées d’énergie minimale de la rutine (calculs mécaniques

moléculaires, champs de force MM+) [174]

5.2.Relation structure-activité¢ antioxydante

Différents facteurs ont pu étre corrélés a 1’activité antioxydante :

= Descripteurs énergétiques

Un antioxydant peut jouer son role soit par un mécanisme de transfert de proton, soit par

un mécanisme de transfert mono-électronique [175].
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Le mécanisme par transfert de proton (abstraction d’un atome d’hydrogéne de
I’antioxydant par un radical libre) est particuliérement important dans le cas de I’inhibition de
la peroxydation des lipides. Pour que ce mécanisme soit vraiment efficace, le radical phénoxy
formé doit étre relativement stable. L’efficacité de ’antioxydant dépend donc de la stabilité
du radical phénoxy, c'est-a-dire du nombre de liaisons hydrogéne et des effets de conjugaison
et de résonance. L’enthalpie de dissociation de liaison (BDE) de la liaison O-H est un
paramétre important pour évaluer ’activité antioxydante [175, 176]. En effet, plus cette
liaison est faible, plus la réaction avec le radical libre sera facilitée.

Le deuxiéme mécanisme est un transfert mono-électronique de 1’antioxydant vers le
radical libre conduisant a la formation d’un radical cation. Cette réaction n’est en réalité que
la premiere étape d’une succession d’équilibres acido-basiques et de transferts ¢lectroniques.
Dans ce cas, le parameétre énergétique important pour I’évaluation de I’activité antiradicalaire

est le potentiel d’ionisation (IP).

= Descripteurs ¢lectroniques

A partir des valeurs de 1’énergie des orbitales moléculaires, la plus haute occupée
(HOMO) et la plus basse vacante (LUMO), le caractére donneur et accepteur d’électron peut
étre évalué. L’énergic de la HOMO nous renseigne sur les capacités réductrices de la
molécule : plus I’énergie de la HOMO est ¢levée, plus son potentiel d’ionisation est faible et
plus son caractére réducteur est grand [177, 178].

Dans le cas des flavonoides, une corrélation a été observée entre 1’excés de charges
entre les atomes C; et Cs. En effet, il a été rapporté que la présence d’une densité électronique
importante sur la double liaison C2-C3 des flavonols, avec un groupe hydroxyle libre en
position 3, peut conduire a une plus grande réactivité de ces molécules avec 1’oxygene
singulet [47].

L’exces de charge au niveau de I’oxygene susceptible de réagir a été corrélé avec le
pouvoir antioxydant, ainsi plus cette charge est négative, plus le pouvoir antioxydant sera

¢élevé.

= Descripteurs géométriques
Plusieurs auteurs ont remarqué que 1’activité antioxydante était améliorée lorsque la
molécule possédait une fonction catéchol, une double liaison entre C,-Cs dans le cycle C. Ces
¢léments structuraux conduiraient probablement a la formation d’un radical stable en raison

de nombreux groupes phénoliques et d’une délocalisation électronique étendue.
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Les facteurs structuraux des radicaux des flavonoides non glycosylés impliqués dans le

pouvoir antioxydant sont présentés dans le Tableau 1.6.

Tableau 1.6.

Eléments structuraux nécessaires a une bonne activité antioxydante dans le cas

des deux mécanismes par transfert d’hydrogene et d’électron

Mécanisme par abstraction d’hydrogéne

M¢écanisme par transfert mono-¢lectronique

( ]
Q
% liaison hydrogéne

Z
Z
Z
z

o—H

T

radical isoénergétique

OH\

et

(0]

Formation du radical : les OH du cycle B sont les plus
adaptés pour le transfert d’hydrogéne (Oy)

Structure : radical plan, présence de fonction catéchol
sur cycle C (stabilisation par liaison hydrogéne), d’une
double liaison C,-C; et C4=0 (délocalisation
¢électronique)

La présence d’une liaison H sur la partie catéchol
confine la densité de spin sur I’oxygéene (= 84 %)
Critere : BDE < 80 kcal/mol pour avoir une activité
anti-radicalaire par rapport au DPPH ou 4 I’ABTS"®
Flavonoide : quercétine, taxifoline, lutéoline,
épicatéchine, cyanidine

Formation du radical : localisation de la densité de
spin variable en fonction du flavonoide

Structure : radical plan (sauf pour taxifolin ® : 101°),
¢éléments structuraux permettant une délocalisation
¢lectronique sur toute la molécule (double liaison C,-
C; et C4=0), conservation des liaisons H par rapport a
la molécule parent

Critere : IP le plus faible possible (reli¢ a I’énergie de
la HOMO)

Flavonoide : quercétine, apigeénine, lutéoline,
épicatéchine, kaempférole

Plusieurs études sur les flavonoides et des molécules analogues Wright, Zhang et Wang

ainsi que Trouillas et al. [103, 175, 179] ont reli¢ I’activité antiradicalaire aux enthalpies de
dissociation des OH phénoliques. De méme, le potentiel d’ionisation des structures ¢tudiées a
¢été aussi corrélé avec les données expérimentales d’activité antiradicalaire mais de maniére
moins précise [179, 180]. Il semblerait donc que le mécanisme par transfert d’atome
d’hydrogene soit la voie prépondérante dans 1’activité antioxydante des flavonoides méme en
milieu aqueux.

Enfin, un moment dipolaire faible sera corrélé avec un fort pouvoir antioxydant. (Ces

deux constatations ont été faites lors des travaux de L.Chebil au sein du laboratoire).

5.3.Relation structure-activité pro-oxydante

La cytotoxicité¢ des flavonoides est majoritairement due a leur potentiel pro-oxydant.

Tout comme pour leur activité antioxydante, leur potentiel de toxicité peut étre relié a leur
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structure. Les différentes relations structure-activité pro-oxydante sont répertoriées dans le

Tableau 1.7..
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Tableau .7. Exemple de relation structure-activité cytotoxique

Références Flavonoides ou coumarines Cellules testées Paramétres calcul modélisation méthode de
corrélation
[181] 23 flavonoides Lymphoblastes Jurkat T  Diminution de la cytotoxycité : F-test
- hydroxyle en C3
- nombre d’hydroxyle
- forte solubilité dans le milieu de culture
Augmentation :
- double liaison C2-C3
-groupement carbonyle en C4
-ortho-hydroxyle plus toxique que le meta-hydroxyle
-O-méthylation ou glucuronidation
-présence du cycle B
[182] Quercétine, myricetine, morine, Fibroblastes issus de Diminution de la cytoxicité: Statistica
kaempherol, taxifoline, hesperetine reins d’agneau (FLK), -couple redox radical phenoxyl/phenol élevé (StatSoft)
cellules HL-60 Augmentation :
- log P élevé
- log D (coefficient de distribution octanol/eau a
pH7) élevé
[183] Chrysine, biochanine, galangine, Hépatocytes de rat Diminution de I’activité :
phloretine, naringenine, morine, - potentiel redox élevé
apigenine, genisteine, kaempferole, -BDE élevé
luteoline, quercétine, eriodictyol, Augmentation de ’activité :
fisetine, taxifoline, catéchine, -log P élevé
baicaleine, myricetine
[184] Quercetine, morine, kaempferole, HL-60 Diminution de 1’activité : PM3, DFT B3LYP/6-
taxifoline, hesperitine, naringenine, -potentiel redox élevé 311G**//HF//3-21G*
acide gallique, Augmentation de Iactivité : (gaussian)
-log P élevé
[185] 20 coumarines Cellules du carcinome Pas de corrélation avec AH, p, potentiel d’ionisation, Conflex/PM3 et ACD log P CaChe
humain : HSC-2 énergie de la LUMO. pour le calcul du log P Worksystem
Relation hyperbolique avec le Log P (maximum a 2.5) 4.9

Augmentation de la cytotoxicité :
Faible potentiel d’ionisation, Egomo élevée, forte Ae
et faible 1.
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Selon Plochmann et al. [181], la structure plane des flavonoides due a la présence de la
double liaison C2-C3 augmente la cytotoxicité en induisant I’inhibition de la glycoprotéine P
(transporteur membranaire exportant les agents chemothérapeutiques).

La cytotoxicité est proportionnelle a I’hydrophobicité des flavonoides [181, 182]. Celle-
ci serait due a la plus forte perméabilité membranaire des especes lipophiles, engendrant une
accumulation intracellulaire des flavonoides.

Dans le cas des coumarines, leur cytotoxicité est reliée a leur électronégativité [185].

5.4. Relation structure-activité inhibitrice d’enzymes

Les flavonoides étant connu pour leurs activités d’inhibition d’enzymes. Des
corrélations entre la structure de flavonoides et des activités biologiques ont été étudiées par
plusieurs auteurs grice a des paramétres moléculaires (énergétiques, stériques,
hydrophobiques). Le Tableau 1.8. donne quelques exemples de corrélation dans le cas de

I’inhibition de la xanthine oxydase.

Différentes méthodes ont été utilisées pour corréler les parametres moléculaires aux
activités :

- La comparaison entre les données de la modélisation moléculaire et celles des activités
¢tudiées afin d’obtenir des tendances. Cette méthode permet d’estimer pour chaque
variable moléculaire si elle a une influence.

- L’analyse statistique par régression multivariable permet une étude plus précise des
effets de chaque paramétre moléculaire et de leurs interactions. Cette méthode aboutit
a une équation reliant la variable expliquée en fonction des variables explicitées.

- Les méthodes d’analyse de la composante principale, par hiérarchisation des groupes,
discriminant sont utilisées pour diminuer la dimension du nombre de variables et pour
déterminer qu’elles sont les variables qui pourraient étre les plus efficaces pour classer

les molécules testées selon leur degré d’activité.
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Tableau I.8. Exemples de relation structure —activité inhibitrice de la xanthine oxydase
Références Flavonoides Parametres calcul méthode de
modélisation corrélation

[64] Apigenine, Diminution de I’activité : Meécanique Comparaison
quercétine, présence d’un groupement hydroxyle en C3 moléculaire structure par
myricetine, présence d’un sucre en C6 (tripos) docking dans
isovitexine, Augmentation : le site actif
genisteine, structure plane
allopurinol, -présence d’un groupement carbonyle en C4
naringenine -présence de groupement hydroxyle en C5, C7

[82] Chrysine, Diminution de ’activité: Meéthode de
galagine, -hydroxyle en 3, 8 et 2’ calcul de la
apigenine, Augmentation de I’activité : contribution
lutéoline, fisetine, - hydroxyle en position 5 et 7 des
kaempferol, - petite amélioration en présence d’hydroxl en 3’, groupements
quercétine, 4 hydroxyles
myricetine, -hydroxyle en 4
morine, - le nombre d’hydroxyle accroit 1’inhibition
taxifoline, (5>7>4°=3")
daidzeine,
genisteine,
épicatéchine,
epigallocateching
allate, allopurinol

[81] Variation des Diminution de ’activité : Calcul par
groupements -méthylation d’un groupement hydroxyle I’indice de
hydroxyle sur des ~ Augmentation de I’activité : connectivité
flavones, -hydroxyle en 5 et 7 de Kier at Hall
flavanones, -double liaison en 2-3
chalcone - fonction catéchol ou 3°,4°,5’-pyrogallol sur le

cycle B

[63] Allopurinol, Diminution de I’activité : i) Analyse Comparaison
apigenine, Angle D3 supérieur a 27 conformationnelle  entre les
quercétine, Forte polarisabilité, forte réfractivité molaire, forte ~par MM (MM+) structures et
myrecitine, aire superficielle, fort volume moléculaire ii) Optimisation les résultats
genisteine, Faible log de P par méthode semi-
isovitexine, Augmentation de I’activité : empirique (AM1)
naringenine Angle de torsion D3 (cycle C/B) entre 26 et 27°

Petite taille
Fort caractére hydrophobique
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Chapitre I1. Matériels et Méthodes

1. Matériels

1.1.Biocatalyseur

L’enzyme utilisée pour I’oligomérisation est la laccase de Trametes versicolor (1.10.3.2.)
ayant une activité¢ de 21,4 U/mg. L’ unité correspond a la quantité d’enzymes convertissant 1

umol de catéchol par minute a pH 4.5 et a 25 °C.

1.2.Réactifs

1.2.1. Flavonoides

Les flavonoides étudiés (Tableau II.1.) proviennent de 2 familles différentes : flavonols

et coumarines.

Tableau II.1. Flavonoides utilisés.

Flavonoide, Masse Molaire (g/mol), Fournisseur, Pureté

Flavonol Coumarine
Rutine (3-rutinoside quercétine) Esculine sesquihydrate
(MM 610.5) (Sigma, >95%) (6-B-D-glucopyranoside esculétine)

(MM 367.61) (Fluka, >98%)

OH
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1.2.2. Solvants

Les solvants utilisés lors de ce travail sont de qualit¢ CLHP (Tableau I1.2).

Tableau I11.2. Solvants utilisés.

Matériels et Méthodes

Solvant, abréviation, Masse Molaire v Constante LogP Structure
(g/mol), Densité, Fournisseur (D) diélectrique
(e) (F/m)
Méthanol, MM 32.4, d 0.79, VWR 1.71 32.7 -0.82 CH;0H
Acétonitrile (ACN), MM 41.05, d 0.786, 3.45 37.5 -0.34
SDS CH;CN
Diméthylformamide (DMF), MM 73.10,  3.87 37.0 -1.01 o
d 0.944 BDH y )J\N P
L.

Ethanol, MM 46.07, d 0.803, Riedel-de 1.74 24.5 -0.32
Haén CH;CH,OH
Acétone, MM 58.081, d 0.790, Carlo Erba 2.86 20.7 -0.24 0

Hsc)J\CHS
Tétrahydrofurane (THF), MM 72.11, 1.75 7.58 0.49
d 0.889, VWR o)

U

1.2.3. Solutions tampons

Les solutions tampons utilisées pour les milieux réactionnels ont été préparées avec des

sels d’ammonium afin d’éviter les interférences d’ionisation lors de 1’analyse par MALDI-

TOF. Les différentes solutions tampons utilisées sont :

tampon citrate d’ammonium, pH 4, 10 mM

tampon phosphate d’ammonium, pH 7, 10 mM
tampon phosphate d’ammonium, pH 5, 10 mM
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Ces solutions ont été ajustées au pH désiré par ajout d’une solution de H;PO4. Le pH de la
solution finale a été vérifié au pH-meétre avec une erreur de 0.1 unité pH.

Dans le cadre du suivi de I’inhibition de la xanthine oxidase, du tampon phosphate a pH
7.5, 50 mM a été préparé a partir d’une solution de phosphate monosodique a 0.2 M et d’une

solution de phosphate de sodium dibasique 0.2 M.

2. Conduite de I’oligomérisation

Les réactions d’oligomérisation ont ét¢ menées sur une plateforme automatisée
ASW2000 (Chemspeed Ltd). Cette installation est équipée d’un bloc de 8 réacteurs (27 ml)
(Figure II.1.). L’installation est totalement automatisée et permet de mener plusieurs
synthéses en parallele. La température, 1’agitation par vortex ainsi que 1’atmospheére sont
contrdlées. Le protocole général suivi se décompose en plusieurs étapes :

e ajout manuel du substrat sous forme de poudre dans chaque réacteur (3 g/l final)

e ajout automatique de 7 ml d’eau ou de tampon et de 3 ml de solvant

e mise sous agitation de ’ensemble a 600 rpm, 20 °C

e déclenchement de la réaction par ajout de la solution enzymatique (3 U/ml final)

e prélevement et dilution automatiques dans 9 volumes de DMF, 1% LiBr

e injection automatique de la solution diluée sur la colonne de chromatographie
d’exclusion de taille (SEC)

e prélévements et injections réguliers pendant 72 h

En parallele de I’étude cinétique par SEC-UV, un protocole de dépot automatique sur
cible MALDI a été mis au point. Celui-ci sera détaillé ultérieurement dans la partie Résultats

portant sur la mise point des techniques analytiques.
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Injection
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Figure I1.1.  Plateforme Chemspeed et réacteurs Chemspeed pour synthése en paralléle

3. Séparation des oligomeres par filtration tangentielle

La filtration tangentielle est une technique qui met en oeuvre une membrane, considérée

comme une barriére poreuse et sélective, permettant de traiter un fluide brut en vue de le

purifier. Contrairement a la filtration frontale, le sens de circulation du fluide n’est pas

perpendiculaire au média filtrant, mais parallele a la membrane filtrante. Ce flux tangentiel

permet de minimiser les phénomenes de dépot et de colmatage. Apres filtration, un rétentat et

un perméat sont recueillis.
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Protocole :

2 1 de milieu réactionnel ont été récupérés a la fin de la réaction et filtrés sur différentes
membranes de 50, 8, 5 et 3 KDa successivement. Dans le cas de I’oligomérisation de
I’esculine, une filtration supplémentaire est effectuée sur une membrane de 1 KDa. Au cours
de la filtration plusieurs volumes d’eau ou de méthanol sont ajoutés au rétentat pour lessiver

les molécules capables de traverser la membrane (Tableau 11.3.).

Tableau II.3. Lavages successifs durant la filtration tangentielle des milieux réactionnels.

Porosité Milieux réactionnels
membranaire  Oligorutine Oligoesculine
Volume ajouté (ml) Volume Volume Volume ajouté (ml) Volume Volume

rétentat  perméat rétentat  perméat
(ml) (ml) (ml) (ml)

50 KDa 0 100 1800 300 ml de méthanol 500 1800

8 KDa 800 ml d’eau milliQ 200 2400 800 ml d’eau milliQ 400 2200

5KDa 400 ml d’eau milliQ 600 2000 400 ml d’eau milliQ 600 2000

3 KDa 400 ml d’eau milliQ 200 2200 400 ml d’eau milliQ 400 2000

1 KDa - 400 ml d’eau milliQ 400 2000

Les membranes utilisées sont des membranes INSIDE CeRAM™ (TAMI industries).
Ces membranes sont en ZrO,-TiO, de 10 mm de diamétre. L’ensemble des rétentats et le
perméat est lyophilisé afin d’étre analysé. Une étape d’évaporation est effectuée avant la

lyophilisation pour éliminer toute trace de solvant.

4. Etude des propriétés physico-chimique et biologiques des flavonoides et

de leurs oligomeres

L’ensemble des propriétés des oligomeres a été évalué a partir de poudres obtenues par
lyophilisation.
Les régressions et lissages appliqués dans les étapes de traitement des résultats ont été

¢établis avec le logiciel SigmaPlot version 9.0.
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4.1.Etude de la solubilité

Dans un premier temps, la solubilité¢ de la rutine, de I’esculine et de leurs oligomeéres a
été évaluée dans I’eau a 30 °C (600 rpm). Les échantillons prélevés réguliérement durant 3
jours ont été filtrés sur 0.2 um (afin d’analyser la fraction soluble) et analysés par SEC-UV.
Les filtres, les seringues ainsi que les vials ont ét¢ maintenus a 30 °C pour éviter tout
phénomene de précipitation.

Dans un second temps, selon le méme protocole, la solubilité de la rutine et de ’esculine
a été évaluée dans les conditions (pH, solvant, température, ...) utilisées lors de la mise en

ceuvre des réactions.

4.2. Activité antiradicalaire

4.2.1. Principe

L’activité antiradicalaire des flavonoides et de leurs oligomeres a été évaluée par leur

capacité a piéger les radicaux DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) (Figure 11.2.).

NO, NO,
/Ph Ph
O,N N.—N\ + FIOH — O, H_N\ + FlO.
Ph Ph
NO, NO,
radical DPPH (violet) Flavonoide DPPHH (jaune) Flavonoide, radical phenoxyl

Figure I1.2.  Principe du dosage de I’activité antiradicalaire des flavonoides par piégeage du

radical DPPH .

4.2.2. Protocole

Les tests ont été réalisés par ajout de 1 mL de solution contenant les oligomeéres ou les
monoméres (10°-10* M dans du méthanol) et de 2 mL de solution de DPPH (10 mg/ml dans
méthanol/eau, 80 :20, v/v) [56]. Les différentes concentrations d’oligomeres ont été calculées

a partir de la masse moyenne en poids du mélange d’oligomeres. Le test de référence a été
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réalisé avec 1 mL de méthanol et 2 mL de solution de DPPH, alors que le témoin permettant
d’apprécier la coloration intrinséque des molécules a ¢été réalis¢ avec 1 mL de solution
oligomérique et 2 mL de méthanol. Apres 15 min, a 23 °C, les absorbances des flavonoides et
de leurs oligomeéres ont été évaluées a 527 nm. L’activité antiradicalaire a été calculée a partir

du pourcentage de décoloration du DPPH selon 1’équation :

e ) absorbance de ' échantillon — absorbance de ' oligomere
activité antiradicalaire =100 x| 1 —

absorbance de la référence

L’activité antiradicalaire est exprimée comme la concentration permettant d’engendrer
50 % de décoloration de la solution de DPPH (IC50) (Figure 11.3.a). L’IC50 est déterminée a

partir d’une régression exponentielle a 2 parametres (Figure I1.3.b). L’ensemble des mesures a

¢été réalisé en triple.

100

y=y,tall-e™)

Activité antiradicalaire (%)

T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Concentration de flavonoides ou d'oligomeéres (.10 M)

a) b)
Figure II.3.  Détermination graphique de I’IC50 (a) a partir d’une courbe de régression

exponentielle (b)

4.3.Activité d’inhibition de la xanthine oxydase

4.3.1. Principe

L’étude de I’inhibition de la xanthine oxidase consiste a suivre la production d’acide

urique a 295 nm :

Xanthine + 20, + H,Q —hine endase y acide urique + 20, "+ 2H"

Xanthine + O, + H,Q —&ineondse o acide urique + H,0,
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4.3.2. Matériels et protocole

Ce test d’inhibition a été réalisé sur la xanthine oxydase de grade IV provenant de lait
bovin (E.C. 1.17.3.2) [186].

La xanthine a été préalablement dissoute dans un volume minimal de soude 2 % et
rapidement diluée dans le tampon phosphate (pH 7.5 + 0.1, 50 mM). La rutine et ’esculine
ont été préalablement dissoutes dans une petite quantité de diméthylsulfoxyde puis aussitot
dans du tampon phosphate. Les autres solutions ont été réalisées directement dans du tampon
phosphate. Les tests ont été préparés par ajout de 1600 pl de tampon, de 300 pl de flavonoide
ou d’oligoméres (10°-4.10 M) et de 1000 pl de xanthine. La réaction est initiée par I’ajout
de 100 pl de solution de xanthine oxydase (0.2 U/ml). L’absorbance a 295 nm est suivie
pendant 6 min. 2 solutions test ont ét¢ préparées, la premiere ne contenant pas de flavonoides
pour mesurer la production d’acide urique totale, la seconde ne contenant pas d’enzyme afin
d’évaluer ’absorbance des flavonoides et de leurs oligoméres a 295 nm. L’inhibition de la
xanthine oxydase est exprimée comme la concentration aboutissant a la diminution de 50 %
de Dlactivité enzymatique (Figure I1.4.a). L’IC50 est déterminée a partir d’'une courbe de
régression des données expérimentales (Figure 11.4.b). L’ensemble des mesures a été réalisé et
reproduit trois fois.

120

g 100
g
T & : max— min
g y= min+ Hillslope
] X
= 60 1+ en
s EC50
2 50
I
o 40
20 T T T T - T
0 20 40 60 8o '©%9 100 120
Concentration de flavonoides ou d'oligoméres (10*M)
a) b)

Figure II.4.  Détermination graphique de I’IC50 (a) a partir d’une courbe de régression

logistique a 4 paramétres (b).
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4.4 Etude rhéologique

4.4.1. Principe

Lorsque l'on part d'une solution diluée et que l'on augmente progressivement la
concentration en polymere, il existe une concentration critique C* a partir de laquelle
intervient le recouvrement des chaines macromoléculaires. La concentration de recouvrement
géométrique, d'aprés De Gennes [203], peut étre définie par la valeur a laquelle la
concentration moyenne en segments dans la solution devient égale a la concentration des

segments au sein de la chaine isolée (Figure I1.5.).

Figure II.5.  Représentation schématique de la concentration critique de recouvre ment (C*)

séparant les domaines dilués (C < C*) et semi dilués (C > C*)

4.4.2. Matériels et protocole

Afin d’analyser les caractéristiques rhéologiques des oligomeéres de rutine, différentes
solutions a des concentrations variables ont été réalisées dans I’eau a 20 °C. L’analyse a été
réalisée par un rhéometre StressTech couplé a un bain-marie (RMS Lauda). L’ensemble des
tests a été conduit avec un module plan de 40 mM de diamétre. Un couvercle a été placé au-
dessus de 1’échantillon pendant I’analyse afin de limiter 1’évaporation. La viscosité¢ a été
mesurée pour une force appliquée comprise entre 0.05 et 10 Pa selon les concentrations en
oligoméres. La concentration critique a été obtenue par la représentation graphique de la
viscosité au plateau pour une vitesse de cisaillement de 300 s™ en fonction de la concentration

en oligomeres. L ensemble des mesures a été répété trois fois.
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5. Méthodes analytiques

5.1.Analyse des flavonoides et de leurs oligomeéres par SEC

5.1.1. Principe

La chromatographie par perméation gel (CPG) ou chromatographie d’exclusion stérique
(SEC) est une technique chromatographique de séparation selon la masse. Cette séparation est
basée sur la diminution d’entropie d’une macromolécule lorsqu’elle pénétre dans un pore de
diametre comparable a ses propres dimensions. Le nombre de conformations permises pour
un polymere flexible diminue fortement a I’approche d’une paroi solide. Pour éviter ces
régions de faible entropie, le polymere garde une distance de séparation entre son centre de
gravité et I’interface solvant/gel qui est, en moyenne, de 1’ordre du rayon hydrodynamique de
la molécule. La rétention d’un soluté en SEC peut étre exprimée en fonction de différentes
variables : le coefficient de partage, le volume de la phase mobile et le volume des pores. Le
coefficient de partage dépend de la taille relative de la macromolécule par rapport au diamétre
des pores. Les molécules qui sont exclues des pores sortent les premicres, alors que celles qui

peuvent explorer la totalité du volume des pores sortent en méme temps que le solvant (Figure

IL6.).

hE R Nge de mokcues
de tailles dif érentes

ol nne remipl e de
billes o porosits
cortrdles

T TSN
""*%08{{:{%0@ i

Figure II.6.  Représentation schématique de la séparation par exclusion stérique

5.1.2. Matériels et protocole

Les différentes analyses ont été effectuées en utilisant un systéme Merck (LaChrom)
équipé de :
- une colonne TSKGel a-3 000 (30x7.8 mm, 7 um, constitué¢ d’une résine polyvinyle,

Tosoh).
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- un four de colonne (L-7350, Merck)

- une pompe (L-7100, Merck)

- un détecteur a ultraviolet (Merck).

- un logiciel d’acquisition et de traitement de chromatogramme EZ-Chrom®.

Les échantillons prélevés du milieu réactionnel renferment des molécules de masse
différentes qui sont séparées sur SEC. La phase mobile est du DMF avec 1 % LiBr a 1 ml/min.
La colonne est maintenue au sein du four a 60 °C. Ces échantillons sont prélevés
automatiquement, dilués et injectés a partir de la plateforme Chemspeed. La détection des
composés phénoliques se fait par UV a 280 nm.

Des courbes d’étalonnage ont été réalisées pour la rutine et I’esculine. Afin de
s’affranchir du chevauchement du pic du monomere et des oligomeéres, la hauteur du pic du
monomere a été utilisée pour la gamme étalon. La masse moléculaire moyenne du mélange
oligomérique a été déduite d’'une gamme étalon de polystyréne (PS) (Figure I1.7.), et définie

selon :
L ZniMi
_ ZwiMi

9

<

: masse moléculaire moyenne en nombre

> M, =-—<—— :masse moléculaire moyenne en poids
W
i
>1,= : indice de la masse moléculaire moyenne en poids
M,
M

- PDI = —= : polydispersité (> 1)
M

n
Ou n; représente le nombre d’oligoméres ayant une masse M; au degré de polymérisation i, et

si la fraction massique de chaine polymérique de degrés i.
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Log MM=-0.6555x+8.6583

Log (MM)
.

5 6 7 8 9 10
Volume de rétention (ml)

(a) (b)

Figure II.7.  Courbe d’étalonnage de PS (a) permettant le découpage du chromatogramme

(b) en vue du calcul de M,

5.2.Analyse des flavonoides et de leurs oligomeéres par spectroscopie

infrarouge

5.2.1. Principe

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (ou FTIR) est basée sur
I’absorption d’un rayonnement infrarouge par le matériau analysé. Elle permet, via la
détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques, d’effectuer I’analyse des
fonctions chimiques présentes dans le matériau. Lorsque la longueur d’onde (I’énergie)
apportée par le faisceau lumineux est voisine de 1’énergie de vibration de la molécule, cette
derniére va absorber le rayonnement et une diminution de I’intensité réfléchie ou transmise et
enregistrée. Le domaine de 1’infrarouge entre 4 000 cm™ et 400 cm™ (2.5-25 pm) correspond
au domaine d’énergie de vibration des molécules. Toutes les vibrations ne donnent pas lieu a
une absorption, cela va dépendre aussi de la géométrie de la molécule et en particulier de sa
symétrie. Pour une géométrie donnée, les modes de vibration actifs en infrarouge peuvent étre
déterminés grace a la théorie des Groupes. La position de ces bandes d’absorption va
dépendre en particulier de la différence d’électronégativité des atomes et de leur masse. Par
conséquent, a un matériau de composition chimique et de structure donnée va correspondre un

ensemble de bandes d’absorption caractéristiques permettant de 1’identifier.
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5.2.2. Matériels et protocole

L’analyse infrarouge a été effectuée avec un cristal a réflexion totale atténuée (ATR) sur
un spectrométre a transformée de Fourier (FTIR) Tensor 27 (Bruker). Les solutions de
flavonoides ou d’oligomeres dans un le mélange méthanol/eau (30 :70, v/v) sont déposées sur
le cristal ATR puis évaporées sous vide a 50 °C. Des dépots successifs de la méme solution
sont effectués afin de concentrer 1’échantillon. Le film obtenu est alors analysé. Les spectres
sont obtenus par ’accumulation de 1024 scans avec une résolution de 2 cm™. Le traitement
des spectres a consisté en une correction des bandes H,O/CO,, un lissage de Savitzky-Golay a

9 points et une normalisation.

5.3.Analyse des flavonoides et de leurs oligomeres par spectrométrie de

massc

5.3.1. Principe général de I’analyse par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse permet de mesurer avec précision la masse d’une molécule
selon son rapport masse/charge (m/z). Cette analyse consiste en trois étapes, une étape
d’ionisation, une étape d’accélération et une étape de détection. Un spectrométre de masse est
composé¢ d’un systeme d’introduction de 1’échantillon, d’une source d’ions, d’un analyseur

qui séparent les ions selon leur m/z et d’un détecteur.

. Le systeme d’introduction de [’échantillon : 1’échantillon peut é&tre introduit
directement dans la source, sous forme liquide (infusion directe, couplage a un systeme

chromatographique, ...) ou solide (canne d’introduction directe, dépot sur plaque, ...).

. La source d'ionisation : elle consiste a vaporiser les molécules et a les ioniser. La
source d’ion peut étre utilisée en mode positif (M + H") ou négatif (M — H). Si
I’échantillon présente des groupements fonctionnels accepteurs d'H', le mode positif est
choisi (amine sur protéine ou peptides), a I’inverse si les groupements sont donneurs de
protons, le mode négatif est retenu (acide carboxylique, groupements alcools sur les
sucres, oligonucléotides). Plusieurs types de sources existent et sont utilisées en fonction
du résultat recherché et des molécules analysées. Citons par exemple, I’ionisation

¢lectronique, 1’ionisation chimique, I’ionisation chimique a pression atmosphérique
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(APCI), I’¢lectrospray (ESI) ou encore I’ionisation-desorption laser assistée par matrice

(MALDI).

. L’analyseur : permet de séparer les ions en fonction de leur rapport masse/charge

(m/z), citons par exemple : le quadripdle, le piége a ions ou encore le temps de vol (TOF).

Aux vues des travaux précédents abordant I’analyse de polymeres de flavonoides
(tannins, anthocyanes), nous nous sommes plus particulierement intéressés au MALDI couplé

a I’analyseur TOF.

5.3.2. Principe de ’ionisation de type MALDI

Le MALDI, pour Matrix Assisted Laser Desorption lonisation, est une technique
d’ionisation par désorption laser assistée par une matrice. Ce mode d’ionisation provoque trés
peu de fragmentations, et est donc bien adapté a 1’analyse des macromolécules. Le composé a
¢tudier est d’abord incorporé dans une matrice organique généralement cristallisée. Ce
mélange est déposé sur un support et placé dans le spectrométre au point d’impact d’un
faisceau laser pulsé. Au point d’impact, 1’énergie regue est transférée par la matrice au
composé qui se trouve a la fois désorbé et ionisé de fagon douce (Figure I1.8.). L’ionisation
ainsi que la détection sont réalisées sous un vide poussé (-10° & -10° atm). Les petites
molécules (M<500 Da) sont difficiles a étudier du fait de la présence des ions produits par la
décomposition de la matrice. Pour ces études, d’autres supports a base de silicium poreux par

exemple sont maintenant utilisés pour remplacer les matrices traditionnelles [187].
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Figure I1.8.  Représentation schématique de la désorption laser [187].

Le succes de la méthode MALDI dépend en grande partie du choix de la matrice et de la
préparation de 1’échantillon. Le role de la matrice consiste en :

= D’incorporation de la molécule par co-cristallisation

= ]’absorption de I’énergie du rayonnement

* ]a mise en phase gazeuse de la molécule par codésorption [188].

Différentes matrices ont été utilisées dans le cadre de 1’analyse des flavonoides,

certaines d’entre elles sont répertoriées dans le Tableau I11.4..
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Tableau I1.4. Matrices utilisées dans le cadre de I’analyse de flavonoides par MALDI-TOF.

Molécules Matrice Mode de dépot Cation Détection Référence
(ionisation)
Proanthocyanidine DHB Dried-droplet Iodide de TOF (+) [189]
sodium
Tannins DHB Dried-droplet NaCl TOF (+) [190]
Flavonol THAP Dépot NaCl TOF (+) [191]
glycosides matrice/séchage
puis analyte
Polygalloyl t-IAA Dried-droplet TOF (+) [192]
polyflavan-3-ols
Oligomeres IAA, DHB, Dried-droplet Sel TOF (+) [193]
catéchiques CCA, SA, d’argent
HABA,
dithranol,
9NA, 55CA
Procyanidins IAA Dried-droplet Sel TOF [194]
d’argent
Tannins DHB Matrice/polymére Na+ TOF (+) [195]
/matrice
Flavonol HCCA, THAP, Dried-droplet NaCl TOF +ou-,le [196]
glycosides IDA, HABA, + étant
DHB favorable
Rutine DHB Dried-droplet LiCl ou TOF + [197]
KCl

HCCA: 4-hydroxy-R-cyanocinnamic acid; THAP:2’,4’,6’-trihydroxyacetophenone monohydrate ;
HABA: 2-(4-hydroxyphenylazo)benzoic acid; IDA: trans-3-indoleacrylic acid; DHB: 2,5-
dihydroxybenzoic acid; IAA: trans-3-indoleacrylic acid; 9NA: O9-nitroanthracene; 5SCA: 5-
chlorosalycilic acid ; SA: sinapinic acid ; HABA : matrice la plus appropriée selon les auteurs

La qualité du spectre dépend de certains facteurs liés a la préparation de 1’échantillon :

* la méthode de préparation des cristaux,

= ]a sélection et la nature de la matrice,

* Japrésence de tampons,

= e pH des solutions,

= les caractéristiques intrinseques de la molécule d’analyte,

= e ou les solvants utilisés,

= la pureté de I’échantillon (présence de polymeéres synthétiques, plastiques, sels).
Différents modes de dépots sont envisageables [214, 215] notamment:

= « dried droplet method » : La solution d’analyte est mélangée a la matrice en
concentration beaucoup plus élevée dans le méme solvant. Le ratio matrice/analyte varie de
100 a 10 000 dépendant de la chimie et de la masse du polymeére. 1 pl de cette solution est

placé sur la cible du MALDI puis séché.
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» « layer » méthode, la solution de matrice a saturation ou a forte concentration est

d’abord déposée sur la cible puis séchée, I’échantillon est alors déposé.

5.3.3. Principe de I’analyseur par temps de vol

L’analyse en temps de vol (TOF) est bien adaptée a la nature pulsée de la désorption
MALDI. A une énergie cinétique donnée, la vitesse v d’un ion est inversement
proportionnelle a la racine carrée de sa masse moléculaire :

qV =mv2 / 2, d’ou v = [(2qV)/m] 2 avec q= ze, z nombre de charges de I’ion, V
potentiel d’accélération de 1’ion, m masse moléculaire de 1’ion.

Apres accélération, des ions de masses différentes seront séparés, dans un tube, selon
leur temps de vol. L’ensemble du tube est placé sous un vide poussé. Les ions légers sont
détectés les premiers, les ions les plus lourds parviennent au détecteur aprés un certain délai
qui dépend de leur masse.

Le mode de détection peut étre linéaire ou par réflectron (Figure 11.9.). Le mode linéaire
permet 1’analyse de haute masse moléculaire allant au-dela de 1 000 000 Da. Dans le cas du
réflectron, le miroir électrostatique permet d’allonger la distance de vol sans augmenter la
taille de I’instrument. Le détecteur du réflectron est placé sur le plan de focalisation des ions
de méme rapport m/z.. Le réflectron corrige la dispersion en énergie cinétique, mais il ne
corrige pas la dispersion en temps. Il permet d’augmenter la résolution, mais il est limité a des

masses inférieures a 6 000 Da.

Détecteur
" réflectron
Dépdt Grille d ‘extraction
echantillon/matrice /-‘ =
[ _Détecteu
| |:| |:| g._.) |:| q -~ linéaire
|
Cible — = | S
métallique vEdv | |:| |:| |:| |:| |:|
|
> |.':|:'.(;__ - L N d -
Reflectron

Figure I1.9.  Représentation schématique de 1’analyseur par temps de vol en mode

réflectron [187].
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5.3.4. Protocole

La préparation de I’échantillon ainsi que de la matrice et le dépot sur cible MALDI sont
réalisés automatiquement sur la plateforme Chemspeed. L’ensemble de I’analyse par MALDI-
TOF a été optimisé et fera I’objet d’un paragraphe ultérieur dans la partie résultats.

Au cours de cette mise au point, trois matrices ont été testées :

Tableau I1.5. Matrices utilisées dans 1’analyse MALDI-TOF.

Nom (abréviation) Structure
Acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB) COCH

OH

HO
2,4°,6’-trihydroxyacetophenone 0
(THAP) HO OH
OH
Acide sinapinique (SA) CH;0 Xy COOH
HO
OMe

5.4.Analyse des flavonoides et de leurs oligomeres par résonance magnétique

nucléaire (RMN)

5.4.1. Principe

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une technique spectroscopique
développée par Bloch et Purcell (Prix Nobel 1952). Cette technique se différencie des
spectroscopies UV-visible et infra-rouge, du fait que les niveaux d’énergie entre lesquels
s’effectue la transition n’existent pas en 1’absence de champ magnétique. Cette technique
spectroscopique est basée sur 1’excitation des molécules permettant la transition entre niveaux

d’énergie de spins nucléaires dans un champ magnétique (By).
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De nos jours, la RMN est couramment utilisée pour déterminer des structures, préciser
I’enchainement des différents atomes le long de la chaine carbonée, examiner les formes
tautomeres et déterminer la stéréochimie. L’analyse de mélanges présente quant a elle

quelques difficultés notamment dans le cas de mélanges polymériques.

Principe de la RMN de diffusion

La spectroscopie par ordre de diffusion RMN (DOSY) est basée sur un gradient de
champ pulsé appliqué au cours de I’expérimentation RMN durant laquelle les composés
diffusent. Il en résulte que le signal de chaque composé décroit en fonction des différents taux
de diffusion, permettant la construction de données RMN bilinéaire du mélange. Par calcul du
coefficient de diffusion pour chaque composé, il est possible d’obtenir un spectre RMN a 2
dimensions : une dimension pour les déplacements chimiques conventionnels et I’autre
dimension pour les coefficients de diffusion (Figure I1.10.). Ce type de technique permet de
séparer le spectre de différentes espéces contenues dans un mélange [198], si tant est que les

molécules du mélange aient un coefficient de diffusion différent.
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Figure I1.10. Expérience menée en 2D-J-DOSY sur un mélange de sucres

(sucrose/rafinose)[199].

Principe de la RMN du solide

Dans le cas d’échantillons dits « mous » comme les résines, polymeres, gels, ... la haute
résolution a I’angle magique (HRMAS) est utilisée. En effet, la rigidité du réseau cristallin

accentue fortement I’influence sur la relaxation d’interactions d’origines diverses. De plus, les
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¢tudes se font principalement sur des échantillons de poudre puisqu’il est difficile d’obtenir
des monocristaux de taille suffisante (>1 mm?®). Ainsi, le caractére anisotrope des interactions
et la présence de cristallites aux orientations multiples génerent des élargissements de raies de

résonance (Figure I1.11.).

BA

[
Ay

(+)-Catechin

0 8 6 i 2 0
ppm
Figure II.11. Spectre 1H-RMN de la catéchine et des oligoméres de catechine [200].
Disparition des pics A et B, et apparition de 2 larges bandes D et C signent de la formation

d’un pontage éther selon les auteurs.

La technique la plus utilisée, pour ¢liminer, ou tout du moins réduire ces ¢largissements
consiste a mettre I’échantillon en rotation a 1’angle magique (angle de 54.7° par rapport au
champ magnétique statique) (Figure 11.12.). Les expériences HRMAS permettent d’étudier
par RMN des échantillons dont les propriétés se situent entre celles des liquides et des solides :
polymeres sous forme de gels, membranes, molécules synthétisées sur résines, lipides... La
mobilité limitée des substances associ¢e a leur grande hétérogénéité explique que les spectres
RMN du proton obtenu en mode statique soient des spectres trés larges et souvent
inexploitables. Le fait de travailler a I’angle magique va moyenner certaines interactions
présentes a I’intérieur de I’échantillon (interactions dipole-dipole homonucléaire, anisotropie

de déplacements chimiques) [201].
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sample rotation

54.7°

Figure I1.12. Représentation schématique de I’angle magique

Principe de la détection par cryosonde

La cryosonde installée sur le spectrométre est refroidie a I'hélium liquide a 30 K par une
unité cryogénique, ce qui entraine une forte diminution du bruit de fond. Ceci permet de
multiplier par 4 la sensibilité et donc de diviser par un facteur de 16 la durée des expériences
sur les échantillons standard [202].

Ainsi, un spectrometre 600 MHz équipé d’une cryosonde posseéde la sensibilité d'un

spectrometre RMN 800 MHz.

5.4.2. Protocole

Les spectres RMN 'H ont été effectués sur les monoméres et sur les oligoméres sur un
spectrometre a 300, 600 et 800 MHz, avec sonde classique, cryosonde et sonde HRMAS. La
mise au point de la technique d’analyse par RMN fera I’objet d’un paragraphe ultérieur dans
la partie résultats.

Les structures de la rutine, de I’esculine et de la dirutine ont été étudiées a partir de
différents spectres :

e Spectre 'H a une dimension
e COSY : Correlated spectroscopy Y : 2D "H/'H, couplage scalaire
e HMOQC : Heteronuclear multiple Quantum Correlation : 2D 'H/"C, couplage

scalaire
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e ROESY : Rotating frame Overhauser Effect spectroscopy Y: 2D 'H/'H couplage
dipolaire (analyse supplentant le NOESY (Nuclear Overhauser -effect
spectroscopy) pour des molécules ayant une masse moléculaire inférieure a

1000).

Les résultats pertinents de RMN ont été analysés dans le chapitre IV. et I’ensemble des

investigations menées en RMN a ¢été placé en annexe 1.

6. Modélisation moléculaire

Dans ce travail, la modélisation moléculaire a été utilisée pour étudier la conformation et
les propriétés électroniques de la rutine, de I’esculine et de leurs oligomeéres.
Nous présentons dans ce paragraphe I’ensemble des méthodologies suivies au cours de

cette étude.

6.1.Mécanique quantique

Les méthodes quantiques lient les propriétés moléculaires et [’état solide aux
interactions entre les électrons. Elles permettent d’étudier la structure électronique des
molécules et par suite les états de transition et des orbitales moléculaires. Le systeme est
décrit par une fonction multiparticulaire v, solution de 1’équation de Schrodinger :

Hy =Ey

Ou H est ’opérateur hamiltonien et E 1’énergie du systéme.

Les algorithmes sont trés précis ; cependant, I’approximation quantique présente des
limitations dues au nombre d’orbital du syst¢eme moléculaire étudié. Les calculs sont donc
fortement dépendants de la puissance des ordinateurs utilis€és. On distingue les calculs de
mécanique quantique selon qu’ils sont ab initio ou semi —empiriques. La méthode de calcul
utilisée au cours de ce travail est la méthode AM1 (Austin Model 1) développée par Dewar et
al. [203]. Le modele AMI1 est basé sur une approche Hartee-Fock semi-empirique. A la
différence d’une approche ab initio, ou toutes les intégrales bi-¢lectroniques sont calculées, on
réalise dans une approche semi-empirique un certain nombre d’approximations de maniére a

réduire ce nombre d’intégrales et ainsi alléger le temps de calcul.
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6.2.Mécanique moléculaire

Les méthodes de la mécanique moléculaire permettent le calcul de propriétés
structurales et thermodynamiques de systémes moléculaires comportant jusqu’a plusieurs
milliers d’atomes. Les électrons n’y sont pas traités explicitement comme dans un calcul de
mécanique quantique, mais les atomes y sont représentés comme des masses ponctuelles
chargées, reliées les unes aux autres par des ressorts.

Contrairement a la mécanique quantique, I’énergie des systémes moléculaires ne
provient pas de la résolution de 1’équation de Schriodinger, mais est décrite par les fonctions
empiriques auxquelles sont associés des parametres dérivant de I’expérience ou de calculs
précis quanto-chimiques. Le « champ de force » établi par cette méthode représente aussi bien
que possible les variations de 1’énergie potentielle en fonction de la géométrie moléculaire.

L’énergie de la molécule est exprimée sous la forme d’une somme de contributions

associées aux écarts de la structure par rapport a des parameétres structuraux de référence :

Eintramoléculaire Eintermoléculaire
A P

. N ~
E= Eliaison + Eangle + Ediédre + Edistorsion de plan + Evan der Waals T Eélectrostatiques

Les variables du calcul sont les coordonnées internes du systéme : longueurs de liaisons,
angles de valence, angles di¢dres, ainsi que les distances entre atomes non liés dont les
interactions sont représentées par un potentiel de van der Waals, un potentiel électrostatique le
plus souvent de type Coulombien et un potentiel de Lennard Jones.

Habituellement, on distingue dans 1’équation de I’énergie du champ de force des termes
intramoléculaires concernant les atomes liés chimiquement, et des termes intermoléculaires
concernant les interactions entre les atomes non liés chimiquement.

De nombreux champs de force existent. Certains sont calibrés pour reproduire les
propriétés de systeémes biologiques (CHARMM, AMBER, CFF),..., d’autres sont adaptés a
de petites molécules organiques en phase condensée (OPLS, MM2, MM3, ...).

Les champs de force different les uns des autres notamment par la fonction
mathématique et les parameétres qui leurs sont associé¢s. Le champ de force utilisé¢ dans cette

¢tude est le champ de force cff (Consistent ForceField).
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6.3.M¢éthodes d’analyse des surfaces d’énergie potentielle

6.3.1. Optimisation de géométries

La géométrie d’une molécule est stabilisée par un ensemble de forces exercées sur
chaque atome. La mécanique moléculaire essaie de reproduire une surface d’énergie de
potentiel correspondant aux mouvements de tous les atomes d’une molécule. Une
minimisation d’énergie implique une computation successive et interactive d’une molécule a
partir d’une conformation initiale, laquelle est soumise a une optimisation géométrique
compléte. Tous les parametres définissant la géométrie du systéme sont systématiquement
modifiés par petits incréments jusqu’a ce que I’énergie structurale moyenne atteigne un
minimum local, sans pour autant atteindre le minimum global.

L’optimisation de la géométrie des molécules a été réalisée par un ensemble de 3
algorithmes : Steepest descent, gradient conjugué et enfin Newton-Raphson, implémentés

dans le module Discover3 d'Insight I1.

6.3.2. Dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire est une technique de modélisation par laquelle 1’évolution en
fonction du temps (ou trajectoire) d’une molécule est décrite par les principes de la mécanique
classique newtonienne. En dynamique moléculaire, on essaie de simuler les mouvements
intramoléculaires que 1’on peut visualiser ensuite en temps réel.

La dynamique moléculaire consiste donc a simuler les mouvements intramoléculaires au
cours du temps. Ces mouvements correspondent a des vibrations autour d’'un minimum, ou au
passage d’un minimum a un autre minimum d’énergie. Si 1’énergie fournie virtuellement au
systetme est suffisamment ¢élevée, des barrieres énergétiques importantes peuvent éEtre
franchies. Les champs de force utilisés sont identiques a ceux qui sont utilisés dans les
méthodes de minimisation.

Les ensembles thermodynamiques générés sont le plus souvent de type NVE (ensemble
microcanonique), NVT (ensemble canonique) ou NPT (ensemble isobare-isotherme).
Chacune de ces trois lettres caractérise une grandeur conservée au cours de la simulation : N

désigne le nombre de particules, E 1’énergie du systéme, T sa température et P sa pression.
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6.4.Systeme périodique

Dans leur grande majorité, les études par modélisation moléculaire sont réalisées dans le
vide. Cependant, il est souvent plus judicieux de se placer dans les mémes conditions que les
tests biologiques. Ces calculs permettent de comparer la stabilité relative des différentes

conformations en solution et en phase gazeuse.

Différentes méthodes permettent de modéliser un solvant (Tableau 11.6.):

=  Une simple minimisation de la molécule en présence d’un nombre réduit de molécules
de solvant permet une premiére évaluation des interactions soluté/solvant.

. Le solvant peut étre simulé implicitement par sa constante diélectrique; ainsi, une
constante de 80 pF/m sera utilisée dans le cas de 1’eau. Cette approche plus rigoureuse
permet de simuler la conformation la plus stable en milieu liquide sans donner des
informations sur les interactions intermoléculaires.

. Enfin, une solution peut étre modélisée explicitement en ’assimilant a une structure
périodique, dont le motif élémentaire est une boite contenant une molécule de soluté et n
molécules de solvant (Figure II.13). Cette boite initiale est répliquée dans toutes les
directions afin de simuler un milieu infini. Si une particule quitte la boite centrale durant la
simulation, elle est immédiatement remplacée par une particule image qui rentre par le coté
opposé. Les atomes images sont employés pour calculer les énergies et les forces des
atomes réels dans I'unité centrale. Les énergies et les forces des atomes images ne sont pas
calculées puisque leurs mouvements sont calculés comme opération de symétrie sur les

vrais atomes.
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i
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Figure I1.13. Conditions périodiques pour un systeme a 3 dimensions (a), représentation

schématique du seuil de coupure sur un systéme a 2 dimensions (b) [204].
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Pour limiter les temps de calculs, un modéle d’image minimale est utilis¢, c’est-a-dire
qu’on permet a des molécules dans I'unité centrale d’interagir seulement avec la molécule ou
I’image la plus proche d’elle. Un seuil de coupure (Reuwosr) est défini, au-dela duquel, les

interactions sont considérées comme nulles.
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Tableau I1.6. Etude par modélisation moléculaire des flavonoides dans un solvant

Référence Molécule Modélisation moléculaire Solvant Observations
[170] Quercétine, -minimisation par steepest-descent, Couche d’eaude 9 A -variation de conformation dans 1’eau par rapport au
quercetine-3- constante diélectrique de 1, PBC, NPT vide, la quercétine conserve sa conformation plane
monoglycoside -dynamique (AMBERS)
[205] Isoflavone, chrysine -minimisation par steepest-descent et Boite cubique de 30 A, -étude de la probabilité de trouver une molécule de
congugate gradient contenant 321 ou 324 solvant a proximité d’un groupement
-dynamique molécules de méthanol  -le coefficient de diffusion peut étre corrélé aux
(cvff de Discover 972, Insight) nombres de liaisons hydrogene formées
[206] Quercétine, -’environnement est simulé suivant Simulation avec une - la constante diélectrique influe sur le mode de
myricetine, une loi linéaire de Poisson implémentée constante  di€lectrique présentation du substrat dans la cavité, sur la
kaempferol, morine, dans le module Delphi (Insight) de 80 (correspondant a conformation ainsi que sur 1’énergie de fixation lors du
apigenine, luteoline, I’eau) a ’extérieur de la Docking
silychristin protéine et de 4 dans le
site actif
[19] Flavone -minimisation par AM1 (CS Chem3D 2 molécules d’éthanol -la solubilit¢ des flavones dans I’éthanol est due au

5.0)

autour de la molécule

nombre de liaisons hydrogéne intermoléculaires et non

au moment dipolaire
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6.5.Cheminement de 1’analyse conformationnelle

L’analyse conformationnelle des différentes molécules étudiées se décompose en
plusieurs étapes décrites Figure I1.14..

Pour déterminer les conformeres de plus basse énergie, nous avons utilisé tout d’abord
la dynamique moléculaire, qui permet d’explorer de maniére exhaustive [’espace
conformationnel du systtme. La «ressemblance» de structure entre les différents
conformeéres de flavonoides est évaluée en calculant le RMSD (Root Mean Square Distance).
Le RMSD est la distance moyenne entre les positions des atomes de deux structures

superposées. Il est calculé par la formule suivante :

L

N
RMSD = %Z o2

i=1

Ou d est la distance entre N pairs d’atomes équivalents.

En tragant un graphe « cluster » (Figures I1.15.) qui est une représentation en trois
dimensions du RMSD de chaque conformation par rapport a toutes les autres, on extrait les
structures les plus probables. Les différents intervalles de RMSD sont représentés par
différents codes de couleurs. Les structures sélectionnées sont celles représentatives d’une
famille conformationnelle.

Une seconde représentation consiste a créer un graphique en 3 dimensions représentant
les conformeres en fonction de leur énergie totale et de 1’étirement du systéme. L’étirement du
systéme est évalué a partir de la distance séparant 2 extrémités de la molécule. Les structures
extrémes seront sélectionnées (Figures I1.15.).

A partir des 2 représentations précédemment citées, un groupe de molécules
représentatives de la dynamique moléculaire est obtenu. Aprés minimisation, la structure la

plus stable est conservée pour les calculs ultérieurs.

L’ensemble des calculs effectués dans une boite de solvant tient compte des conditions

périodiques.
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Création de la molécule
(module Builder Insight)

\ 4

Minimisation (0.001 kcal/mol)

A 4
Dynamique 600K (>10ps)
v

Analyse des conforméres d’intérét
(module Analysis Insight)
A 4

Minimisation (0.1 kcal/mol)

Conformére le plus stable

Matériels et Méthodes

R S— l

Solvatation de la molécule

I Création de radicaux phenoxy

(par abstraction d’un électron)

[ — 1 _______

Création d’'une boite cubique
autour de la molécule

Ajouts successifs de molécules

{ /
______________ ———

I Recherche des descripteurs QSAR |
(module QSAR, Hyperchem) :

de solvant autour du soluté.

v

Cycles de minimisation/ajout de molécules de
solvant

v

Minimisation en fixant la molécule au centre de la boite
(0.01 kcal/mol, cutoff:16, constante diélectrique: 2.0)

v
Dynamique en laissant la molécule fixée
(300K, NVT, 20ps,cutoff:16, constante diélectrique: 2.0)
A 4

Minimisation de 'ensemble du systéme relaché
(0.01 kcal/mol, cutoff:14, constante diélectrique: 2.0)

v

Dynamique de I'ensemble du systeme relaché
(300K, NVT, 200ps, cutoff:14, constante diélectrique: 2.0)

Figure I1.14. M¢éthodologie de 1’étude d’une molécule par modélisation moléculaire.
0.01 kcal/mol : convergence atteinte lors d’une étape de minimisation
---- : calculs effectués par méthode semi-empirique AM1 avec un traitement Hartree-Fock

non-restreint (Hyperchem ® 7.5)

— : calculs effectués par mécanique moléculaire avec le champ de force cff (Discover3,

Insight II)
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c¢) graphique de variation de la distance séparant 2 pseudo-atomes au cours de la dynamique,

représentation de 2 conforméres sous forme repliée (4.06 A) et étirée (12.27 A)

Figure I1.15. Différentes représentations graphiques utilisées lors du choix des conformeres

d’intérét dans le cas d’une dynamique a 600 K de la rutine dans le vide
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6.6.Descripteurs moléculaires

Aprés optimisation des structures tridimensionnelles sur HyperChem® 7.5, des
descripteurs peuvent étre déterminés. Certains de ces descripteurs peuvent étre corrélés aux
propriétés biologiques selon la relation :

P=P0+ alDI + 0a2D2 + a3D3 +...

ou P est la propriété étudiée (variable dépendante), Di est le descripteur (variable
indépendante) et ai mesure le poids de chaque descripteur qui entre dans la relation. On peut
distinguer les descripteurs structuraux, énergétiques, électroniques, stériques et
hydrophobiques.

Différents descripteurs ont été calculés au cours de cette étude, par le module QSAR de
Hyperchem :

- Enowmo : énergie de I’orbitale moléculaire la plus haute occupée

- Erumo: énergie de I’orbitale moléculaire la plus basse vacante

- Eg: différence entre Egomo et ELumo

-y : €letronégativité (eV) = 0.5 (-Egomo et ELumo)

- :moment dipolaire (D) calculé a partir des charges partielles)

- POL : polarisabilité moléculaire (a.u.) (estimée a partir d’un schéma d’additivité )

- A : aire superficielle (A?)(approximé par la méthode de grille développée par Still et

Coll.[207, 208])

- VOL : volume moléculaire (A%) (approximée de la méme maniére que A)

- Log P : coefficient de partition octanol/eau (estimé par la méthode de contribution

de groupe développée par Ghose et coll.[209])
- QOn : charge partielle sur I’oxygéne n (calculée par un model empirique basé sur
I’approche de 1’égalisation partielle de 1’¢lectronégativité de 1’orbitale de Gasteiger
et Marsili [210])

- AAH (BDE) : variation d’enthalpie entre le radical phenoxy et la molécule parent
(kcal/mol)

- IP : potentiel d’ionisation, variation d’enthalpie entre le radical cation (ArOH™) et la

molécule parent (ArOH) (kcal/mol).
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Chapitre II1. Mise au point des techniques analytiques

Introduction

Cette étude porte sur la synthése enzymatique de polymeéres de rutine et d’esculine, et
notamment sur les effets des conditions réactionnelles sur la masse des oligomeéres obtenus.
Au préalable, ce travail a nécessit¢ la mise au point d’un protocole de synthése et des
méthodes de caractérisation de ces oligomeres. En effet, il a ét¢ démontré que les conditions
réactionnelles (pH, température, solvant, ...) affectent la masse moléculaire et la structure des
oligomeres, et par conséquent les propriétés de ces composés. Les méthodes de séparation et
de détection par SEC-UV et MALDI-TOF sont des techniques reconnues de caractérisation de
mélanges polymériques. La SEC-UV permet la séparation des oligoméres selon leur taille, la
détermination de la polydispersité, de la distribution massique, de la masse moyenne ainsi que
I’analyse quantitative des oligomeres synthétisés. Le MALDI-TOF permet, quant a lui, la
détermination des masses absolues des oligomeéres permettant d’aboutir a la caractérisation du
mode de pontage. Ces deux techniques combinées permettent donc une bonne caractérisation
de I’échantillon oligomérique. Cependant, I’analyse par MALDI-TOF nécessite la prise en
compte de plusieurs facteurs qui influencent les performances de 1’analyse. De plus, compte
tenu de la complexité et parfois de la rapidité de certaines étapes de polymérisation, il nous
est apparu utile de développer une plateforme automatisée, permettant la synthése en parallele
dans différentes conditions et I’analyse en ligne afin d’aboutir aux grandeurs caractéristiques
de cette réaction. Ainsi, I’objectif de ce travail est la mise au point des techniques analytiques
par MALDI-TOF et SEC-UV et leur couplage a une station automatisée Chemspeed pour

assurer le suivi en ligne de cette réaction de polymérisation.

= QOptimisation de la méthode MALDI-TOF

L’application de la spectrométrie par MALDI-TOF a nos échantillons oligomériques a
nécessité 1’optimisation des différents facteurs clefs de cette technique : choix et préparation
de la matrice d’incorporation des échantillons, mode de détection, mode d’ionisation, mode
de dépot, solution de dilution. Tous ces facteurs ont été variés afin d’aboutir aux conditions

optimales d’analyse.
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=  Mise en ceuvre de la plateforme automatisée

Il a été nécessaire de configurer et de reprogrammer la plateforme Chemspeed afin de
réaliser 8 synthéses en paralléle, les dilutions, les injections sur SEC-UV et les dépots sur

cible MALDI-TOF de maniére automatique.

= Suivi cinétique

Apres la mise en place de ces différents protocoles de synthése et de caractérisation, un
suivi cinétique des réactions d’oligomérisation de la rutine et de I’esculine a été réalisé d’une

part par SEC-UV, d’autre part par MALDI-TOF.

=  Comparaison des techniques SEC-UV/MALDI-TOF

Ces deux techniques aboutissant a la caractérisation massique du mélange oligomérique,

une étude comparative a été réalisée, afin de cerner les atouts et les limites de chacune.
Cette partie fait I’objet d’un projet de publication intitulé « An automated platform for

rutin and esculin oligomers syntheses: online preparation and SEC-UV, MALDI-TOF

analysis ».
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An automated platform for rutin and esculin oligomers syntheses: online preparation and

SEC-UV, MALDI-TOF analysis

Julie Anthoni®, Frederic Lionnetonb, Jacques Magdaloub, Jean-Marc Engasser®, Catherine
Humeau®, Mohamed Ghoul**

* Laboratoire Biocatalyse Bioprocédés, ENSAIA-INPL, Vandoeuvre les Nancy, France
> Laboratoire de Pharmacologie UMR7561 CNRS-Université Henri Poincaré, Vandoeuvre les

Nancy, France

* author for correspondence (E-mail: mohamed.ghoul@ensaia.inpl-nancy.fr)

Abstract

An automated platform containing 8 parallel reactors, coupled with SEC-UV and MALDI-
TOF analysis was developed. The conditions of MALDI-TOF analysis were adapted to the
characterization rutin and esculin oligomers. The best conditions of use of this technique
requires the 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) as matrix, a proportion of 1:2
(acetonitrile/water TFA 0.1 %) as a dilution solvent, a ratio of 3:1 analyte /matrix, a positive
ionization and a reflectron detection modes. The use of this platform was validated by
following the kinetic of the rutin and esculin polymerization during 72 h. All steps of these
reactions were carried out in an automatic way. The MALDI-TOF technique allows the
detection of oligomers up to rutin hexamer and esculin nonamer, and identify a simple bridge
between monomeric units. The SEC-UV allows the detection of 18-mer and 17-mer for rutin

and esculin respectively.

Keywords: MALDI-TOF, SEC-UV, parallel synthesis, automated platform,

oligomerization
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The polymerization of phenolic species is an interesting way to generate new derivatives with
new or improved properties [1-10]. However, these properties depend on operating conditions
of the reaction which affect the polymerization degree and the nature of the linkage occurred
between monomers. To evaluate the effect of the operating conditions on the oligomer
structure, different techniques are used: osmometry [11], tonometry, cryometry, size
exclusion chromatography, mass spectrometry. The last two techniques are the most used for

the biopolymers characterization.

The size exclusion chromatography (SEC) is a well-known technique in the polymer
field, but it needs standards with similar chemical structure to synthesized molecules. Among
the mass spectrometry, the matrix assisted laser desorption ionization coupled with a time of
flight detector (MALDI-TOF) was often mentioned for the structural investigation of
biopolymers. This technique avoids the fragmentation phenomena observed with others mass
spectrometry and ions are detected as single-charged which facilitates the spectrum
identification. The TOF is adapted to a broad domain of molecular masses of polymers.
However, its use for biopolymer analysis requires a judicious choice of the small organic
molecules “the matrix” used to embed analyte, the mode of ionization and detection. The
matrix co-crystallizes selectively with the analyte minimizing salt contamination of the
obtained crystals. The spectrum quality depends of crystal preparation, nature of matrix,
presence of tensio-active or buffer, pH of solutions, characteristics of analyte and solvent. The
ionization could be realized in positive or negative mode. If the analyte has proton acceptor
function, the positive mode is recommended whereas, if the molecule is proton donor, the
negative mode is selected. In the bibliography the flavonoids are analyzed by mass

spectrometry as well into negative [12, 13] and positive mode [12-15].

The detection can be carried out under linear or reflectron modes. The reflectron mode
allows an increase in the time of the flight without increasing the size of the apparatus. The
combination of increased flight length and conserved time distribution increases the
resolution of the signal. But this mode is limited to masses inferior to 60 KDa. For the high-
molecular mass the linear mode is more adapted. Nevertheless, to investigate the whole

domain of masses, these two detection modes could be combined.

The solvent proportion is also an important factor, it allows accelerating or slowing
down the crystallization phenomena. In the same way the ratio analyte/matrix effects the

crystallisation and the analyte ionization.
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The objective of this work is to develop an automated platform based on the use of a
Chemspeed station and a two on line detectors MALDI-TOF and SEC- HPLC. This platform
will be used to evaluate the effect of the operational conditions and the nature of the used
flavonoids on the properties of the synthesized oligomers. To attempt this goal, in a first step
the optimized operating condition of MALDI-TOF analysis have established , in a second the
coupling of the two analytical techniques to Chemspeed station was realized and finally the

performance of this system was validated by the kinetic of rutin and esculin oligomerization.

Experimental section

Materials

Laccase Trametes versicolor (E.C. 1.10.13.2., 21.4 U/mg) was purchased from Fluka
and rutin (>95%) from Sigma. All solvents were HPLC grade from VWR.

Parallel synthesis of oligorutin

To synthesized and analyzed oligoflavonoids, a Chemspeed ASW2000 (Chemspeed Ltd,
August, Switzerland) platform has been used. The rutin or esculin powders (final
concentration 3 g/lI) have been introduced in 8 parallel thermostated vessels of 27 ml total
volume. All the later operations have been automatically realized. Methanol and water have
been added in each vessel (final volume 10 ml at the ratio 30:70, v/v). The reaction has been
started by adding the enzymatic solution of laccase (final concentration 3 U/ml). The system
has been stirred at 600 rpm. To follow the kinetic of oligomerization, DMF has been
transferred to the SEC dilution zone. Reaction media samples have been added to the DMF
(final ratio DMF/reaction media, 9:1, v/v). The diluted solutions have been stirred then
injected on line on the SEC-UV system. To avoid precipitation phenomenon, the SEC dilution
zone has been also kept at same temperature as the reaction. SEC analysis has allowed the
determination of weight average masses.

To determinate the absolute masses of rutin oligomers, samples have been automatically
diluted two fold in Acetonitril/Water with 0.1% Trifluoroacidic acid (30:70, v/v) on the
MALDI-TOF dilution zone. Homogenization has been realised by a repetitive (3 times)
suction/pouring. For the spotting, a needle with 0.4 mm diameter has been used in
combination with a Bruker MTP 384 massive MALDI target. A special support has been
created to adapt this target on the Chemspeed platform. 3 pul of the diluted solutions have been

spotted on-line then 1 pl of the refrigerated matrix solution to ovoid rapid degradation of
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DHB) has been dropped on the surface of the analyte. The spots have been let for
crystallization at room temperature. The positions of the samples on the MALDI target have
been located with xyz coordinates and programmed using the synthesizer software. All

samples have been automatically spotted in triplicate.

SEC analysis

Relative masses of oligomers have been evaluated by size exclusion chromatography
(SEC) (HPLC LaChrom (Merck), UV 280 nm LaChrom L-7400, Tosoh TSK Gel a 3000
column, 60 °C). DMF with 1% LiBr has been used as the mobile phase at a flow rate of 1

ml/min. Polystyrene standards have been used to define molecular mass calibration.

MALDI-TOF analysis:

Absolute masses have been determinated by MALDI-TOF. Three matrices have been
tested: synapinic acid (SA), 2°,4’,6’-trihydroxyacetophenone (THAP) and 2,5-
dihydroxybenzoic acid (DHB).

MALDI-TOF-MS experiments have been performed on an Ultraflex spectrometer
(Bruker) in reflectron mode. Ionization has been performed with 337 nm pulsed nitrogen laser.
After time delayed extract, ionic species have been accelerated under 20 kV potential for TOF
mass spectrometry analysis. All spectra have been obtained in positive ion mode with an
accumulation of at least 600 shots. Spectra have been calibrated with statistic calibration of

FlexAnalysis software (Bruker). The resolution is defined by the peak width at the half-height.

Results — Discussion

The MALDI-TOF is a very powerful analytical tool for the investigation of polymers.
This technique led to the determination of the mode of linkage and the mass distribution.
However, its use for a given substrate needs the optimisation of several factors affecting the
amplitude and the reproducibility of the spectrum signal. So, in a first step the effect of
different parameters on MALDI-TOF analysis was investigated.

1. The matrix and detection mode

To determinate the absolute mass of oligomers and so, the linkage between two units of

rutin, three parameters have been varied off-line to optimize MALDI-TOF protocol: the
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matrix, the ionisation mode and the detection mode. In this work, to limit the pH influence,
the analyte is diluted in solution of acetonitril/water containing 0.1 % of TFA.

For a given polymer the choice of the matrix is crucial, some matrices are particularly
sensitive to impurities whereas for other the loss of efficiency is small, and hence such
matrices are preferred when salts are available in the medium. The ideal matrix should have a
high electronic absorption at the employed laser wavelength, good vacuum stability, low
vapor pressure, good solubility in solvent and good miscibility with analyte in solid state. To
select the most adapted matrix to rutin and esculin oligomers analysis, three matrices have
been tested: DHB, SA and THAP. Various alternatives of preparation of these matrices were

formulated (Table 1).

Table 1: Mode of preparation of matrix used in MALDI-TOF analysis

Matrix  Designation Concentration of Solvent Reference
matrix
DHB DHBI1 5 mg/ml ACN/water+TFA 0.1% (1:2, v/v) [16]
DHB2 20 mg/ml ACN/water+TFA 0.1% (1:2, v/v)
SA SA1 1 mg/ml ACN/water+TFA 0.1% (9:1, v/v) [17]
SA2 Step 1: saturated Step 1: ACN
Step 2: 0.1 % Step 2: final ratio ACN/water+TFA
of 1:2 v/v
THAP THAPI 10 mg/ml ACN/ammonium citrate (100 mM, [18, 19]
1:1, v/v)
THAP2 Saturated Acetone [13]

DHB: dihydroxybenzoic acid; SA: sinapinic acid; THAP: trihydroxyacetophenone; ACN:
acetonitrile.

Different criteria have been considered to determine the most appropriate conditions:

the resolution, the quality of the crystallization and the peaks intensity.

The obtained results showed that for all tested matrices and alternatives of preparation
only DHB1 and DHB2 in linear and reflectron modes and THAP2 in reflectron mode led to
exploitable spectra. The corresponding data are given figure 1. Whatever the matrix used, the

positive and the negative mode of ionization leads to similar results.
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Figure 1: Impact of type of matrix, mode of ionization and mode of detection on
crystallization, dimer and trimer intensity and resolution for the MALDI-TOF analysis of
oligomers of rutin. Three matrix tested: dihydroxybenzoic acid (DHB),
trihydroxyacetophenone (THAP), in linear (L) or reflectron (R) mode in positive (+) or

negative (-) ionization. A ratio analyte/matrix of 3/1 is applied.

DHB matrix allows a best resolution compared to THAP2. While DHB2 matrix has the
best crystallization and DHB1 has a better resolution. For DHB matrix, higher intensity of
dimer or trimer and an enhanced resolution is obtained with the reflectron mode. So, with the
sight of these results the effects of the other factors were analyzed in the presence of DHBI in

positive mode of ionization and in reflectron mode of detection.

2. Developing of SEC and MALDI-TOF on-line analysis

MALDI-TOF and SEC analysis can be used to find the optimal reaction factors such
optimal temperature, pH, ratio of solvent or reactant concentration for the production of
oligomers with a given properties. However the analysis must be fast. Thus, the analysis off
line is not adapted for these optimizations. To accelerate the analysis by MALDI-TOF and
SEC-HPLC, these two techniques were coupled with Chemspeed platform (Figure 2).
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Figure 2: ASW2000 synthesizer for the oligomerization of rutin. The preparation of reaction
media, SEC samples and MALDI-TOF samples was executed on-line. HPLC injections and
MALDI spotting are controlled by the computing interface of the synthesizer.

This platform allows the realize 8 parallel reaction or operating conditions and to follow
the kinetic of the reaction. The stirring, the temperature, the handling of sample, the dilution,
the injection and the spotting were automatically controlled. The advantages of this automated
method are the facility of implementation, the saving of time, the repeatability and
reproducibility of data and the absence of contamination. However before being able to use
this station in routine way the conditions of spotting must be optimized. In fact optimum
results are obtained when the polymer and the matrix are soluble in the same solvent. So, to
solubilize, at the same time, the oligomers and the matrix, a mixture of ACN/water containing
0.1 % of TFA was used. As the kinetic of the crystallisation is affected by the solvent/water
ratio, three preparations (1:4, 1:2 and 1:1, v/v) were tested. The ratio analyte matrix is also an
important factor to allow an optimal desorption of analyte. For this reason 3 levels
analyte/matrix (3:1, 1:1 and 1:3, v/v) were studied. The obtained results are summarized in
figure 3. It appears that the highest intensity of dimer or trimer is reached for a ratio analyte/

matrix equal to 3/1. In such conditions, a comparable resolution is obtained with the three
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proportions of the used solution of dilution ACN/water (TFA 0.1 %). However, highest
crystallization and dimer intensity are obtained with a ratio of 1:2 ACN/water TFA 0.1%.
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Figure 3: Impact of ratio analyte/matrix (DHB) and proportion of solvent on resolution,
intensity of dimer and trimer and crystallization on MALDI-TOF analysis of media
containing rutin and oligomers of rutin (positive ionization mode and reflectron mode

detection).

In conclusion, DHB1 as matrix, a proportion of 1:2 (ACN/water TFA 0.1%) as a
dilution solvent, a ratio of 3:1 analyte /matrix, a positive ionization mode and a reflectron
detection mode was were retained as optimal conditions for the use of the MALDI-TOF in the

field of the characterization of the oligoflavonoids.

For SEC-HPLC coupling with the Chemspeed platform; the samples were taken under
agitation and diluted in an automatic way in vials heated at same temperature to that of the
reaction. This dilution was realized in a DMF-LiBr mixture. This solvent allows the
instantaneous solubilisation of the flavonoids and the synthesized oligomers. From this
preparation 20 ul were injected via a rheodhyn valve. The elution solvent was DMF LiBr at a

flux rate of 1 ml/min. The all steps in this procedure are supervised by Chemspeed software.
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3- Validation of the developed platform

This platform was validated by studying the reaction of the polymerization of the

esculin and the rutin.

The kinetic of oligomerization of rutin and esculin has followed during 72 h of
incubation by the on line sampling and analysis described previously. The SEC obtained

spectra are given on figure 4 and 5.

These chromatograms show that the formed oligomers can reach 18 and 17 unities

respectively for rutin and esculin.
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Figure 4: SEC chromatogram of rutin oligomers at different time of reaction, and
molecular mass distribution determined by polystyrene standard calibration. The reaction of
oligomerization of rutin (3 g/l) is catalyzed by the laccase from Trametes versicolor (3 U/ml)

at 20 °C in methanol/water media (30:70, v/v).
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Figure 5: SEC chromatogram of esculin oligomers at different time of reaction, and
molecular mass distribution determined by polystyrene standard calibration. The reaction of
oligomerization of esculin (3 g/l) is catalyzed by the laccase from Trametes versicolor (3

U/ml) at 20 °C in methanol/water media (30:70, v/v).

The MALDI-TOF results are summarized on figures 6.

Dimer, trimer and tetramer are synthesized immediately at the beginning of the reaction,
thus the enzymatic polymerization of flavonoids is not a sequential process. This technique
allows the detection of oligomers up to pentamer (m: 3044.5 g/mol) and nonamer (m: 3044
g/mol) for rutin and esculin respectively (Figure 5 a and b). However the comparison of the
SEC and MALDI-TOF results indicated that these two techniques lead to very different
results. The molecular mass distribution is underestimated by MALDI-TOF analysis
compared to SEC-UV. This behaviour could be to weak ionization of oligomers having molar

masses higher than 3000 Da.
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Figure 5: MALDI-TOF positive ion spectrum ([M + Na or K]") in the reflectron mode of rutin

(a) and esculin (b) oligomerization media. Dihydroxybenzoic acid was used as matrix.

Conclusion:
An automated platform allowing realising 8 parallel syntheses or operating conditions with on
line sample preparation, MALDI-TOF spotting and SEC analysis SEC has developed. This
platform will be used to study the effect of different factors on the kinetic and structural

properties of enzymatic polymerization of flavonoids by laccase.
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Contribution de P’article

Cet article décrit les protocoles mis en place afin de mener d’une fagon automatique et
en ligne la préparation, le contrdle des conditions opératoires et les analyses par MALDI-TOF
et SEC-UV d’une réaction d’oligomérisation de composés phénoliques. Ce dispositif a permis
I’analyse en ligne de 8 réactions en parall¢le, tout en garantissant la répétabilité et la

reproductibilité des manipulations et en diminuant les contraintes du manipulateur.

L’optimisation de la technique d’analyse par MALDI-TOF a montré que les conditions
optimales d’analyse des oligoméres de rutine sont :
- dépot de 3 pl d’analyte dilué 2 fois dans ACN/eau (30 :70, v/v), 0.1 % TFA, puis
ajout de 1 pl de matrice DHB a 5 mg/ml ;

- analyse en mode positif réflectron.

Cette technique a permis de mettre en évidence un simple pontage entre unités
monomériques et la formation d’oligomeres allant jusqu’a ’hexameére et le nonamere durant

I’oligomérisation de la rutine et de I’esculine respectivement.

L’analyse SEC-UV révele la présence d’oligomeres allant jusqu’a des degrés de
polymérisation de 18 dans le cas de la rutine et de 17 dans le cas de I’esculine, selon les
conditions d’étalonnage employées lors de ce travail. Afin de conforter cette analyse, il serait

envisageable de déterminer le coefficient d’extinction molaire des especes oligomériques.

Cette variation selon la méthode d’analyse utilisée serait due a la nature méme de ces
deux techniques. La détection par MALDI-TOF aboutit aux masses absolues des oligoméres,
mais est dépendante de ’aptitude des molécules a étre ionisées. A 1’inverse, la détection par
SEC-UV est une technique entropique basée sur le rayon hydrodynamique des molécules,

aboutissant a des masses relatives.

La sous-estimation de la taille des oligomeéres obtenue par I’analyse MALDI-TOF est
due en grande partie a la polydispersité du milieu réactionnel. Ainsi, un fractionnement du
milieu réactionnel, aprées filtration sur SEC, permettrait une analyse plus « fine » des masses

des oligoméres par MALDI-TOF.
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Chapitre IV.1. Oligomérisation de la rutine

Introduction

La rutine est un flavonoide glycosylé issu du groupe des flavonols. Bien qu’ayant des
propriétés antioxydantes intéressantes, la formulation de la rutine est limitée par sa faible
solubilité dans les solvants aqueux et son instabilité thermique. La polymérisation est 1’une
des méthodes de fonctionnalisation des especes phénoliques, qui peut étre utilisée dans le cas
des flavonoides. La polymérisation d’espeéces phénoliques et notamment de flavonoides est
susceptible de modifier leur solubilité, leur stabilité tout en maintenant ou en augmentant
leurs capacités antioxydantes. Cependant, ’amplitude de ces modifications dépend des
conditions opératoires et des structures des polymeres générés. Ainsi, pour déterminer
I’incidence des conditions de synthése sur la cinétique, la structure et les propriétés
antiradicalaires et d’inhibition de la xanthine oxydase, cette réaction a été étudiée sous
différentes conditions opératoires. La laccase de Trametes versicolor a été utilisée comme
biocatalyseur.

Les premicres études parues dans la littérature ont montré que les conditions de synthése
affectent la masse moléculaire et la structure (type de liaison mis en place entre unités
monomeériques) des oligoméres obtenus. Ainsi, afin de controler les propriétés des polymeres

de rutine, 3 axes d’études ont été entrepris :

= Effet des conditions réactionnelles :

Les propriétés des polymeéres varient selon leur masse moléculaire. Il apparait donc
judicieux de déterminer les conditions de mise en ceuvre de cette réaction qui permettent
d’obtenir des masses molaires bien définies et par conséquent des propriétés controlées. C’est
pourquoi nous avons réalisé une étude détaillée de 1’effet des conditions réactionnelles (pH,
température, concentration d’enzyme, concentration en substrat, type et proportion de solvant)

sur la polydispersité, la masse moyenne et la production des oligomeres de rutine.
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=  Etude structurale :

La structure des oligomeéres et notamment le pontage reliant deux unités monomériques
influence les propriétés des polymeres. Une étude de la structure des oligoméres synthétisés

par UV, FTIR, MALDI-TOF et H-RMN a donc été réalisée.

= Impact de la polymérisation:

Le but de la polymérisation étant d’améliorer la solubilité de la rutine tout en conservant
voir en amé¢liorant ses propriétés antioxydantes, ces deux propriétés ont été évaluées. En outre,

I’impact de la masse moyenne des oligomeéres sur leur activité antioxydante a été déterminé.
En parall¢le, de ces trois axes d’étude, une analyse par modélisation moléculaire dans le
vide et dans le solvant a été entreprise afin de compléter et d’interpréter les résultats

expérimentaux.

L’ensemble de ces travaux a fait ’objet d’une publication : « Investigation of enzymatic

rutin oligomerization » soumise dans Enzyme and Microbial Technology.
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Abstract

The enzymatic polymerization of rutin catalyzed by laccase from Trametes versicolor

was investigated under different operating conditions of temperature, pH, solvent, enzyme
and substrate concentrations. The highest weight-average molecular mass (M, ) was about

3900 g/mol. Highest masses were obtained for lowest pH and temperature set point. The
production of oligomers was favored when using a cosolvent with a high dielectric constant.

MALDI-TOF analyses showed the presence of rutin oligomers with a polymerization
degree up to 6, resulting from simple bridges between rutin unities. H-NMR analyses showed
the presence of C-C or C-O linkages in the structure of oligomers, involving both the sugar
part and the phenolic part of rutin.

Oligomers were characterized by a solubility 4200 times higher than rutin. A molecular
modeling study of the hexamer indicated a dense network of H-bonds with water molecules.

Fractions enriched with oligomers were obtained by tangential diafiltration. The antioxidant
activity of oligomers was shown to decrease with M , while the xanthine oxidase inhibitory

activity increased.
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Introduction

Flavonoids are a class of phenolic secondary metabolites of plant that have recently
received keen attention due to their antioxidant, antimicrobial, anticarcinogenic properties.
Many of these compounds are already used in pharmaceutical, cosmetic and food preparations.
Unfortunately, the use of some of them is limited by their low solubility and stability in both
lipophilic and aqueous media. Therefore, to improve these properties different techniques of
derivatisation are suggested, among them the enzymatic polymerisation. This way allows the
control of polymer structure due to the regioselectivity of the enzyme and can be conducted
under mild operating conditions of temperature, pH and pressure. Different sources of enzyme
are used in polymerization processes: transferases, hydrolases, lyases, isomerases, ligases and
oxidoreductases (peroxidases and laccases) [1]. This latest class is the most often used [2-7].
Laccases compared to peroxidases present the advantage of using dioxygen instead of
hydrogen peroxide [8] and are able to catalyze a large panel of substrates (ferrocyanidine,

anilines, phenols...).

First data obtained in the case of the enzymatic polymerization of simple phenols and
some flavonoids (rutin, catechin, quercetin) indicated that the polymerization of these
compounds affects their solubility in the water [9-11] and their radical scavenging activity
[12-15]. The magnitude of these effects depends on the degree of polymerization of the

synthesized oligomers [14]. However, for flavonoids, the exact effect of the operating
conditions both on the weight-average molecular mass (M, ) of the oligomers and their

biological activities is not yet clear. In the case of simple phenols and aglycone flavonoids,
some authors observed that the nature of the solvent affects the molecular mass and the
structure of the oligomers. Two dimeric products resulting from either C-C or C-O bonds
between monomeric unities were described, depending on the nature and the ratio of the
solvent. The structure of the oligomers was also influenced by the pH [16, 17]; a low pH
favored the formation of C-C bridges [18]. The temperature affected only the conversion yield

of the reaction [19].

Reported data concerning the antioxidant activity of flavonoid oligomers like rutin and
catechin are still subject to controversy. Kurisawa et al. (2003) [11] observed an increase of
the antioxidant power of the oligomers compared to that of rutin, while Desentis-Mendoza et

al. (2006) [15] reported a decrease of the antioxidant activity. The xanthine oxydase
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inhibitory activity, reported by Kurisawa et al. (2003) in the case of catechin oligomers [12,
13], increased compared to that of catechin. For rutin oligomers, no data are available

concerning this activity. These contradictions could be due to the variability of oligomer

structure (M, , PDI, C-C or C-O bridges) from one study to another.

The aims of this paper are 1) to investigate the effect of temperature, pH, substrate and
enzyme concentration, and solvent nature on the M and the polydispersity (PDI) of rutin

oligomers, ii) to identify the type and the localization of the linkage occurring during rutin
oligomerization and, iii) to investigate some physical and biological properties of rutin
oligomers (solubility, antioxidant and xanthine oxidase inhibitory activities) in function of
their m

Rutin oligomerization was catalyzed by the laccase of Trametes versicolor, under
different operating conditions of temperature, pH, in several solvents. MALDI-TOF, SEC-UV,
FTIR and NMR techniques were used to characterize the mass distribution and the structure
of the oligomers. Rutin was chosen in this study for its known vasorelaxation [20], anti-
inflammatory [21], and hepatoprotective [22] activities. Moreover, rutin is a glycosylated
compound with several reactive hydroxyl groups both on sugar and phenolic parts. However,
the implication of the glycosidic hydroxyl groups for oligomers synthesis has never been

reported.
1. Materials and methods

Materials
Laccase from Trametes versicolor (E.C. 1.10.3.2, 21.4 U/mg) and dihydroxybenzoic
acid (DHB, matrix for MALDI-MS) were purchased from Fluka. Rutin, 2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazyl (DPPH), xanthine and xanthine oxidase (E.C. 1.17.3.2, grade IV from bovine
milk, 0.2 U/mg protein) were from Sigma. All chemical solvents were of HPLC grade from

VWR.

Oligomerization reactions
Reactions were carried out in a Chemspeed ASW2000 automated synthesizer
(Chemspeed Ltd). This platform allows automatic preparation of samples for analyzes:

sampling from reaction media, dilution of samples and injection to HPLC system or spotting
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on MALDI target for MS analysis. Eight reactions were simultaneously performed. Rutin was
suspended in 27 ml reactor vessels in 10 ml of methanol/water, solvent/water or
methanol/buffer mixture (30:70, v/v) (citrate or phosphate ammonium buffer 0.01 M at
different pH + 0.2). Laccase solution (3 U/ml) was added to the mixture. The reactions media

were stirred at 600 rpm for at least 24 h, at different temperatures (+ 1 °C).

SEC analyzes
Relative masses of oligomers were evaluated by size exclusion chromatography (SEC)
(HPLC LaChrom, UV 280 nm LaChrom L-7400, Tosoh TSKgel o 3000 column, 60 °C).
Dimethylformamide (DMF) with 1 % LiBr was used as the mobile phase (1 ml/min).
Molecular mass calibration was obtained by using standards of polystyrene. The obtained data
allowed the determination of number-average molecular mass, weight-average molecular

mass, weight-average molecular mass index and polydispersity:

ZniMi

M, = ———— : number-average molecular mass
2
i
2 WM,
M, =-—=—— :weight-average molecular mass
2w
i
M, . :
Im= MW : weight-average molecular mass index

M
PDI = MW : polydispersity (> 1)

n

Where n; represents the number of molecules of oligomers having a mass of M; at a
polymerization degree of i, and w; weight fraction of chains at a polymerization degree i. The
quantity of oligomers was expressed in arbitrary units of area (a.u.). Error values were

determined by three repetitions of the same reaction.

MALDI analyzes
Absolute masses were determined by MALDI-TOF technology using DHB matrix (5
mg/ml in acetonitrile/water (30:70, v/v) with 0.1 % TFA). After 24 h of reaction, samples
were automatically withdrawn from reaction media and diluted two fold (acetonitrile/water
(30:70, v/v) with 0.1 % TFA). Solutions (3 pl) were spotted online on MALDI target with
DHB matrix (1 pl).
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Samples analyzes were realized on MALDI-TOF Ultraflex (Bruker Daltonik) using the
reflectron operating mode. All spectra were obtained in the positive ion mode and ionization
was performed with a 337 nm pulsed nitrogen laser. Spectra were obtained by accumulation
of at least 600 laser shots and calibrated using the statistical method of FlexAnalysis software

(Bruker). All samples were spotted in triplicate.

UV analyzes
The UV spectra of rutin solutions and of reaction media containing oligomers were

determinated on a UV6000LP spectrometer (Spectra System, Thermofinnigan).

FTIR analyzes
IR analyzes were achieved by ATR-FT-IR spectroscopy using FT-IR spectrometer
Tensor 27 (Bruker). The solutions containing oligomers were diluted with water/methanol
(70:30, v/v) then deposited on the ATR unit. Solvents were evaporated under vacuum at 50
°C, to give a film which was analyzed. Spectra were obtained by the accumulation of 1024
scans, with a 2 cm’ resolution. Spectra treatment included H,O/CO, correction and

smoothing by Savitzky-Golay relation (9 points) and normalization.

NMR analyzes

'H NMR analyzes of rutin and 3 KDa permeat powders was performed on a Bruker
DRX 300 MHz spectrometer, at 300 K, after dissolution in DMSO-dG. "H NMR spectra of the
4 powders of the aliquots obtained at 30 min, 1 h, 2 h and 3 h of reaction (0.2 g/l of rutin and
0.3 U/ml of laccase in methanol/water, 30:70, v/v) were recorded on a Bruker 600 MHz
spectrometer with a cryoprobe at 293 K in CD;OD/D,0 (30:70, v/v) at a concentration of 3
g/l.

A diffusion-ordered spectroscopy (DOSY) NMR technique was used to aid the
deconvolution of the complex system. A diffusion delay time of 100 ms was applied, in
CD;0OD/D,0 (30/70, v:v). The self—diffusion coefficient is affected by the viscosity of the
solvent. The mobility of the molecules can be converted into their hydrodynamic radius (R),
which is more informative to determine the size of the particles and to follow the formation of
aggregates through the Stokes-Einstein law expression:

R k,T

Dfrn

where 1 is the viscosity of the solvent (Nmeano= 0.156 .10 kg.m™.s™ and

Nwater— 1.000 kg.m’l.s'l), kg the Boltzmann constant (1.38.10'23 kg.mz.s'z.K'l), T the
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temperature (293 K) and R the hydrodynamic radius of the soluble molecule, f a constant
between 4 (slip) and 6 (stick) depending on the boundary conditions. Here the stick value is
used.

Peaks related to rutin:

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & = 0.99-5.36 (H of sugars), 6.20 (6-H), 6.39 (8-H),
6.85 (Jusme = 0.2 Hz, 5’-H), 7.54 (2°-H), 7.55 (Jusme = 0.2 Hz, 6°-H), 9.17 (3’-OH), 9.65
(4’-OH), 10.85 (7-OH), 12.60 (5-OH) ppm.

Peaks related to rutin oligomers:

'H-NMR (DMSO-ds, 300 MHz): & = 0.99-6.17 (H of sugars), 6.18 (6-H), 6.40 (8-H),
6.86 (Jusue = 0.2 Hz, 5°-H), 7.97 (Jusue = 0.2 Hz, 6’-H) ppm.

Antioxidant activities determination
Scavenging activity and xanthine oxidase inhibitory activity of different pools of
oligomers were analyzed. Samples were prepared from reaction media after 24 h of synthesis
(methanol/water, 30:70, v/v, 20 °C), by successive filtration processes: on a 50 KDa
membrane to remove the enzyme, then on 8, 5 and 3 KDa membranes by a tangential
diafiltration process (V/V). Then, the fractions were lyophilized. Scavenging free radical
power was evaluated by the DPPH test as described by Burda and Oleszek [23]. A solution of

rutin or oligomers (1 ml), at different concentrations (from 10 to 10 M, concentrations were
calculated from W ) in methanol, was added to 2 ml of a DPPH solution (10 mg/l in
methanol/water, 80:20, v/v). A reference sample was prepared by adding 1 ml of methanol in
2 ml of DPPH solution. Rutin and oligomers absorbance for each concentration was evaluated

at 527 nm, after 15 min, at 23 °C. The antiradical activity was calculated as a percentage of

DPPH discoloration using the following equation:

antiradical activity =100 (1 _ absorbance of sample — absorbance of ollgorutm].

absorbance of reference

The antiradical activity of flavonoids is expressed as the final concentration that results
in half-maximal DPPH discoloration (IC50) and calculated by exponential regression analysis.
Each absorbance was evaluated in triplicate.

To determine the inhibition of xanthine oxidase activity the oligomeric powders were
solubilized in phosphate buffer (pH 7.5, 50 mM). The rutin was dissolved in a minimum of
DMSO and then in buffer. Tests solutions were prepared by adding 1600 pl of buffer, 300 ul
of flavonoids solution (10°— 4.10™ M), 1000 pl of a solution of xanthine (0.15 mM, initially
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dissolved in a minimum of NaOH 2 % (w/v), then diluted in buffer) and 100 pl of a solution
of xanthine oxidase (0.2 U/ml). The reaction was monitored for 6 min at 295 nm. 2 samples
were prepared, the first without flavonoids to determine the total uric acid production, and the
second without enzyme to measure the absorbance of flavonoids at 290 nm for the range of
concentrations. The inhibition of xanthine oxidase by flavonoids is expressed as the final
concentration that results in half-maximal enzyme velocity (IC50) and calculated by standard

curve regression analysis. All measurements were realized in triplicate.

Solubility and rheological characterization
The solubility of rutin oligomers was evaluated at 30 °C in water while the solubility of
rutin was determined for all operating conditions of the reaction.

To obtain a rheological characterization of the oligomers, a reaction medium
(methanol/water, 30:70, v/v, 24 h of reaction) was lyophilized and analyzed. Several samples
of oligomers were prepared at different concentrations in water and analyzed at 20 °C on a
StressTech rheometer coupled with a RMS Lauda temperature controller. All tests were
conducted with 40 mm diameter parallel-plate geometry at 20 °C. A solvent trap was used
during measurement to limit evaporation. Viscosity was then measured at shear stress ranging
from 0.05 to 10 Pa, according to the concentrations. The overlap concentration was obtained
by the representation of the viscosity at the plateau for a shear rate of 300 s depending on

oligomer concentration. All measures were realized in triplicate.

Molecular modeling analyzes

The molecular dynamic (MD) simulations were performed with Insight II (msi)
programs, on an O2 SGI workstation, employing the force-field cff, on Discover3. The first
step was a minimization in vacuum by using a steepest descent, a conjugate gradient descent
and a Newton-Raphson algorithm until the energy gradient was smaller than 0.1 kcal/(mol.A).
A dielectric constant € = 2.0 F/m was used in all minimizations. The second step is a
molecular dynamic simulation to explore the conformational space of rutin and its oligomers.
The dynamics run for 10 ps, at 600 K. The lowest-energy conformation was minimized with a
convergence of 0.1 kcal/(mol. A). This conformation was selected for molecular modeling in
solvent and for enthalpic study.

Enthalpic study was carried out using the semiemperical AMI method, with
HyperChem software. Optimization was performed with conjugated gradient (algorithm

Polak-Ribiere) with a self consistent field (SCF) of 0.001 kcal/mol in vacuum. The bond
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dissociation energy (BDE) was calculated as the energy of the radical resulting from the
abstraction of one hydrogen minus the energy of the neutral molecule. The most stable
radicals localized either on oxygen or a carbon atom were obtained by the abstraction of the
hydrogen atom of the 4’-OH, and the hydrogen atom of the 6’-CH.

Molecular modeling in water was performed in a cubic cell with periodic boundary
conditions. NVT molecular dynamic was carried out in a box of 40.0 A side length containing
1294 water molecules plus one molecule of rutin with a cutoff of 14.0 A and a dielectric
constant of 2.0, at 300 K. The MD simulations run for 200 ps. For the simulation of the
hexamer of rutin, the same conditions were used, with a cubic cell of 50.0 A side length
containing 1679 water molecules. Successive and short minimization/dynamic procedures

were applied with a convergence of 0.001 kcal/(mol. A) and a run duration of 8 ps.

3. Results and discussion

To investigate the kinetic of the enzymatic polymerization of rutin catalyzed by the
laccase, two reactions, with and without addition of the enzyme, were carried out in a
methanol/water medium with an initial pH of 7.0, at a constant temperature of 20 °C. The
rutin consumption, the weight-average mass index (Iy) and the polydispersity (PDI) of
synthesized oligomers were followed during 55 hours of incubation. The results indicated that
in the absence of the enzyme, the concentration of rutin remained constant without any
change of the medium coloration. In the presence of the enzyme (Figure 1), the rutin was
completely depleted from the medium during the four first hours of the reaction. Both Iy and
PDI increased respectively up to 3.44 and 1.24 during the first 24 hours of incubation and
then decreased slightly. The increase of Iy, even after the total consumption of the monomer,
indicated the presence of an enzyme reactivity towards oligomeric species, which leads to the

elongation of the chain length.
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Figure 1: Kinetics of rutin (3 g/l) oligomerization by laccase from Trametes versicolor
(3 U/ml) in methanol/water (30:70, v/v) at 20 °C: -O-: weight-average molecular mass index +

10 % and -e- : polydispersity + 2 %(a), and kinetic of consumption of rutin (b).
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3.1. Influence of pH and temperature on polydispersity, weight-average molecular

mass and production of oligomers

The oligomerization of rutin, in the presence of the laccase from Trametes versicolor
was studied at different pH and temperatures. The results, after 24 h of incubation, are
summarized in Figure 2. For a given temperature, 20 °C, the increase of pH led to a slight
decrease of the PDI and a variable Iy;. The highest Iy was reached at a pH of 5.0, when the

enzyme activity is optimal [24].

Effect of pH Effect of temperature
° ) (20°C) (in methanol/water media)
8- T »e
74 - M | V]
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Figure 2: influence of pH and temperature on weight-average molecular mass index (Iy),
polydispersity (PDI), production of oligomers and solubility of rutin. Rutin (3 g/l)
oligomerization was catalyzed by laccase from Trametes versicolor (3 U/ml), for 24 h, in
methanol/water media at different temperatures (10, 20 or 50 °C) or methanol/ buffer media at

pH4,50r7.

In methanol/water medium, a higher Iy and heterogeneity in oligomers size were

observed at 10 °C compared to 20 and 50 °C. These results could be explained by a thermic
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deactivation of the laccase, which leads to a lower concentration of radical species. In such
conditions, the elongation of the chains would be favored. The diminution of Iy at 50 °C
could be attributed to a larger concentration of radical species which favor coupling reactions
and so, the termination of the synthesis. The comparison of these data to that reported by
Kurisawa et al. [11] with the laccase from Myceliophtora, indicating that the effect of pH and
temperature is independent to the origin of laccase.

The effects of pH and temperature were also quantified on the oligomers production.
The results are summarized in Figure 2. The pH has no significant influence on oligomers
production, while an increase of temperature favors their synthesis. The highest production of
oligomers was reached at 50 °C, when the solubility of rutin and the laccase activity [24] are

favored.

3.2. Effect of enzyme and rutin concentrations

The enzyme is responsible for the generation of radical species in the medium. The
concentration of these radical species can affect the chain length of the oligomers. The
elongation of the oligomeric chains can also be affected by the initial concentration of rutin.
So, both enzyme and rutin concentrations were varied. The results (Table 1) showed that, the
initial concentration of enzyme and substrate has no significant influence neither on the PDI

nor the Iy

Table 1. Influence of enzyme and substrate concentration on oligomerization of rutin

catalyzed by laccase from Trametes versicolor.

Enzyme Rutin Im PDI Quantity of
(Uml)  (g/) oligomers
(a.u. area)
3.0 3.0 344+0.6 1.24 £0.05 3.2+0.87
3.0 9.0 3.44+0.6 1.16 £ 0.05 4.6 £0.87
0.1 3.0 2.79 1.13 1.0 £0.87
+0.6 +0.05

Rutin oligomers were obtained by polymerization of rutin catalyzed by laccase from
Trametes versicolor in methanol/water (30:70, v/v), at 20 °C, for 24 h. Weight-average

molecular mass index (Iy) and polydispersity (PDI) were determined by SEC-UV analyzes.
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This observation is in agreement with those reported by Kurisawa er al. [11]. The
concentration of enzyme influences the kinetic of the reaction but not the chain length of the
oligomers. For a high concentration of rutin (9 g/l), the Iy; remained constant (3.44) although
the rutin was not totally consumed. This behavior could be attributed to the enzyme
deactivation or to a sequestering effect of the oligomers toward the enzyme, leading to its

inactivation.

To verify this assumption, either 30 U of enzyme or 30 U of enzyme and 30 mg of rutin
were added after 24 hours of reaction (standard reaction, with 3 g/l of rutin). In spite of the
feeding with fresh enzyme with or without additional rutin, no change was observed. These
data suggested an inactivation of the laccase which could be due, to a sequestering effect of
rutin or/and its oligomers toward the copper of the active site of the enzyme, as it mentioned

by Desentis-Mendoza et al. [15].

3.3. Effect of solvent:

Different works reported the effect of the solvent on the enzymatic oligomerization of
simple phenols [3, 25-27]. These studies indicated that the nature and the proportion of the
solvent modify the yield, the Iyy and the structure of the polymers. For more complex phenols
like flavonoids, there are no data available concerning the effect of the solvent on their
oligomerization.

To investigate the effect of the solvent on the enzymatic oligomerization of rutin, seven
protic polar, aprotic polar and aprotic apolar solvents were tested (Figure 3a) at a
solvent/water ratio equal to 30:70 (v/v). In the case of methanol, three ratios (70, 50 and 30 %)
were used. The influence of each solvent was evaluated at 20 °C after 24 h of reaction. The
results indicated that the nature of the solvent affects mainly the production of oligomers. For
a given ratio (30:70 v/v), no significant change was observed for Iys and PDI. The highest and
the lowest production of oligomers were obtained in water (8.11 a.u. area) and THF/water
medium (0.28 a.u. area), respectively. These results can not be attributed to the solubility of
rutin in such media which is 0.14 g/l in water versus 9.25 g/l in THF/water. However, a
correlation was observed between the dielectric constant (¢) of the cosolvent and the

production of oligomers (Figure 3b).
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The increase of methanol/water ratio, led to a decrease of the Iy, PDI and the oligomers

production, as it has reported by Kurisawa ef al. [11] in the presence of the laccase from

Myceliophtora. For methanol/water ratio superior to 70 % no activity was observed.
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Figure 3: effect of nature and ratio of solvent on weight-average molecular mass index

(Im), polydispersity (PDI), production of oligomers and solubility of rutin (a), and influence of

the dielectric constant of the cosolvent on the proportion of oligomers (b). Rutin (3 g/l)

oligomerization was catalyzed by laccase from Trametes versicolor (3 U/ml), for 24 h, in

solvent/water media (30:70, v/v), at 20 °C.

In conclusion, our data showed that the dielectric constant (€) is an important factor to

explain the effect of the solvent on the enzymatic oligomerization of rutin. The ¢ is implicated

in dissociation phenomena and is likely to diminish the chelation effect of rutin and its

oligomers, which is supposed to decrease the activity of the enzyme. In fact, the enzymatic
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inhibition by a chelation phenomenon was already demonstrated by Kim et al. [28], which
studied the effect of catechin-aldehyde polycondensates on xanthine oxidase activity. Another

effect of the solvent could be the alteration of the enzyme stability.

3.4. Structural investigation

To characterize the structure of the oligomers, MALDI-TOF, UV, FTIR and NMR
analyzes were realized after 24 h of incubation in a methanol-water medium (70:30, v/v).

MALDI-TOF analysis allowed the determination of the absolute masses of rutin
oligomers. These were identified as di-, tri-, tetra-, penta- and hexamers of rutin (Figure 4).
No higher masses were observed whatever the operating conditions tested. The relative
percentage of each oligomer depends on the operating conditions (pH, temperature,

concentration of enzyme, ...).
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Figure 4: MALDI-TOF positive ion spectrum ([M — H + Na or K]") in the reflectron
mode of rutin oligomerization media and isotopic distribution of dimer. Dihydroxybenzoic

acid was used as matrix.

The gap of mass due to the addition of one rutin shows the abstraction of two hydrogen
atoms. This result indicates that the connection mode between rutin units is a simple bridge.
According to the bibliographic data this linkage could occur between two B rings of rutin [29].
Depending on the pH [16, 30] and the solvent [26], it could be either a C-O or a C-C linkage.
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Rutin presents several reactive hydroxyl groups both on the phenolic rings and the sugar part.
So, this linkage could be also localized on the sugar moiety. To elucidate the type and the
localization of the linkage between two units of rutin, further investigations using UV, FTIR,
H-NMR at 300 MHz, diffusion ordered spectroscopy NMR (DOSY) and H-NMR at 600 MHz

with cryoprobe analyzes were realized.

The UV-visible spectrum of rutin, in methanol, presented two maxima of absorption at
282 and 359 nm due to the n-n* transition of the aromatic electrons. For rutin oligomers the
359 nm band was much larger and presented a hypsochromic shift of 11 nm. This behaviour
suggests an implication of the B ring of rutin in the formation of oligomers. In fact, Marckam
[31] observed that the presence of a substitution on the 5, 7 and 4’ positions of phenolic rings

led all time to an hypsochromic shift.

In comparison to rutin spectrum, the IR analyses of oligomers showed a broadening of
the absorption bands and a new peak at 1130 cm™ (Figure 5). This peak indicated the
formation of a new ether bond (C-O). Similar results were reported by Mejias et al. [29] in the

presence of peroxidase.
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Figure 5: FTIR (diamond ATR) spectra of rutin (—) and reaction media containing rutin
and oligomers (---). A film of reaction media has been realized on the diamond ATR for this

analysis.
The 'H-NMR analysis of rutin oligomers was already reported by Kurisawa et al. [11].

These authors observed 3 broad peaks at § 0.8-1.3, 3.0-4.0, 4.4-5.0 ppm but these data didn’t
allow to identify the type and the localisation of the linkage established during the oligomers
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formation. In order to complete these results, different complementary techniques were used:
DOSY and 'H-NMR with cryoprobe.

The DOSY analysis was expected to separate the oligomers in function of their
hydrodynamic radius and then improve the spectrum resolution. Unfortunately, this analysis
didn’t permit to separate the oligomers and the spectrum was similar to that reported by
Kurisawa et al. [11]. However, this technique gave the global self-diffusion coefficients
(8.4.10"" m2s™) and the hydrodynamic radius (29.8 A) of the oligomers.

To overcome the heterogeneity of the reaction medium and then to increase the
resolution of "H-NMR analysis, four aliquots were taken from the reaction medium after 30
minutes, 1 h, 2 h and 3 h of synthesis. These samples were heated at 95 °C for 5 minutes to
inactivate the enzyme, then lyophilized and analyzed by 'H-NMR, at 600 MHz, with
cryoprobe, at a concentration of 3 mg/ml (D,0:CD;OD, 70:30, v/v). For the first sample (30
min of reaction), the 'H-NMR spectrum revealed four new signals with a multiplicity of 2 at
7.17,7.26,7.31, 7.52 ppm (Figure 6).

These peaks could result from the upfield shift of the 6’H signal and the downfield shift
of the 5’H signal of rutins linked together, by a C-O bridge (C2’-O4’). The evolution with
time of NMR spectra revealed a progressive broadening of all signals both in aromatic and
sugar zones. This profile suggests that several types of bridges should occur during the

oligomerization of rutin, involving both the aromatic and the sugar parts of the flavonoid.
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Figure 6: '"H-NMR (600 MHz by cryoprobe) spectra of media containing rutin and
oligomers of rutin at four times (30 min, 1 h, 2 h, 3 h) of reaction. Rutin (0.2 g/l)
oligomerization was catalyzed by laccase from Trametes versicolor (0.3 U/ml) in

CD;0D/D,0 (30:70, v/v), at 20 °C.

The data obtained by different techniques confirm the presence of a C-O linkage and
suggest that this linkage occurres on the phenolic and sugar parts of rutin. However these data
don’t allow to conclude about the presence or the lack of the C-C linkage. For this reason, the
reaction medium was filtrated on a 3000 Da membrane by tangential flow filtration to obtain
a fraction enriched with oligomers with low molecular weight. As expected, the permeate
contained mainly residual rutin and dirutin. This was lyophilized then dissolved in DMSO-ds
and analyzed by 'H-NMR spectroscopy. The analysis of the spectrum showed a limited
number of signals in the aromatic zone, a downfield shift of the 6’H signal and the absence of
the 2’H peak. This behaviour suggests a symmetrical structure which results from a C2’-C2’
bridge between two rutin units (Figure 7). So, it is clear that both C-C and C-O linkages were

established during rutin oligomerization.
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Oxidation products

Figure 7: Polymerization reaction of rutin (R: 6-O-(a-L-rhamnopyranosyl)-B-D-

glucopyranosyl) catalyzed by laccase.

3.4. Solubility, antioxidant activity and inhibitory effect on xanthine oxidase of

rutin oligomers:

To study the solubility, reaction media containing rutin oligomers were lyophilized. The
powder was dissolved in water, at 30 °C. The solubility was about 600 g/l. This solubility is
4200 fold higher than rutin solubility value. The solubility of polymers could also be
described by a critical overlap concentration (C*). This parameter characterizes the beginning
of the contact between macromolecular coils [32]. In the case of oligomers with an Iy of 3.44,
the rheological investigation showed that this factor was around 20 wt %.

To explain the high solubility of rutin oligomers, the interactions and especially the H-
bonds between theses molecules and water were evaluate by a molecular modeling study. The
lowest- energy conformation of rutin monomer and rutin hexamer furnished by molecular
dynamics were introduced into two distinct water cells. The hexamer was built on the basis of
04’-C6’ bridges which implicate the most stable radicals (O°, C°). In water, rutin showed a
folded structure where the rhamnose and the ring A become closer together. Six
intermolecular H-bonds were established with the water molecules. The hexamer revealed an
unfolded structure where sugars offer a large contact with the surrounding solvent. The
number of intermolecular H-bonds between the hexamer and water molecules was evaluated
to 94. This dense network of H-bonds could explain the high solubility of the hexamer

compared to rutin.

The radical scavenging activity of rutin and rutin oligomers was evaluated for each

fraction obtained by tangential flow diafiltration with a cut-off of 50, 8, 5, 3 KDa respectively.
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These fractions, corresponding to retentates and permeate, were characterized by Iy of 4.59,
2.95,2.46,2.38 and 2.02. As indicated in Figure 8, the IC50 increased progressively versus Iy,
which means a decrease of the radical scavenging activity. The retentate fraction obtained
with a membrane of 50 KDa (I of 4.59) led to a high IC50 (11.7uM) compared to the IC50
value obtained for rutin (1 pM). This diminution of the antioxidant activity could be attributed
to the loss of the free hydroxyl group on C-4’ and/or C-3’. In fact Burda and Oleszek [23]
reported that these groups play a major role in the antioxidant power. The diminution of the
antioxidant activity was also observed by Desentis-Mendoza et al. [15], using also the DPPH

test.

The xanthine oxidase inhibitory activity of rutin and oligomers was evaluated for each

fraction of tangential flow filtration. As indicated in Figure 8, the IC50 decreased
progressively versus Iy. The oligomers of high ﬂ showed a greater inhibitory activity than

rutin. The inhibition of the xanthine oxidase activity was followed by Kurisawa et al. [12]

during the oligomerization of catechin by peroxidase but these authors didn’t analyze the
effect of M This behaviour suggests that the hydroxyl groups on C-5 and C-7, the carbonyl

group on C-4 and the double bond between C-2 and C-3 are not implicated in the reaction of
polymerization. In fact, several authors [33-36] reported that the presence of these groups are
responsible for the inhibition of the xanthine oxidase activity.

Moreover, Kim et al. [28] observed the chelation of the -catechin-aldehyde
polycondensates onto the Fe/S and/or the flavin adenine dinucleotide (FAD) center of the
xanthine oxidase. So, the high inhibitory activity of the oligomers reported in our study could

also be linked to their high chelating capacity.
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Figure 8: Influence of weight-average molecular mass index of rutin and rutin oligomers
on antiradical activity determined by DPPH test (m) and on xanthine oxidase inhibitory
activity (V). The antiradical activity of flavonoids is expressed as the final concentration that
results in half-maximal DPPH discoloration (IC50). The inhibition of xanthine oxidase by
flavonoids is expressed as the final concentration that results in half-maximal enzyme activity

(IC50).
4. Conclusion

This work showed that the oligomerization of rutin catalyzed by Trametes versicolor
laccase led to a complex mixture of oligomers containing up to 6 units of rutin linked together

by with C-C and C-O bridges involving both the sugar part and the phenolic part of rutin. The

M , the amount of oligomers and the PDI depended on pH and temperature conditions.

High temperatures led to low M, and high production of oligomers whereas high M, were
obtained at low temperature or a pH of 5. The lowest PDI (1.16) was obtained at 20 °C. The
solvent nature influenced also the production of oligomers. The increase of dielectric constant

medium increases these concentrations.
Rutin oligomers exhibited a solubility 4200 fold higher than that of rutin. A decrease of

the antioxidant power and an increase of the xanthine oxidase inhibitory activity were

observed when increasing M, .
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Contribution de P’article

Ces travaux se sont portés sur la polymérisation enzymatique de la rutine catalysée par
la laccase de Trametes versicolor et plus particulierement sur les effets des conditions

opératoires sur la cinétique, la structure et les propriétés des oligomeres synthétisés.

L’analyse cinétique de la réaction a permis de mettre en évidence que cette réaction
permet d’atteindre un Iy; de I’ordre de 3.44 au bout de 24 h de réaction. L’arrét observé de la
réaction n’est pas di ni a ’absence de substrat, ni a I’inactivation de I’enzyme, mais plutot a
son inhibition par les oligomeres. En effet, il semble que les propriétés chélatantes de la rutine
soient amplifiées dans le cas de polymeres. Les oligorutines piégent les cuivres du site actif de

I’enzyme, provoquant son inhibition.

=  L’¢tude de I’effet des conditions réactionnelles a mis en évidence que les plus
hauts Iy; sont obtenus a de faibles pH et température. La nature du solvant a trés peu d’impact
sur 'y, en revanche il influe sur les quantités d’oligoméres formés. Ainsi, un solvant
hydrophile permettra la synthése d’une plus grande quantité¢ d’oligomeres. En outre, au-dela
de 70 % de solvant aucune réactivité n’a été observée. La diminution du pourcentage de
solvant permet d’augmenter la quantité d’oligomeres formés sans effet significatif sur 1’Iy.
Une corrélation a pu étre établie entre la constante diélectrique du co-solvant et la quantité
d’oligomeéres: plus le constante diélectrique du solvant est élevée, plus la quantité
d’oligomeres est importante. Ceci peut €tre dii a :

- des capacités de dissociation du co-solvant d’autant plus importantes que sa
constante diélectrique est élevée. Ainsi, plus € est élevée, plus les propriétés de
chélation sont défavorisées, ce qui diminuerai I’effet inhibiteur de 1’activité
laccasique des oligomeres.

- la plus importante dénaturation de I’enzyme dans des co-solvants a faible &,

engendrant une plus faible activité enzymatique.

=  L’¢tude structurale des oligomeres de rutine a mis en évidence la formation
d’un simple pontage entre unité monomérique. Le pontage mis en place est de type C-C ou C-
O et s’¢établit tant sur la partie phénolique que sur la partie sucre. En outre, une structure de
dirutine a pu étre caractérisée; les deux unités de rutine sont reliées par un pontage C2’-C2’,

formant ainsi une structure dimérique symétrique.
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=  [L’¢tude des propriétés des oligomeres a permis de mettre en évidence une
solubilité¢ dans I’eau 4200 fois plus importante aprés polymérisation. L’étude menée par
modélisation moléculaire a pu démontrer que, cette importante augmentation de solubilité est
due a une conformation ouverte des oligomeéres dans 1’eau, permettant la mise en place d’un
réseau dense de liaisons hydrogene. En outre, plus les Iy sont importantes plus leur pouvoir
antiradicalaire diminue, a I’inverse de leur potentiel d’inhibition de la xanthine oxydase qui

lui augmente avec I’accroissement de I’Iy;.
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Chapitre IV.2. Oligomérisation de I’esculine

Introduction

Apres I’¢tude de 1’oligomérisation de la rutine, notre intérét s’est porté sur une autre
classe de polyphénols, les coumarines et en particulier 1’esculine. L’esculine est une
esculétine glycosylée. Initialement cette molécule a une solubilité dans 1’eau plus importante
que celle de la rutine, mais présente un pouvoir antioxydant plus faible. Compte tenu de sa
solubilité relativement ¢élevée dans les solutions aqueuses et de son faible colt, cette molécule
est une cible de choix pour évaluer le développement d’un procédé de polymérisation
enzymatique, mais il faut que les polymeres obtenus aient des activités intéressantes et que les
conditions opératoires permettent une polymérisation régiosélective. En effet, les activités des
coumarines sont dépendantes de leur structure moléculaire. Ainsi pour conserver les activités
initiales de 1’esculine, les groupements essentiels impliqués dans ces activités ne doivent pas
étre altérées par la polymérisation. La structure des oligomeres formés joue donc un role

crucial dans la modification des propriétés.

Afin d’explorer les relations structure-activité des oligomeres d’esculine, deux
approches d’investigation ont été¢ combinées. Une premiere approche expérimentale basée sur
I’analyse par UV, FTIR, MALDI-TOF et RMN, et une seconde approche par modélisation
moléculaire dans le vide et dans le solvant. Les informations obtenues sur les structures des
oligoméres par ces deux approches ont ¢été corrélées aux propriétés de solubilité,

antiradicalaires et d’inhibition de la xanthine oxydase.

Ainsi, les objectifs de cet article sont :

= [’analyse structurale par approche expérimentale basée sur I'utilisation de I’ UV,
FTIR, MALDI-TOF et RMN ;

* J’analyse structurale par modélisation moléculaire dans le vide et dans le solvant ;

* J’analyse des propriétés des oligomeres, c’est-a-dire, la solubilité, le pouvoir

antiradicalaire et le pouvoir d’inhibition de la xanthine oxydase.
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Les résultats obtenus ont été utilisés pour chercher d’éventuelles corrélations structure-

activité des oligomeres synthétisés.

L’ensemble de ce travail fait 1’objet d’un projet de publication intitulée « Enzymatic

synthesis of oligoesculin : structure and biological activities characterizations ».
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Abstract

The oligomerization of esculin, catalyzed by the laccase from Trametes
versicolor was realized in an attempt to improve the properties of this
glycosydic coumarin. MALDI-TOF analyses showed a degree of
oligomerization up to 9 whereas NMR spectrarevealed the formation of
C-C and C-O bridges which involve both the phenolic and the glucosidic
part of the coumarin. Oligomers were characterized by a solubility in
water  which is 189  fold higher than esculin  solubility. = Moreover
antioxidant  properties of oligomers were correlated to their mass: the
more the mass is high, the more the xanthine oxidase inhibitory activity
and the radical scavenging activity are important. These experimental
results were completed by in  silico  structural  investigations  which
suggested the preferential formation of C8-C8 linkages between esculin

unites during the oligomerization reaction.

Keywords: Oligomerization, esculin, laccase from Trametes versicolor, solubility, antioxidant

activity, molecular modeling
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Introduction

Esculin is a glycosylic coumarin belonging to a group of phenolic compounds widely
distributed in natural plants '. Coumarins are naturally occurring derivatives of benzopyrene.
They are used in beverages ?, food *, perfumes * , cosmetics > and as additives in polymers for
their fluorescence, photodimerization, photocleavage or liquid crystalline properties. They
have recently attracted much attention due to their antiradical ®, xanthine oxidase inhibitory °,
anti-inflammatory ', anticarcinogenic '' and anti-HIV '* activities. The magnitude of
coumarins activities depends upon the degree and the localization of hydroxyl, glycosyl or
methoxy group on their backbone.

Esculin or aesculin is a monosaccharide of esculetin characterized by a fine blue
fluorescent solution. It is extracted from the Aesculus hippocastanum, or horse-chestnut tree.
It exhibits an UV-B protective effect and antiflogistic, cytostatic and antimutagenic properties.
Contrary to the majority of phenolic species, esculin is soluble in water and relatively stable
in this media.

The enzymatic polymerization of several phenolic species like hydroxybenzene 7,

21, 22 . 23,24
*““ or rutin ~> 7" have been yet reported. In

cresol ' 1718 cardanol ", catechol % catechin
some cases, these modifications led to a higher solubility in water, thermal stability and an
increase of antioxidant and xanthine oxidase inhibitory activities, and in other cases a lost of
these activities was observed. This behaviour is due to the fact that such activities are
correlated with the structure and the functional groups of the molecules. Different studies

25,26

have demonstrated that, an ortho-catechol moiety ,a 1,2-pyrone in B ring *, two phenolic

28 an O-glucopyranoside group and more globally

hydroxyl groups in the ortho position
hydroxyl functions > increase the antioxidant activity of coumarins. Moreover a substitution
in position 8 (hydroxyl group or glucosyl group) 2*, a methyl substitution in positions 3, 4 and
8 or a double bond on positions 4,3 increase the xanthine oxidase inhibitory activity.

In spite of the interesting properties of esculin, the polymerisation of this compound has not
been yet studied. The aim of this paper is to investigate the relationships between the structure
of esculin oligomers and their solubility, antioxidant and xanthine oxidase inhibitory activities.
To attempt this goal experimental and molecular modeling approaches were used. UV, FTIR,
MALDI-TOF and NMR analyses were used to investigate the structure of esculin oligomers.
Properties results (stacking, solubility and antioxidant activity) were correlated to structural

descriptors which were calculated by molecular modeling in vacuum and in solvent

environment.
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Experimental Section

Materials. Laccase Trametes versicolor (E.C. 1.10.3.2., 21.4 U/mg) and esculin
sesquihydrate (>98 %) were purchased from Fluka and xanthine, xanthine oxidase (1.17.3.2.,
grade IV from bovine milk, 0.2 U/mg protein) from Sigma. All solvents were HPLC grade
from VWR.

Oligomerization reaction. Reactions were carried out on a Chemspeed ASW2000
automated synthesizer (Chemspeed Ltd). Eight parallel reactions were realized
simultaneously. Esculin (3 g/l) was suspended in 27 ml vessels in 10 ml of methanol/water
(30:70, v/v). Laccase solution (3 U/ml) was added to the mixture. The reactions were stirred
at 600 rpm, for 24 h, at 20 °C.

SEC analysis. Relative masses of oligomers were evaluated on-line by size exclusion
chromatography (SEC) (HPLC LaChrom (Merck), UV 280 nm LaChrom L-7400, Tosoh TSK
Gel a 3000 column, 60 °C). DMF with 1% LiBr was used as the phase mobile at a flow rate
of 1ml/min. Polystyrene standards were used to define molecular mass calibration. Average

molecular masses were defined by:

ZniMi

_ i

n
>
i

S|

9

: number-average molecular mass

> M, =- : weight-average molecular mass

M
- PD = MW : polydispersity (> 1)

n; represents the number of oligomer molecules having a mass of M; at a polymerization
degree of 1, and w; the weight fraction of chain at a polymerization degree of i. The quantity
of oligomers was expressed in arbitrary units of area (a.u.). Error values were determined by
three repetitions of the same reaction.

Properties determination. Scavenging activity and xanthine oxidase inhibitory activity
of different pools of oligomers were analyzed. Fractions enriched with oligomers of various
mass were prepared from 24 h reaction medium (methanol/water, 30:70, v/v, 20 °C), by
successive filtration processes on a 50 KDa membrane to remove the enzyme, then
successively on 8, 5 and 3 KDa membranes by a tangential diafiltration process (V/V). Then,

the fractions were lyophilized.
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Scavenging free radical power was evaluated by the DPPH test as described by Burda et

Oleszek *°. 1 ml of solution of esculin or oligomers at different concentrations (10°~10* M,
concentration were calculated from M_w) in methanol was added to 2 ml of DPPH at 10 mg/I
in methanol/water (80:20, v/v). A reference sample was prepared with 1 ml of methanol in 2
ml of DPPH solution. Esculin and oligomers absorbance for each concentration was evaluated

at 527 nm. After 15 min, at 23 °C, the absorbance at 527 nm was measured. The antiradical

activity was calculated as a percentage of DPPH decoloration using the following equation:

antiradical activity =100 (1 _ absorbance of sample — absorbance of olzgoesculmj .

absorbance of reference

The antiradical activity of the molecules is expressed as the final concentration that
results in half-maximal DPPH decoloration (IC50) and calculated by exponential regression
analysis.

Each absorbance was measured in triplicate.

A second property tested the capacity to inhibit the activity of xanthine oxidase. All
solutions were prepared in phosphate buffer (pH 7.5, 50 mM), except for esculin which was
initially dissolved in a minimum of DMSO, then rapidly diluted in buffer. Test solutions were

prepared by adding 1600 pl of buffer, 300 pl of solution of esculin or its oligomers
(concentration varying from 10 to 4.10* M and calculated from M . ), 1000 pl of a solution

of xanthine (0.15 mM, initially dissolved in a minimum of NaOH 2 %, then rapidly diluted in
buffer) and 100 pl of a solution of xanthine oxidase (0.2 U/ml). The reaction was monitored
for 6 min at 295 nm. 2 test mixtures were prepared, the first containing no phenolic species to
measure the total production of uric acid, and the second containing no enzyme to measure
the absorbance of phenols at 290 nm for the range of concentrations. The capacity of the
molecules to inhibit the xanthine oxidase is expressed as the final concentration that results in
half-maximal enzyme velocity (IC50) and calculated by standard curve regression analysis.

Each absorbance was measured in triplicate.

MALDI analysis. Absolute masses were determinated by MALDI-TOF. The
concentration of DHB matrix is 5 mg/ml in acetonitrile/water (30:70, v/v) with 0.1 % TFA.

After 24h of reaction, samples were automatically taken from reaction media and diluted
two fold in acetonitrile/water (30:70, v/v) with 0.1 % TFA. Solutions (3 pl) were spotted
online on MALDI target with DHB (1 pl), and crystallized at room temperature. All samples
were spotted automatically in triplicate, on the Chemspeed ASW2000 (Chemspeed Ltd,
August, Switzerland) platform.
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MALDI-TOF-MS was performed on Ultraflex (Bruker) in reflectron operation mode.
All spectra were obtained in positive ion mode. lonization was performed with 337nm pulsed
nitrogen laser and accelerated under 20kV with time-delayed extraction. Spectra were
obtained by accumulating of at least 300 shots. Spectra were calibrated with statistic
calibration of FlexAnalysis software (Bruker).

FTIR analysis. IR analyses were achieved by ATR-FT-IR spectroscopy using a FT-IR
spectrometer Tensor 27 (Bruker). The solutions containing oligomers were diluted with
water/methanol (70:30, v/v) then deposited on the ATR unit. Solvents were evaporated under
vacuum at 50°C, to give a film which was analyzed.

UV analyzes. The UV spectra of esculin solutions and oligomers in methanol were
determinated on a UV6000LP spectrometer (Spectra System, Thermofinnigan).

NMR analysis. 'H NMR spectra of reaction media were recorded on a Bruker 600 MHz
spectrometer with a cryoprobe, at low concentration of esculin (0.2 g/I) and 0.6 U/ml of
laccase in CD;0D/D,0 (30:70, v/v), at 300 K.

A diffusion-ordered spectroscopy (DOSY) NMR technique was also used to aid the
deconvolution of the system. A diffusion delay time of 100 ms was applied, in CD;0D/D,0O
(30:70, v/v), at 293 K.

Esculin '"H NMR (D,0/CD;OD, 70:30, v/v): & = 3.52 (2d Juzmems H4’), 3.62 (m
Jumymamsme H2°,H3°,HS”), 3.77 (d,d Jusmeme HO6™ 5.8 + 12.5 Hz), 3.95 (dd Juemems
H6’ 2.0 + 12.5 Hz), 5.06 (d Jurm2 H1°B 7.5 Hz), 6.31 (d Ju3ms H3 9.6Hz), 6.91 (s HS), 7.37
(s HS), 7.93 (d Juam3z H4 9.6Hz) ppm.

Molecular Dynamic Simulation. The molecular dynamic (MD) simulations were
performed with Insight II programs, on an O2 SGI workstation, employing the force-field cff,
on Discover3. The first step was a minimization to optimize the geometry of molecules in
vacuum by using a steepest descent, a conjugate gradient descent and Newton-Raphson
algorithm until the energy gradient was smaller than 0.1 kcal/(mol.A). A dielectric constant ¢
= 2.0 F/m was used in all minimizations. The second step was a molecular dynamic
simulation to explore the conformational space of esculin and its oligomers. The dynamic run
during 20 ps, at 600 K. The lowest-energy conformation was minimized with a convergence
of 0.1 kcal/(mol. A). This conformation was selected.

Enthalpic study was carried out using the semiemperical AM1 method, with HyperChem
software. Optimization was made with conjugated gradient (algorithm Polak-Ribiere) with a
self consistent field (SCF) of 0.001 kcal/mol in vacuum. The bond dissociation energy (BDE)

was calculated as the energy of the radical resulting from hydrogen atom abstraction minus
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the energy of the neutral molecule. For the dimers, the BDE was calculated with the radical
species formed in position 7. For dimers which present two hydroxyls in position 7, two
radical species and so two BDE were obtained.

For simulation of water, a cubic cell with periodic boundary conditions was used. NVT
molecular dynamic (MD) was carried out in a box of 40.0 A side length, with a cutoff of 14.0
and a dielectric constant of 2.0 at 300 K. The box contained 1370 water molecules plus one
molecule of esculin or 418 water molecules and one molecule of diesculin (O7-C4 linkage).
The MD simulation run 200 ps. To simulate the operating conditions, the same conditions
were used with a cell of 60.0x40.0x40.0 A side length containing 138 methanol molecules
and 725 water molecules plus 4 molecules of esculin or 395 methanol molecules and 2073
water molecules plus 2 molecules of diesculine (cutoff 14.0, dielectric constant 2.0, 300 K).
For the 4 esculins system, three short dynamic runs were realized of 2400, 90 and 260 fs.
Each dynamic was followed by a minimization with a convergence of 0.01 kcal/mol. For the

2 diesculins system, the molecular dynamic run 112 ps.
Results and Discussion

Production of esculin oligomers

The oligomerization of esculin was conducted in a methanol/water medium with an initial pH
of 7.0, at 20 °C. After 72 h of incubation, the m of esculin oligomers and the residual
concentration of esculin were respectively equal to 1800 g/mol (corresponding to a degree of
oligomerization of 5) and 0.7 g/l (Figure 1). This stable value of m was reached after 12 h
of reaction, whereas the consumption of esculin was stabilized after 48 h of reaction. The
polydispersity was stabilized around 0.6 after 12 h of reaction. The limit value of W is due

neither to the limitation of the substrate, which is not totally consumed, nor to the
denaturation of enzyme, which remains active after 12 h. After 12 hours of reaction, the
esculin continues to diminish showing that the enzyme is always active, but the size of the
oligomers has reached its ceiling. This could be due to a lower reactivity of large oligomers
comparing to smaller ones. The enzyme continues to catalyze the formation of esculin radical
species, but these radicals are supposed to react preferentially with each other, rather than

with large oligomers which are less reactive.
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Figure 1: Kinetic study of the oligomerization reaction of esculin catalyzed by laccase from
Trametes versicolor, in methanol/water (30:70, v/v), at 20 °C. O: concentration of esculin,

e weight-average mass.

To establish the structure of esculin oligomers MALDI-TOF, UV, FTIR and NMR analyse
were realized both on the bulk medium and on the enriched fractions of oligomers.

Structural investigation by MALDI-TOF, UV, and FTIR:

The determination of the absolute masses of oligomers by MALDI-TOF showed that, under
the used conditions, the longer oligomer was a nonamer (Figure 2). The gap of mass due to
the addition of one esculin monomer indicated the abstraction of two hydrogen atoms,
showing that the connection mode between esculin units is a simple bridge. The UV-visible
spectra of esculin and reaction medium containing the mixture of oligoesculins revealed two
peaks around 204 and 336 nm. However, oligomers peaks were broader than those of esculin,
which could be attributed to conjugated oligomeric structure **. FTIR spectra of esculin and

oligoesculin were similar; no new characteristic band was observed .
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Figure 2: MALDI-TOF positive ion spectrum ([M + Na or K]") in the reflectron mode of
esculin oligomerization media and isotopic distribution of tetramer. Dihydroxybenzoic acid
was used as matrix.

Structural investigation by NMR

The bulk medium after 24 h of incubation and oligomers enriched fractions were analyzed.
'H-NMR spectra revealed broad signals both in aromatic and sugar zones and the apparition
of new peaks around 7.5 ppm (Figure 3). These peaks could correspond to a downfield shift
of the 5 H signal, due to the formation of a C4-O7 bridge, or an upfield shift of the 4 H signal
due to the formation of a C3-C bridge. This profile suggests that several types of bridges
should occur during the oligomerization of esculin, involving both the aromatic and the sugar
parts of this compound. Moreover, NMR spectra indicated in one hand, the presence of
residual esculin (340 g/mol) even in the retentat obtained with a 50 KDa membrane and in an
other hand, a signal shift in the aromatic zone for sample issued from 1 KDa membrane
retentat. The presence of residual esculin for high cut off membrane and the signal shift
suggest a stacking phenomenon between aromatic rings. The stacking of phenolic species due
to hydrophobic interactions is well known *° and has already been observed in the case of

quercetin by Desentis-Mendoza et al. **.
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Figure 3: 'H-NMR spectra (600 MHz by cryoprobe)of media containing esculin and its
oligomers enriched fraction. Esculin (3 g/l) oligomerization was catalyzed by laccase

Trametes versicolor (3 U/ml) in methanol/water (30:70, v/v), at 20 °C.

This stacking phenomenon was studied by molecular modeling. Four molecules of esculin
(A,B,C, D) were introduced in a methanol/water cell and were minimized as described before.
At the equilibrium of the system two esculins C and D were clearly piled up and positioned

head to tail (Figure 4). The distances between their aromatics rings were about 3.64 and 4.08

A.
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Figure 4 : Graphical representation of a 4 esculins system (A, B, C, D in blue, orange, violet

and green respectively) in a methanol/water cell (30:70, v/v), the water and methanol

molecules implicated in hydrogen bond with the esculins are indicated in yellow and red,

respectively.

Solubility study.

The solubility of esculin was 3.70 in water and 5.96 g/l in methanol/water (30:70, v/v, 20 °C).

The solubility of oligomers of esculin was around 700 g/l in water and 0.4 g/l in

methanol/water. In order to understand such variations of solubility and especially the low

solubility of oligomers in methanol/water mixture, the interactions between esculin, diesculin
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(07-C4) and the solvent (water or methanol/water) were studied by molecular modeling then
compared. The stable conformation of esculin was shown to form 9 H-bonds with water
molecules and 11 H-bonds in the case of a methanol/water medium. These observations could
explain why esculin is slightly less soluble in water than in methanol/water medium. For
esculin dimer (based on a O7-C4 linkage) 22 H-bonds (Figure 5) were established with water
molecules while only 4 H-bonds were observed with methanol/water medium. This behavior

is consistent with experimental results.

Figure 5: Graphical representation of esculin dimer (based on a O7-C4 linkage) in water,
water molecules implicated in intermolecular hydrogen bonds with diesculin are indicated in

yellow.

Study of xanthine oxidase inhibitory activity
Figure 6 shows xanthine oxidase inhibition activity of esculin and its oligomers, assessed by

measuring uric acid formation from xanthine oxidase. IC 50 of oligomers appeared to be
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lower than the IC 50 of esculin (770 uM). The IC50 fell when increasing M, and stabilized
around 150 uM. This evolution of the IC50 with mass has been yet reported for catechin
oligomers >'. Taking into account the data described by Chang and Chiang ** this behavior

could be due to a substitution in the position 8.
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Figure 6: Influence of M, of esculin oligomers on their xanthine oxidase inhibitory activity.

The inhibition of xanthine oxidase is expressed as the final concentration of inhibitor species

that results in half-maximal velocity (IC50), and compared to esculin activity.

Study of antiradical activity

The antiradical activity for each oligomeric fraction was evaluated. Results are reported on
Figure 7. The IC50 of esculin (9 mM) is 18 fold higher than the IC50 of oligomers (0.5 mM).
However, the degree of polymerization doesn’t affect this activity. Different authors reported

23-26 and/or the hydroxyl groups **® led to a decrease

that the absence of the catechol moiety
of the antiradical activity. These results show that these essential groups are not affected
during the oligomerization of esculin. Moreover, the high scavenging activity of oligomers

indicates a high capacity to stabilize radical species, which can be evaluated by the BDE *'.
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Figure 7: Influence of M, of esculin oligomers on their antiradical activity, determinated by

DPPH test. The antiradical activity is expressed as the final concentration of scavenger
species that results in half-maximal DPPH decoloration (IC50), and compared to esculin

activity.

To verify these assumptions molecular modeling of esculin and dimers was realized in
vacuum. Four different structures of dimer corresponding to four linkage modes were

modeled: O7-C4, C4-C5, C4-02’, C8-C8 (Figure 8).

07-C4 bridge C4-C5 bridge C8-C8 bridge

C4-02' bridge

Figure 8: Reaction of esculin oligomerization catalyzed by laccase and molecular structures of

four diesculins study by molecular modeling (R: glucose)
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The dimers O7-C4, C4-C5 were chosen because they result from the association of the most

stable radicals (Table 1).

Table 1: Heat of formation of esculin and its radicals in different positions, obtained from

molecular minimization in vacuum, calculated by AM1.

Radical species : abstraction of a hydrogen atom from:

Esculin
C3 C4 C5 07 C8
AH
-350,17  -295,49 -298,34 -295.84 -321.74 -292,37
(kcal/mol)
AHesculin‘AHradical = BDE*®
54,68 51,83 54,33 28,43 57,80
(kcal/mol)

*: Bond Dissociation Energy

NMR analysis of oligomers showed that linkage between aromatic part and glycosidic
part of esculin units could occurred. That’s why, the dimer C4-O2’ was modeled. Finally, the
dimer C8-C8 was studied because all essential groups remain free. The dimers were
minimized as described before. Their BDE were estimated and compared to that of esculin

(Table 2).

Table 2: Bond dissociation energy (BDE) of the O7-H bond of esculin and its dimers, obtained

from molecular minimization in vacuum, calculated by AM1.

Esculin  Diesculin with linkage between:

07-C4 C4-C5 C8-C8 C4-02’
AH (kcal/mol) -350.17 67730 -688.15  -690.59  -681.71
~ BDE; 28.43 30.54 30.65 25.98 30.65
Q
£
T 8 BDE, 22.34 27.43 27.46
I 2

At least one BDE value of the dimers (C4-C5), (C8-C8) and (C4-02’) is lower than that
of esculin. The dimer C8-C8 is characterized by two low BDE values which suggests a high
scavenging activity. The dimer O7-C4 seems to be the less probable structure because its
BDE is higher than that of esculin. The high antioxidant activity measured for esculin

oligomers suggests that the dimer C8-C8 is the most probable, and the dimer O7-C4 the less
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one. This assumption is in accordance with data reported by Ncanana et al. *%, Intra et al. >
and Mita et al. "> who observed a majority of C-C linkages, in the case of totarol, tetrahydro-

2-naphtol and phenol polymerization.

Conclusions
Structural analyses of esculin oligomers showed that esculin units are linked by a simple
bridge, which can occurred on both sugar part and phenolic part of the coumarin. Esculin
oligomers are characterized by a very high solubility in water and a very bad one in
methanol/water mixture. These observations have been correlated with the number of
hydrogen bonds between oligomers and the solvent. The oligomers show a very high
antioxidant activity compared with esculin. This interesting result suggests the preferential

formation of C8-CS8 linkages during esculin oligomerization.
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Contribution de P’article

Ces travaux se sont portés sur la polymérisation enzymatique de I’esculine catalysée par

la laccase de Trametes versicolor.

Les résultats obtenus montrent que la cinétique de 1’oligomérisation de 1’esculine est
lente. A 72 h, la Mw et la concentration en substrat résiduelle sont respectivement de 1800

g/mol et 0.7 g/l.

L’analyse par MALDI-TOF a démontré la formation d’un simple pontage liant deux

unités successives d’esculine et ce jusqu’au degrés de polymérisation 9.

Les analyses structurales par UV, FTIR et RMN n’ont pu aboutir a la détermination du
type et de la localisation du mode de pontage. Néanmoins, la présence de nouveaux pics aux
alentours de 7.5 ppm, sur le spectre 'H-RMN des oligomeres d’esculine, a été observée. Ils
pourraient étre due a la formation d’un pontage de type C4-O7 ou C3-C. L’analyse par RMN
a permis, également, de mettre en évidence un phénomeéne d’empilement de 1’esculine ; ce

phénomene a été corrélé aux résultats obtenus par modélisation moléculaire.

L’oligomérisation de 1’esculine permet d’augmenter sa solubilit¢ dans 1’eau, en
revanche, elle diminue sa solubilit¢ dans un milieu méthanol/eau. Pour expliquer cette
observation nous avons entrepris des investigations de mod¢lisation moléculaire. Les résultats
obtenus ont permis de corréler les observations expérimentales aux nombres de liaisons
hydrogene établies entre la molécule de soluté et les molécules de solvant identifiées par

modélisation moléculaire.

Enfin, les résultas obtenus indiquent que 1’augmentation de la masse des oligomeres se
traduit par un accroissement du pouvoir antiradicalaire tout comme de 1’activité d’inhibition
de la xanthine oxydase. Grace a la modélisation moléculaire, 1’accroissement du pouvoir
antiradicalaire a pu €tre mis en relation avec un pontage de type C-C localisé en position § de
I’esculine. En effet, ce pontage mene, selon les résultats obtenus par modélisation moléculaire,

a la plus forte augmentation du pouvoir antioxydant

163



Chapitre IV.2. Oligomérisation de ["esculine

En conclusion, au cours de ce travail, différentes corrélations ont pu étre établies entre
I’étude structurale par approche expérimentale, 1’étude structurale par modélisation

moléculaire et les augmentations de propriétés observées.
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Chapitre V. Modélisation moléculaire

Les résultats de 1’oligomérisation de la rutine et de I’esculine ont montré
expérimentalement, la formation de pontage de type C-C et C-O localisés tout aussi bien sur
la partie sucre que sur la partie phénolique des unités monomériques. De plus,
I’oligomérisation de la rutine a induit une baisse du pouvoir antiradicalaire et une
augmentation de 1’activité d’inhibition de la xanthine oxydase et de la solubilit¢ dans I’eau
des oligomeéres formés, alors que I’oligomérisation de 1’esculine a permis d’augmenter a la
fois la solubilité, I’activité¢ antiradicalaire et I’activité d’inhibition de la xanthine oxydase.
Pour comprendre et expliquer ces résultats expérimentaux, une approche par modélisation

moléculaire a été réalisée. Elle porte sur :

= [’étude de la stabilité¢ des especes radicalaires de la rutine et de I’esculine afin
de comprendre le mécanisme de la réaction radicalaire ayant abouti aux pontages
observés expérimentalement.

= L’¢tude de descripteurs électroniques, énergétiques et géométriques afin de
déterminer d’éventuelles corrélations entre ces descripteurs et les variations du
pouvoir antioxydant observées expérimentalement.

= [ ’étude conformationnelle dans un solvant des monomeres et des oligoméres
afin d’expliquer les modifications de solubilit¢ et de dispersion observées

expérimentalement.

Ces trois axes d’étude ont été menés sur la rutine, I’esculine et leurs oligomeres

1. Contribution de la modélisation moléculaire a la détermination de la

réactivité des especes radicalaires

Pour comprendre les mécanismes réactionnels aboutissant a la formation des oligomeéres,
une ¢tude conformationnelle a été réalisée par mécanique moléculaire utilisant le champ de

force cff. Cette étude permet d’une part, d’identifier, pour chaque flavonoide, la conformation
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la plus stable a partir de laquelle seront générées les espéces radicalaires, et d’autre part,
d’analyser les repliements et la flexibilité de la molécule.

A partir de la conformation la plus stable, une analyse par méthode semi-empirique
(AM1) de la molécule parent et de ses radicaux a été réalisée. La comparaison des enthalpies
de formation de la molécule parent et de ses radicaux, nous renseigne sur la réactivit¢ de
chaque espece et ainsi peut nous informer sur le mécanisme réactionnel susceptible d’avoir

lieu au cours de la réaction de polymérisation.

1.1. Détermination des conformeéres les plus stables

1.1.1. Cas de la rutine

La flexibilité de la rutine est caractérisée par 5 angles de torsion 0, a, B, v, 0. Ces angles
définissent la position du cycle B par rapport a la partie chromane (0), celle du glucose par
rapport a la génine (0, B) et celle du rhamnose par rapport au glucose (y, d). La définition des

angles de flexibilité et la numérotation sont indiquées Figure V.1.

Figure V.1.  Définition des angles de flexibilité et numérotation de la rutine.

Suite & une dynamique moléculaire a 600 K, un ensemble de conformeres a été retenu,
selon des critéres énergétiques et structuraux. Apres élimination des conforméres redondants,
les 16 structures restantes sont a nouveau minimisées a 300 K puis analysées. L’étude de ces
16 conformations indique que la partie glycosylée de la rutine est tres flexible et se déplace de
part et d’autre de la partie aglycone (Figure V.2), et que le cycle B décrit un mouvement

circulaire autour de la liaison C2-C1°.
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]
Figure V.2.  Analyse de la trajectoire issue de la dynamique a 600 K de la rutine

(superposition par les cycles A et C).

La mise en place de plusieurs liaisons hydrogéne intramoléculaires a ét¢ mise en
évidence (Tableau V.1.). Le nombre et la localisation des liaisons hydrogéne
intramoléculaires varient en fonction de la conformation, mais la liaison hydrogene OHs---O4
entre I’hydroxyle en Cs et la fonction carbonyle est maintenue quelque soit le conformére. En
revanche, le nombre et la position des autres liaisons intramoléculaires sont variables et
s’établissent, selon les conformations, entre:

- le cycle B et le rhamnose entrainant un repliement de la molécule (conformere 1)

- la fonction carbonyle et le rhamnose ou le glucose (conformeéres 3, 4 et 5)

- la fonction hydroxyle en C; et le rhamnose (conformeére 6)

- la fonction hydroxyle en Cs du cycle B et le rhamnose (conformere 5)

- entre le glucose et le rhamnose (conformeéres 3, 8, 10, 14 et 16)

La proximité spatiale entre la partie sucre et les hydroxyles du cycle B observée dans ce
travail est conforme aux résultats rapportés par Zhang et Brodbelt [211]. De méme, la
formation d’une liaison hydrogene entre OH,~ et la fonction carbonyle est conforme aux
observations de Alluis [174]. Ces deux observations sont a corréler respectivement avec les

conformeéres (1 et 5) et (4 et 5) observés dans cette étude.
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Tableau V.1. Enthalpie de formation et principaux parametres moléculaires des

conformeéres de la rutine.

Conformeéres  Enthalpie Distance Liaisons H
(kcal/mol) entre le
cycle Aetle Nombre Type
rhamnose
(A)°
1 -20.42 5.59 2 OHs---O;  OHj---OHy»
2 -18.64 4.84 2 OHs---0O4  OH4----OsH
3 -15.80 12.09 3 OHs---O4  OHj--- Oy4 OH,:+---OH,
4 -15.42 11.42 2 OHs---04  OHy--- O4
5 -15.12 11.74 3 OHs---O;4  OHy»--- O4 OH3---Oyp,
6 -15.04 5.52 3 OHs---O4  OHy»---Oge OH;---OHg:
7 -14.81 5.28 1 OHs---Oq4
8 -14.63 8.61 2 OHs---O4  OH,:---OH,
9 -14.35 5.61 1 OH;s---04
10 -14.29 4.67 2 OHs---O4  OHj:+---Ogic
11 -13.98 5.17 1 OHs---Oq4
13 -12.47 5.18 1 OH;s---04
14 -11.40 8.64 3 OHs---O4  OHp»---- OHs  OHg---Opone
osidique

15 -9.97 11.56 1 OHs---Oq4
16 -9.10 9.49 2 OHs---O4  OHy---Opont

oﬂdique

*: pour chaque cycle un pseudo-atome (localisé a équidistance des 6 atomes du cycle) a été pris comme référence

Afin d’évaluer le repliement de la rutine, 2 pseudo-atomes ont été¢ créés au centre du
cycle A et au centre du rhamnose. La distance les séparant fluctue entre 4.67 et 12.09 A
(Tableau V.1). Selon ces résultats, le nombre de liaisons hydrogeéne intramoléculaires et le

repliement de la molécule n’expliquent pas a eux seuls la stabilité¢ des conformations.

La conformation la plus stable (conformere 1 du tableau V.1.), c’est-a-dire celle

présentant la plus faible enthalpie a été retenue pour les calculs de réactivité.

1.1.2. Cas de I’esculine

La flexibilit¢ de 1’esculine est caractérisée par 2 angles de torsion a et B. Ces angles
définissent la position du glucose par rapport a la génine (a, ). La définition des angles de

flexibilité et la numérotation sont indiquées Figure V.3.
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HO 0 o)
Figure V.3.  Définition des angles de flexibilité et numérotation de 1’esculine.

Aprés dynamique moléculaire (600 K) et minimisation, les 7 conformeres retenus
montrent que I’esculine présente une structure beaucoup moins flexible que celle de la rutine.
Lors de I’analyse de la trajectoire, il apparait que de nombreuses liaisons hydrogéne
s’établissent au sein du glucose a haute température, mais que ces interactions sont en nombre

plus limité au sein du systéme minimisé a 300 K (Figure V 4., Tableau V.2.).

Figure V.4.  Analyse de la trajectoire issue de la dynamique a 600 K de I’esculine

(superposition par les atomes C6-O-C1”) .

Le groupement hydroxyle en position 7 est souvent impliqué dans une liaison hydrogene

avec le glucose.

La distance séparant les deux pseudo-atomes créés dans le cycle A et le glucose varie

peu, ce qui indique que cette molécule est rigide.
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Tableau V.2. Enthalpie de formation et principaux parametres moléculaires des

conformeéres de ’esculine.

Conforméres  Enthalpie Distance Liaisons H
(kcal/mol) entre le

cycle Aetle Nombre Type

glucose (A)*
1 12.71 7.28 2 OH7---OHy OH,---OHs:
2 14.17 7.69 1 OH;---OH,:
3 17.03 7.55 2 OH7---Ogic OH,---OHs:
4 19.90 7.00 0
5 21.24 6.76 0
6 22.19 7.44 1 OH7---Ogc
7 23.62 6.97 0

& pour le cycle A un pseudo-atome (localisé a équidistance des 6 atomes du cycle) a été pris comme référence

Le conformeére 1 caractérisé par la plus faible enthalpie a été retenu pour les calculs de

réactivité (Tableau V.2.).

1.2. Détermination de I’espéce radicalaire la plus stable

Afin de déterminer la position du radical qui est susceptible d’étre formé en priorité par
I’enzyme, les propriétés électroniques, représentatives de la distribution de charges des
conforméres les plus stables et les propriétés énergétiques de leurs radicaux ont été

déterminées par AMI.

1.2.1. Cas de la rutine

L’espece radicalaire attaquera préférentiellement les atomes présentant une forte densité
¢électronique, c’est-a-dire sur la HOMO [212]. Ainsi, pour déterminer la localisation de
I’espéce radicalaire susceptible d’étre formée en priorité au cours de la réaction
d’oligomérisation, les localisations de la HOMO et de LUMO de la conformation la plus
stable de la rutine ont été évaluées par méthode semi-empirique. Dans le cas de la rutine, la
conformation la plus stable présente une HOMO et une LUMO de -8.81 eV et -0.88 eV

respectivement, toutes deux localisées sur la partie aglycone de la rutine (Figure V.5.).
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Figure V.5.

Modélisation Moléculaire

Représentation de la HOMO (rose) et de la LUMO (vert) de la structure

optimisée de la rutine.

Compte tenu du fait que la HOMO est localisée préférentiellement sur la partie aglycone

de la rutine, 5 radicaux carbones et 4 radicaux hydroxyles ont été créés sur cette partie. Afin

de définir le radical le plus probablement formé, les enthalpies de formation de ces radicaux

ont été reportées dans le Tableau V.3 et comparées a ceux de la rutine. En plus de ce

descripteur, un ensemble de descripteurs électroniques, énergétiques et structuraux a été

déterminé et reporté en annexe 2.

Tableau V.3. Comparaison des enthalpies de formation de la rutine et de ses radicaux.
Radicaux phénoxy en position : Radical carbone en position:
Rutine
03 o4 07 05 c2’ cs’ 6’ cs C6
AH (keal/mol) -630.08 604; is | 0011 | 59820 | 59451 | -537.06 | 5784 | 57830 | 57083 | 57285
AAH (kcal/mol): BDE 25.73 2097 | 3179 | 3557 | 93.02 5167 | 5178 | 5925 | 5723

AH: enthalpie de formation (kcal/mol), AAH (BDE) : variation d’enthalpie entre le radical et la molécule parent (kcal/mol)

Il apparait de ce tableau que les enthalpies de formation des radicaux hydroxyles sont

plus faibles que les enthalpies de formation des radicaux carbones. Le radical formé en

position C2’ possede le plus fort BDE, et I’enthalpie de formation la plus élevée; il semble

donc étre le radical le plus instable. Par contre, le radical formé en position O4’ a le BDE et

I’enthalpie de formation les plus faibles; il serait le radical le plus stable. Ce résultat est
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comparable a celui rapporté par de Russo et al. [213] qui observent que les radicaux formés
en 4’ et 3’ de la quercétine sont les plus stables.

Selon ces résultats, il est probable qu’au cours de la réaction d’oligomérisation de la
rutine catalysée par la laccase, une espéce radicalaire portée par I’hydroxyle en 4’ soit formée.
Il en ressort également que parmi les radicaux portés par un carbone, les positions 5’ et 6’

sont les plus favorables pour générer le radical le plus stable.

1.2.2. Cas de I’esculine

Dans le cas de I’esculine, la conformation la plus stable présente une HOMO et une
LUMO de -9.14 eV et -0.92 eV respectivement. Toutes deux localisées sur la partie aglycone
de I’esculine (Figure V.6.).

Figure V.6.  Représentation de la HOMO (rose) et de la LUMO (vert) de la structure

optimisée de I’esculine.

Afin de déterminer les radicaux susceptibles d’étre créés lors de la réaction
d’oligomérisation, 4 radicaux carbones et 1 radical hydroxyle ont été générés, comme pour la
rutine, sur la partie aglycone de 1’esculine. Pour déterminer le radical susceptible d’étre formé,
les enthalpies de formation de ces radicaux ont été calculés et reportés dans le Tableau V.4 et
comparés a ceux de I’esculine. En plus de ce descripteur, un ensemble de descripteurs

¢lectroniques, énergétiques et structuraux complémentaires a été évalué et reporté en annexe 3.
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Tableau V .4. Comparaison des propriétés énergétiques et structurales de 1’esculine et

de ses radicaux.

Radical
phénoxy en Radical carbone en position:
Esculine
position:
07 C3 C4 C5 C8
AH (kcal/mol) -350.17 -321.74 -295.49 -298.34 -295.84 -292.37
AAH (kcal/mol): BDE 28.43 54,68 51.83 54.33 57.80

AH: enthalpie de formation (kcal/mol) , AAH (BDE) : variation d’enthalpie entre le radical et la molécule parent (kcal/mol)

Ce tableau montre que les enthalpies de formation du radical phénoxy en position 7 de
I’esculine et le radical carbone en position 4 sont les plus faibles. Il est donc probable que
I’espéce radicalaire majoritairement formée soit portée par 1’oxygeéne en position 7 de
I’esculine. De plus, si I’espece radicalaire formée est portée par un carbone, le radical sera

préférentiellement localisé en position 4.

1.3. Conclusions

D’aprés cette étude de modélisation moléculaire, il apparait que le radical O4 de la
rutine est le plus stable. Une fois dans le milieu, celui-ci peut agir comme propagateur de la
réaction formant ainsi des pontages C-O. Il peut aussi se délocaliser (Figure V.7.) ou encore
agir comme agent de transfert radicalaire conduisant a la formation de divers radicaux,
notamment de type C’. Cette étude a également démontré que le radical C2”" est le plus réactif.
Cette réactivité est susceptible de favoriser les mécanismes de terminaison par combinaison
de type : C2°° + C2" = C2’-C2’. Ceci expliquerait la présence du dimére (C2’-C2’) identifié
par RMN.

En ce qui concerne I’esculine, il a été démontré au cours de cette étude que le radical
O7 est le plus stable. Tout comme pour le radical phénoxy de la rutine, une fois dans le
milieu, ce radical peut étre propagé ou délocalisé, formant des pontages de type C-C comme

C-0O.
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Figure V.7. Formes de résonance du radical phenoxy dans le cas de la rutine (a) et

I’esculine (b).

2. Contribution de la modélisation moléculaire a I’analyse de la variation

des activités antioxydantes

Pour comprendre les variations des activités antioxydantes observées expérimentalement,
différentes étapes de modélisation moléculaire ont été nécessaires :

- les propriétés énergétiques et géométriques des différents types de dimeres
susceptibles d’étre formés ont été évaluées et comparées, afin de définir les pontages les plus
probablement formés lors de la réaction d’oligomérisation.

- En se basant sur le mode de pontage le plus probable, des structures oligomériques ont
été créées et une étude conformationnelle par mécanique moléculaire de ces structures a été
faite, afin de définir les conformations les plus stables.

- Enfin, une analyse par méthode semi-empirique des structures monomériques et
dimériques les plus stables a permis d’aboutir aux différents descripteurs électroniques,
énergétiques et géométriques. Ces différents descripteurs ont ensuite été corrélés aux activités

antioxydantes expérimentales.
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2.1. Définition du pontage le plus probable par étude des oligomeres dans le

vide
2.1.1. Cas des oligorutines

] Cas des dirutines

Dans le cas de la rutine, les radicaux formés sur le cycle B présentant des enthalpies de
formation plus faibles que ceux des cycles A et C, ’ensemble des pontages impliquant le
cycle B a été analysé. Les caractéristiques des conformeres les plus stables obtenus pour

chaque type de pontage sont regroupées dans le Tableau V.5..

Tableau V.5. Enthalpie de formation et principaux parametres moléculaires des dirutines

obtenues par mécanique moléculaire (cf¥).

Enthalpie de N Distance entre
. ombre de
Pontage formation ligison H les 2
(kcal/mol) rhamnose (A)*
04’-C6’ -30.70 5 21.21
03’-Ce’ -28.50 2 12.27
04’-Cs’ -22.67 3 16.37
03’-Cs’ -21.79 3 15.12
03’-C2’ -21.76 3 8.81
04’-C2 -21.34 10 9.45
Co6’-Co’ 62.88 2 11.45
Cc2’-Ce’ 67.99 2 3.28
C6’-Cs’ 69.63 3 14.37
C5’-Cs’ 70.92 3 10.64
C2’-C5’ 74.82 3 13.03
Cc2’-C2’ 78.05 4 13.10

*: pour chaque cycle un pseudo-atome (localisé a équidistance des 6 atomes du cycle) a été pris comme référence

Il apparait que selon le type de pontage, la structure dimérique de la rutine peut étre
stabilisée par des liaisons hydrogéne intramoléculaires dont le nombre varie de 2 a 10. La
liaison hydrogéne précédemment observée sur la rutine entre la fonction carbonyle et
I’hydroxyle en C5 est maintenue sur chacune des unités monomériques quel que soit le type
de pontage.

La distance séparant les deux rhamnoses, caractéristique du degré de repliement de la

dirutine, est comprise entre 3.28 et 21.21 A selon le type de dirutine. La flexibilité de la partie
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sucre de la rutine est conservée sur le dimére, seule la rotation du cycle B impliquée dans le
pontage est altérée.

Les pontages 04’-C6’ et O3’-C6’ ont les enthalpies de formation les plus faibles avec
respectivement des valeurs de -30.70 et -28.70 eV. Il est donc probable que ces deux types de
liaisons soient favorisés lors du processus d’oligomérisation. A I’inverse, 1’enthalpie de
formation de la dirutine comportant une liaison C2°-C2’ est la plus élevée avec une valeur de
78.05 eV, ce qui impliquerait que ce type de pontage soit défavorisé. Hors expérimentalement,
ce type de structure a été détecté par RMN. Dans le cas d’un mélange, I’analyse par RMN
caractérise les espeéces majoritaires, il est donc probable que les autres types de pontage soient
présents dans le milieu mais a des quantités plus faibles, comme démontré par Ncanana et al.
[156]. Le radical en position C2’ est le plus instable (Tableau V.3.), donc le plus réactif. Cette
importante réactivité a pour effet de faciliter les couplages (C2”°, C2’°), ce qui peut expliquer

la formation de dirutines liées en C2’-C2’.

D’aprés I’é¢tude par RMN, il apparait que I’oligomérisation de la rutine entraine
différents types de pontage. De plus, plusieurs études bibliographiques ont mis en évidence la
présence de pontages C-O et C-C lors de I’oligomérisation d’especes phénoliques catalysée
par des oxydoréductases [155, 156, 214, 215]. Afin d’étudier ces deux types de pontages, les
deux dirutines présentant les enthalpies de formation les plus faibles (04’-C6’ et C6’-C6’) et

la dirutine (C2’-C2) démontrée expérimentalement ont été retenues pour la suite de ce travail.

Une analyse conformationnelle de ces 3 structures a été réalisée par dynamique
moléculaire. L ensemble des conformations extraites de la dynamique ainsi que les structures

les plus stables pour ces 3 pontages sont représentées Figure V.8..

Dans le cas des pontages 04’-C6’ et C6’-C6’, la flexibilité de la molécule permet aux
sucres de se placer de part et d’autre des cycles aromatiques. En revanche dans le cas du
pontage C2°-C2’, les sucres se positionnent préférentiellement d’un seul coté¢ de la molécule,

ce qui conduit aux conformeres les plus stables.

Dans le cas des conformeéres les plus stables, des liaisons hydrogéne intramoléculaires

s’établissent au nombre de 5, 2 et 3 pour les pontage O4’-C6’, C6’-C6’ et C2°-C2’
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respectivement.

Figure V.8.  Conformeére le plus stable (A) et ensemble des conformeres (B) des dirutines
liées en O4’-C6’ (1), C6’-C6’ (2) et C2°-C2’ (3) (superpostion par les cycles B). Cycles B

dans le plan.

= Cas de I’héxarutine

Afin de simuler un oligomére de haut poids moléculaire, 1’oligomére présentant la plus
haute masse détectée en MALDI-TOF a été analysé. L’enthalpie de formation obtenu avec le
pontage de type O4’-C6’ étant le plus bas, ’hexamere li¢ en O4’-C6’ a été choisi.

La superposition de certains des conformeres extraits de la dynamique a 600 K ainsi

que la conformation la plus stable sont représentées Figure V.9..
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Figure V.9.  Conformation la plus stable et analyse de la trajectoire de 1’héxarutine liée en

04’-C6’ (superposition par les cycles B).

La superposition des atomes O4’-C6’ de plusieurs conforméres d’héxarutine fait
apparaitre une structuration symétrique ou les sucres se positionnent alternativement d’un

coté et de ’autre de la chaine formée par les cycles aromatiques.

Dans le cas de la conformation la plus stable, 9 liaisons hydrogéne intramoléculaires ont
¢été établies entre les sucres d’une part et les cycles aromatiques d’autre part. L’ensemble de la
molécule s’étend sur 34.03 A (distance entre les deux groupements méthyles des rhamnoses

finaux).

2.1.2. Cas des oligoesculines

=  Cas des diesculines
L’ensemble des pontages impliquant la partie aglycone de 1’esculine a ¢€té analysé. Les

caractéristiques des conformeres les plus stables obtenus pour chaque type de pontage sont

regroupées dans le Tableau V.6..
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Tableau V.6. Enthalpie de formation et principaux parametres moléculaires des

diesculines par mécanique moléculaire (cfY).

Enthalpie de Distance entre
} Nombre de
Pontage formation laison H les 2 atomes
(kcal/mol) C6’ (A)
C4-C5 26.24 3 4.51
07-C4 27.24 2 9.09
C4-C8 30.84 2 421
C4-C4 31.41 3 7.56
C3-C4 40.68 4 12.93
C3-C5 44.11 3 7.23
C3-C8 46.25 3 17.68
07-C5 46.56 2 5.06
07-C3 48.26 3 14.57
C3-C3 48.30 2 18.67
07-C8 54.50 3 4.59
C5-C5 140.40 3 10.77
C5-C8 144.65 6 9.72
C8-C8 152.28 5 14.37

Les structures de la diesculine sont stabilisées par des liaisons hydrogene
intramoléculaires dont le nombre varie entre 2 et 6. Des liaisons hydrogéne sont fréquemment
¢établies entre groupements hydroxyles d’un méme glucose.

La distance séparant les deux groupements méthyles des deux glucoses, caractéristique

du repliement du dimére est comprise entre 4.21 et 18.67 A.

Les pontages impliquant la position C4 ont les enthalpies de formation les plus faibles,
alors que les pontages impliquant les positions C5 et C8 ont les enthalpies de formation les
plus ¢élevées. Les enthalpies les plus faibles étant obtenues avec les pontages de type O7-C4 et
C4-C5, il est probable que ses deux types de pontage soient favorisés lors de la réaction
d’oligomérisation. Ainsi, ces deux pontages ont été retenus pour la recherche d’éventuelles

corrélations entre descripteurs et activités antiradicalaires.
Les structures les plus stables pour ces deux pontages ainsi que la superposition de

certains conformeres générés au cours de 1’étude par dynamique moléculaire sont représentées

Figure V.10.
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Figure V.10. Conformeére le plus stable (A) et ensemble des conformeres (B) des diesculines

liées en O7-C4 (1) et C4-C5 (2) (superposition par les atomes impliqués dans le pontage).

La diesculine liée par un pontage C-O apparait plus flexible que celle liée par un

pontage C-C.

= Cas de la nona-esculine

Afin de simuler un oligomére de haut poids moléculaire, 1’oligomeére présentant la plus
haute masse observée en MALDI-TOF a été analysé. L’enthalpie de formation la plus basse
étant obtenue avec le radical formé en position O7, le nonamere li¢ en O7-C4 a été choisi.

Des analyses conformationnelles par dynamique moléculaire a 600 et 800 K ont été

réalisées. La conformation la plus stable est représentée Figure V.11..
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Figure V.11. Conformation la plus stable du nonamere d’esculine liée en O7-C4. Glucose en

bleu.

Durant la dynamique moléculaire, les structures phénoliques sont peu flexibles,
contrairement aux sucres qui gardent une grande mobilité. Dans le cas de la conformation la
plus stable, 15 liaisons hydrogéne intramoléculaires stabilisent le systéme. Ces liaisons
hydrogéne s’établissent entre la partie catéchol et le glucose, entre deux glucoses consécutifs
ou au sein d’un méme glucose. Le nonameére d’esculine a une structure étendue de 34.86 A,

de la fonction catéchole du premier monomere jusqu’a la fonction méthyle du dernier glucose.

2.2. Recherche de corrélations descripteurs/activité antioxydante

Pour comprendre et expliquer la variation des activités antiradicalaire et d’inhibition de
la xanthine oxydase observée expérimentalement, différents parameétres structuraux,

¢lectroniques et énergétiques ont été¢ évalués pour chaque type de diméres et comparés aux
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valeurs obtenues pour le monomere initial. Ces descripteurs sont : Egomo, ELumo, Eg, % W,
polarisabilité, aire, volume, Log P, charges, BDE et IP.

Pour déterminer ces descripteurs, les conformeres les plus stables obtenus par
dynamique moléculaire ont été a nouveau minimisés par méthode semi-empirique AM1. Cette
méthode pouvant s’appliquer a des systémes d’au plus 166 atomes, notre étude se limitera aux

cas des monomeres et des dimeéres de rutine et d’esculine.

2.2.1. Cas des diméres de rutine

Afin d’évaluer ’activité antiradicalaire des dimeres de rutine par un mécanisme de
transfert mono-¢électronique, un électron a été ¢liminé de la HOMO des molécules parents
pour obtenir un radical cation (ArOH™). Le radical phénoxy en position 4’ étant le plus stable,
il a été choisi afin de déterminer la valeur de BDE. Apreés minimisation des structures par
AM1, différents descripteurs ont pu étre déterminés et sont regroupés dans le Tableau V.7. .
En plus des dirutines liées en C6°-C6’°, C2°-C2’ et 04’-C2’ ¢étudiées précédemment, une
dirutine liée par le rhamnose (O4°°’-C2’) a également été analysée afin de confirmer ou
d’infirmer les observations expérimentales par RMN, qui suggérent que la partie sucre est

impliquée dans le processus de 1’oligomérisation.
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Tableau V.7. Comparaison des propriétés €lectroniques et énergétiques de la rutine et de

ses dimeres.

Rutine Dirutine liée en :
C6’-C6> C2’-C2>  0O4-C6> (C2°-04’”
AH (kcal/mol) -630.08 -1253.52  -1253.99 -1235.72  -1239.54
Enomo (€V) -8.81 -9.020 -9.248 -9.153 -8.965
Erumo (eV) -0.88 -1.013 -1.247 -1.132 -1.012
Eg (eV) 7.93 8.007 8.001 8.021 7.953
1 (eV) 4.845 5.016 5.247 5.142 4.988
u (D) 3.40 5.082 6.312 7.47 4.463
POL (au) 54.75 108.72 108.72 108.72 108.72
A (Az) 634.82 970.08 977.56 1136.60 1048.80
VOL (A3) 1458.47  2541.05 2567.07 2740.44 2652.04
log P -1.61 -3.59 -3.59 -3.56 -3.22
o QOy -0.266 -0.239 -0.238 -0.263 -0.264
% QC, 0.122 0.162 0.112 0.103 0.165
% g _ QGC; -0.096 -0.124 -0.082 -0.075 -0.096
D g Excés de 0.218 0.286 0.194 0.178 0.261
g charge C,-
Gs
o QOy4 -0.240 -0.239 -0.152° -0.272
_% QG 0.107 0.154 0.080 0.144
*% g ~ QG5 -0.078 -0.120 -0.055 -0.121
> S Exces de 0.185 0.274 0.135 0.265
g charge C,-
G
~ BDE, 20.97 25.12 25.94 19.58 23.73
o
Z E BDE, 27.03 25.59 24.96
< [av]
% 1P 180.04 177.32 183.45 170.11 177.92

AH: enthalpie de formation (kcal/mol), Epomo: énergie de I’orbitale la plus haute occupée (eV), ELumo: énergie de 1’orbitale la plus basse
vacante (eV), Eg : différence d’énergie entre le LUMO et la HOMO, y :électronégativité (eV), p : moment dipolaire (D), A : aire (A?), VOL :
volume (A?), POL : polarisabilité (A®), Q: excés de charge, AAH (BDE) : variation d’enthalpie entre le radical et la molécule parent
(kcal/mol), AAH (IP) : variation d’enthalpie entre le radical cation et la molécule parent (kcal/mol), P : atome impliqué dans le pontage
Afin de faciliter la lecture de ’effet de 1’oligomérisation et du mode de pontage des
flavonoides sur leur activité antioxydante, un code couleur a été adopté : une couleur rouge a
été attribuée aux descripteurs relatifs aux dimeres impliquant une baisse du pouvoir
antioxydant par rapport au monomere de départ et une couleur verte a été attribuée aux

descripteurs impliquant une hausse du pouvoir antiradicalaire (Tableau V.8.). Les valeurs de

descripteurs similaires a ceux du monomere initial ne sont pas colorées.
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Tableau V.8. Impact des descripteurs des dirutines sur le pouvoir antiradicalaire et le

pouvoir inhibiteur de la xanthine oxydase.

Dirutine liée en :
© | & | o | &
O A I e
S 18|84
Enowmo (eV)
o p (D)
£ QO
8 Excés de
2 charge C»-
==
.{é C3
g QOy
= Exces de
§ charge C,-
—_— C3
=
%) —~| BDE
= o
= |z £
g2 | Z35|eoe
5 <
é | IP
Hydroxyles
libres
3 % LogP
2 £ POL
= 9 —
8¢ o Planéité
== 8
% 5 8= Angle 0
A ~ £ | Hydroxyles
o3 .
libres

AH: enthalpie de formation (kcal/mol), Enomo: énergie de 1’orbitale la plus haute occupée (eV) p : moment dipolaire (D), POL : polarisabilité
(A%, Q : excés de charge, AAH (BDE) : variation d’enthalpie entre le radical phenoxy et la molécule parent (kcal/mol), AAH (IP) : variation
d’enthalpie entre le radical cation et la molécule parent (kcal/mol)

: impact positif sur ’activité par rapport au monomere; I: impact négatif sur I’activité par rapport au monomére; |:|: sans impact par rapport

au monomere

= Activité antiradicalaire

L’implication du groupement hydroxyle en position 4’ dans le pontage n’influence pas
les valeurs du BDE du dimére, mais diminue I’exces de charge ainsi que la charge portée par
I’atome Oy. Dans le cas des pontages C-C ou C2°-04°"’, le BDE est augmenté.

En revanche, quelque soit le type de pontage, la dimérisation de la rutine entraine une

augmentation de Egomo.
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Selon ces résultats, il apparait que plusieurs descripteurs suggerent une baisse du
pouvoir antiradicalaire quelque soit le type de pontage des dirutines, ce qui est en accord avec

les mesures expérimentales présentées chapitre IV.1..

= Activité¢ d’inhibition de la xanthine oxydase

D’apres la bibliographie, 1’activité de la xanthine oxydase est favorisée par un angle 0
de I'ordre de 26 a 27 ° ou par une certaine planéité, or initialement, la rutine ne présente ni
I’un ni ’autre, et la dimérisation ne 1’améliore pas cet état de fait. En outre, il a observé que
I’augmentation de la taille des molécules entraine une forte polarisabilit¢ défavorable a
I’activité de cette enzyme.

Selon ces résultats, il apparait que plusieurs descripteurs suggerent une baisse du
pouvoir d’inhibition de la xanthine oxydase quelque soit le type de pontage des dirutines, ce

qui n’est pas concordant avec les mesures expérimentales.

2.2.2. Cas des oligoesculines

Tout comme pour 1’étude de la rutine, le PI et le BDE de ’esculine et de ses diméres ont
¢été calculés afin d’évaluer leur potentiel antiradicalaire. Le radical phénoxy en position 7
¢étant le plus stable, il a été choisi afin de déterminer la valeur de BDE. A partir des structures
minimisées par AM1, différents descripteurs ont été déterminés et regroupés dans le Tableau
V.9.. En plus des diesculines liées en O7-C4 et C4-C5, choisies du fait de leur stabilité, les
propriétés des diesculines liées en C8-C8 et C4-02° ont été évaluées afin de vérifier

I’hypothése formulée sur I’implication de la partie sucre dans le processus d’oligomérisation.
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Tableau V.9. Comparaison des propriétés €lectroniques et énergétiques de 1’esculine et de

ses dimeres.

Esculine Diesculine liée en :
07-C4 C4-C5  C8-C8 (402
AH (kcal/mol) 2350.17 67730 -688.15  -690.59  -681.71
Enomo (eV) 9.254 -9.350 29.431 29.187 29.283
ELumo (eV) -0.819 1367 ~1.403 _1.044 1.071
Eg (eV) 8.435 7.983 8.028 8.143 8.212
7 (eV) 5.036 4.675 4715 5.115 5177
i (D) 781 7.696 6.096 9.120 9.57
POL (au) 30.39 60.01 60.01 60.01 60.01
A (A 409.44 653.06 670.90  649.92  680.53
VOL (AY) 866.74 153539 1567.10  1580.85  1587.92
log P 021 _1.50 “1.10 20.79 115
_ QO; -0.239 -0.141° 20.236 20.247 20235
8 QC; -0.243 -0.208 -0.229 0217 -0.355
2 E QC4 0.013 20.042 0.059 20.033 0.193
[=}
S £ ‘
£ Exces de 0.203 0.166 0.288 0.184 0.548
= charge C;-Cy4
o QO; 20.233 20.247 20.256 20.238
5 § QC, -0.325 -0.208 -0.223 -0.220
22 QC4 0.184° 20.042 20.028 20.031
- 2 Exceés de
2 charge Ca.Cs 0.509 0.166 0.195 0.189
_ BDE, 28.43 30.54 30.65 25.98 27.46
(@]
Z E BDE, 22.34 27.43 30.65
<8
< IP 189.34 193.45 191.19  190.82  185.63

AH: enthalpie de formation (kcal/mol), Eyomo: énergie de ’orbitale la plus haute occupée (eV), Erumo : énergie de ’orbitale la plus basse
vacante (eV), Eg : différence d’énergie entre la LUMO et la HOMO, y, :électronégativité (eV), u : moment dipolaire (D), A : aire (A%), VOL :
volume (A?), POL : polarisabilité (A*), Q : excés de charge, AAH (BDE) : variation d’enthalpie entre le radical et la molécule parent

(kcal/mol), AAH (IP) : variation d’enthalpie entre le radical cation et la molécule parent (kcal/mol), P: atome impliqué dans le pontage

Tout comme pour la rutine, un code couleur a été attribué a chaque modification de la

valeur des descripteurs (Tableau V.10.).
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Tableau V.10. Impact des descripteurs des diesculines sur le pouvoir antiradicalaire et le

pouvoir inhibiteur de la xanthine oxydase.

Diesculine liée en :

<t %e) 00 ~
<Q < Q o
o~ <t 00 <
o o O &)
Enowmo (eV)
) u (D)
ks Q04
8 Excés de
}3 charge Cs-
.*é C4
S Q04
e Excés de
‘g charge C;-
— C4
S
%) —~ | BDE
— o
s |z £
£ |35 eoe
— Q
Q <
g ~| 1P
Hydroxyles
libres
o ) LogP
T A S
g £ ';% POL
e o planéité
=2 8
o5 = Angle 0
R = 5 | Hydroxyles
5 .
libres

AH: enthalpie de formation (kcal/mol), Enomo: énergie de 1’orbitale la plus haute occupée (eV) p : moment dipolaire (D), POL : polarisabilité
(A%, Q : excés de charge, AAH (BDE) : variation d’enthalpie entre le radical phenoxy et la molécule parent (kcal/mol), AAH (IP) : variation
d’enthalpie entre le radical cation et la molécule parent (kcal/mol)

: impact positif sur ’activité par rapport au monomere; I: impact négatif sur I’activité par rapport au monomére; |:|: sans impact par rapport

au monomere

= Activité antiradicalaire
Dans le cas de I’esculine, il apparait que I’implication de 1’hydroxyle OH; dans le
pontage défavorise I’activité antiradicalaire du dimere, par rapport aux autres types de
pontage. Au contraire les pontages impliquant deux carbones de la partie phénolique de
I’esculine engendrent un pouvoir antioxydant plus ¢élevé. Ceci pourrait étre di au fait que le
pontage C-C permet une résonance plus importante du radical. Le pontage par le sucre (C4-
02’), tout en ayant un groupement hydroxyle de plus que I’esculine susceptible de réagir avec

une espéce radicalaire, présente des descripteurs avec des valeurs similaires a celles de
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I’esculine de départ. De plus, le greffage d’un groupement ¢€lectroattracteur (cycle aromatique)
permet d’accroitre I’excés de charge de la liaison C3-C4 de I’unité d’esculine liée par sa
position C4.

Etant donné qu’expérimentalement une augmentation importante du pouvoir
antioxydant est observée, il est donc fort probable que la majorit¢ des pontages mis en jeu

soient de type C-C ou C-Ogjucose-

= Activité¢ d’inhibition de la xanthine oxydase
De méme que la rutine, 1’esculine ne présente pas initialement une planéité et un angle 0
favorables a I’activité anti-xanthine oxydase, sa dimérisation n’a pas d’incidence sur ce critére.
En revanche, la dimérisation induit une augmentation de la taille de la molécule ainsi que de
sa polarisabilité, ce qui diminue le pouvoir d’inhibition de la xanthine oxydase.
Selon ces résultats, il apparait que plusieurs descripteurs suggerent une baisse du
pouvoir d’inhibition de la xanthine oxydase quelque soit le type de pontage des diesculines,

ce qui n’est pas concordant avec les mesures expérimentales.

2.3. Conclusions

En ce qui concerne l’activité antioxydante des dirutines, 1’étude de modélisation
moléculaire a suggéré une baisse du pouvoir antiradicalaire quelque soit le type de pontage.
Ceci est en accord avec les mesures expérimentales.

En revanche, 1’étude par modélisation moléculaire suggeére une baisse du pouvoir
inhibiteur de I’activité xanthine oxydase, ce qui est contraire aux observations expérimentales.
Ceci pourrait étre di & un effet chélatant, vis & vis du Cu®" de 1’enzyme, accru dans le cas des
oligomeres. Or cet effet n’a pas été pris en compte lors de 1’é¢tude par modélisation

moléculaire.

L’étude par modélisation moléculaire de I’esculine et des ses oligomeres a suggéré que
les pontages de type C-C et C-Ogueose engendraient une augmentation du pouvoir
antiradicalaire, et particuliérement le pontage de type C8-C8. L’augmentation d’activité
antiradicalaire observée expérimentalement suggere donc que les pontages de types C-C ou

C-Oglucose soient favorisés par rapport au pontage C-O.
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En ce qui concerne le pouvoir inhibiteur de I’activité xanthine oxydase, contrairement a
I’observation expérimentale, 1’étude par modélisation moléculaire suggere une baisse de cette
activité. Ceci pourrait étre attribué¢, comme pour les dimeres de rutine, a un effet chélatant

des dimeres d’esculine plus important que celui de ’esculine.

3. Analyse des interactions soluté/solvant et solvant/soluté par modélisation

moléculaire

Afin d’expliquer les variations de solubilit¢ et les interactions intermoléculaires
observées expérimentalement, une étude par modélisation moléculaire dans le solvant a été
réalisée. Les deux objectifs de cette étude sont :

- I’étude des interactions soluté/solvant afin d’expliquer les variations de solubilité

entre monomere et oligomeres.

- I’étude des interactions soluté/soluté dans un milieu type de synthese afin

d’évaluer les propriétés d’agrégation des monomeres et de leurs dimeres.

Pour mener cette étude, des cellules de solvant (eau ou méthanol/eau) ont été créées et
des molécules de soluté¢ (monomere ou dimére) y ont été introduites, puis une analyse

conformationnelle de ces différents systémes a été effectuées.

3.1. Mod¢lisation moléculaire de la rutine et de ses oligomeéres dans I’eau et

dans un milieu méthanol/eau

Afin d’explorer les conformations des molécules dans un solvant, d'étudier les
interactions soluté/solvant et d’interpréter les variations de solubilité observées
expérimentalement, les différentes molécules de monomeres et d’oligomeéres ont été placées
dans une cellule contenant des molécules d’eau ou méthanol/eau. Dans la bibliographie, le
nombre de liaisons hydrogeéne intermoléculaires a été corrélé a la solubilité [19], nous nous
sommes donc particulierement intéressé a leur caractérisation. Afin d’identifier les liaisons
hydrogéne intra- et inter-moléculaires, les conformations aboutissant au plus grand nombre de

ces liaisons ont été sélectionnées.
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3.1.1. Modé¢lisation moléculaire de la rutine et de ses oligoméres dans 1I’eau

3.1.1.1. Cas de la rutine

Une molécule de rutine a été placée dans une maille ou cellule cubique de 40 A de coté
contenant, lors de la derniére étape de dynamique a 300 K, 1294 molécules d’eau (Figure

V.12.).

Figure V.12. Modélisation d’une molécule de rutine dans une cellule cubique d’eau de 40 A

de coté, contenant 1294 molécules d’eau, cutoff de 14.0 A.

Au cours de la dynamique, la flexibilité des sucres de la rutine est maintenue et la forme
repliée est prépondérante, tout comme dans le vide.

Différentes liaisons hydrogéne intramoléculaires s’établissent durant la dynamique :

- OHs---Og4: conservée comme dans le vide

- OHs---OHy»

- Entre les 2 hydroxyles du cycles B

- OHy»---Opont osidique

- glucose---rhamnose

- glucose---glucose/rhamnose---rhamnose
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La stabilisation du systéme se fait par la formation de liaisons hydrogene
intermoléculaires entre la rutine et le solvant comme indiqué dans la Figure V.13.. Ces
liaisons hydrogeéne font intervenir aussi bien la partie sucre, les hydroxyles des cycles
aromatiques, que la fonction carbonyle. Sur le systéme représenté sur la Figure V.13., 6

liaisons hydrogene rutine/eau sont formées.

Figure V.13. Modélisation des liaisons hydrogéne rutine/eau, les molécules d’eau formant

une ou deux liaisons hydrogéne avec la rutine sont représentées en jaune.

3.1.1.2. Cas des dirutines

Afin d’analyser le comportement des dimeres de rutines dans 1’eau, 3 structures
dimériques ont été modélisées dans des cellules cubiques de 40 A de coté. Ces 3 structures
correspondent d’une part, aux pontages les plus probables (04’-C6’ et C6’-C6’), d’autre part
a la dirutine observée expérimentalement par RMN (C2’-C2’) (Figure V.15.). L’ensemble des
caractéristiques de ces 3 dirutines est reporté dans le Tableau V.11..

Ces résultats indiquent une variation du nombre de liaisons hydrogeéne intermoléculaires
et une variation de la conformation, ce qui suggere que le type de pontage mis en jeu lors de

la formation des dimeres de rutine a un impact non seulement sur la conformation de la
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dirutine, mais aussi sur les capacités des dimeres a interagir avec le solvant. Il semble qu’un

pontage éther défavorise les interactions soluté/solvant, contrairement aux pontages C-C.

Figure V.14. Mod¢lisation des liaisons hydrogéne des dirutines liées en O4’-C6’ (a), C6’-

C6’ (b) et C2’-C2’ (c) avec l’eau, les molécules d’eau formant une ou deux liaisons

hydrogéne avec le dimére sont représentées en jaune.

Tableau V.11. Analyse de la trajectoire des dirutines liées en O4’-C6’, C6’-C6’ et C2°-C2°.

Dirutine liée en :

04’-C6™ C6’-C6’ Cc2’-C2’
Nombre de molécules d’eau dans la cellule 706 1222 1451
Distance rhamnose;/rhamnose; (A) [18.6;23.5] [9.70;17.3] [11.0; 14.3]
Forme Allongée Repliée Replié¢e
Liaisons intramoléculaires -OHs---Oy4 (quasi  -OHs---Oy4(quasi -OHjs---Oy4(quasi
permanente) permanente) permanente)
-sucre---sucre -sucre---sucre -sucre---sucre
- OHS“'Orhamnose 'OHS'“Orhamnose 'OHcycle B~~~ OHcycleB
- OH7'“Orhamnose 'OHcycle B---rhamnose
-OH,c1e---rthamnose
L33 Nombre 10 17 15
»n 2
é 3 .é X _ _Sucres 6 8 12
8 ws> 2 Carbonyle 1 2 1
235 P e <
g £z 25 = Ether 1 1 0
:g 3 § %ub:n § Hydroxyles cycle A 2 1 0
=5 2= 2 “Hydroxyles cycle B 0 5 2

% dans le cas de la dirutine liée en O4’-C6’, 6 cycles de minimisation/dynamiques courtes ont été réalisés
(minimisation a une convergence de 0.001 kcal/mol, dynamique de 500, 500, 200, 6900, 7900 et 4400 fs).
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3.1.1.3. Cas de ’héxarutine

Afin de modéliser I’héxarutine formée par 5 pontages de type O4’-C6’, une cellule
cubique de 50 A de coté a été créée. Pour limiter le temps de calcul, la cellule n’a pas été
remplie d’eau. Une couche d’eau de 15 A d’épaisseur a été réalisée autour de I’hexamére.
Lors de la derniére étape de dynamique, 1679 molécules d’eau entourent I’hexameére.

L’instabilit¢ du systtme n’a pas permis d’explorer la totalit¢ de I’espace
conformationnel. Plusieurs étapes de minimisation/dynamique courte ont été réalisées afin
d’évaluer le comportement de I’hexameére dans 1’eau. Au cours de la dynamique,
I’allongement de ’hexamére varie de 32.86 A 4 36.10 A.

Sur la conformation représentée Figure V.16., 9 liaisons hydrogéne intramoléculaires
sont observées. Sur ces 9 liaisons, 6 liaisons correspondent aux liaisons de type OHs---O4, 2
liaisons sont établies entre le cycle B et le glucose, et enfin une liaison s’est formée entre 2
glucoses appartenant respectivement aux résidus 2 et 4 dans 1’ordre d’enchainement. De plus
94 liaisons hydrogéne intermoléculaires se sont établies entre I’héxarutine et 1’eau. Sur ces 94
liaisons, 37 s’établissent avec les unités rhamnose, 30 avec les motifs glucose, 20 avec les
cycles A et C et 7 avec le cycle B.

L’ héxarutine expose ses motifs sucres a 1’eau, permettant ainsi la mise en place d’un
réseau dense d’interactions avec le solvant. Ceci pourrait expliquer la forte solubilité observée

expérimentalement.
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Figure V.15. Mod¢lisation des liaisons hydrogeéne héxarutine/eau, les molécules d’eau

formant une ou deux liaisons hydrogene avec 1’hexamere sont représentées en jaune.

Apres avoir évalué les interactions soluté/eau, nous nous sommes intéressés d’une part a
la solubilité des monomeres et des diméres dans un milieu de synthése (méthanol/eau), puis
d’autre part, aux propriétés de dispersion et d’agrégation de ces molécules. Afin de simuler le
milieu de synthese, plusieurs molécules de monomeéres ou de diméres ont été placées dans des
cellules de méthanol/eau, dans les proportions: 30 :70, v/v.

Les systémes réalisés présentant des écarts énergétiques trés importants entre deux
conformations successives, des cycles de minimisation/dynamique courte ont été réalisés afin

d’obtenir la trajectoire la plus longue possible.
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3.1.2. Etude des interactions d’un mélange de rutine ou de dirutine dans un milieu

méthanol/eau

3.1.2.1. Etude du systéme: quatre rutines dans un mélange méthanol/eau

4 rutines (a, b, ¢ et d) ont été placées dans une cellule cubique de 40 A de coté, dans un
mélange méthanol/eau dans les proportions de synthése 30:70, v/v. Lors de la dernicre étape
de dynamique, la cellule contient 269 molécules de méthanol, 1411 molécules d’eau et 4
molécules de rutine. Cette derniere dynamique a une trajectoire de 60 ps.

4 pseudo-atomes (A, B, C et D) ont ét¢ définis afin de suivre les mouvements relatifs
des molécules au cours de la dynamique. Chaque pseudo-atome se trouve a équidistance entre
la position C2’ et la position C4’’’. Les distances séparant les monomeres sont indiquées
Figure V.16.. Les rutines b, c et d se sont rapprochées tout au long de la dynamique alors que
la rutine a s’est ¢loignée progressivement.

Outre les liaisons hydrogene intramoléculaires, des liaisons hydrogeéne intermoléculaires
sont observables entre 3 rutines, impliquant a la fois les fonctions hydroxyles des sucres, du
cycle B et la fonction carbonyle d’une rutine. Il semble donc que la stabilisation du systéme
implique la formation de liaisons intermoléculaires entre le soluté et le solvant : les rutines a,
b, ¢ et d établissent respectivement 4, 2, 1 et 3 liaisons hydrogéne avec les molécules de
méthanol, et 4, 4, 7 et 1 avec les molécules d’eau (Figure V.16.). Le rapprochement des
rutines b, ¢ et d diminue leur capacité a interagir avec les molécules de méthanol a I’inverse
de la rutine a. En revanche, leur rapprochement n’altére pas leur capacité a se lier a I’eau.

La rutine dans 1’eau ne forme en moyenne que 6 liaisons hydrogéne avec le solvant
contre 8 liaisons quand elle est isolée dans un milieu méthanol/eau. Ainsi, il apparait que la
présence du solvant organique dans 1’eau favorise la solubilisation de la rutine. Ceci est
confirmé par les mesures expérimentales de solubilité de la rutine qui sont de 0.14 g/l dans

I’eau et 0.25 g/l dans méthanol/eau (30/70).
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Figure V.16. Mod¢lisation des interactions hydrogéne établies dans un mélange de 4 rutines
dans un milieu méthanol/eau (30/70, v : v). Les molécules d’eau formant une ou deux liaisons
hydrogéne avec une rutine sont représentées en jaune et les molécules de méthanol formant
une liaison hydrogene avec une rutine en rouge. Les distances séparant les pseudo-atomes A,

B, C et D a I’équilibre sont indiquée en A.

3.1.2.2. Etude du systéme: deux dirutines dans un mélange méthanol/eau

Pour simuler les interactions intermoléculaires qui ont lieu dans le milieu réactionnel,
deux dirutines liées en C2°-C2’ ont été placées dans une cellule cubique de 60 A de c6té. Lors
de la dernicre étape de la dynamique, la cellule contient 257 molécules de méthanol, 1343
molécules d’eau et 2 molécules de dirutine. Cette derniére dynamique a une trajectoire de 21
ps.

4 pseudo-atomes (A, B, C et D) ont été définis afin d’évaluer 1’éloignement des
molécules au cours de la dynamique. Chaque pseudo-atomes se trouve a équidistance entre la
position C2’° et la position C4’”’ d’une méme unité¢ de rutine. Les distances a 1’équilibre

séparant ces pseudo-atomes sont reportées Figure V.17..
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Figure V.17. Mod¢lisation des liaisons hydrogéne établies dans un mélange de 2 dirutines
dans un milieu méthanol/eau (30/70, v :v). Les molécules d’eau formant une ou deux liaisons
hydrogéne avec une rutine sont représentées en jaune et les molécules de méthanol formant
une liaison hydrogéne avec une rutine en rouge. Les distances séparant les pseudo-atomes A,

B, C et D a I’équilibre sont indiquées en A.

A la stabilisation du systéme, des liaisons hydrogéne s’établissent entre les 2 unités de
dirutine, celles-ci venant s’ajouter aux liaisons hydrogeéne intramoléculaires formées au sein
de chaque unité dimérique. Sur la conformation représentée Figure V.17., une interaction
hydrogéne OH4---OHs est établie entre les 2 dirutines. 15 liaisons hydrogéne sont formées
avec les molécules de méthanol (9 et 6 respectivement pour les 2 dirutines) et 43 avec les
molécules d’eau. Les liaisons formées avec des molécules de méthanol impliquent les
glucoses, les rhamnoses, les hydroxyles du cycle A, les hydroxyles du cycle B ainsi que le
groupement carbonyle, pour respectivement 7, 2, 3, 3 et 1 d’entre elles. Les liaisons
hydrogéne formées avec des molécules d’eau impliquent les rhamnoses, les glucoses, les
hydroxyles du cycle A, les hydroxyles du cycle B, le groupement carbonyle pour
respectivement 20, 8, 5, 9 et 1 d’entre elles.

Le rapprochement des molécules de dirutine limite leur accessibilit¢ au solvant en
favorisant les interactions soluté/soluté. Malgré cela, les interactions entre la dirutine et le

solvant sont nombreuses. Ceci suggere :
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- Sdirutine (Méthanol/eau) > Sgirytine (€a1)
- Sdirutine>srutine
Ces résultats sont en accord avec les résultats expérimentaux : Syjigomeres(€au) : 600 g/1 >

Srutine(eau) : 0.14 g/1.

3.1.3. Interprétations structure/fonction et conclusions

Il apparait que le nombre de liaisons hydrogeéne intermoléculaires établies entre le soluté
et les molécules de solvant est un bon indicateur de la solubilité (Tableau V.12.).

La structure de 1’héxarutine permet la mise en place d’un réseau dense de liaisons
hydrogeéne, ce qui expliquerait la grande solubilité obtenue expérimentalement.

Aucun phénomene de dispersion des molécules oligomérisées n’a été observé,

contrairement a 1’agrégation des molécules de rutine.

Tableau V.12. Impacts de I’oligomérisation de la rutine sur la solubilité et sur I’agrégation.

Unité monomérique Rutine
Degré d’oligomérisation 1 2 6
Pontage
o ) ™ o
O O O O
< o I <
©) &) @) ©)
Liaison H dans D’eau par unité 6 5 8.5 7.5 15.7
monomérique
Liaison H dans un milieu méthanol/eau | 8 nd. nd. 145 n.d.
par unité monomérique
Solubilité dans I’eau, 20 °C (g/1) 0.14 ~600*
Solubilité dans un milieu méthanol/eau, | 0.25 ~500*
20 °C (g/1)
Distance entre molécule (A) 11 | nd. n.d. 11 n.d.

a : valeur déterminée sur le mélange oligomérique ; n.d. : non déterminé
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3.2. Modg¢lisation moléculaire de 1’esculine et de ses oligomeres dans 1’eau

ou dans un milieu méthanol/eau

Tout comme pour la rutine, 1’esculine et ses oligomeres ont été placées dans une cellule
contenant des molécules d’eau ou méthanol/eau, afin d’explorer les conformations des
molécules dans un solvant, d'étudier les interactions soluté/solvant et d’interpréter les

variations de solubilité observées expérimentalement.

3.2.1. Modélisation moléculaire de I’esculine et de ses oligomeres dans 1’eau

3.2.1.1. Cas de ’esculine

Une molécule d’esculine a été placée dans une cellule cubique de 40 A de coté
contenant, lors de la derniére étape de dynamique a 300 K, 1370 molécules d’eau.

En raison de sa rigidité, I’esculine expose I’ensemble de ses fonctions au solvant.

Différentes liaisons hydrogene intramoléculaires s’établissent durant la dynamique :

- OH7---Oglucose

- OH7---OHgiycose

- OH7---Opont osidique

- glucose---glucose

Des liaisons hydrogene intermoléculaires se forment entre la molécule d’esculine et le
solvant, ce qui stabilise le systeme (Figure V.18.). La majorité de ces liaisons s’établissent
entre les groupements hydroxyles du glucose et des molécules d’eau. Par ailleurs, I’hydroxyle
en position 7 est fréquemment impliqué dans ce type d’interactions et plus rarement la
fonction catéchole. Dans le cas de I’esculine représentée Figure V.18., 9 liaisons hydrogene

intermoléculaires sont formées impliquant 8 molécules d’eau.
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Figure V.18. Modélisation des liaisons hydrogeéne esculine/eau, les molécules d’eau formant

une ou deux liaisons hydrogene avec 1’esculine sont représentées en jaune.

Le nombre de liaisons hydrogeéne formées d’une part, entre la rutine et les molécules
d’eau (6 liaisons) et d’autre part, entre I’esculine et les molécules d’eau (9 liaisons) suggerent
une meilleure solubilité de [D’esculine. Ce résultat est en accord avec les résultats

expérimentaux de solubilité (S) : Syutine : 0.14 g/1 ; Sescutine : 3.70 g/1.

3.2.1.2. Cas des diesculines

Les deux types de pontages, les plus probables, O7-C4 et C4-C5 de la diesculine ont été
modélisés (Figure V.19.). Deux cellules cubiques de 30 A de coté ont été créées. L ’ensemble des

caractéristiques de ces deux diesculines dans 1’eau est indiqué dans le Tableau V.13. .
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(@) (b)

Figure V.19. Mod¢lisation des liaisons hydrogéne entre les diesculines liées en O7-C4 (a) et
C4-C5 (b) avec I’eau, les molécules d’eau formant une ou deux liaisons hydrogeéne avec le

dimeére sont représentées en jaune.

Tableau V.13. Analyse de la trajectoire des diesculines liées en O7-C4 et C4-C5.

Diesculine liée en :

07-C4 C4-C5
Nombre de molécules d’eau dans la cellule 418 385
Distance glucose;/glucose, (A) [6.3;11.1] [5.6;10.5]
Liaisons intramoléculaires -glucose---glucose -glucose---glucose
- OH;---glucose - OH;---glucose
-catéchol---glucose -catéchol---glucose
(rare)
= Nombre 21 22
8y
»E 522
§ § % S > 5 Sucres 15 14
=20 8¢ = - -
= E § @3 E Fonction catéchole 3 4
.‘Oé é % = § Hydroxyle en position 7 2 4
= —

Selon ces résultats, il apparait que le type de liaison mis en jeu lors de la formation des

diesculines a peu d’impact sur la structure et sur les interactions du dimere avec le solvant.
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3.2.1.3. Cas du nonameére d’esculine

Pour modéliser le nonamere d’esculine, formé par 8 pontages de type O7-C4, une
cellule de dimension 40x60x50 A a été créée. Afin de limiter le temps de calcul, la cellule n’a
pas été remplie d’eau. Une couche de 15 A d’épaisseur a été réalisée autour du nonamére.
Lors de la derniére étape de la dynamique, 683 molécules d’eau entourent le nonameére.

Au cours de la dynamique de 200 ps, la distance séparant les glucoses (symbolisés par
deux pseudo-atomes) des unités d’esculine des extrémités du nonamére varie de 12.2 429.1 A
pour se stabiliser vers 19.2 A.

4 liaisons hydrogéne intramoléculaires sont observées. Ces liaisons sont toutes établies
entre groupements hydroxyles d’un méme sucre sur les unités 1, 2, 4, 5. 22 liaisons hydrogene
intermoléculaires sont formées entre le nonamere et 1’eau (Figure V.20.). Sur ces 22 liaisons,
2 impliquent les fonctions catécholes, 20 impliquent des groupements du glucose.

Ce nombre de liaisons hydrogene est peu élevé. Ce résultat semble contradictoire avec la

forte solubilité des oligomeéres constatée expérimentalement.
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Figure V.20. Mod¢lisation des liaisons hydrogéne nonameére d’esculine/eau, les molécules

d’eau formant une ou deux liaisons hydrogéne avec le nonamere sont représentées en jaune.
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3.2.2. Etude des interactions d’un mélange de molécules d’esculine ou de

diesculine dans un milieu méthanol/eau

3.2.2.1. Etude du systéme: quatre esculines dans un mélange méthanol/eau

Afin de modéliser les interactions entre esculines au sein du mélange réactionnel, quatre
esculines ont été placées dans une cellule de dimension 60x40x40 A, contenant, 138
molécules de méthanol et 725 molécules d’eau. Quatre cycles de minimisation/dynamique
trés courte de respectivement 100, 2400, 90 et 260 fs a une convergence de 0.01 kcal/mol ont
été effectués. La dernicre étape de minimisation est analysée ici.

Afin de caractériser les mouvements relatifs des molécules d’esculine, un pseudo-atome
a été défini sur chaque monomeére. Ce pseudo-atome est a égal distance des atomes C4°, O’
et O2. Chaque monomere est noté respectivement a, b, ¢ et d. Les distances a 1’équilibre
séparant ces pseudo-atomes sont reportées Figure V.21.. Excepté les 3 liaisons hydrogéne
intramoléculaires, aucune liaison hydrogeéne n’est observable a ce stade entre les unités
d’esculine. En revanche, un phénoméne d’empilement a été observé entre monomeére (Figure
V.21).

Les molécules d’esculine a, b, ¢ et d forment respectivement 2, 3, 2 et 1 liaisons
hydrogéne avec des molécules de méthanol. Toutes ses liaisons font intervenir le glucose des
esculines. Les esculines a, b, ¢ et d forment respectivement 9, 8, 5 et 9 liaisons hydrogene
avec des molécules d’eau. Ces liaisons avec le solvant font intervenir aussi bien la partie sucre
que les 2 autres cycles de I’esculine (Figure V.21.).

Ces résultats suggerent une légere amélioration de la solubilité de 1’esculine dans un
mélange méthanol/eau par rapport a I’eau. Ceci est confirmé par les mesures de solubilité

expérimentales de I’esculine : Sescutine (€au) :3.70 g/1 < Sesculine (Méthanol/eau) :5.96 g/l.
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\

Figure V.21. Mod¢lisation des liaisons hydrogeéne établies dans un mélange de 4 esculines
dans un milieu méthanol/eau (30/70, v :v). Les molécules d’eau formant une ou deux liaisons
hydrogéne avec une rutine sont représentées en jaune et les molécules de méthanol formant
une liaison hydrogéne avec une rutine en rouge. Les distances séparant les pseudo-atomes A,

B, C et D a I’équilibre sont indiquées en A.

3.2.2.2. Etude du systéme: deux diesculines dans un mélange méthanol/eau

Afin de simuler les interactions intermoléculaires dans le milieu réactionnel, deux
diesculines liées en O7-C4 ont été placées dans une cellule cubique de 60 A de coté. Lors de
la derniére étape de dynamique, la cellule contient 395 molécules de méthanol, 2073
molécules d’eau et 2 molécules de diesculines. Cette derniére dynamique a une trajectoire de

119 ps.
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4 pseudo-atomes ont ét¢ définis afin d’évaluer I’éloignement des molécules au cours de
la dynamique. Chaque pseudo-atome se trouve a équidistance entre la position C4’, O1’ et la
position O2 d’une méme unité d’esculine. Les distances séparant ces pseudo-atomes a
I’équilibre sont reportées Figure V.22..

A la stabilisation du systéme, une liaison hydrogéne intramoléculaire est établie sur
chacune des diesculines, celle-ci étant localisée sur le glucose. Sur la conformation
représentée Figure V.22., 9 liaisons hydrogene sont formées avec les molécules d’eau (3 et 4
respectivement pour les 2 diesculines) et aucune avec des molécules de méthanol. Ces liaisons

impliquent toutes les glucoses.

}“ A 53.2 ”

'1’-'/1 -pﬁ’:( v 60.5 )L & _6%-

Figure V.22. Mod¢lisation des liaisons hydrogene établies dans un mélange de 2 diesculines
dans un milieu méthanol/eau (30/70, v :v). Vue zoomée du systeme. Les molécules d’eau
formant une ou deux liaisons hydrogene avec une diesculine sont représentées en jaune. Les

distances séparant les pseudo-atomes A, B, C et D a I’équilibre sont indiquées en A.

Ces résultats suggerent :

- Sdiesculine(méthan()l/ eau) < Sdiesculine (eau),

Sdiesculine< Sesculine

Ces résultats sont confirmés par les mesures expérimentales : Sqjigomeres(méthanol/eau) :
0.4 g/l < Soligomeres (€au): 700 g/l et Syigomeres(méthanol/eau): 0.4 g/l < Sceeuline
(méthanol/eau) :5.96 g/1.

Les phénoménes d’empilement constatés pour 1’esculine ne sont pas observés pour la

diesculine.
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3.2.4. Interprétations structure/fonction et conclusions

Tout comme pour la rutine, il apparait que le nombre de liaisons hydrogéne
intermoléculaires établies entre le soluté et les molécules de solvant est un bon indicateur de
la solubilité (Tableau V.14.).

Néanmoins, une contradiction subsiste. Dans le cas du nonamére d’esculine, 22 liaisons
hydrogéne intermoléculaires ont été établies entre la molécule et les molécules d’eau, soit
moins de 3 liaisons par unité d’esculine. Ceci devrait se traduire par une moindre solubilité
dans I’eau, or les données expérimentales indiquent une augmentation. Plusieurs raisons
peuvent étre a 1’origine de ce résultat dont: 1) le pontage utilisé dans le modéle ne correspond
pas a celui établi expérimentalement ; ii) le nombre de liaisons hydrogéne n’est pas un
indicateur suffisant de la solubilité. En effet, la géométrie de la molécule (forme, volume,
distribution de la masse), la topologie (masse moléculaire, branchement, flexibilité), les
caractéristiques €lectrostatiques (charge d’un atome, surface des liaisons hydrogene) ainsi que
les caractéristiques chimiques (polarisabilité, énergie des orbitales, enthalpie, entropie, Cp,

moment dipolaire, ...) sont autant de parameétres pouvant aussi intervenir dans la prédiction de

la solubilité [216].

Tableau V.14. Impacts de 1’oligomérisation de 1’esculine sur la solubilité et sur 1’agrégation.

Unité monomérique Esculine
Degré d’oligomérisation 1 2 9
Pontage
< vy <t
Q Q Q
= < =
o Q o
Liaison H dans l’eau par unité 9 10.5 11 <3
monomérique
Liaison H dans un milieu méthanol/eau 11 4 nd. nd

par unité monomérique

Solubilité dans I’eau, 20 °C (g/1) 3.70 ~700°
Solubilité dans un milieu méthanol/eau, | 5.96 ~0.4*

20 °C (g/D)

Distance entre molécule (A) 9 55 nd  nd

a : valeur déterminée sur le mélange oligomérique ; n.d. : non déterminé
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Initialement, les esculines forment en moyenne 11 liaisons avec les molécules d’eau et
de méthanol, mais une fois dimérisées, seules les liaisons hydrogene établies avec des
molécules d’eau sont conservées. Ceci suggere que les molécules de diesculine ont moins
d’affinité pour le méthanol que pour I’eau. Ce résultat est en accord avec les mesures
expérimentales de solubilité des oligomeres. De plus, il a ét¢ démontré par RMN qu’au cours
de I’oligomérisation 1’environnement des molécules change. Au départ, les molécules sont

entourées d’eau et de méthanol, puis progressivement, seule 1’eau est détectée.

Dans le cas de ’esculine, un phénoméne d’empilement a pu étre démontré, ce qui
corrobore les résultats obtenus par RMN. Cet empilement n’est pas observé dans le cas des
diméres d’esculine. Cette observation est en accord avec les mécanismes proposés par de
Desentis-Mendoza et al. [59] qui suggérent une diminution du potentiel d’agrégation due a

I’oligomérisation.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail a port¢ sur 1’é¢tude de la réaction d’oligomérisation enzymatique de
flavonoides et de coumarines, en présence de la laccase de Trametes versicolor. Cette étude a
eu pour but de comprendre les mécanismes réactionnels mis en jeu, d’identifier et de
déterminer les facteurs clefs de cette réaction et de quantifier leurs effets sur les performances
et la structure des oligomeéres, et enfin d’évaluer les propriétés de ces oligomeres et d’essayer

de déterminer la relation structure-activité de ces oligomeres.

Cette étude a nécessité, au préalable, la mise au point d’une plateforme de synthése en
parallele et d’analyse en ligne par MALDI-TOF et SEC-UV. Les conditions optimales
d’analyse par MALDI-TOF varient selon les molécules étudiées, nous avons donc cherché le
type de matrice, le pourcentage de solvant, le ratio de dépoét ainsi que les modes de détection
et d’ionisation les plus appropriés pour les molécules étudiées dans ce travail. Les conditions
optimales d’analyse des oligoméres de rutine sont: 3 ul d’analyte dilué deux fois dans
ACN/eau TFA 0.1 % (30 :70, v/v), 1ul DHB (5 mg/ml) dans ACN/eau TFA 0.1 % (30 :70,
v/v), et une détection en mode reflectron positif. La validation de cette plateforme a mis en
évidence la sous-estimation de la masse moyenne des oligomeres par I’analyse par MALDI-

TOF, et sa sur-estimation par 1’analyse par SEC-UV.

Du point de vue cinétique, cette étude a démontré que quel que soit le monomere utilisé
(rutine ou esculine) et quel que soient les conditions opératoires appliquées (température,
pH, ...) les masses molaires moyennes en poids des oligoméres synthétisés ne dépassent pas
une valeur maximale variable selon la nature de I’oligomeére. Dans le cas de 1’oligomérisation
de la rutine, I’y des oligoméres est limité a 3.44 , ceci pourrait €tre di & un phénomene de
chélation de I’enzyme par les oligomeres formés, conduisant & son inhibition. Dans le cas de
I’oligomérisation de I’esculine, 1’Iys des oligomeres est limité a 5, ceci serait dii @ la moindre
réactivité des oligoméres de haut poids moléculaire. L’étude de I’impact des conditions
réactionnelles sur 1’oligomérisation de la rutine a permis de constater qu'un faible pH (4 ou 5)
permet 1’obtention d’oligomeres a haut poids moléculaire, que I’augmentation de Ia
température réactionnelle aboutit a une diminution de la longueur des chalnes et a une
augmentation de la production d’oligoméres et qu’enfin, 1’augmentation de la constante

diélectrique du co-solvant induit un accroissement de la production d’oligomeres.
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Du point de vue structurale, 1’étude par MALDI-TOF a permis de révéler la formation
d’un simple pontage entre unité monomérique, allant jusqu’au degré d’oligomérisation 6 pour
la rutine et 9 pour I’esculine. L’analyse par FTIR a mis en évidence la formation d’un pontage
éther dans le cas des oligomeéres de rutine. L’analyse par RMN a indiqué, d’une part, la mise
en place de liaisons tant C-C que C-O localisé€es tout aussi bien sur la partie sucre que sur la
partie phénolique des monomeéres de rutine et d’esculine. D’autre part, elle a révélé la
formation d’un dimere de rutine li¢ en C2’-C2’. L approche par modélisation moléculaire a
permis de corréler cette observation a la forte réactivité des radicaux C2”°, favorisant les

phénoménes de couplage (C2°°, C2°") engendrant la formation de dirutines liées en C2°-C2’.

Du point de vue de la caractérisation des propriétés, une forte augmentation de la
solubilité dans I’eau a été observée tant sur les oligorutines, que sur les oligoesculines. Cette
forte augmentation de la solubilité¢ des oligorutines a été corrélée a la mise en place d’un
réseau dense de liaison hydrogenes, grace a la conformation dépliée prise par I’hexamere. En
revanche, la solubilité dans un milieu méthanol/eau est diminuée lors de 1’oligomérisation de
I’esculine. L’analyse par RMN tout comme 1’analyse par modélisation moléculaire ont mis en
évidence un phénomeéne d’empilement des molécules d’esculine, tandis que les oligomeres
sont dispersés. En ce qui concerne les propriétés antioxydantes, une diminution des propriétés
antiradicalaires par rapport au monomere a été observée dans le cas des oligorutines, alors que
cette méme activité a été accrue par 1’oligomérisation de 1’esculine. Quel que soit le type de
pontage, I’analyse par modélisation moléculaire des dimeres de rutine prévoit une baisse du
pouvoir antiradicalaire, ce qui corrobore les données expérimentales. En revanche,
I’augmentation du pouvoir antioxydant des oligomeres d’esculine laisse supposer un pontage
de type C-C ou C-Opgjycose d’apres les résultats obtenus par modélisation moléculaire. Dans le
cas de la rutine comme de 1’esculine, I’oligomérisation a permis d’augmenter leur pouvoir
inhibiteur de la xanthine oxydase. Ceci peut étre imputé au pouvoir chélatant accru des

oligomeéres qui provoque I’inhibition de 1’enzyme.

Cette ¢étude a permis de confirmer certains travaux antérieurs mais a également permis
d’approfondir les connaissances concernant 1’oligomérisation enzymatique de molécules
phénoliques glycosylées. Ainsi, une inhibition de 1I’enzyme par les produits a ét¢ démontrée,
ce qui corrobore les résultats de Desentis-Mendoza et al. [59], ’effet du pH et de la
concentration en solvant sur la Mw a été démontré ce qui est en accord avec les résultats de

Kurisawa et al. [28], un accroissement de la solubilité dans I’eau des oligomeres de rutine en
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comparaison a la rutine a été observé tout comme Kurisawa et al. [28] et enfin, une
diminution de I’activité antiradicalaire des oligomeres de rutine comparé a la rutine a été
observée ce qui est en accord avec les observations de Desentis-Mendoza et al. [59]. En outre
cette étude a permis pour la premiére fois la détermination structurale d’une dirutine en C2’-
C2’, la mise en évidence d’une multitude de pontage de type C-C et C-O sur la partie sucre et
sur la partie phénolique. De plus, pour la premicre fois, la cinétique d’oligomérisation d’une
coumarine (I’esculine) a été suivie et il a été mis en évidence I’impact de la Mw sur les
propriétés antiradicalaires et d’inhibition de la xanthine oxydase ainsi que I’impact de la
constante dié¢lectrique du solvant sur la quantité d’oligoméres de rutine formée. Enfin, I’'un
des cotés novateur de cette étude et I’approche par modélisation moléculaire qui nous a

permis d’interpréter les résultats expérimentaux.

Perspectives

Cette ¢tude a permis de démontrer la formation de pontage de type C-C et C-O reliant
les unités monomériques, 1I’impact des conditions réactionnelles sur la taille des oligomeres
ainsi que I’effet de cette taille sur les activités biologiques des oligomeéres synthétisés. A partir

de ces résultats un certain nombre de perspectives peuvent étre envisagées.

Bien que de nombreuses techniques de caractérisation structurale aient déja été utilisées
au cours de ce travail, elles n’ont pas permis de caractériser I’ensemble des structures
oligomériques. Pour affiner la caractérisation structurale des molécules synthétisées, il est
primordial de développer des outils spécifiques de caractérisation et probablement de

séparation de ces molécules.

L’effet de la masse des oligomeres sur leurs propriétés a pu étre évalué au cours de cette
¢tude, néanmoins d’autres facteurs structuraux influencent ces propriétés. Il serait notamment

intéressant d’évaluer I’impact du type de pontage (C-C ou C-O) sur ces propriétés.

Les facteurs réactionnels influengant la production et la taille des oligoméres ont pu étre
évalués au cours de ce travail. Ces informations peuvent étre exploitées pour mettre au point
des modes de conduite appropriés afin d’obtenir des oligoméres avec des structures et des

propriétés ciblée.
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ANNEXE 1

Investigations supplémentaires menées en RMN

A la suite de la mise au point et de 1’optimisation des procédés de synthese et de
détection par SEC-UV et MALDI-TOF, nous avons cherché a identifier le type et la
localisation du pontage reliant les unités monomériques. Pour ce faire, I’analyse par RMN a
été utilisée. Le faible nombre d’analyses RMN répertoriées dans la bibliographie sur I’étude
de mélanges oligomériques et la complexité du milieu réactionnel ont nécessité 1’utilisation

d’un large panel de techniques RMN.

Initialement, une solution réactionnelle (méthanol/eau, 30/70, v:v, 20 °C, 24 h) a été
lyophilisée afin d’étre analysée par RMN a 300 MHz. Le spectre 'H-RMN obtenu est
composé de 3 larges pics a 6 0.8-1.3, 3.0-4.0, 4.4-5.0 ppm, tout comme observé par Kurisawa
et al. [28]. Afin d’¢liminer tout probléme de solubilit¢ de I’analyte, trois solvants de
dissolution ont été testés : DMSO- ds, DO, DMF- ds et la température a été ajustée a 323 K.
Mais méme dans ces conditions, les trois mémes larges pics ont été observés. Afin de

résoudre ce probleme de résolution, différentes techniques RMN ont été employées.

. Dans un premier temps, un ensemble de filtrations tangentielles du milieu
réactionnel a été réalis¢, afin de limiter 1’hétérogénéité du milieu. Par une seule filtration
tangentielle sur une membrane de 3 KDa, le perméat obtenu est enrichi en molécules
dimériques ce qui a permis I’identification d’un dimére de rutine de type C2’-C2’ (la structure
ainsi que les déplacements chimiques de cette structure seront détaillées dans le chapitre
IV.1.). En revanche, la succession de filtrations tangentielles sur des membranes de porosité
décroissantes (50, 8, 5, 3 KDa) n’a pas permis d’identifier précisément d’autres structures. Il
apparait néanmoins que 1’accroissement de la taille des oligoméres engendre une importante
variation de I’environnement chimique des protons des molécules, ce qui provoque
I’¢largissement des signaux (Figure 1.). Cet élargissement a la base des signaux serait di a

une grande diversité dans le type et la localisation du pontage entre unités monomériques.
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Figure 1. Spectres 'H-RMN a 600 MHz avec cryosonde du milieu réactionnel filtré sur des
membranes de porosité décroissante (50, 8, 5 et 3 KDa). Le milieu réactionnel est obtenu a
partir de I’oligomérisation de la rutine (3 g/l), catalysée par la laccase de Trametes versicolor

(3 U/ml), dans un milieu méthanol/eau (30/70, v:v, 20 °C, 24 h).

» Dans un second temps, une analyse RMN par diffusion (DOSY) a été
entreprise, afin de séparer les spectres RMN des différent oligoméres. Malheureusement, les
oligoméres ont des coefficients de diffusion trop proches pour que leurs spectres soient
séparables par DOSY. En revanche, le coefficient de diffusion des particules étant relié a leur
rayon hydrodynamique, nous avons pu situer le rayon hydrodynamique des oligoméres de

rutine aux alentours de 29.8 A (correspondant a un coefficient de diffusion de 8.4.107"" m2.s™).

* Dans un troisiéme temps, une analyse par RMN du solide (HRMAS) a été
envisagée. L’analyse par HRMAS du milieu réactionnel a permis de diminuer la largeur des
signaux (Figure 2.). En plus des pics de la structure dimérique identifiée, un nouveau pic ainsi
qu’un massif de pics sont observés a & = 7.44 et 7.25 ppm. Néanmoins, la résolution reste
insuffisante pour permettre la détermination du type et de la localisation du pontage. La
largeur de la base des pics suggeére a nouveau une grande diversit¢ d’environnements

chimiques des protons des molécules, suggérant une grande diversité de mode de pontage.
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Figure 2. Spectres 'H-RMN a 300 MHz avec sonde HRMAS du milieu réactionnel. Le milieu
réactionnel est obtenu a partir de 1’oligomérisation de la rutine (3 g/1), catalysée par la laccase

de Trametes versicolor (3 U/ml), dans un milieu méthanol/eau (30/70, v:v, 20 °C, 24 h).

= Dans un quatriéeme temps, afin d’observer |’apparition progressive des
oligomeres, un suivi de la cinétique d’oligomérisation de la rutine au sein de I’appareil de
RMN a été entrepris. Pour garantir la totale solubilisation de la rutine ainsi que pour diminuer
la vitesse de la réaction, les concentrations initiales ont été fixées a 0.2 g/l de rutine et a 0.3
U/ml de laccase de Trametes versicolor. Lors de ce suivi, seule la consommation de la rutine
a pu étre observée. Les signaux des protons aromatiques disparaissent progressivement (8H,
6H, 2°H, 6’H puis le 5’H) alors que les protons des sucres sont conservés (Figure 3.). Ces
changements dans la zone aromatique peuvent étre attribués a des phénomenes d’empilements

provoqués par des interactions n-m inter- et/ou intra-moléculaires
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Figure 3. Suivi cinétique in-situ de I’oligomérisation de la rutine par "H-RMN (spectrométre
600 MHz avec cryosonde). L’oligomérisation de la rutine (0.2 g/l1) a été catalysée par la
laccase de Trametes versicolor (0.3 U/ml) dans un milieu CD;0OD/D,0 (30:70, v/v), 293 K.
Un spectre est obtenu toute les 10 min 33 sec durant 14 h, et un spectre est représenté toutes

les 1 h 46 min.

- Pour finir, afin d’accroitre la résolution et d’augmenter la concentration en
oligomeéres, 4 aliquots ont été prélevés du milieu réactionnel a 30 minutes, 1 h, 2 h et 3 h.
Apres dénaturation thermique de I’enzyme et lyophilisation, ces 4 aliquots ont ét¢ analysés
par "H-RMN a 600 MHz avec une cryosonde. Le spectre de I’aliquot prélevé a 30 minutes a
mis en évidence 3 doublets aux alentours de 7.2 ppm (les spectres obtenus ainsi que la

description des déplacements sont détaillés dans le chapitre IV.1.).
L’utilisation de ce large panel de techniques RMN a permis d’améliorer la résolution

des spectres 'H-RMN et ainsi d’aboutir, en partie, & la résolution structurale des oligoméres

de rutine. Les résultats pertinents de I’analyse RMN ont été détaillés dans la partie IV.1.
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ANNEXE 2

Tableau. Comparaison des propriétés électroniques, énergétiques et structurales de la rutine et

de ses radicaux.

Rutine Radicaux phénoxy en position : Radicaux carbones en position:
03’ o4’ o7 05 Cc2’ Cs’ C6’ C8 C6
AH (kcal/mol) -630.08 -604.35 -609.11 | -598.29 594;.51 -537.06 -578.41 -578.30 | -570.83 | -572.85
Enomo a -8.82 -9.132 -9.259 -9.022 -8.873 -8.687 -9.173 -9.032 -8.868 -8.888
ErLumo o -0.88 -1.125 -0.680 -1.141 -0.883 -1.128 -0.576 -1.017 -0.956 -0.941
Ega 7.94 8.007 8.579 7.881 7.990 7.559 8.597 8.015 7.912 7.947
Enowmo B -8.81 -9.337 -9.358 -9.006 -8.859 -8.541 -9.072 -9.151 -8.863 -8.879
Erumo B -0.89 -1.266 -1.746 -2.119 -1.956 -2.347 -1.026 -0.532 -1.004 -1.046
Eg B 7.92 8.071 7.612 6.887 6.903 6.054 8.046 8.619 7.859 7.833
Ehowmo (eV) -8.81 -9.234 -9.308 -9.014 -8.866 -8.614 -9.122 -9.091 -8.865 -8.883
Erumo (eV) -0.88 -1.195 -1.213 -1.630 -1.419 -1.737 -0.801 -0.774 -0.980 -0.993
Eg (eV) 7.93 8.039 8.095 7.384 7.466 6.877 8.321 8.316 7.885 7.889
Angle (°)
0 153.75 153.97 157.66 154.25 154.65 146.33 155.87 179.59 153.85 153.707
o -75.49 -75.52 -75.94 -77.13 -77.77 -77.31 -76.77 -81.02 -76.17 -76.36
B -62.62 -63.53 -63.49 -63.15 -62.92 -65.90 -62.71 -54.44 -63.28 -63.23
y -153.89 153.13 153.03 153.25 152.94 153.51 153.14 153.76 153.22 153.32
5 -77.67 -77.98 -77.95 -77.94 -78.45 -78.23 -78.07 -78.01 -78.03 -78.03
x(eV) 4.845 5.214 5.260 5.322 5.142 5.175 3.461 4.932 4.922 4.938
u (D) 3.40 6.164 6.502 5.334 2.785 2.906 4.245 3.972 4.205 3.445
POL (au) 54.75 54.29 54.29 54.29 54.29 54.29 54.29 54.29 54.29 54.29
A (A) 634.82 638.77 637.31 632.77 637.95 650.75 654.77 643.75 654.79 655.35
VOL (A%) 1458.47 1451.45 1449.59 | 1449.93 | 145.51 1459.60 1454.10 | 1453.83 | 1452.86 | 1453.54
log P -1.61 -0.19 -0.19 -0.19 -0.19 -1.80 -1.80 -1.80 -1.80 -1.80
Qi -0.126 -0.127 -0.137 -0.127 -0.126 -0.086 -0.125 -0.129 -0.100 -0.124
QO;-gluc -0.178 -0.181 -0.182 -0.177 -0.180 -0.181 -0.181 -0.176 -0.178 -0.178
Q04 -0.321 -0.311 -0.307 -0.288 -0.230 -0.327 -0.314 -0.313 -0.310 -0.312
Q04 -0.239 -0.237 -0.237 -0.228 -0.239 -0.241 -0.238 -0.239 -0.214 -0.223
QOs -0.253 -0.251 -0.251 -0.247 -0.213 -0.255 -0.252 -0.252 -0.251 -0.227
QOs- -0.245 -0.227 -0.219 -0.244 -0.246 -0.149 -0.236 -0.239 -0.244 -0.245
QO4 -0.266 -0.199 -0.275 -0.264 -0.266 -0.205 -0.246 -0.257 -0.265 -0.265
QC, 0.122 0.082 0.074 0.140 0.108 0.149 0,095 0.095 0.127 0.129
QGC; -0.096 -0.06 -0.048 -0.109 -0.089 -0.119 -0,068 -0.044 -0.101 -0,100
E’:“S de charge C;- 0.218 0.142 0.122 0.249 | 0.197 0.268 0.163 0.139 | 0228 | 0,229
AAH (kcal/mol) 25.73 20.97 31.79 35.57 93.02 51.67 51.78 59.25 57.23

AH: enthalpie de formation (kcal/mol), Exyomo: énergie de I’orbitale la plus haute occupée (eV), Erumo: énergie de 1’orbitale la plus basse

vacante (eV), Eg : différence d’énergie entre la LUMO et la HOMO, y :électronégativité (eV), p : moment dipolaire (D), A : aire (A?), VOL :

volume (A?), POL : polarisabilité (A®), Q: excés de charge, AAH (BDE) : variation d’enthalpie entre le radical et la molécule parent

(kcal/mol)
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ANNEXE 3

Tableau. Comparaison des propriétés électroniques, énergétiques et structurales de 1’esculine

et de ses radicaux.

Radical
Esculine phénf))‘(y en Radical carbone en position:
position:
07 C3 C4 C5 C8

AH (kcal/mol) -350.175 -321.74 -295.49 -298.343 -295.84 -292.37
Enomo o -9.142 -9.489 -9.80 -9.165 -9.213 -9.725

Erumo o -0.910 -0.638 -0.647 -1.073 -1.119 -0.643

Ega 8.2321 8.851 9.153 8.092 8.094 9.082

Enomo B -9.131 -10.02 -9.172 -9.731 -9.749 -9.297

Erumo B -0.922 -1.932 -0.828 -0.538 -0.492 -1.122

Eg B 8.209 8.088 8.344 9.193 9.257 8.175

Enomo (V) -9.136 -9.754 -9.486 -9.448 -9.481 -9.511
ELumo (eV) -0.916 -1.285 -0.737 -0.805 -0.805 -0.882

Eg (eV) 8.220 8.469 8.749 8.649 8.676 8.629

Angle (°)

o -94.58 -167.57 -94.51 -95.50 -95.72 -93.16

B -96.32 -78.11 -96.25 -96.16 -100.59 -96.81

x(eV) 5.026 5.519 5.111 5.126 5.143 5.196
u (D) 7.821 7.367 7.657 6.867 6.943 8.849
POL (au) 30.39 29.94 29.93 29.93 29.93 29.93
A (A% 408.34 426.76 430.87 430.17 427.08 429.54
VOL (A% 866.17 865.07 859.70 860.55 863.89 861.34

log P -0.21 1.21 -0.20 -0.33 -0.40 -0.40
Q -0.187 -0.186 -0.195 -0.192 -0.183 -0.161
QOs-gluc -0.198 -0.148 -0.199 -0.199 -0.180 -0.197
Q0, -0.287 -0.271 -0.249 -0.269 -0.277 -0.275
Q04 -0.236 -0.221 -0.234 -0.234 -0.230 -0.210
QG -0.244 -0.192 -0.126 -0.214 -0.218 -0.217
QC,4 -0.013 -0.063 -0.052 0.0124 -0.023 -0.036

]é’;ces de charge C.- 0.231 0.129 0.074 0.2264 0.195 0.181
AAH (kcal/mol) 28.43 54,68 51.83 54.33 57.80

AH: enthalpie de formation (kcal/mol), Exomo: énergie de I’orbitale la plus haute occupée (eV), ELumo : énergie de ’orbitale la plus basse
vacante (eV), Eg : différence d’énergie entre la LUMO et la HOMO, y :électronégativité (eV), u : moment dipolaire (D), A : aire (A?), VOL :
volume (A%), POL : polarisabilité (A%), Q : excés de charge, AAH (BDE) : variation d’enthalpie entre le radical et la molécule parent
(kcal/mol)
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Titre : Syntheése enzymatique, modélisation moléculaire et caractérisation d’oligomeres
de flavonoides.

Résumé: Ce travail a pour objectif de mettre au point un procédé d’oligomérisation de rutine
et d’esculine par la laccase de Trametes versicolor. Un procédé de synthése en parallele et
d’analyse en ligne par SEC-UV et par MALDI-TOF a été mis au point. L’analyse par
MALDI-TOF a révélé la formation d’un simple pontage, allant jusqu’au degré
d’oligomérisation 6 pour la rutine et 9 pour I’esculine. Un pontage par liaison éther a été
observé par FTIR dans le cas des oligorutines. L’analyse par RMN a démontré la mise en
place de liaisons tant C-C que C-O localisées sur la partie phénolique et la partie sucre des
monomeres.

De faibles pH et températures favorisent 1’allongement de la chaine, alors que 1’augmentation
de la constante diélectrique du solvant ou de la température augmente la production des
oligomeres de rutine. La limitation de la masse de ces oligoméres serait due a une inhibition
de I’enzyme, provoquée par les capacités chélatantes des oligomeéres.

Une diminution du pouvoir antioxydant et une augmentation du pouvoir inhibiteur de la
xanthine oxydase ont pu étre observées lors de ’accroissement de la masse des oligoméres de
rutine. Ces deux activités sont améliorées lors de 1’accroissement de la masse des oligomeres
d’esculine. Pour ces deux types d’oligomeres, la solubilité dans 1’eau est fortement accrue.
Dans le cas des oligorutines, cette forte augmentation a été corrélée a la mise en place d’un
réseau dense de liaisons hydrogéne observé par modélisation moléculaire. Globalement,
I’approche par modélisation moléculaire dans le vide et dans le solvant a permis de dégager
des relations structure-activité, reliant notamment le nombre de liaisons hydrogéne a la
solubilité.

Mots clés: flavonoide, coumarine, oligomérisation, laccase de Trametes versicolor, MALDI-
TOF, RMN, pouvoir antioxydant, solubilité¢, modélisation moléculaire.

Abstract: The aim of this work is the elaboration of rutin and esculin oligomerization process
by the laccase from Trametes versicolor. A parallel synthesis process and on-line analysis of
reaction media by SEC-UV and MALDI-TOF have been elaborated. The MALDI-TOF
analysis has revealed the formation of simple bridges between rutin and esculin units, up to
degree of oligomerization of 6 and 9 respectively. An ether bond has been observed by FTIR
spectrometry for the rutin oligomers. Finally, the NMR analysis has revealed the formation of
C-C and C-O bridges both on phenolic and the sugar parts of the flavonoids.

At low pH and temperature, the elongation of the chain is favored, whereas increasing the
dielectric constant of the solvent or the temperature favors the production of rutin oligomers.
The limitation of oligomers mass is explained by the inhibition of the enzyme, probably due
to the highest chelation properties of oligomers.

In the case of oligorutin, a decrease of antiradical activity and an increase of xanthine oxidase
inhibitory activity have been observed when the oligomers molecular mass increases. In the
case of esculin oligomers, these two activities increase with the increase of the oligomers
mass. For these two types of oligomers, the water solubility is considerably increased. For the
oligorutins, this augmentation has been correlated to a dense network of H-bonds, which has
been demonstrated by molecular modeling. Globally, the molecular modeling approach in
vacuum and in solvent has allowed to establish structure-activity relationship.

Key words: flavonoid, coumarin, oligomerization, laccase from Trametes versicolor,
MALDI-TOF, NMR, antioxidant activity, solubility, molecular modeling
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