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Oxidation properties of phospholipids: mechanistic studies. The antioxidant effects of phospholipids in the dark
have been investigated by kinetic studies in a model system. The oxidation of methyl linoleate, thermally
induced at 60 °C by azobisisobutyronitrile (AIBN), was performed in heptanol or in ethyl heptanoate in the
presence of phosphorylated diacylglycerols. The diphenyl ester of dipalmitoyl phosphatidic acid (DPPAPh,)
showed no significant activity, under all experimental conditions used. In heptanol, the dibutyryl
phosphatidylcholine (DBPC) was slightly antioxidant , but all dipalmitoyl phospholipids (except DPPAPh,)
exhibited a pro-oxidant activity. However, such a negative effect did not occur in ethyl heptanoate.

The effects of phospholipids (5 x 10~* M) on the radical scavenging activity of vitamin E (4 x 10~* M) were
investigated at 60 °C by the same kinetic studies. In heptanol, the results were closely related to the chemical
class of phospholipids: compounds that contained an amino group synergistically extended the induction period
arising from vitamin E, whereas other compounds were pro-oxidant or ineffective. In ethyl heptanoate, all
phospholipids, except DPPAPh, and DBPC, showed negative synergism when methyl linoleate and vitamin E
were used simultaneously. Hence, the results were hardly affected by the fatty acid chain length within the

phospholipids.

The effect of the addition of dipalmitoyl phosphatidylethanolamine (DPPE, 5 x 10~* M) together with
vitamin E (4 x 10~* M) on the non-induced oxidation of methyl linoleate was investigated at 60 °C in heptanol
or in ethyl heptanoate. DPPE acted synergistically with vitamin E in both solvents.

It is suggested that the enhanced effect of aminophospholipids R’'R”"R”N for vitamin E in heptanol results
from the complexation of peroxyl free radicals ROO’ by the amino group:

ROO" + RR'R"N=C
yielding complexed radicals C’, which are less reactive toward vitamin E than the uncomplexed ones. In ethyl
heptanoate, it is suggested that the amphiphilic phospholipid molecules aggregate to form reverse micelles,
thereby enhancing the accessibility of vitamin E to linoleylperoxyl radicals.

Nos recherches de substances antioxygeénes naturelles dans les
extraits d’algues! nous ont conduit 4 examiner les propriétés
antioxydantes des phospholipides, et plus particulierement
leffet de synergie qu’ils exercent sur les propriétés anti-
oxydantes de la vitamine E (TH).

Une abondante littérature décrit les propriétés anti-
oxydantes des phospholipides et leur mode d’action.>~'¢ Les
phospholipides les plus étudiés ont été les phospholipides
naturels extraits du soja (lécithines), ainsi que les phospho-
lipides synthétiques: la phosphatidyléthanolamine (PE), la
phosphatidylcholine (PC), la phosphatidylsérine (PS), le phos-
phatidylinositol (PI) et 'acide phosphatidique (PA). Les condi-
tions expérimentales étaient trés variables, tant en ce qui
concerne le substrat (linoléate de méthyle, saindoux, huile de
soja, huile de tournesol, huile de poisson, etc.) que les tempé-
ratures de travail (de 55 a 180°C). Aucun amorceur n’était
incorporé dans le milieu réactionnel.

La plupart des auteurs s’accordent sur le fait que lorsqu’ils
sont utilisés seuls, les phospholipides n’exercent qu’un léger
effet. Toutefois, si les propriétés antioxydantes, méme légeres,
de PE et PS font I'unanimité, PC, PI et PA peuvent a
’occasion se révéler pro-oxydants ou sans effet.5’

Les propriétés antioxydantes des phospholipides résident
essentiellement dans la synergie qu’ils développent avec les
tocophérols ou les polyphénols.3:6—8:10:11 Plysieurs hypothé-
ses ont été suggérées pour expliquer le mécanisme de cette
synergie:

+ Unité non-SI utilisée: Torr ~ 133.3 Pa.

(i) un pouvoir chélatant des cations,>™* qui réduirait l'effet
catalytique de ceux-ci sur la vitesse de décomposition des
hydroperoxydes en radicaux libres;

(if) une décomposition des hydroperoxydes sans formation
de radicaux libres;>:%:13

(iii) la régénération de l'a-tocophérol a partir des radicaux
a-tocophéroxyles;3-7-11-16

(iv) la régénération de I'a-tocophérol par réaction entre PE
et I'a-tocophérylquinone.!>

Certains auteurs® ont mentionné la nécessité d’une tempéra-
ture de travail assez élevée, supérieure a 80°C, pour
qu’apparaisse l'effet de synergie.

Deux études récentes!”1® ont été réalisées dans des systém-
es modéles ou I'oxydation était amorcée par la décomposition
thermique d’un diazoique. Dans ces conditions les résultats
expérimentaux étaient sensiblement différents. Burlakova et
al'” ont montré que dans loxydation induite de
I’éthylbenzeéne, PC n’avait aucune action quand elle était uti-
liste seule, et qu’elle réduisait les pouvoirs antioxydants du
4-tertio-butylphénol et du 4-méthoxyphénol. L’étude de
loxydation induite de la vitamine E réalisée par Koga et
Terao'® montrait quen phase homogéne PE et PC n’avaient
aucune influence sur la vitesse de consommation de la vita-
mine E, ceci dans deux milieux de polarité différente.

Nous décrivons ici une étude cinétique de I'oxydation,
induite ou non par l'o,0’-azobisisobutyronitrile (AIBN), du
linoléate de méthyle en présence de différents phospholipides
synthétiques, seuls ou associés a la vitamine E. Nous avons
aussi examiné 'oxydation induite de la vitamine E en présence
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de phosphatidyléthanolamines substituées. Nous tentons, a
laide d’un schéma cinétique détaillé, de rendre compte de
quelques résultats observes.

Partie expérimentale

Tous les solvants ainsi que 'amorceur AIBN étaient des pro-
duits Fluka de puret¢ maximale. La teneur en eau de
I’heptanoate d’éthyle, mesurée par la méthode classique de
Karl-Fisher, était de 0,2 g L™!. La vitamine E était le DL-a-
tocophérol de pureté> 98% (Fluka). Le linoléate de méthyle
de puretéx 95% provenait de chez Sigma, ainsi que tous les
phospholipides (Tableau 1).

Mesure par chromatographie liquide haute performance
(CLHP) de la consommation de dimyristoyl
phosphatidyléthanolamine (DMPE)

La DMPE était choisie plutot que la DPPE pour des raisons
de solubilité dans la phase mobile. La DMPE était dosée par
chromatographie liquide haute performance sur une colonne
Lichrosorb Si 60 5 pm, de longueur 25 cm et de diamétre
interne 4,6 mm thermostatée a 40 °C, avec une élution a 1 mL
min~! par la phase mobile CH,CN:CH,OH:H,PO,
(900:95: 5 v/v/v), préchauffée a 40°C depuis la pompe. La
détection était réalisée a 210 nm.

Les autres techniques expérimentales ont été décrites précé-
demment,!'!® de méme que Destimation de la période
d’inhibition ¢, , la détermination du coefficient d’effet cage e,
et la vitesse d’amorgage R;.

Calcul du pourcentage de synergie

Nous avons estimé leffet de synergie par I’expression:
Synergie/% = 100 - [tfoPL/(ei] + £5) — 1], ou &, thy et
tMPL sont les valeurs moyennes des temps d’inhibition obser-
vés respectivement en présence de vitamine E, de phospho-
lipide, et du mélange de ces deux composés. En fait, dans cette

formule, £ = 0 (voir dans la partie résultats).

Resultats

Les vitesses initiales de consommation des différents réactifs,
utiles a la discussion, sont rassemblées dans le Tableau 2.

Oxydation induite par I’AIBN du linoléate de méthyle en
présence de phospholipides

Nous avons examiné I'influence de la concentration initiale de
la dipalmitoyl phosphatidyléthanolamine (DPPE) sur
l'oxydation induite par 'AIBN du linoléate de méthyle dans
Iheptanol & 60°C sous 750 torr d’oxygeéne. Les courbes
d’absorption d’oxygéne représentées sur la Fig. 1 montrent

Tableau 1 Noms, sigles et structures des phospholipides étudiés

2 o
R3—C—0—CH,~CH—CH,~O—P—O0—R,
Rs—C—0 o
O
Nom Sigle R, R, R,
L-a-phosphatidyléthanolamine, dilauroyl DLPE H CH,CH,NH, CiH,,
L-o-phosphatidyléthanolamine, dimyristoyl DMPE H CH,CH,NH, C,3H,,
L-a-phosphatidyléthanolamine, dipalmitoyl DPPE H CH,CH,NH, C,sH;,
L-o-phosphatidyl-N-méthyléthanolamine, dipalmitoyl DPPE(NHMe) H CH,CH,NHCH, C,sHj;,
L-o-phosphatidyl-N,N-diméthyléthanolamine, dipalmitoyl DPPE(NMe,) H CH,CH,N(CH,), 1sHsy
L-o-phosphatidyl-N-palmitoyléthanolamine, dipalmitoyl DPPE(N-palm) H CH,CH,NHC(O)R, C,sH;,
L-o-phosphatidylcholine, dibutyryl DBPC H CH,CH,N*(CH,), C,H,
L-o-phosphatidylcholine, dipalmitoyl DPPC H CH,CH,N*(CH,), C,sH;,
L-o-phosphatidyl-pL-glycérol, dipalmitoyl DPPG H CH,CHOHCH,OH C,sH;,
L-o-phosphatidic acid, dipalmitoyl DPPA H H 1sHay
L-a-phosphatidyl-L-sérine, dipalmitoyl DPPS H CH,CH(COOH)NH, C,sHs,
1,2-dipalmitoyl-sn-glycérol, 3-phosphate diphényl ester DPPA(Ph,) CeH; CeHj, C,sH;,

Tableau 2 Vitesses initiales de consommation d’oxygéne R,,, de linoléate de méthyle Rgy, de vitamine E Ry, et de dimyristoyl phospha-

tidyléthanolamine Rpypg @ 60 °C

Solvant [RH], [AIBN], [TH], [DMPE],
/M x 103/M x 10*/M x 104/M
Heptanol 0,5 6,3 — —
0,5 6,3 — 5
0,5 6,3 4 —
0,5 6,3 4 5
6,3 4 —
6,3 4 5
6,3 — 5
0,5 — 4 —
0,5 — 4 54
Heptanoate 0,5 6,3 4 —
d’éthyle 0,5 6,3 4 5
6,3 — 5
0,5 — 4 —
0,5 — 4 54

¢ DPPE au lieu de DMPE.

R,, Rey Ry Rpmer
x 108/M s~ 1 x 108/M s~ ! x 108/M s~ ! x 10°/M s~ 1
32 31
52 32 19
3,5
2,9 ~0
2,1
21
0,37 5
b 1,4
b 0.4
29
33
0,15 22
b 0,017
b 0,012

b Valeurs inférieures ou égales au seuil de détection de appareillage (3 x 1078 M s~ 1).
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Fig. 1 Oxydation induite a 60 °C par I’AIBN du linoléate de méthyle
(0,5 M) en présence de dipalmitoyl phosphatidyléthanolamine (DPPE)
dans ’heptanol. [AIBN], = 0,0063 M

que l'addition de DPPE augmentait la vitesse initiale Rg,
d’absorption d’oxygéne par le milieu réactionnel qui passait de
32x107% M s ! (tmoin) a 52x107¢® M s!
([DPPE]=1-5x10"* M). On note toutefois que
Paccélération était pratiquement identique pour les 3 concen-
trations initiales de DPPE étudiées. Pour I’ensemble des phos-
pholipides étudiés par la suite, les essais ont été réalisés a la
concentration initiale de 5 x 10~* M.

Nous avons successivement examiné l’action dans notre
systtme modele des phospholipides répertoriés dans le
Tableau 1. Le solvant était ’heptanol ou ’heptanoate d’éthyle.
Dans I’heptanol tous les phospholipides accéléraient plus ou
moins fortement la consommation d’oxygéne, sauf le
DPPAPh, et la DBPC (Fig. 2). En particulier, les vitesses de
consommation d’oxygene observées en présence de DPPE et
DPPS étaient d’environ 60% supérieures a celle du témoin.

Les mesures par chromatographie en phase gazeuse des
concentrations résiduelles de linoléate de méthyle RH dans le
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Fig. 2 Oxydation induite a 60 °C par 'AIBN du linoléate de méthyle
(0,5 M) en présence de phospholipides (0,0005 M) dans I’heptanol.
[AIBN], = 0,0063 M

milieu réactionnel permettaient d’évaluer, dans les premieres
heures de la réaction, les vitesses moyennes Rgy de consom-
mation du substrat qui étaient pratiquement constantes et
respectivement de 3,1 x 107 M s~ ! (témoin), 3,2 x 1075 M
s! ([DPPE]=5x10"* M) et 31x10°° M s°!
([DPPC] =5 x 10~* M). Le coefficient de variation estimé
des concentrations résiduelles était de 2%. Les coefficients de
variation estimés des vitesses moyennes Rgy étaient donc
d’environ 40% (aprés 2 heures de réaction), 17% (aprés 4
heures) et 9% (aprées 8§ heures).

Les courbes d’absorption d’oxygéne enregistrées en pré-
sence de dilauryl, dimyristoyl ou dipalmitoyl phospha-
tidyléthanolamine (DLPE, DMPE ou DPPE) ¢étaient
superposables. La vitesse initiale Rpypr de disparition de la
DMPE, mesurée par chromatographie liquide haute per-
formance, s’élevait 4 1,9 x 1078 M s~ 1. Par contre, alors que
la dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC) accé¢lérait la con-
sommation d’oxygéne, la dibutyryl phosphatidylcholine
(DBPC) la freinait légérement: le phénomene observe dépen-
dait donc de la longueur de la chaine carbonée des substi-
tuants acyles.

Dans Tl'heptanoate d’éthyle, les phospholipides étudiés
n’exergaient aucun effet significatif, comme le montre la Fig. 3:
toutes les vitesses de consommation d’oxygene restaient sensi-
blement égales a celle du témoin. La longueur de la chaine
carbonée des groupements acyles n’avait aucune influence.

Inhibition par les mélanges vitamine E—phospholipides de
I’oxydation induite du linoléate de methyle

L’oxydation induite par 'AIBN du linoléate de méthyle RH
en présence des mélanges vitamine E—phospholipides a été
étudiée dans I’heptanol et dans I’heptanoate d’éthyle, a 60 °C
sous 750 torr d’oxygeéne. La concentration initiale [TH], était
fixée 4 4 x 10+ M suite aux résultats que nous avions obser-
vés en présence d’extraits d’algues.! Les courbes d’absorption
d’oxygeéne sont représentées sur les Fig. 4 et 5.

Alors que dans I'expérimentation précédente ils n’avaient
montré aucun effet dans I'heptanoate d’éthyle, les dipalmitoyl
phospholipides exergaient ici une action pro-oxydante, a
I'exception de DPPAPh, qui restait toujours sans effet. La
vitamine E était consommeée plus rapidement en leur présence.
Les mesures par chromatographie liquide haute performance
des concentrations résiduelles de vitamine E dans le milieu
réactionnel confirmaient ce résultat: nous avons évalué la
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Fig. 3 Oxydation induite a 60 °C par 'AIBN du linoléate de méthyle
(0,5 M) en présence de phospholipides (0,0005 M) dans I’heptanoate
d’éthyle. [AIBN], = 0,0063 M

New J. Chem., 1998, Pages 801-807 803



Temps / min

0 100 200 300 400 500
0 -4 )
-5 —
—=f=—  Témoin
é o —=2— DPPA(Ph),
g. —&— DBPC
3 —#—— DPPE(NHMe)
g —h&— DPPE
g 15+
§ —@— DrPs
2 —— DpePEMNMe,)
g-zo - —— bprPC
© —&— DPPG
—— DPPE(N-Palm)
-25 —
-30 -

Fig. 4 Oxydation induite a 60 °C par ’AIBN du linoléate de méthyle
(0,5 M) en présence de vitamine E (0,0004 M) et de phospholipides
(0,0005 M) dans I'heptanoate d’¢thyle. [AIBN], = 0,0063 M

vitesse initiale Rpy de consommation de vitamine E a
2,9 x 1078 M s~ ! pour le témoin, et 2 3,3 x 1078 M s~ ! en
présence de DPPE ou DMPE ou DLPE a la concentration de
5 x 10™* M (Tableau 2). La dibutyryl phosphatidylcholine
(DBPC) se distinguait par une absence d’effet (Fig. 4): le phén-
oméne pro-oxydant était ici aussi dépendant de la longueur
des chaines acyles.

Dans I'heptanol, plusieurs phospholipides exergaient un
effet de synergie sur les propriétés antioxydantes de la vita-
mine E (Fig. 5). Cet effet était réellement sensible pour la
DPPC et la DBPC (15%), la DPPE (18%), la DPPE(NHMe)
(34%) et la DPPS (47%). Sur la Fig. 5, on remarque que la
DBPC et la DPPC exergaient le méme effet de synergie. Par
contre, a la fin de la période d’inhibition, la courbe
d’absorption d’oxygéne observée en présence de la DBPC
était paralléle a celle du témoin, tandis que celles observées en
présence de la DPPC ou des autres phospholipides présen-
taient une pente supérieure a celle du témoin: les dipalmitoyl
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Fig. 5 Oxydation induite a 60 °C par 'AIBN du linoléate de méthyle

(0,5 M) en présence de vitamine E (0,0004 M) et de phospholipides
(0,0005 M) dans I'heptanol. [AIBN], = 0,0063 M
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phospholipides (hors DPPAPh,) présentaient leur caractére
pro-oxydant apreés la période d’inhibition.

Les mesures de concentrations résiduelles (Fig. 6) réalisées
en présence du mélange DMPE-vitamine E montraient que la
vitamine E était consommeée la premiére avec une vitesse Ry
égale 4 2,9 x 1078 M s~ 1. Pendant la période d’inhibition, la
concentration du phospholipide variait peu, et la fin de la pé-
riode d’inhibition coincidait avec la disparition de la vitamine
E du milieu réactionnel. A titre de comparaison, la vitesse ini-
tiale Ryy de consommation de la vitamine E en I'absence de
DMPE étaitde 3,5 x 1078 M s~ L.

Sur la Fig. 7, chaque phospholipide a été placé en fonction
des effets qu’il développe en présence de la vitamine E dans les
deux solvants. On note bien que le DPPAPh, se singularise
par son absence d’effet. On peut également remarquer:

(i) que seuls les phospholipides qui contiennent une fonction
amine présentent un effet de synergie dans l’heptanol (le
DPPA absent du graphe ne développe aucune synergie)

100 * (InH)/ (InH) ,
Oxygeéne consomme / 0,001M

/| O A absorbé

0 T I T I T 0

0 200 400 600
Temps / min

Fig. 6 Oxydation induite a 60 °C par 'AIBN du linoléate de méthyle
(0,5 M) en présence de vitamine E (0,0004 M) et de phospholipides
(0,0005 M) dans I’heptanol. [AIBN], = 0,0063 M
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Fig. 7 Comparaison des comportements antioxydants ou pro-
oxydants des phospholipides en présence de vitamine E dans
I’heptanol et I’heptanoate d’éthyle



(ii) et que pour les dipalmitoyl phospholipides, le meilleur
effet de synergie dans I’heptanol et la plus légére action pro-
oxydante dans I'heptanoate d’¢thyle sont obtenus avec DPPS,
DPPE(NHMe) et DPPE, c’est a dire des substances dont la
structure comporte une fonction amine primaire ou amine
secondaire.

Oxydation induite par ’AIBN des mélanges DMPE (ou
DPPE)-vitamine E

Nous avons mesuré les vitesses Ryy de disparition de la vita-
mine E lors de I'oxydation induite des mélanges DMPE (ou
DPPE)-vitamine E dans l’heptanol a 60°C sous 750 torr
d’oxygene (Tableau 2). Le phospholipide n’avait pas d’action
sur Rpy que nous avons évalué a 2,1 x 1078 M s~ ! en pré-
sence ou en I'absence du phospholipide. Ces résultats confir-
ment ceux de Koga et Terao!® obtenus dans le laurate de
méthyle et dans le mélange chloroforme : méthanol : acétoni-
trile 2: 2 : 1 (v/v/v).

Nous avons également examiné 'oxydation induite de la
DMPE en I'absence de vitamine E. Dans ’heptanol, la vitesse
d’initiation R, était de 4,6 x 1078 M s~ . Les valeurs
rapportées dans le Tableau 2 montrent que la vitesse Rpypg de
consommation de la DMPE ¢était égale a 0,11 R;, et que la
vitesse d’absorption d’oxygene était d’environ 74 fois supé-
rieure & Rpypg -

Dans ’heptanoate d’éthyle, la vitesse d’initiation R; était de
5,6 x 1078 M s~ 1. La vitesse de consommation du phospho-
lipide s¢levait alors a 0,04 R; et la vitesse d’absorption
d’oxygéne a 68 Rpypg. L'oxydation des solvants en I'absence
du phospholipide était négligeable.

Oxydation non induite par I’AIBN du linoléate de méthyle en
présence du mélange DPPE—vitamine E

Nous avons mesuré¢ la vitesse Ryy de consommation de la
vitamine E lors de 'oxydation auto-induite du linoléate de
méthyle en présence de vitamine E et de DPPE a 60 °C dans
Iheptanol et 'heptanoate d’éthyle, sous 750 torr d’oxygene
(Tableau 2). Dans ces conditions, la présence de DPPE rédui-
sait remarquablement Ry, qui passait de 14 x 1078 a
4x107° M s~ ! dans lheptanol et de 1,7 x 1071 3
1,2 x 1071° M s~ ! dans I’heptanoate d’éthyle. Les vitesses ini-
tiales d’absorption d’oxygéne étaient alors trés faibles, infé-
rieures ou égales au seuil de détection de P'appareillage
(mesures treés imprécises).

L’addition de DPPE dans le milieu réactionnel produisait
donc des effets totalement différents selon que la réaction
d’auto-oxydation était amorcée ou non par la décomposition
thermique de PAIBN. Dans I’heptanol, I'effet de synergie était
nettement supérieur, et dans ’heptanoate d’éthyle nous obser-
vions également un effet de synergie, alors que nous remar-
quions un effet pro-oxydant quand la réaction était induite
par 'AIBN.

Discussion

Le systéme modéele utilisé ici a été décrit dans le détail par
Rousseau-Richard et al.2%?° Lexploitation des résultats
repose sur le schéma cinétique developpé ci-aprés et déja
adopté par plusieurs auteurs.2%-2°

L’oxydation du linoléate de méthyle RH, induite par la dé-
composition thermique de ’AIBN, reléve d’'un mécanisme rad-
icalaire en chaine:

A—N=N—A - 2eA +(1—e A, + N, (d)
AIBN

amorgage 1A" + O, - AO; (x)

AO, +RH — AOOH +R' i)

k2

propagation R'+0, T RO; @(=2)
RO; + RH ROOH + R 3)

R"+R" — produits 4)

terminaison 1RO} + R* — produits (5)
2 RO, — produits + O, (6)

Le coefficient e est introduit dans le processus (d) d’amorcage
pour tenir compte de l'effet cage. En 'absence d’inhibiteur, les
vitesses d’absorption d’oxygéne Ry, et de consommation de
linoléate de méthyle Rgy €taient égales, confirmant ce schéma.

Reéactivité des phospholipides vis a vis des radicaux peroxyles

Les phospholipides n’exercent aucun effet antioxydant par
eux-mémes dans ’heptanoate d’éthyle. Ce résultat confirme
celui de Burlakova et al.!” obtenu en milieu apolaire. Par
contre, le comportement des phospholipides, observé dans
I’heptanol en labsence de vitamine E, est inédit. Tous les
phospholipides dont la molécule présente nettement une struc-
ture amphiphile accélérent la consommation d’oxygene.

En présence de linoléate de méthyle, 'augmentation de la
vitesse d’absorption d’oxygéne R, due a la présence du phos-
pholipide DMPE est de 2 x 1075 M s~ !, alors que cette
vitesse R, n'est que de 3,7 x 1077 M s™' en l'absence de
linoléate de méthyle. Il semblerait donc que la sur-
consommation d’oxygeéne (plus 60%) observée en présence de
phospholipide soit due a une oxydation plus rapide du sub-
strat. Les mesures par chromatographie en phase gazeuse des
concentrations résiduelles de substrat ne confirment pas ce ré-
sultat. Par cette derniére méthode, les valeurs des vitesses
moyennes de consommation du linoléate de méthyle mesurées
dans les premiéres heures de la réaction sont pratiquement
égales. Il faut cependant noter que ces vitesses sont affectées
d’incertitudes élevées, en particulier dans les deux premicres
heures de la réaction.

En Tabsence de linoléate de méthyle, la longueur cinétique
de chaine calculée par rapport a ’oxydation de DMPE est
A = Rpypp/R; = 0,1 alors que le rapport R /R; est d’environ
8. On comprend mal comment la DMPE pourrait fixer tant
d’oxygeéne. L’hypothése la plus plausible dans ce cas serait de
suggérer 'oxydation du solvant, ’heptanol. L’analyse des pro-
duits d’oxydation reste cependant nécessaire pour expliciter
clairement le mécanisme de la surconsommation d’oxygeéne
observée en présence des phospholipides, et en particulier
I’action de la longueur des chaines carbonées des groupements
acyles.

Effet de synergie en association avec la vitamine E

Les propriétés inhibitrices de la vitamine E (TH) dans
loxydation induite des acides gras polyinsaturés ont déja été
largement décrites dans la littérature.2°=2* Le schéma ciné-
tique s’enrichit alors des étapes ¢lémentaires suivantes:

k7

RO, + TH —— ROOH + T* M=
k-7
k7

AO, + TH —— AOOH + T* 7)N=T7)
k-7
ks

R"+TH —— RH+ T 8)(—8)
k-3

RO, + T ——— produits )

R+ T° ——— produits (10)

2 T —— produits (11)

La vitamine E est un antioxydant extrémement efficace. Les
estimations de la constante d’inhibition k, relevées dans la lit-
térature sont trés dispersées, mais toujours trés élevées.?2

New J. Chem., 1998, Pages 801-807 805



Dans un travail précédent,!® nous avions évalué k, a
1,6 x 10° M~! s~! dans I’heptanol et & 1,3 x 105 M~! 57!
dans I’heptanoate d’éthyle a 60 °C. De plus, toutes conditions
expérimentales identiques par ailleurs, la période d’inhibition
t;an Observée dans I’heptanol était plus courte que celle obser-
vée dans I'heptanoate d’¢thyle. Lorsqu’ils sont associés a la
vitamine E, les phospholipides ont une action totalement diffe-
rente de celle qu’ils présentent quand ils sont utilisés seuls.
Dans I’heptanol, les phospholipides disposant d’une fonction
amine exercent un effet de synergie sur les propriétés anti-
oxydantes de la vitamine E. Dans nos conditions expérimenta-
les, la réduction de la vitesse de consommation de vitamine E
n’est significative qu’en présence de linoléate de méthyle. Cette
synergie a déja été étudiée par quelques auteurs°~32 qui 'ont
attribuée a une complexation des radicaux peroxyles ROO"
par le composé aminé R'R"R"”N:

ROO" + RR'R"N=C (12) (—12)
Cette complexation, qui donne des espéces radicalaires C’, est
en compétition avec le processus (7) précédent, et conduit a de
nouvelles terminaisons de chaine qui n’introduisent pas de
consommation appréciable de TH:

C" + T" - produits (13)
C’ + C’ - produits (14)

Dans I’heptanoate d’éthyle, I'apparition d’un effet pro-oxydant
nécessite la présence de vitamine E, et une molécule de phos-
pholipide trés nettement amphiphile. Celle-ci doit au moins
comprendre une fonction hydrogénophosphate (le trialkyl
phosphate DPPAPh, n’a aucune action), et une longue chaine
carbonée pour l'acide gras qui estérifie le glycérol (la DBPC
n’est pas pro-oxydante). On peut remarquer que la vitamine E
possede également ce type de structure, avec la fonction
phénol d’une part, et la longue chaine phytyle d’autre part.

Les molécules amphiphiles, tels les phospholipides, sont
connues pour se rassembler en aggrégats sphériques dans les
solvants apolaires,>*>3* et former des micro-émulsions.>* Par
exemple, la DPPC forme des aggrégats de 80 a 100 molécules
dans le benzéne, le chlorobenzéne et I'o-dichlorobenzéne,
quand I’eau et le phospholipide sont dans un rapport molaire
de 20:1.33 La teneur en eau de I'heptanoate d’éthyle était de
0,2 g L™, ce qui donne un rapport molaire eau: phospho-
lipide dans le milieu réactionnel d’environ 18 (non comprises
éventuellement les traces d’eau contenues dans le linoléate de
méthyle, qui n’ont pas été mesurées).

Les parties polaires des molécules de phospholipides sont
dirigées vers I'intérieur de ces aggrégats (micelles inversées), et
la capacité¢ a former des aggrégats est d’autant plus grande
que la chaine carbonée des groupements acyles est longue.3®
Dans de tels systémes, Frankel et al.3” et Koga et Terao!® ont
montré que la vitamine E s’orientait de fagon a positionner la
fonction phénol au coeur polaire de 'aggrégat. Nous pensons
que cet arrangement a pour principale conséquence de favor-
iser le couplage ultérieur des radicaux tocophéroxyles T°
[réaction (11)], générés par réaction de la vitamine E avec les
radicaux linoléylperoxyles ROO" (Fig. 8). Il s’en suit une con-
sommation accélérée de la vitamine E. Le phospholipide le
plus apte a former ces aggrégats est la DPPE(NPalm), et c’est
lui qui dispose du plus grand pouvoir pro-oxydant.

Les mécanismes que nous venons de développer expliquent
également le meilleur effet de synergie de la DPPE observé
dans les deux solvants en l’absence d’AIBN. Dans ce cas,
lauto-oxydation du linoléate de méthyle RH est amorcée par
la décomposition des traces d’hydroperoxydes ROOH selon

les prOCeSSus:28,29,3g
ROOH + RH - RO’ + R' + H,0 (i)
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Le mécanisme radicalaire se poursuit par les étapes de propa-
gation et de terminaison décrites précédemment. En particu-
lier, le processus de propagation (3) produit des
hydroperoxydes, dont la décomposition constitue de nou-
veaux processus d’amorgage: la réaction est auto-accélérée.

Dans I’heptanoate d’éthyle, en présence de phospholipides,
les hydroperoxydes issus du linoléate de méthyle orientent
leurs groupements hydroperoxydes vers le coeur polaire de
laggrégat. La formation des radicaux libres se fait donc a
proximité immédiate de la fonction phénol de la vitamine E.
On pourrait penser que celle-ci serait consommeée plus vite,
mais en fait le phénoméne d’auto-accélération de I'oxydation
est supprimé (ou fortement réduit), et I'effet protecteur de la
vitamine E s’en trouve prolongé. De plus, le processus (—8)
de propagation de I'oxydation est rendu plus difficile, car le
site réactionnel du linoléate de méthyle, en milieu de chaine
carbonée, est rendu moins accessible aux radicaux tocophé-
roxyles T".

Dans I’heptanol, la valeur tres ¢levée de la constante k, fait
que les étapes-clés de la propagation de chaine sont les pro-
cessus (2), (7) et (—8) sous pression d’oxygene ¢levée. Ces pro-
cessus ne consomment pas directement la vitamine E, mais les
hydroperoxydes s’accumulent dans le milieu réactionnel et
provoquent l’auto-accélération de l'oxydation décrite plus
haut. En complexant les radicaux peroxyles ROO" par la fonc-
tion amine, la DPPE reéduit la vitesse de formation des hydro-
peroxydes [processus (12) en compétition avec le processus
(7)] et réduit donc I'auto-accélération. L’effet protecteur de la
vitamine E s’en trouve prolongg.

En conclusion, sans préjuger de la validité des mécanismes
déja proposés par les chercheurs et énumérés dans
I'introduction, nous estimons que l'effet de synergie exercé par
les phospholipides sur les propriétés antioxydantes de la vita-
mine E peut étre expliqué, au moins en partie, par la complex-
ation des radicaux peroxyles ROO" par la fonction amine
dans lheptanol, et par la formation de micromicelles dans
I’heptanoate d’éthyle.

La question reste de savoir si la formation de micromicelles
dans P’heptanol doit également é&tre retenue. L’effet pro-



oxydant des dipalmitoyl phospholipides ne disposant pas de
fonction amine, observé en présence de vitamine E, nous incite
a le penser. L’hypothése nous a paru pour le moment trop
spéculative, car les auteurs ne sont pas unanimes quant a la
formation d’aggrégats par les phospholipides dans les alcools.
Selon Elworthy et MclIntosh,>® les lécithines d’oeufs exis-
teraient sous forme de triméres dans le méthanol et for-
meraient des aggrégats plus volumineux dans les alcools a
plus longue chaine carbonée. D’un autre c6té, Barclay et al.®?
n’ont pas remarqué de formation d’aggrégats par ces mémes
lécithines dans le tertio-butanol. La preuve expérimentale de
la formation d’aggrégats par les dipalmitoyl phospholipides
dans I’heptanol doit donc étre apportée pour pouvoir retenir
cette hypothése. Enfin, le mécanisme de surconsommation
d’oxygene en présence de phospholipide et en 'absence de
vitamine E reste a éclaircir.
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