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RESUME: La vitamine E intervient dans I'inactivation des formes réactives de I'oxygene et est donc impli-
guée dans la problématique du stress oxydant. La chimie de la vitamine E est relativement complexe. Le
terme vitamine E correspond a 2 grands groupes de molécules: les tocophérols et les tocotriénols, com-
prenant chacun 32 stéréoisomeres. La biosynthese de la vitamine E s’effectue dans les plantes, les algues
et les champignons mais pas chez les animaux. Les quantités les plus importantes sont retrouvées dans
les céréales et les huiles végétales. Le dosage de la vitamine E est difficile. Apres un traitement de I'échan-
tillon avec un solvant organique tel que I'éthanol, il faut procéder a une extraction, réalisée généralement
avec de I'hexane. L'identification et la quantification sont réalisées principalement par chromatographie
liquide de haute performance en phase normale ou en phase inverse.

INTRODUCTION

L’ utilisation de la vitamine E dans les
aliments pour animaux domestiques
est al’ heure actuelle largement répan-
due. Lebut de la présente synthese est
de rappeler différents aspects théo-
riques concernant la vitamine E. Ce
travail aborde leréle delavitamine E
dans le stress oxydant, sa structure
chimique, les sources alimentaires
ainsi que les modalités de dosage.

LE ROLE DE LAVITAMINE E
DANSLA PROBLEMATIQUE
DU STRESSOXYDANT

Le stress oxydant a été défini par Sies
(1991) comme un déséquilibre pro-
nonce entre antioxydants et pro-oxy-
dants en faveur de ces derniers et de
leurs effets potentiellement néfastes.

La vitamine E est reconnue comme
antioxydant, gréce a sa capacité a
inhiber les peroxydations lipidiques
(Cheeseman et Slater, 1993). A cet
égard, elle participe, avec de nom-
breuses autres substances, a la lutte
contre les formes réactives de I’ oxy-

géne (FROs), c'est-a-dire la lutte
contre les radicaux libres et les élé
ments non radicalaires produits lors
de la formation de radicaux libres. Il
est utile d'identifier la position de la
vitamine E parmi les mécanismes de
défense contre les FROs. Parmi les
auteurs qui se sont intéressés a ce
sujet, Kirschvink (2001) propose une
classification en 3 groupes :

- la prévention des phénomeénes oxy-

dants (transferrine, ferritine, etc);

- I'inactivation des FROs par:

* transformation des FROs en élé
ments stables (catalase, super-
oxyde dismutase et glutathion
peroxydase) ;

* inactivation des FROs par capta-
tion de!’ @ectron radicalaire: élé-
ments hydrophiles (acide ascor-
bique, glutathion, etc) et é éments
hydrophobes (vitamine E, caroté-
noides, flavonoides, ubiquinol,
bilirubine, méatonine) ;

- la réparation des Iésions induites
par les FROs (endonucléases, gly-
cosylases, etc).

STRUCTURE CHIMIQUE

Lavitamine E fait partie de lafamille
des tocophérols, nom proposé pour la
premiére fois en 1936 par Evans et
collaborateurs. Ce nom provient du
grec tokos pour progéniture et pherein
pour porter. Cette famille comprend
4substances: I’ a-tocophérol, qui est
la vitamine E proprement dite, le
B-tocophérol, le y-tocophérol et le
o-tocophéral.

Ces composes ont, par ailleurs, beau-
coup de similitudes structurelles avec
4 autres molécules appartenant a la
famille des tocotriénols : I’ a-tocotrié-
nol, le B-tocotriénol, le y-tocotriénol
et le o-tocotriénol (Pennock et al.,
1964).

La nomenclature des tocophérols (T)
et tocotriénols (T3) alongtemps été le
sujet d'une grande controverse et a
souvent prété a confusion. La com-
mission sur la nomenclature bio-
chimique (International Union of
Pure and Applied Chemistry and
International Union of Biochemistry
and Molecular Biology Joint
Commission on  Biochemical
Nomenclature, 1982) a finalement
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préconisé I’ utilisation du terme «vita-
mine E» pour tous les dérivés toco-
phérols et tocotriénols démontrant
qualitativement une activité biolo-
gique d'a-tocophérol. Comme cette
activité est présente pour les 8 molé-
cules, celles-ci sont donc chacune des
«vitamines E» et seront décrites
en méme temps. Les termes «toco-
phérol » et «tocotriénol » désignent
donc, quant a eux, des entités chi-
miques bien définies.

L’ étude détaillée de la structure chi-
mique de ces molécules est impor-
tante pour la compréhension de la
méthode d'analyse, du métabolisme
ainsi que du mode d' action de la vita-
mine E.

La structure chimique des tocophé-
rols se compose d'un cycle chroma-
nol mono-, di-, ou tri-méthylé auquel
se trouve rattachée une chaine carbo-
née latérale (chaine phytyle) saturée
de 16 carbones (Fernholz, 1938). Les
tocophérols différent entre eux seule-

ment par le nombre et I’ arrangement
des groupements méthyles autour du
cycle benzene du noyau chromanol
(figures 1 et 2).

La structure chimique des tocotrié-
nols se compose également d’'un
cycle chromanol mono-, di- ou tri-
méthylé avec chaine carbonée laté-
rale, mais celle-ci contient 3 doubles
liaisons en position 3', 7’ et 11’
(figures 3 et 4).

De plus, étant donné leur structure
chimique, ce sont des molécules chi-
rales, qui peuvent exister sous diffé-
rents stéréoisomeéres. Un bref rappel
de quelques éléments de chimie per-
mettrade mieux comprendre lanotion
de chiralité et de bien percevoir son
importance dans le cadre de I’ étude
delavitamine E.

Lorsqu’une molécule posséde un
centre chiral, ¢’ est-&-dire un atome de
carbone lié a 4 groupements diffé-
rents, celle-ci peut exister sous 2
formes distinctes, images I’une de

Tocopherol (T)

A A

Tocotrienol (T5)
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H

Figure 1: Sructure chimique de base des tocophé-
rols. X, Y et Z= H ou CH5, d aprés Abidi et collabo-
rateurs (2002).

Figure 3: Sructure chimique de base des tocotrié-
nols. X, Yet Z= H ou CH;, d’aprées Abidi et collabo-
rateurs (2002)
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Figure 2: Structure chimique des 4 tocophérals,

d aprés Lindsay et Astley, 2002
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Figure 4: Structure chimique des 4 tocotriénols,
d aprés Lindsay et Astley, 2002

I’ autre dans un miroir, appel ées énan-
tiomeres. Les énantiomeres se diffé-
rencient I’un de I autre seulement au
niveau de leur chiralité. Ces molé-
cules ont donc des propriétés achi-
rales identiques telles que point de
fusion, point d ébullition, densité,
solubilité, etc. A cetitre, elles ne peu-
vent étre séparées |’ une de I autre par
des méthodes dépendant de ces pro-
priétés. Mais elles sont dotées de pro-
priétés chirales différentes. Aingi, les
énantioméres ont généralement des
propriétés biologiques bien distinctes,
car les réactions biologiques qu'ils
sous-tendent font, elles aussi appel, a
des molécules chirales. Cette particu-
larité sera d’ ailleurs mise en évidence
plus loin. Une molécule pourvue de 3
centres chiraux peut donc exister sous
8 stéréoisomeéres différents, répartis
en 4 paires d énantioméres: RRR-
SSS RSR-SRS, RRSSSR, RSSSRR. R
et Ssont des conventions pour rectus -
adroite - et sinister - agauche - qui
font référence au sens horloger ou
anti-horloger dans lequel sont atta-
chés les groupements du centre chiral
qui ont été classés sur base de leur
nombre atomique (Hart, 1987).
Chague tocophérol existe ainsi sous 8
stéréoisomeres différents, puisqu’il
possede 3 centres chiraux en Cp, C4’
et Cg'. L' a-tocophérol, par exemple,
peut avoir les structures RRR, RSR,
RRS, RSS, SRR, SSR, SRS et SSS,
mais parmi celles-ci, le seul stéréoiso-
mére retrouvé dans la nature est le
(2R, 4R, 8'R)-a-tocophérol, c'est-a&
dire le RRR-a-tocophéral. Il en vade
méme pour les autres tocophérals, il
existe donc 32 stéréoisomeres dans la
famille des tocophérols (tableau I).

Dans le commerce, la vitamine E se
présente généralement soit sous la
forme de RRR-a-tocophérol, le sté-
réoisomere naturel, soit sous une
forme synthétique, appelée all-race-
mic-a-tocophérol ou all-rac-a-
tocophérol, qui est un mélange en
quantités a peu pres égales des 8
stéréoisomeres de I’ a-tocophéral.

De plus, la vitamine E peut exister
soit sous forme non estérifiée, soit,
plus fréquemment, sous forme estéri-
fiée. Les esters de vitamine E s ob-
tiennent par estérification du groupe-
ment hydroxyle en position 6 du cycle
chromanol avec de |'acétate, ou
encore avec du succinate, du nicoti-
nate ou du phosphate. Ces formes
estérifiées ont |’avantage d’étre plus
stables et moins sensibles a I’ oxyda-
tion (Ruperez et al., 2001).



Tableau | : Les stéréoisomeres des tocophérols et des tocotriénols, d’ apres Abidi, 2000

Stéréoisomere Homologue
a Isomeére de position o)
§ Y
Substitution méthyl
Nombre 3 2 2 1
Position C-5,7,8 C-5,8 C-7,8 C-8
Tocophérol
1 2RAR8'R 2RAR8'R 2R4'R8'R 2RAR8'R
2 2RARS'S 2RA'R8'S 2RAR8'S 2RA'R8'S
3 2R4'S8'S 2RAR8'S 2RA'R8'S 2RAR8'S
4 2RA'B'R 2RAR8'S 2R4A'R8'S 2RAR8'S
5 24'S8'S 24'S8'S 24'8'S 24'S8’'S
6 2A4'B'R 2A4'S8'R 2A4'B'R 24'S8'R
7 24'R8'R 2A'R8'R 24'R8'R 2A'R8'R
8 24'R8'S 2A'R8'S 24'R8'S 2A'R8'S
Tocotriénol
1 2R-tr/tr 2R-tr/tr 2R-tr/tr 2R-tr/tr
2 2R-tr/cis 2R-tr/cis 2R-tr/cis 2R-tr/cis
3 2R-cigltr 2R-cisltr 2R-cigltr 2R-cigltr
4 2R-cislcis 2R-cis/cis 2R-cis/cis 2R-cis/cis
5 2Stritr 2Stritr 2Stritr 2Stritr
6 2Str/cis 2Str/cis 2Str/cis 2Str/cis
7 2S-cigltr 2S-cigltr 2S-cigltr 2S-cigltr
8 2S-cis/cis 2S-cis/cis 2S-cis/cis 2S-cis/cis

Les tocotriénols, quant a eux, posse-
dent un centre chiral en C, et 2 sites
d’isomérisation géométrique, cis/
trans, en C3' et C7. Il existe donc
aussi 32 stéréoisomeres de tocotrié-
nols (tableau ). Les tocotriéniols ren- e
contrés a |'état naturel possedent la

configuration 2R et trans/trans "/’ 1’/ 1 {J

(Pennock et al., 1964). =
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BIOSYNTHESE ET SOURCES
ALIMENTAIRES

Biosynthese f-sncoiricnnl

La biosynthése de la vitamine E s ef- A HOL
fectue dans les plantes, les algues et -c'”y \q'”'

certaines plantes non photosynthé-

tiques telles que les champignons [-iocomriéned  y-tocotriénal

mais pas chez les animaux (Threlfall, : .

1971). T4 |\ /—[ H,

Il existe vraisemblablement 2 voies a-docotridnol

de synthése conduisant alaformation
de lavitamine E, la voie des tocotrié-
nols et la voie des tocophérols
(Janiszowska et Pennock, 1976).

Dans la premieére, |’ acide homogenti-
sique réagit avec une molécule de
géranylgéranyl pyrophosphate pour
donner un intermédiaire, le 6-géranyl-
géranyltoluquinol, qui donnera nais-

CHy

Figure5: Les principales étapes de la biosynthése de
la vitamine E, adapté de Janiszowska et Pennock,
1976; Hirschberg, 1999
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Tableau |1 : Teneurs en tocophérals et tocotriénols de produits d’ origine végétale*, en mg/kg, d’ aprés Surai, 2002

Tocophérols Tocotriénols

Aliment a-tocophérol [3- et y-tocophérol &-tocophérol a-tocotriénol [3- et y-tocotriénol
Blé 9.0 7.7 0.3 4.2 41.9
Orge 5.7 3.9 0.3 195 16.9

Mais 13.7 46.1 - - -

Avoine 34 1.8 04 8.1 1.9
Feve de soja 4.1 195 4.7 0.3 0.8
Huile de mai's 488.1 1015.8 31.0 14.0 17.1

* Teneurs déterminées par chromatographie liquide de haute performance en phase inver sée avec détecteur de fluorescence apres une extraction par solvant précédée d' une
phase de saponification

Tableau 11 : Teneurs en tocophérols et tocotriénols dans des huiles ou corps gras*, d’ aprés Bonvehi et collaborateurs (2000)

Tocophérols (ug/ml) Tocotriénols (ug/ml)

Aliment o Y ) o Y )

Huile de palme 198 - 11 210 408 87
Huile de tournesol 765 - = - - -
Beurre de cacao 14 225 37 9 - -
Huile de noix 12 517 61 = - -
Huile de noix de coco 3 - 13 8 32 -
Huile de noisette 425 68 17 = = 5
Huile de mais 263 1365 88 - = 5

* Teneurs déterminées par chromatographie liquide en phase inversée avec détecteur de fluorescence aprés une extraction directe par solvant sans saponification

le &-tocotriénol. Des méthylations
supplémentaires permettront d’ obte-
nir le B-tocotriénal, le y-tocotriénol et
I’a-tocotriénol. La chaine latérale
peut ensuite étre saturée pour former
|”a-tocophérol  (Janiszowska et
Pennock, 1976).

Lors de la seconde voie de synthese,
une molécule de phytyl diphosphate
est greffée sur le carbone 6 de I’ acide
homogentisique simultanément & une
réaction de décarboxylation, pour for-
mer le 2-méthyle-6-phytylplasto-
quinol ou phytyltoluquinol. Une
méthylation en position 3 permet la
synthése du 2,3-diméthyle-6-phytyl-
plastoquinol, qui subira une étape de
cyclisation pour former le y-tocophé-
rol. Une 2= méthylation en position 5
donne I’ a-tocophérol (figure 5). La
synthése du &- et du [3-tocophérol n'a
pas encore été clairement élucidée,
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mais il est vraisemblable qu'elle se
produise a partir du 2-méthyle-6-phy-
tylplastoquinal (Hirschberg, 1999).

Sour ces alimentaires

La nature et la répartition des toco-
phérols/tocotriénols au sein des ali-
ments font I’objet d'une littérature
abondante, jalonnée de contradictions
entre les différents auteurs. Ceci est
principaement dd, d’ une part al’ évo-
lution des méthodes de dosage et
d autre part alavariabilité desteneurs
dans les échantillons.

Les sources alimentaires de vitamine

E sont soit d origine végétale, soit

d origine animale (Artur et al., 1994;

Bonvehi et al., 2000):

- les produits d'origine végétale
constituent la source majeure de
vitamine E, les éléments les plus

riches étant les céréales et les

huiles;

* lescéréales contiennent générale-
ment les 4 formes de tocophérol
et trés souvent aussi des tocotrié-
nols. Les teneurs en tocophérols
et tocotriénols de quelques
céréales, ainsi que celles de la
féve de soja sont présentées dans
le tableau Il. Il apparait que la
concentration en a-tocophérol est
relativement faible par rapport
a celle en tocotriénols. Par
exemple, dans le blé, lateneur en
a-tocophérol est similaire a celle
du groupe B + y-tocophérol mais
la teneur en 3 + y-tocotriénol est
3 a4 fois plus élevée. C'est éga-
lement le cas pour I’orge. Au
niveau de I'avoine, I’ a-tocotrié-
nol est la forme prédominante,
tandis que dans le mais et laféve



Tableau |V : Teneurs en tocophérols et tocotriénols de produits d’ origine végétale, déterminées avec et sans saponificationl, d’ apres

Bonvehi et collaborateurs (2000)

Tocophérols, ug/ml Tocotriénols, pug/ml
Aliment o Y o o Y o o Y ) o Y )
Meéthode 1 Méthode 2 Meéthode 1 Meéthode 2
Huile de palme 167 - 17 201 18 22 180 308 47 218 365 60
Huile de tournesol 584 672
Beurre de cacao - 169 21 13 196 28 15
Biscuit’ 31 10 45 15 6 7 13 - 11 18 3

1 Methode 1: extraction avec solvant précédée d’ une phase de saponification; méthode 2 : extraction directe avec solvant sans saponification. Teneurs déterminées par chro-
matographie liquide en phase inver sée avec détecteur de fluorescence

2 Biscuit contenant 10% d’ huile de palme et 10% d’ huile de tournesol et un ajout de tocophérols comme antioxydant

de soja, le groupe 3 + y-tocophé-
rol présente les concentrations les
plus importantes (Surai, 2002) ;

* les huiles végétales constituent la
meilleure source de tocophérols/
tocotriénols. A titre d'exemple,
les teneurs varient de 10 a 1000
mg/kg dans I'huile de mais
(tableau I1). Dans les huiles végé-
tales (tableau I11), les formes de
vitamine E les plus fréguemment
rencontrées a ce niveau sont I’ a-
tocophérol et le y-tocophérol.
L' huile de pame est la seule a
contenir I'a-, le y- et le &-toco-
triénol. Le beurre de cacao et
I"huile de noix de coco contien-
nent également des tocotriénols,
mais en moindre quantité. L' huile
de tournesol ne renferme que de
I’ a-tocophérol, qui est aussi la
forme prédominante dans I’ huile
d'olive. Le y-tocophérol est le
représentant majeur dans I'huile
denoix et I’ huile de mai's. L' huile
de soja, quant aelle, contient sur-
tout du y-tocophérol et du d-toco-
phérol. Enfin, il faut remarquer
que I'huile de noix de coco est
I"huile la plus pauvre.

- les fruits et |égumes sont égale-
ment des sources de vitamine E,
mais dans une moindre mesure:
e les fruits contiennent des
quantitésfaibles, al’ exception des
mdres (4,3mg/100g). Les pommes
et les poires renferment plus de
vitamine E dans la peau que dans
lachair;
e dansleslégumes, le taux de
vitamine E dépend de la partie de
la plante, il est élevé dans les
feuilles et surtout danslesfeuilles
vertes a maturité.

- au niveau des produits d’origine

animale, il faut signaler que la vita-
mine E est présente essentiellement
sous forme d’ a-tocophérol mais en
quantité assez restreinte dans les
tissus animaux (muscles et orga-
nes). Danslelait de vache, laforme
a-tocophérol est largement prédo-
minante. La richesse en vitamine E
du lait et des produits qui en déri-
vent dépend de I'alimentation des
vaches.

DOSAGE DE LAVITAMINE E

Le choix de la méthode analytique
dépend en premier lieu du but pour-
suivi lorsde |’ analyse, et ensuite dela
nature de I’ échantillon. 1l s'agit donc
de déterminer quel est I'analyte
recherché. Certaines analyses ont
pour seul but d'identifier I’a-toco-
phérol. D’autres visent la détermina-
tion de I’ ensemble des tocophérols et
tocotriénols, voire méme celle de
leurs métabolites. Enfin, certaines
méthodes s'intéressent en plus a la
structure des molécules.

Extraction

Les techniques d extraction dépen-
dent de la nature des échantillons qui
peuvent étre solides ou liquides et
d origine animale ou végétale.

Lavitamine E doit étre extraite a par-
tir de I’ échantillon, et dans de nom-
breux cas, concentrée avant analyse, a
I"exception des huiles végétales qui
peuvent étre directement analysées,
apres une dilution, au moyen d'un
systeme de chromatographie liquide
de haute performance (Ruperez et al.,
2001). Les formes estérifiées de la
vitamine E sont hydrolysées au préa-
lable, le plus souvent par une hydro-
lyse acaline.

L’ échantillon doit en premier lieu étre
traité par un solvant organique. Cette
phase précede ou est simultanée aune
phase de saponification ou a un pro-
cessus d'extraction (Abidi, 2000 ;
Bonvehi et al., 2000 ; Ruperez et al.,
2001). Elle a pour but de rompre les
structures dans lesquelles la vitamine
E pourrait étre intégrée (membranes,
lipoprotéines, gouttelettes lipi-
diques,...), d' éiminer toute interfé-
rence avec de grosses moléculestelles
que les protéines et les hydrates de
carbone qui ne sont pas solubles dans
la phase organique et de créer un
milieu dans lequel les analytes seront
solubles et pourront évoluer libre-
ment. Ce solvant organique est géné-
ralement de I’ éthanol, mais le métha-
nol est aussi parfois utilisé.

Le traitement de I’ échantillon inclut
souvent une phase de saponification.
La saponification avant extraction est
classiquement pratiquée en chauffant
I’ échantillon avec de I’ hydroxyde de
potassium, généralement dans de
I"éthanol ou du méthanol. Princi-
palement employée pour les échan-
tillons d’origine animale ou pour les
aliments, la saponification a cepen-
dant |e désavantage de provoquer une
oxydation des vitamines liposolubles.
Des antioxydants, tels que le butylhy-
droxytoluéene, |’acide ascorbique ou
le pyrogallol sont donc parfois ajou-
tés, seuls ou en combinaison pour lut-
ter contre cette oxydation.

Aprés la phase de saponification, les
éléments non saponifiables, tels que
la vitamine E, sont extraits dans un
solvant organique, aors que les sels
d acides gras, le glycérol et les autres
substances potentiellement interfé-
rantes restent dans la phase acaline
aqueuse. Les solvants les plus cou-
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ramment utilisés pour I’ extraction de
la vitamine E sont I’ acétone, le dié-
thyle éther, le chloroforme-méthanol
(2 :1) (extraction de Folch), et enfin,
le plus fréquent, I"hexane, seul ou
avec de petites quantités de solvants
plus polaires tels que I’ éthanal, I’ acé-
tate d'éthyle ou le diisopropyléther.
L’ extraction est habituellement réali-
sée en utilisant des systémes agitants,
tels que par exemple le vortex, pour
permettre une bonne pénétration du
solvant danslestissus (Ruperez et al.,
2001).

Bonvehi et collaborateurs (2000) ont
comparé les teneurs en tocophérols et
tocotriénols de différents échantillons
d’origine végétale, obtenues avec et
sans saponification. |l est apparu que
les quantités des homologues de la
vitamine E étaient augmentées de
+20% avec la méthode d’ extraction
sans saponification (tableau V).

Des résultas semblables ont été rap-
portés par Katsanidis et Addis (1999)
qui ont comparé les teneurs en vita-
mine E dans des échantillons de tissu
musculaire en pratiquant une extrac-
tion avec et sans saponification. |l
faut remarquer ici que le muscle
contient des taux €élevés de protéines,
ce qui peut interférer avec le proces-
sus classique d extraction. En effet, le
méthanol, souvent utilisé, est un trés
bon extractant pour la vitamine E
contenue dans les échantillons de
céréales, mais s'il est utilisé pour
extraire lavitamine E du tissu muscu-
laire, il extrait également les protéines
du muscle et les dénaturent, ce qui
empéche toute analyse ultérieure. Il
est donc nécessaire, pour ce type
d’'échantillon, d’appliquer une
méthode d’ extraction sans méthanol
(Liu et al., 1996). A nouveau, les
résultats obtenus ont été tres diffé-
rents selon qu'il y a eu, ou non, une
phase de saponification. La méthode
utilisant la saponification permet de
quantifier les formes a; par contre,
les autres formes de vitamine E, et
surtout les formes o, sont rapidement
dégradées pendant le processus de
saponification. Cette sensibilité peut
étre associée au fait qu'il 'y aqu’'un
seul groupement méthyle sur le cycle
chromanol des formes 3, ce qui dimi-
nue la protection des groupements
hydroxyles par rapport aux formes
0 qui possedent 3 groupements
méthyles sur ce cycle. Il est donc
vraisemblable, qu’en cas de saponifi-
cation de I’ échantillon, le contenu en
O mais aussi en y-tocophérol/tocotrié-
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nol soit sous-estimé. A I'opposé, la
méthode sans saponification a permis
de quantifier les formes les plus sen-
sibles, c’'est-a-direlesy et d.

Techniques de sépar ation

L'analyse de la vitamine E dans | ex-
trait brut est réalisée au moyen de
techniques chromatographiques, prin-
cipalement (Abidi, 2000) :

- la chromatographie sur couche
mince (Thin Layer Chromato-
graphy, TLC);

- la chromatographie en phase
gazeuse (Gas Chromatography,
GC);

- lachromatographie liquide de haute
performance en phase normale
(HPLC en phase normale);

- lachromatographie liquide de haute
performance en phase inversée
(HPLC en phaseinverse);

- I"éectrochromatographie capillaire
(Capillary Electrochromatography,
CEC).

Parmi ces techniques de chromato-
graphie, la chromatographie sur
couche mince est laméthode lamoins
colteuse en terme d appareillage et
d’'instruments, mais elle ne permet
pas une détermination strictement
quantitative. Elle est ainsi utilisée
pour la préparation des échantillons,
leur purification, la détermination
qualitative des antioxydants et |’ esti-
mation grossiére des quantités conte-
nues dans |’ échantillon.

Depuis |’ apparition de la chromato-
graphie liquide de haute performance,
cette derniére est largement utilisée
pour |’ analyse des antioxydants lipo-
solubles. LaHPLC aen effet surpassé

la chromatographie en phase gazeuse,
car elle nécessite une préparation des
échantillons moins fastidieuse et des
conditions de température de colonne
moins élevées, ce qui évite la perte de
composeés labiles (Abidi, 2000).
Actuellement, I’intérét principal de la
GC est son utilisation de fagcon cou-
plée & un spectrométre de masse (GC-
MS) pour obtenir des informations
sur lastructure chimique des analytes,
ainsi que pour identifier les stéréoiso-
meéres de lavitamine E. Cette identifi-
cation, qui se réalise via un marquage
isotopique des stéréoisomeres, se
révele étre particuliérement intéres-
sante dans le cadre de I’ étude du
métabolisme de la vitamine E (Ingold
et al., 1987).

Les procédures de travail avec la
HPLC sont dictées par le degré de
complexité des matrices étudiées,
ainsi que par le type et la concentra-
tion des antioxydants. En effet, I'ana-
lyse des tocophérols et tocotriénols
dansles huiles végétal es peut étre réa-
lisée directement par HPL C, en raison
de I"homogénéité de I’ échantillon et
delaspécificité de latechnique. Seule
une purification faible de I’ échan-
tillon est nécessaire, ce qui évite des
pertes indésirables. Par contre, des
échantillons issus de matrices plus
complexes doivent passer par une
étape de TLC ou par tout autre pré-
traitement chromatographique, pour
éliminer les substances endogenes
interférantes (Abidi, 2000).

Latechnique HPL C en phase normale
a été adoptée par de nombreux cher-
cheurs comme méthode de choix pour
I"identification des antioxydants lipo-
solubles tocols, en raison de la sépa-
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Figure 6: Analyse des tocophérols et tocotriénols par chromatographie liquide de haute performance en phase
normale avec détecteur de fluorescence, d’ apreés Schuep et Rettenmaier, 1994.



ration relativement facile des iso-
meres 3 et y tocophérols et tocotrié-
nols, qui, rappelons-le, possedent
chacun 2 groupements méthyles sur le
cycle  chromanol (Tan et
Brzuskiewicz, 1989). En effet, la
HPLC en phase normale avec phase
stationnaire a base de silice présente
une grande sélectivité et permet de
différencier les nombreuses formes
d’ antioxydants tocophérols et toco-
triénols, comme le montre le chroma-
togramme de lafigure 6.

La technique de HPLC en phase
inversée ne permet pas, quant a elle,
de séparer les formes 3 et y tocophé-
rols et tocotriénols. On visualise
d ailleurs trés bien cette différence au
niveau de la figure 7 avec 2 pics dis-
tincts dans le chromatogramme A,
obtenu par HPL C en phase normale et
un pic unique pour le (3 et le y-toco-
phérol dans le chromatogramme B,
obtenu par HPLC en phase inverse.
Lors d'une HPLC en phase normale,
I’élution se fait par ordre croissant de
polarité. Les analogues de polarité
plus faible (a-tocophérol et a-toco-
triénol) sont donc élués en premier et
ceux de polarité plus grande (d-toco-
phérol et o-tocotriénol) en dernier.
Ainsi, une colonne en phase normale
permet une séparation basée tant sur
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Figure 7 : Analyse des tocophérols et tocotriénols par
chromatographie liquide de haute performance en
phase normale (A) et en phase inversée (B). 1 corres-
pond a I’ a-tocophérol, 2 a I’ a-tocotriénol, 3 au -
tocophérol, 4 au ytocophérol, 5 au a-tocotriénal,
6 au d-tocophérol et 7 au d-tocotriénol, d apres Tan et
Brzuskiewicz, 1989.

le nombre de groupements méthyles
gue sur leur position sur le cycle chro-
manol. Cette séparation indique que
la polarité des tocophérols et tocotrié-
nols diminue avec I’augmentation du
nombre de groupements méthyles
(Tan et Brzuskiewicz, 1989).
L’ éution des tocophérols et tocotrié-
nols dans une phase normal e respecte
donc I’ ordre suivant :

G'TH G'T3 End B'T — y'T — B-T3 -
V‘T3 - 6‘T — 6‘T3

Les tocophérols a et & sont suivis de
leur analogue insaturé (respective-
ment |’ a-tocotriénol et le &-tocotrié-
nol), vraisemblablement a cause des
treés faibles différences de polarité
existant entre ces composés (Abidi,
2000).

Lors d'une HPLC en phase inverse
avec phase stationnaire traditionnelle
d’ octadécylsilice (ODS), une sépara-
tion nette des composés a chaine laté-
rale saturée et insaturée se produit, et
ce sont les tocophérols les moins
polaires qui sont retenus le plus long-
temps dans la phase stationnaire.
L’ordre d'élution dans chaque classe
de tocols vaainsi du composé le plus
polaire (&-tocophérol et &-tocotriénol)
acelui le moins polaire (a-tocophérol
et a-tocotriénol). La chaine latérale
interagit avec la phase stationnaire de
telle maniére que les tocophérols res-
tent dans la colonne plus longtemps
que les tocotriénols. L' élution se fait
ains par ordre croissant d’ hydropho-
bicité:
6'T3 — (B"‘V)'Tg — G'Tg — 6‘T —
(B+y)-T - a-T

ou les formes B et y co-éluent (Tan et
Brzuskiewicz, 1989 ; Abidi, 2000).
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Figure 8 : Séparation des tocotriénols par HPLC en
phase inverse sur phase stationnaire d’ODS. 1 cor-
respond a la configuration cis/cis, 2 cis/trans,
3trang/cis, et 4 trang/trans, d’ aprés Abidi, 1999.

Bien que ne permettant pas la sépara-
tion des isomeres (3 et vy, la technique
de HPLC en phase inverse a pourtant
€té largement utilisée pour les échan-
tillons ne contenant qu’un seul des
deux isoméres B/y, comme c'est par
exemple le cas pour la majorité des
huiles végétales dépourvues de (-
tocophérol, ainsi que pour |'analyse
des échantillons ou la séparation de
cesformes n’ était pas nécessaire pour
I expérience en cours.

Cette technique présente cependant
certains avantages, tels qu’ une bonne
reproductibilité des temps de réten-
tion et des pics chromatographiques,
une équilibration plus rapide, une sta-
hilité de colonne plus grande et la
possibilité de coupler cette technique
avec une méthode de détection per-
formante, la détection électrochi-
mique (Abidi, 2000; Bonvehi et al.,
2000). Enfin, al’opposé de laHPLC
en phase normale, la HPLC en phase
inverse permet de mettre en évidence
les différents isoméres géométriques
cis/trans des tocotriénols, comme
illustré dans la figure 8. Douze pics
sont observables sur ce chromato-
gramme, obtenu par HPLC en phase
inverse avec phase stationnaire
d’'ODS, le B et le y-tocotriénol de
chaque configuration formant un pic
unique. Pour chague homologue,
I’ordre d’ élution est le méme :

cis/cis — cisltrans — trans/cis —
trans/trans, conformément aux pola-
rités respectives (Abidi, 1999).

Au cours des derniéres années, la
mise au point de nouvelles phases sta-
tionnaires dépourvues d’ODS a per-
mis la séparation des isomeres 3 et y
tocophérols et tocotriénols en HPLC
phase inverse (Richheimer et al.,
1994; Abidi et Mounts, 1997 ; Rentel
et al., 1998; Strohschein et al., 1998 ;
Abidi, 1999). Abidi (1999) a ainsi
mis en évidence les 16 isomeéres géo-
métriques des tocotriénols en utilisant
une HPL C en phase inverse sur phase
stationnaire d'alcool d octadecanoyl
polyvinyl. Avec cette technique, le 3
et le y-tocotriénol présentent effecti-
vement des pics chromatographiques
distincts, dans|’ordre d’ éution :
01-T3 - 0Tz - 03-T3 - d4T3 —
B1-Ts —» y1-Tg - BTz - V2 T3 -
B3T3 - Y3 T3 - B3T3 -y3T3 -01-
T3 — Gz-Tg — CX3-T3 — C(4-T3 (figure
9).

De plus, on a démontré récemment
que I’estérification du groupement
hydroxyle en position 6 du noyau
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chromanol des isoméres 3 et y-toco-
phérols permet leur séparation sur
phase stationnaire traditionnelle
d’ODS. Remplacer le groupement
hydroxyle par une fonction ester
semble donc accentuer la différence
d’ hydrophobicité de ces composés
sur phase ODS (Abidi et Mounts,
1997).

A la lumiére de ces récentes décou-
vertes, |’analyse des antioxydants
tocols par la méthode de la HPLC en
phase inverse est donc trés promet-
teuse.

Enfin, il faut signaler la technique de
|’ électrochromatographie capillaire,
qui arécemment été testée pour I’ ana-
lyse des tocophérols et des tocotrié-
nols. Il s'est avéré cependant que,
dans les conditions expérimentales
utilisées, elle éait d' un intérét relati-
vement limité, puisqu’ elle ne permet-
tait pas la séparation des isoméres de
position B et y (Abidi et Rennick,
2001).

Techniques de détection

Les différentes techniques évoquées
ci-dessus permettent la séparation des
molécules. Pour finaiser la chroma-
tographie, il faut détecter celles-ci.
Dans le cas de latechnique de HPLC,
il existe plusieurs méthodes de détec-
tion (Abidi, 2000):

- détecteur a diffusion de lumiere
(ELSD: evaporative light-scatte-
ring detection) ;

- détecteur ultraviolet (UV : ultra-
violet absorbance detection) ;

- détecteur de fluorescence (FL:
fluorescence detection);

- détecteur électrochimique (ED :
electrochemical detection).

Parmi ces techniques, I'ED est recon-
nue comme étant la plus sensible et
S est révélée étre tres utile pour I’ ana-
lyse des antioxydants séparés par
HPLC en phase inverse. Elle ne peut
cependant étre couplée avec une
HPLC en phase normale en raison

d’une incompatibilité entre les phases
mobiles non agueuses de laHPLC en
phase normale et les interfaces utili-
sées avec le détecteur électrochi-
mique. La HPLC-ED en phase
inverse constitue donc jusqu’'a pré-
sent la méthode la plus spécifique et
la plus sensible pour les composés
tocophérols et tocotriénols. Ceux-ci
peuvent étre détectés avec une sensi-
bilité de |’ ordre du picogramme.

En ce qui concerne les autres tech-
niques de détection, leur sensibilité
respecte |’ ordre suivant

EDO FLO UV O ELSD

Une perte de sensibilité de 10 a 20
fois s'observe en passant de la tech-
nique ED a la technique FL. Cette
derniére est néanmoins largement
employée, car elle est d'une utilisa
tion plus simple et est compatible tant
avec une HPLC en phase normale
gu’'avec une HPLC en phase inverse
(Abidi, 2000; Ruperez et al., 2001).
Elle présente une sensibilité et une
spécificité plus grandes que celles de
la technique UV, mais possede le
désavantage de ne pas détecter les
formes estérifiées de la vitamine E &
I"inverse du détecteur ultraviolet
(Hoehler et al., 1998).

Une perte de sensibilité de 103 a 104
s observelorsgu’ on passe de la tech-
nique ED a la technique UV (Abidi,
2000). Dans la littérature, les limites
de détection de la vitamine E dans e
plasma ou dans le sérum par le détec-
teur UV sont variables et del’ ordre de
0,8 mg/ml (Catignani et Bieri, 1983),
de 0,5 pg/ml (Lee et al., 1992), de
2,5ug/ml (Zaman et al., 1993) et de
0,2pg/ml (Sowell et al., 1994).

Depuis quelques années, des tech-
niques HPL C couplée ala spectromé-
trie de masse (MS) ou ala résonance
magnétique nucléaire (NMR) se sont
développées (HPLC-MS, HPLC-
NMR). Elles permettent non seule-
ment de séparer et de quantifier les
analytes, mais constituent aussi un
excellent moyen pour découvrir la

structure de nouveaux anti-

[ oxydants ou pour confirmer
celle des antioxydants déja
a | connus (Strohschein et al.,
1999; Abidi, 2000).
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Figure 9 : Séparation des tocotriénols par HPLC en phase inverse
sur phase stationnaire d’ alcool d octadecanoyl polyvinyl. 1 corres-
pond a la configuration cis/cis, 2 cis/trans, 3 trans/cis, et

4 trangtrans.
X indique les composés naturels, d aprés Abidi, 1999.
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tiques est d’'un intérét majeur
pour les études relatives a la
nutrition et au métabolisme.
Une premiére méthode combi-

nant HPLC et GC a permis de séparer
les stéréoisoméres de I’ acétate d'a-
tocophérol. Les 8 molécules ont ainsi
€té séparées par HPLC en 2 groupes
selon la configuration 2R/2S et les
4 stéréoisomeres de chague groupe
ont ensuite été séparés par GC
(Vecchi et al., 1990). En 1994, Riss et
collaborateurs ont réalisé la sépara-
tion des 8 stéréoisomeéres de I’ a-toco-
phérol en utilisant une HPLC a phase
chirale. Cette nouvelle méthode com-
binait elle aussi la HPLC et la GC et
faisait apparditre 5 pics chromatogra-
phiques lors de la HPLC, dont I'ana-
lyse par GC de I'un d’entre eux réve-
laient 4 stéréoisoméres.

CONCLUSIONS

La substance que I’on nomme dans le
langage courant «vitamine E» est en
réalité un terme générique qui
englobe un grand nombre de molé-
cules de structure chimique proche
mais différente. Elles sont classées en
2 catégories majeures: les tocophé-
rols et les tocotriénols. Ces sub-
stances font partie des antioxydants.
La vitamine E existe sous forme syn-
thétique et sous forme naturelle sur-
tout dans les produits d’ origine végé-
tale. Son dosage reléve d'un procédé
complexe. La technique la plus fré-
guemment utilisée a I’ heure actuelle
est la chromatographie liquide de
haute performance couplée a un
détecteur électrochimique, ultraviolet
ou de fluorescence.

Chemistry, nutritional sources
and analyses of vitamin E

SUMMARY

Vitamin E is part of the defence
mechanisms for the inactivation
of free radicals and is therefore
implicated in the oxidative
stress. Chemistry of vitamin E is
relatively complex. Vitamin E
includes 2 large groups of mole-
cules: tocopherols and tocotrie-
nols, each of them including 32
stereoisomers. Vitamin E is syn-
thesized in plants, algae and
moulds but not in animals. The
greatest quantities of vitamin E
are found in cereals and vege-
table oils. Vitamin E analyses



are difficult. After a treatment of
the sample with an organic sol-
vent such as ethanol, vitamin E
is usually extracted into hexane.

Identification and quantification
are carried on mainly by chro-
matography, such as normal-
phase liquid chromatography or

reversed-phase liquid chromato-
graphy.
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