
� � � � � � � � � � �� � � � � � � � � � �� � � � � � � � � � �� � � � � � � � � � � - Euroforum, Paris – le 12 octobre 2004

Tél. : 02 35 07 91 80
Fax : 02 35 07 91 90
Port : 06 60 67 91 50

M. Yvon GervaiseM. Yvon Gervaise

2 bis rue Duguay-Trouin
BP 1282 - 76178 Rouen
www.sgs-multilab.com

Directeur SGS Multilab
Expert français auprès de l’OCDE

Analyse des antioxydants naturels dans 
les matières premières et les produits

méthodes globales (type spectrophotomètre)
contre les méthodes fines (type HPLC) :

pour quelles applications les choisir ?
progrès analytiques récents
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A - Dosage des polyphénols totaux

B - Quantification des fractions actives de polyphénols

� stratégie analytique

� exemples concrets

� retour d’expérience
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A - Dosage des polyphénols totaux

1. Principe

2. Développement de la méthode et optimisation de la mise 
en œuvre 

3. Choix des conditions de méthodes optimisées

• extraction

• réaction avec le réactif

• courbe de calibration
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A - Dosage des polyphénols totaux

Principe :

basé sur l’oxydo-réduction

réactif de Folin-Ciocalteu : acide de couleur jaune, constitué de 
polyhétérocycles acides contenant du molybdène et tungstène

Réaction : 

oxydation des phénolates � réduction des polyhétérocycles

���� formation d’un complexe molybdène-tungstène bleu mesuré
au spectro-photomètre
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Mise en oeuvre de la méthode Folin Ciocalteu

Extraction par des alcools : 

stratégie des extractions

Paramètre : 

���� solvant (éthanol, méthanol dilués dans l’eau)

���� température

���� temps

en fonction de la matrice :

chocolat, thé vert, vigne rouge, complément alimentaire, graine de soja
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� choix des conditions de méthodes optimisées

� extraction

� réaction avec le réactif

� dosage spectrophotométrique (à 765 nm)

� courbe de calibration
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courbe d'étalonnage
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Expression des résultats :
Résultats des essais réalisés sur les différentes matrices à 20°C

Les résultats sont exprim
és en acide gallique (polyphénol)

Echantillons Poids de la 
prise d’essai (g)

Absorbance Concentration en 
polyphénols

(mg/g)
Chocolat 1848 86%

1
2

1,03407
1,03804

0,112
0,107

18,2033
17,3242

Thé vert
1
2

1,05605
1,04778

0,276
0,291

219,6229
233,3866

Gélules Juvamine
1
2

2 comprimés
2 comprimés

0,079
0,08

(mg/2comprimés)
13,2773
13,4454

Cocktail de fruits 
rouges

1
2

Dilution 1/50
Dilution 1/50

0,248
0,239

(mg/L GAE)
1042,0168
1004,2017
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B - Quantification de la fraction active des polyphénols

Progrès récents en analyses :

3 exemples :

- en fonction de la matrice :

thés, extrait de raisin, chocolat, graine de soja

- en fonction polyphénols quantifiés :
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Polyphénols

Acides phénoliques Flavonoïdes Tanins Stilbènes Lignanes Saponines Phytostérols/ Phytostanols
Dérivés acide benzoïque Polymères de Resvératrol Matairésinol Glycosides Campestérol

Ex: acide gallique flavonoïdes triterpéniques Stigmastérol
Dérivés acide cinnamique

Ex: acide caféique

Flavones Flavonols Isoflavones Dihydroflavonols Flavanones Anthocyanidines Flavanols

Apigénine Kaempferol Génistéine Dihydroquercétine Naringénine Cyanidine Catéchine
Chrysine Myricétine Daidzéine Hespérétine Péonidine Epicatéchine
Lutoléine Quercétine Génistine Taxifoline
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Exemple 1 de protocole d’extraction et de 
quantification des isoflavones (technique de Wang et Murphy)

Échantillon
(à l’abri de la lumière directe)

Peser m = 200 mg Acétonitrile10 ml
+ HCI 0,1 M (2 ml)

+ H20 (5 ml)

Extraction durant 2 heures par agitation

Filtration

Evaporationdu filtrat 
au rotavapor

Reprise du résidu sec dans 
10 ml méthane 80 %

Filtration sur membrane de 
0,45 µm

Injection en HPLC de 10 
µl

détection à260 nm 
Eluant � : eau à0,1 %

d’acide acétique
Eluant � : acétonitrile

à0,1 % d’acide acétique

Quantification 
des 

isoflavones
grâce à la 
gamme 

d’étalonnage

Les diffLes difféérentes formes de ces composrentes formes de ces composéés sont additionns sont additionnéées afin de des afin de dééterminer la terminer la 
quantitquantitéé totale en totale en isoflavonesisoflavones dans ldans l’é’échantillonchantillon
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Exemple 2 : cas du thé vert et du chocolat

EpiGalloCathéchineGallate (EGCG) : 

� prépondérant dans le thé vert

Catéchine et épicatéchine : 

� prépondérant dans le chocolat
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Broyage de l’échantillon Dégraissage : - prendre une prise d’essai (5g)

- ajouter 50ml d’éther de pétrole

- mélanger pendant 30 mnet 
centrifuger

- éliminer le surnageant et sécher

peser mg d’échantillon

passer aux ultra-son
pendant 15 mn

passer les fioles au bain marie à
60 °C pdt 30 mnen agitant

laisser refroidir et 
compléter avec de 

la solution 
d’extraction

ajouter 2 / 3 de solution 
d’extraction

filtrer sur Millex

injecter dans l’HPLC
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CatCatééchineschines

EpicatEpicatééchineschines
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Exemple 3 : les phytostérols

StructuresStructures

Sources : Sources : 

� huiles végétales 

� noix 

� légumineuses 

� légumes

DDééfinitionfinition : hydrocarbures 
polycycliques se trouvant dans 
la fraction lipidique des plantes

OH

OH

OH

campesterol

stigmastérol

sitostérol
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Extraction

purification sur CCM

dérivation

dosage CPG / FID
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Progrès récent des évolutions de 
techniques analytiques

� suivant des méthodes séparatives :

- HPLC

- GC / MS / MS

� différents types de détection :

- barrettes de diode

- UV

- MS / MS
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Le dosage des polyphénols est un cas particulier

� Des antioxydants naturels :

- les caroténoïdes (Bétacarotène = provitamine A, lycopène)

- les tocophérols (vitamine E)

- la vitamine C
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Autres antioxydants naturels

� Les tocophérols ou vitamine E

C’est un antioxydant liposoluble que l’on trouve, entre autres, à l’état 
naturel dans la sauge et le romarin, l’huile de germe de blé, d’olive, de 
tournesol, de carthame.

CH3

HO

CH3

CH3

CH3

CH3

CH3 CH3

CH3
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Autres antioxydants naturels

� Les caroténoïdes : bétacarotène, lycopène, lutéine (pigments)

CH3

CH3

CH3 CH3 CH3

CH3CH3

CH3

CH3

H3C

ßß carotcarotèènene

CH3

CH3

CH3 CH3 CH3

CH3CH3

CH3

CH3

H3C

lycoplycopèènene

Ce sont des antioxydants liposolubles que l’on retrouve dans des 
légumes comme les carottes, le brocoli, la tomate, la citrouille...
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Autres antioxydants naturels

	 Les anthocyanes :

• pigments qui donnent une coloration rouge-violet à bleu

• principalement présent dans les baies et les fruits rouges (cassis, 

myrtilles, raisin noir)

	 Les tanins condensés :

• ce sont des substances phénoliques ayant des propriétés de  
fixation aux protéines

• principalement présents dans le vin et le thé où les tanins condensés 
sont essentiellement formés à partir de monomères telle que la   
catéchine

	 Les oligo-éléments tels que le zinc et le sélénium
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Autres polyphénols

� Les flavonoïdes représentent un groupe de polyphénols complexes 

dont la structure comprend deux noyaux aromatiques et un 

hétérocycle oxygéné

Les principales sources naturelles sont la fraise, le thé noir et vert, les 
épinards, le raisin noir...

	 Les 4 oxo-flavonoïdes sont :

• les flavonols

• les citroflavonoïdes

• les isoflavones

	 Ce sont des pigments de couleur jaune variable, très abondants  

dans les légumes feuilles, ou le soja pour les isoflavones
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Autres antioxydants : principales sources

Vitamine CVitamine C Agrume kiwi, fraise, papaye, melon, brocoli, chou de Bruxelles, 
chou-fleur

Vitamine EVitamine E Germe de blé, noix, graines et huiles végétales tirées de ces 
aliments, également olive et tournesol

BBéétacarottacarotèènene Soja, baies et fruits rouges, thé, vin

SSééllééniumnium Céréales, viandes, volailles et poissons

ZincZinc Foie, viandes, légumineuses, produits laitiers, noix et graines
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Lycopène : méthode d’analyse

Échantillon
(à l’abri de la lumière directe)

Peser m = 20 g Saponification de 
l’échantillon pour             

1 solution de potasse 
éthandique

Extraction du lycopènepar l’éther de pétrole (3 fois)

Evaporationde l’éther de pétrole et reprise du 
résidu dans la phase mobile                   

(CH3CN / MeOH/ THF 55 : 35 : 10)

Calcul de la teneur en lycopène
par comparaison d’une gamme 
étalon injectée dans les mêmes 

conditions

Injection en HPLC / visible (     = 473nm)

Traitement des données
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LycopeneLycopene
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L’analyse permet de déterminer des teneurs en polyphénols de 

l’ordre de 0,1 %

Pour la quantification, nécessité d’un étalon de référence

Exemple :

OPC (Oligomère Procyanidolique), difficulté d’obtenir CRM 

(Certified Reference Material)

Le dosage des polyphénols est un cas particulier
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Vitamine E

Échantillon Peser m = 20 mg Saponification de 
l’échantillon par 1 

solution de potasse 
éthalonique

Extraction de la vitamine E par l’éther de pétrole

Evaporationde l’éther de 
pétrole et reprise dans un 
volume précis d’héxane

Injection en HPLC phase normale avec 
détection fluorimétrie, phase mobile : 
triméthylpentane / isopropanol 99/1 

Calcul de la 
teneur en 

Vitamine E par 
comparaison 

avec une 
gamme étalon 
injectée dans 
les mêmes 
conditions

Traitement 
des 

données
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Des sources plus ou moins riches en polyphénols
Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants.
L’Homme en ingère avec ses aliments environ 1g / jour.

Jus d’orange (1 verre)
100 – 2 000 mg (Hespérétine, naringénine)

Oignon (100g frais)
100 – 2 000 mg (Quercétine)

Vin rouge (1 verre)

100 – 400 mg (Catéchine et dérivés)

Café (1 tasse)
100 - 300mg

Thé (1 tasse)
150 – 200 mg
(Gallate d’épigallocatéchine EGCG)

Tomate (100g frais)
85 – 130 mg
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Des sources plus ou moins riches en polyphénols
Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants.
L’Homme en ingère avec ses aliments environ 1g / jour.

Source: L. Bravo  [Nutr. Rev. 1998, 56: 317- 33]

Baies (100 g frais)
50 - 1 200 mg

Pomme (frais)
30 - 300 mg (Acide chlorogénique)

Légumes secs (100g secs)
30 - 1 700 mg

Vin blanc (1 verre)
20 – 30 mg ( Resvératrol)

Bière (1 verre) 20 - 30 mg
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Conclusion

� Posséder un protocole d’extraction adapté à l’antioxydant

recherché. Celui-ci doit être soluble dans le solvant

d’extraction (ex : Bêtacarotène soluble dans l’éther)

� Prendre en compte les propriétés de l’antioxydant : la plupart

sont photosensibles, il faut donc travailler à l’abri de la lumière

directe

� Posséder les solutions de référence adéquates (étalons)

� Déterminer la détection adéquate (UV, visible, fluorimétrie)
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Conclusion

� Polyphénols : teneurs et allégations

Riches en catéchine, source de polyphénols, ils ne sont 

pourtant pas encore autorisés à ce jour

L’analyse quantitative permet des progrès dans ce sens.
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