pigments et colorants

Investigation de Ia stabilité en solution de colorants naturels

Les anthocyanines

Résumé L'étude de la stabilité des colorants reste une problématique importante en chimie et un enjeu industriel. En
effet, les colorants utilisés doivent étre suffisamment stables dans le temps pour assurer la qualité des produits. La
compréhension des mécanismes mis en jeu dans leur stabilité thermique et photochimique est ainsi indispen-
sable. En s’appuyant sur le cas des anthocyanines — colorants naturels rencontrés notamment dans le domaine
alimentaire, par exemple dans les boissons —, une démarche d’investigation incluant les principales techniques
utilisées pour I'étude de la stabilité de colorants en solution aqueuse est présentée dans cet article, en particulier
le vieillissement accéléré des solutions, la spectrométrie UV-visible, la modélisation moléculaire, la résonance
paramagnétique électronique (RPE) et la voltamétrie cyclique.

Mots-clés  Décoloration, colorants, anthocyanines, vieillissement accéléré, spectrométrie UV-visible, modélisation
moléculaire, RPE, voltamétrie cyclique.

Abstract Investigation of stability in solution of natural dyes: the anthocyanins
The study of colorants remains a challenging issue from a chemical and industrial point of view. Indeed, the dyes
need to be sufficiently stable in time to ensure the good quality of the products. The understanding of the
mechanisms involved in their thermal and photochemical stability is therefore essential. This article presents
an investigation approach, introducing the main techniques used for characterizing the stability of colorants in
solution by focusing on one example, anthocyanins, which are natural colorants mainly used in food industry,
for instance in beverages. This includes in particular the accelerated ageing of the solutions, the UV-visible
spectrometry, the molecular modelling, the electron spin resonance (ESR) and the cyclic voltammetry.

Keywords Colour fading, dyes, anthocyanins, accelerated ageing, UV-visible spectrometry, molecular modelling,
electron spin resonance (ESR), cyclic voltammetry.

J étude des colorants d’origine naturelle est un sujet de
recherche en pleine expansion. En effet, ils attirent de

plus en plus I'attention des industriels désireux de satisfaire
les consommateurs sensibles aux problématiques environne-
mentales et a I'innocuité des produits [1]. Parmi ces colorants,
un engouement a été observé pour les anthocyanines, ou
anthocyanes, solubles dans I'eau et appréciées pour leurs cou-
leurs attractives allant du rouge au bleu [2]. Ces pigments sont
contenus dans des fleurs, feuilles, [égumes, fruits et racines
(par exemple dans le raisin, les baies de cassis, le chou rouge,

les orchidées, etc.). Les extraits contenant des anthocyanines goulcay
sont constitués d’'une multitude de molécules généralement  Pelargodinin H H Orange
dérivées des six structures polyphénoliques principales listées Cyanidin OH H Rouge-orange
en figure 1. La composition en anthocyanines dépend de la .
nature des extraits et du procédé d’extraction utilisé. el 085 H Rouge
Comme en témoignent des études archéologiques [4], les  Delphinidin OH OH Violet
extraits naturels contenant des anthocyanines entraient autre- Petunidin OCH, OH Violet
fois dans la composition de certaines peintures. Actuellement, o .
Malvidin OCH, OCH, Violet

les anthocyanines sont particulierement utilisées dans le
domaine de 'alimentaire [1-2, 5]. En effet, elles ont 'avantage
d'offrir une source renouvelable de pigments de couleur
intense solubles dans I'eau. De plus, elles apportent des vertus  Figure 1 - Structures et couleurs des principales formes d‘anthocyanines [3]. L'extrait en
bienfaisantes pour la santé grace a leur activité antioxydante poudre correspond a un mélange d'anthocyanines extraites de carottes noires.

[6]. Des études commencent également a s'intéresser a leur

utilisation pour la teinture de textiles [7]. lumiére, la chaleur, la présence d’oxygene, le pH et a la réacti-
vité avec les autres molécules en présence [8]. En dehors
d’'une éventuelle toxicité que pourraient avoir les produits
de dégradation, ce manque de stabilité conduit souvent a une
décoloration du milieu contenant les anthocyanines et affecte
Les anthocyanines, comme la plupart des colorants naturels, négativement la perception de la couleur. C'est pour cela que
sont sensibles aux facteurs environnementaux tels que la de nombreuses études s'intéressent a la stabilité des colorants

R: groupement glucoside

Les colorants naturels
sujets a un manque de stabilité
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Figure 2 - Schéma d'un protocole de recherche pour I'étude de la stabilité de colorants en solution aqueuse et de leur mécanisme de dégradation sur des échantillons modeles.

naturels et aux mécanismes de dégradation afin de pouvoir
améliorer leur stabilité et les rendre aptes a étre utilisés indus-
triellement.

En prenant I'exemple d’anthocyanines extraites de carottes
noires, un protocole de recherche est présenté ici pour I'étude
de la stabilité des colorants en solution aqueuse et de leur
mécanisme de dégradation (figure 2) : vieillissement accéléré
des solutions, spectrométrie UV-visible, modélisation molécu-
laire, résonance paramagnétique électronique (RPE) et volta-
métrie cyclique. Dans le cas des boissons, ce type d'étude
a pour but le développement de nouvelles formulations
plus saines pour le consommateur.

Vieillissement accéléré

Il est nécessaire tout d'abord de préparer des solutions
modeles pour se rapprocher des conditions réelles. Dans le
cas des anthocyanines utilisées comme colorants dans les
boissons, on se place par exemple dans une solution aqueuse
d’acide citrique a un pH = 3 correspondant a celui de nom-
breuses boissons, et a des concentrations significatives.

Pour I'étude de leur stabilité, un vieillissement accéléré est
ensuite effectué. Afin de différencier les principales voies de
dégradation, les facteurs environnementaux potentiels de
dégradation (i.e. thermiques et photochimiques) font l'objet
d'études séparées (figure 3). Pour simuler un stockage dans
un environnement non tempéré (stabilité thermique), les
échantillons sont placés dans le noir dans une étuve a tempé-
rature élevée mais réaliste, par exemple 45 °C, température
qui pourrait étre atteinte en été dans un container. Pour I'effet
de la lumiere (stabilité photochimique), les échantillons
peuvent étre soumis a l'irradiation d’'une lampe simulant le
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Figure 3 - Vieillissement accéléré par voies thermique et photochimique.

spectre solaire ou artificiel. Le choix de la durée de vieillisse-
ment accéléré est déterminé de sorte qu’elle corresponde
aux conditions extrémes de transport ou de stockage des
boissons.

L'atmosphére joue également un réle important sur la stabi-
lité. Connaitre son effet sur le mécanisme de dégradation
des colorants permet de les conditionner au mieux pour leur
stockage. Ainsi, il est utile d’étudier séparément les colorants
en solution aqueuse sous air, pour 'action de l'oxygéne (O,),
et sous une atmosphére inerte, par exemple sous azote (N,).

Suivi de la stabilité en solution aqueuse
par spectrométrie UV-visible

Les colorants tels que les anthocyanines ont l'avantage
d’absorber dans le visible, ce qui permet de suivre leur stabilité
dans le temps par spectrométrie d’absorption UV-visible [9].
L'absorbance du colorant en solution étant proportion-
nelle a la concentration selon la relation de Lambert-Beer,
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Figure 4 - Suivi par spectrométrie UV-visible de la décoloration photochimique sous air d'anthocyanines extraites de carottes noires, en solution acide (tampon citrate pH 3 ; Giocyanines
500mg L™ ; irradiation : 18 W cm®). A noter : les concentrations en anthocyanines précisées dans la légende des figures correspondent d la masse d'extrait de carottes noires contenant les

anthocyanines par volume de solution a pH 3.

sa stabilité peut étre déterminée par I'évolution de I'absor-
bance maximale (figure 4).

Cette méthode permet de suivre facilement la stabilité des
anthocyanines dans différentes conditions. La figure 5 montre
que les anthocyanines se dégradent a la fois sous I'effet de la
chaleur mais également de la lumiére, avec une dégradation
plus élevée en présence d’oxygéne (au contact de l'air) que
sous atmosphére inerte. Dans l'optique d’empécher la dégra-
dation des anthocyanines, ces paramétres sont a prendre en
compte dans le conditionnement et le stockage des boissons.

Ajout d’antioxydants en solution

Afin d’améliorer la stabilité de la couleur de la solution et
puisque les colorants alimentaires sont rarement seuls en
solution, I'effet d'autres composés en solution, tels que des
antioxydants, doit étre étudié.

Prenons I'exemple de l'acide ascorbique, aussi appelé vita-
mine C, qui est I'un des antioxydants les plus utilisés dans les
boissons. La figure 6 met en évidence l'effet positif de son
ajout sur la photostabilité des anthocyanines en solution.
L'effet observé peut également renseigner sur le mécanisme
pouvant étre impliqué dans la dégradation des anthocya-
nines. En effet, 'augmentation de la photostabilité des antho-
cyanines en présence d’acide ascorbique, alors connu pour
son réle de piégeur de radicaux, suggére un mécanisme radi-
calaire induit par l'irradiation.

Pour aller encore plus loin dans I'amélioration de la stabilité
des colorants dans les boissons, des antioxydants supplémen-
taires peuvent étre ajoutés en plus de I'acide ascorbique, par
exemple des composés phénoliques pouvant jouer le role de
«filtres UV » [10], tels que l'acide chlorogénique, extrait des
grains de café, ou encore l'acide sinapique, issu des graines
de colza.
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Figure 5 - Effet du mode de stockage sur la stabilité d’anthocyanines extraites de carottes
noires, ensolution acide (tampon citrate pH 3 ; Gytnocyanines : 500 Mg L") :stabilité thermique
a 45°C (stockage dans le noir) et photochimique (irradiation : 18Wm; température
ambiante) sous air et sous azote.
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Figure 6 - Effet d’'un antioxydant, I'acide ascorbique (A), sur la photostabilité sous air
d’anthocyanines (Antho) extraites de carottes noires, en solution acide (tampon citrate
PH3; Ganthocyanines - 200 Mg LTS Cuige ascorbique - 200 Mg L' inadiation : 18 W cm?) et
exemple de mécanisme suggéré.

D’autres méthodes pour suivre la stabilité
sont également possibles

La spectrométrie UV-visible est une méthode simple et
efficace pour I'étude de colorants. Cependant, elle ne peut
étre utilisée que pour les anthocyanines seules ou en pré-
sence d’autres composés qui n‘absorbent pas dans la zone
400-600 nm. En effet, si I'absorbance des autres composés
se superpose a celle des anthocyanines, il n‘est alors plus
possible de discriminer le comportement des espéces
séparées. Dans ce cas, une autre méthode peut étre envisagée
[9].

Sile colorant fluoresce, le suivi de la stabilité peut étre effectué
par émission de fluorescence a une longueur d'onde d’exci-
tation pour laquelle les autres produits en solution ou les
produits de dégradation ne fluorescent pas.

La chromatographie en phase liquide ou la spectrométrie
de masse sont également des méthodes d’analyse adap-
tées. Bien que plus contraignantes a mettre en place, elles
ont I'avantage de permettre la distinction entre différentes
molécules qui auraient des longueurs d’onde d’absorption
ou d’émission de fluorescence identiques, grace a un principe
de séparation pour la chromatographie en phase liquide
ou par détection de leur masse pour la spectrométrie de
masse. De plus, la chromatographie en phase liquide couplée
a la spectrométrie de masse permet l'identification des
produits de dégradation, ce qui est important a connaitre
a la fois pour comprendre les mécanismes de dégrada-
tion, mais également pour |'étude de la toxicité éventuelle
que pourraient engendrer les produits de dégradation des
colorants.
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Figure 7 -Modélisation moléculaire de I'orbitale occupée de plus haute énergie (HOMO)
et de I'orbitale vacante de plus basse énergie (LUMO) pour la cyanidine.

La modélisation moléculaire
pour prédire des mécanismes de réaction

La modélisation moléculaire peut permettre la prédiction ou
la compréhension des mécanismes de dégradation, par la
simulation des orbitales moléculaires (figure 7) et par le calcul
des énergies de liaison des molécules, grace a la théorie de
la fonctionnelle de la densité [11].

Lorsque lI'on passe d'un caractére liant dans l'orbitale la plus
haute occupée (HOMO) a un caractere anti-liant dans la plus
basse vacante (LUMO) lors d'une transition électronique, on
peut déstabiliser une liaison chimique et sa rupture devient
alors possible. Mais pour que la liaison rompe, I'énergie appor-
tée doit étre supérieure a I'énergie de liaison. Pour les liaisons
d'énergie inférieure a 5107°J (A = 400 nm), la rupture est
assez favorable car elle correspond a des photons de lon-
gueur d’'onde générés par la lumiére ambiante.

Ainsi, en fonction des conditions de luminosité de stockage,
il est possible de prédire les liaisons susceptibles de se rompre
(par la visualisation des orbitales HOMO et LUMO ainsi que le
calcul des énergies de liaison), et par conséquent d’anticiper
certains produits issus de la dégradation photochimique.

Mécanisme radicalaire suspecté ?
Confirmation par RPE

Si un mécanisme radicalaire est suggéré, la RPE, appelée
également résonance de spin électronique (RSE), est une
méthode a privilégier pour le confirmer [12]. Cette méthode
est basée sur les propriétés d’absorption de radiations électro-
magnétiques par les molécules possédant des électrons non
appariés (espéces paramagnétiques). Les radicaux ayant cette
propriété, la RPE permet ainsi de prouver leur présence en
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Figure 8 - Spectres RPE sous azote d'une solution acide de TEMPO contenant des anthocyani-
nes extraites de carottes noires, avant et apres 100 s d'irradiation (solution aqueuse a pH 3
préparée a partir d'acide chlorhydrique HCI dilué; Grgypg - 10%M; Ganthocyanines - 309 LY
irradiation : 18W(m'2; paramétres d'acquisition: se référer a [10]) et schéma corres-
pondant au mécanisme de piégeage des radicaux par le TEMPO.

solution et par conséquent I'existence d'une réaction impli-
guant la formation de radicaux.

Cependant, la plupart des radicaux libres en solution ont une
durée de vie trop courte pour étre détectés par RPE. Ainsi, dans
le cas des anthocyanines, un piégeage de spin («spin trap-
ping ») [13] est nécessaire, ici par le TEMPO (2,2,6,6-tétramé-
thylpipéridine 1-oxyl).

Seul en solution et étant une espéce radicalaire, le TEMPO
donne un signal RPE. Mais lorsqu’un radical libre est présent
en solution, il s'associe avec lui et forme une espéce diama-
gnétique indétectable par RPE, ce qui conduit a une diminu-
tion du signal.

Dans la figure 8, une diminution du signal du TEMPO est obser-
vée apreés irradiation d'une solution contenant du TEMPO et
des anthocyanines. Cela met en évidence I'existence de radi-
caux en solution issus de l'irradiation des anthocyanines et
renforce le mécanisme radicalaire suggéré en figure 6.

La voltamétrie cyclique
pour I'étude des propriétés d'oxydoréduction

Comme observé dans la figure 5, les anthocyanines peuvent
également se dégrader sans source lumineuse. Des méca-
nismes chimiques autres que radicalaires sont alors respon-
sables de la décoloration.

Par exemple, les colorants peuvent subir des réactions d'oxy-
doréduction, dont les propriétés, telles que les potentiels
d’oxydation ou de réduction, peuvent étre déterminées par
voltamétrie cyclique [14]. Cette technique électrochimique
enregistre la réponse en courant résultant de deux balayages
de potentiels successifs en sens inverse de I'électrode de
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travail sur laquelle se produit la réaction électrochimique
étudiée (figure9). Le potentiel de réduction, Eggquction
peut étre directement extrait du diagramme de voltamétrie
cyclique. Par comparaison avec le potentiel d’oxydation
d’une autre espéce en solution, par exemple un agent réduc-
teur, la possibilité d'une réaction d’oxydoréduction peut étre
évaluée.

Dans le cas de lajout dacide ascorbique
(Eoxydation = 0.4 V vs. ECS (électrode au calomel sature) [10]),
la différence de potentiel redox, AE = Eqyydation - ERéductions
est inférieure a 1V. Ainsi, une réaction d’oxydoréduction
entre les anthocyanines (Antho) et I'acide ascorbique (A) est
possible :

Antho + A > Antho® + A®*

L'allure du voltamogramme renseigne également sur la réver-
sibilité de la réaction d’oxydoréduction. Dans la figure 9, la
courbe de voltamétrie cyclique n’est pas symétrique; la réac-
tion de réduction n’est donc pas complétement réversible.
Cela est cohérent avec une dégradation de la coloration en
milieu réductif. En effet, alors que I'acide ascorbique améliore
la photostabilité des anthocyanines (figure 6), sa présence en
solution est néfaste face a la chaleur [10]. Cela peut alors
s'expliquer par la réaction d’oxydoréduction qui s'opére entre
les anthocyanines et 'acide ascorbique. Dans ces circons-
tances, pour empécher ou diminuer cette dégradation, s'il
n'est pas possible de retirer I'acide ascorbique de la formula-
tion, des additifs alimentaires supplémentaires doivent étre
ajoutés, comme l'acide chlorogénique ou l'acide sinapique
mentionnés précédemment.

Cette différence de réactivité des composés en solution face
aux différents modes de stockage montre qu'il est essentiel de
séparer les deux effets (thermique et photochimique) dans la
phase de recherche de nouvelles formulations pour mieux
comprendre la stabilité des anthocyanines utilisées comme
colorants dans les boissons.

Quelles solutions pour empécher la décoloration ?

L'utilisation de différentes méthodes d’analyse en parallele
permet de suivre la stabilité de colorants en solution et de
comprendre les mécanismes de dégradation pouvant étre en
jeu (mécanisme radicalaire, oxydoréduction...). Les résultats
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obtenus donnent les premiers indices permettant d'imaginer
des solutions pour la stabilisation de colorants face a leur
environnement.

Pour les colorants sensibles aux facteurs environnementaux,
tels que les anthocyanines, l'idéal serait évidemment de
conserver les solutions a basse température et dans le noir.
Cependant, les colorants sont utilisés en industrie pour
I'aspect visuel qu'ils conferent aux produits. Par conséquent, si
le contrOle de la température reste relativement possible en
pratique, I'effet de la lumiére est quant a lui un facteur de
dégradation potentiel incontournable. L'ajout de molécules
stabilisantes telles que des antioxydants est ainsi indispen-
sable.

L'ajout de tout composé supplémentaire susceptible de
dégrader les anthocyanines devrait également étre évité.
Cependant, cela n’est pas toujours possible, notamment dans
le domaine alimentaire, que ce soit pour des raisons de marke-
ting ou tout simplement parce que certains composés sont
naturellement contenus dans les fruits ou les plantes a la base
de la boisson. De plus, un méme composé peut avoir un com-
portement différent selon son environnement, comme cela
a été évoqué pour l'acide ascorbique. Il est alors important
de connaitre les facteurs critiques sur lesquels se concentrer
pour le choix des additifs alimentaires.

Ainsi, il n‘est pas toujours possible d'éviter complétement
la dégradation, mais elle peut étre diminuée ou ralentie.

La démarche d’investigation présentée ici a été élaborée
a partir de résultats d'un mélange d’anthocyanines extraites
de carottes noires, mais elle reste valable pour d’autres extraits
(jus de raisin, patates douces violettes) [10] et peut étre
appliquée a d'autres colorants naturels (B-caroténe) ou syn-
thétiques, en solution.

Evidemment, le choix de solutions pour I'amélioration de la
stabilité des colorants dépend de la finalité de la formulation.
Dans le domaine des boissons, les additifs alimentaires ainsi
que leur concentration sont choisis dans le respect des
normes alimentaires en vigueur.
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