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Summary : Some physicochenucal parameiers efficacity for the stability of wo
local plants (Amaranthus spinosus of Boerhaavia erecta) betacyaning exirocts are
siudied. I this purpase the twa plants betacyaning exiracis Iyophlisat solutions (10
‘e/mi) are used for the evaluation of the pH, temperature, metal caiion, antivxidants
and sequestrants effects. It results that the two planis betacyanins exiracts are
destroyved ot temperature over 8G°C and they are more stable in moderated acid
buffered solutions. Alse EDTA, iscascorbic acid, criric acid ond c-tocopherol improve
these betacyaning stabiliry,
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I-INTRODUCTION

Les bétalaines sont des pigments retrouvés dans neuf familles de
I'ordre des caryophyllales ol ils remplacent les anthocyanes pour la
coloration de divers organes végétaux (fleurs, fruits, tiges, racines)!'l.

' Dans lcs tableaux de résultats on désignera Amaranthus spinosus par A S ct
Boerhaavia erecta par B.E

" auleur & contacter pour toute correspondance. Email ; adama_hilou@univ-
ouaga.bl
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Ces pigments sont constitués d’un mélange de bétacyanines (rouge ou
violet) el de bétaxanthines (jaune, orange) dont les proportions
respectives déterminent Ja coloration finale de 1'organe végéiali®:
violet, rouge, orangé ou jaune. Amaranthus spinosus {Amarantaceae)
et Boerhaavia erecta (Nyclaginaceae), sont deux espéces répandues
dans toutes les régions du Burkina Faso ¥, Elles sont traditionnellement
utilisées aussi bien comme planies médicinales que comine sources de
colorants alimentaires el cosmétiques™'.

De plus en plus, Jes consommateurs s’intéressent & la nature des
additifs alimentaires depuis que certains colorants synthétiques ont i€
reconnus (oxiques pour la santé humaine®!. Cela a induit un intérét
croissant pour les colorants naturels. Ainsi les bétalaines sont apparues
comme de polentiels colorants alimentaires allernatifs aux composés
synthéliques comme I’ Amaranthe qui est cancérigéne.

Cependant la faible stabilité de ces colorants {(une fois extraits)
constilue un obstacle majeur pour leur vsage & grande échelle. Afin de
surmonter cet obstacle, nous avons essayé de déierminer les
conditions physiques (pH, Température} de stabilité de ces colorants,
puis expérimenté I’effe1 de divers additifs chimiques sur ces pigments.
Dans les deux espéces étudiées, les béralaines sont en majorité
localisées dans les écorces des tiges qui deviennent rouges a maturité.
Nous avons donc utilisé ces écorces pour 'extraction. Pour la présente
éwude nous nous sommes exclusivement intéressés aux bétacyanines
qui sont les bétalaines majoritaires des deux especes utilisées. Les
spectres UV-visible des extraits aqueux nous ont au préalable permis
de déterminer les longueurs d’onde d'absorption maximale pour les
bétacyanines de chacune des deux espéces wiilisées : 523 nm pour
Amaranthus spinosus el 526 nm pour Boerhaavia erecta.
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11 - PARTIE EXPERIMENTALE

2.1 - Traitement du matériel végétal

Les tiges matures (rouges) des deux espéces ont €té récoitées dans
I'aire de 'ancien jardin expérimental de I'[DR (Institut du Développement
Rural ) & I'Université de Quagadougou au mois d’oclobre 1996. Pour
chacune des deux espéces, 100g d’écorces sont extraites par
macération avec deux litres de mélange méthanol/eau (70/30). Les
extraits obtenus sont filirés, centrifugés et concentrés au rotavapor
(Buchi R-124) 3 50°C sous pression réduite. Les extrails concentrés
sont lyophilisés avec un Lyophilisateur Christ alpha 1-6.

Des solutions (10 g/ml) sont préparées avec les lyophilisats
obtenus.

Tous les solvants utilis€s sont de qualité analylique SdS.

2.2 - Méthode d’analyse

Pour l'estimation de la stabilité des pigments dans diverses
conditions expérimentales, on utilise la méthode de PASCIH et VON
ELBE®. Cette méihode est basée sur le fait que la dégradation des
bétacyanines se fait selon une cinétique d'ordre un (1), avec une
énergie d’activation (Ea) égale a 12,5 kcal/mol 4 25°C. Dans I'éude
des réactions du premier ordre on peut déterminer le temps de demi
réaction ou temps de demi-vie (T'1/2), qui est le temps au bout duquel
la moitié des molécules (de bétacyanines) initialement présentes dans
un miliev réactionnel cst dégradée .

Cela se wraduit par les relations suivantes :

(D0, a4

(DO a,
(DO),, = densité oplique mesurée i I'instant de dépan (to).
(DO), = densité optique mesurée 2 I'inslant {t).
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a,. = concentration €n bétacyanine i 1'instant de déparl.

a, = concentration en bétacyanine & I'instant (1).

En cinéuigue d’ordre un (1) on a aussi la relation suivante:

Ln(at fag) = -kt (1)

k est la constante de vilesse de la réaction de dégradation.

A T2, la moinié des bétacyanines esi dégradée, on a alors

(at/aw) = 0,5

Donc (daprés la relation 1) : Ln{0,5) = -k T2« Tz = Ln(0,5)/-k

Ainst la valeur du temps de demi-vie (T1/2) peut €ire utilisée
comme €lément de comparaison de la stabilité relative des
bétacyanines d’un échantillon donné par rapport a un témoin. Des
prélévements sont faits toutes les 15 minutes dans les milieux
réactionnels en vue d’un dosage spectrophotoméirique. Les résultats
obtenus permellent de tracer une droite d'équation :

Lo{DC,./ DO,) = f (temps). La pente de celte droite vaut -k.

Les densités opliques sont mesurées avec un spectrophotométre
SEQUOIA Tumer Mobl 340.

L’analyse statistique des donnés est faite avec le logiciel Microsoft
Excell 97. Pour tous les tests, la valeur indiquée correspond & la
moyenne de trois essais.

2.3 - Mode opératoire

Pour I’étude de I'effet du pH on ulilise des solutions tampons
phosphate 0,1 M de pH variable pour préparer les solutions de
béiacyanines. Dans les autres cas on utilise les tampons suivants:
tampon phosphate 0,1 M ; pH 5,2 pour Amaranthus spinosus et pH 5.8
pour Beerhaavia erecta.

La température est maintenve constante & U'aide d’un bain-marie
thermostaté Buchi waler bath B-480.

Les additifs chimiques suivanis sont utilisés a différentes
concentrations : acides organiques (lactque, acétique); sels métalliques
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{FeCl,, CuSQ,) ; antioxydants {acide ascorbique, acide isoascorbique,
g-tocophérol) et séquestrants (citrate de sodium, Na,EDTA).

Tous les produils chimiques utilisés sont de qualité Recta Pur (RP)
et proviennent de Prolabo.

I - RESULTATS ET DISCUSSIONS
Les temps de dermi-vie (T1/2) sont exprimés en minute.

3.1 - Effet du pH i 25°C
les résultats obtenus (figurel) monirent gue les bélacyanines
d’Amaranthus spincsus ont une stabilité optimum & pH 5,2 ; tandis
que celles de Boerhaavia erecta ont leur stabilité optimum a pH 5.8.
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Figure 1 Etfet du pH sur la stabilité des bdtacyaninaes de A.S ot do B.E 3 25°C

Ainsi la stabilité de ces bétacyanines semble meilleure aux pH
faiblement acides. La sensibilité des bétacyanines au pH pourrait
s’exphquer par la structure de ces pigments {figure 2), notafmment par
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la présence de fonclions carboxyles et du groupe ammonium
quatemnaire.

Figure 2 : Structure de Bétucyanines (Bétanine et Amaranthine "
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Toute modification sur P'un de ces deux types de fonctions par
variation du pH peut affecter I'aromaticité de la melécule de
bétacyanine. Selon Schliemann et al.’! qui ont observé un effet
semblable sur les bétalaines de Amaranthus caudatus, 'effel
dégradant du pH irés acide serait di & )'intensification du phénomeéne
d’isomérisation (formation d’isoméres en position C5 etfou C,). Les
bétalaines extrails des nos deux plantes sont acylées car leur spectre
d’abgorption UV-visible montre une importante absorption 2 280 nm.
Or, selon hypothése précédente, les groupes acyles des bétalaines
acylées, par I'encombrement stérique qu’ils engendrent sur les sites
réaclionnels d’isoménsation semblent empécher celle-ci. En milieu
trés acide ces groupes acyles n'arrivent pas a jouer leur réle, il y a
alors 1somérisalion accélérée et anaque hydrolytique de la liaison
aldimine {entre C,, et N ).

Cela entraine 1'hydrolyse de la bétacyanine en cyclodopa-5-0-
glucoside et en acide Bétalamique!® (figure 4, ci-dessous). En milieu
basique également, il y a hydrolyse par attaque de la liajson aldimine.
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D’autre part la sensibilité au pH pourrait s’expliquer par la
modification du potentiel redox (E = E%0,6pH), car des recherches
menées par Attoe et al.'™ ont montré que la dégradation oxydative des
bétacyanines de Béta vulgaris en solution est en relation linéaire avec
le potentiel redox du milieu).

3.2 - Effet de la Température sur la stabilité des bétacyanines
de A.S et de B.E

Il ressort des résultats obtenus que les solutions congelées ne se
dégradent pratiquement pas tandis qu’a partir de 75°C la dégradation
devient trés importante comme I'indique la figure 3.
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Figuie 3 :Effet de fa température sur la stabilité des bétacyanines de A.S et de B.E

Cela pourrait s’expliquer par la faiblesse de I'énergie d’activalion
de la réaction de dégradation des bétacyanines (12,5 kcal/mol &
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25°C)"*". Von Elbe et al."”, qui ont obienu des résuliats similaires sur
les bétalaimes de Bela vulgaris stipulent que lors de la dégradation
thermique, la premiére étape consiste en une altaque nucléophile par
H,0 sur le carbone C,,, conduisant ainsi par hydrolyse de la liaison
aldimine au cyclodopa-5-O-glucoside et & I'acide bétalamuque (figure 4).
11 serait possible que l'acide béralamique et le cyclodopa-5-0O
glucoside puissent, par une réaction de condensation d'une Base de
Schiff, redonner 1a bétacyanine!'”, surtout a basse température.
Cependant I’acide bétalamique qui est un composé, trés thermosensible
peut egalement subir une condensation aldolique ou participer aux
réactions de Maillard, ce qui le rend indisponible pour une réaction de
régénération.

De méme le cyclodopa-3-0- glucoside peut étre hydrolysé. Il peut
aussi s"oxyder , conduisant ainsi par polymérisation, aux composés de
type mélaniques!™®

FIGURE 4 : réaction de dégradation de la Bétanine par hydrofyse“m.
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313 - Effets d'additifs chimiques sur la stabilité des bétacyanines
de AS et de BE

Diverses recherches ont montré que les deux espéces vegélales sont
niches en acides organiques (acides citrique, tartrique, ascorbique. ..)*® et
en sels minéraux. La grande stabilité in vivo de ces pigments pourrait
s'expliquer par P'acuvité de certains de ces composés. C'est la raison
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pour laqueile nous avons lesté I'effet de certains composés chimiques
sur la slabilité des_betacyanines des deux espéces organiques.

3.3.1- effets des acides sur la stabilité des bétacyanines de AS et
de BE

Nous nous sommes intéressés ici aux acides lactique et acétique
susceptibles de se retrouver dans divers aliments {lait, jus de fruit..).
Les résultats obtenus (Tableau ]) montrent que 1'acide lactigue a peu
d’effet sur la stabilité des bétacvanines tandis que I'acide acétique est
plutdt dégradant.

TABLEAU 1. effer des acides organiques sur la stabilité sur la stabilité des
bétacyanines de AS ef de BE & 25°C

Témoin Acide acéligue Acide Eactique
100 ppm 100 ppm
Tis2 (A .S) 680 608,28 658,103
TiR2(BE} 1698 1610,31 1690

L’effer dégradam de I'acide acétique pourrait s'expliquer par son
caractére corrosif qui, par I'hydrolyse de la liaison glycosidique,
fragilise ainsi la gé€nine qui devient facilement hydrolysable.

D¢ maniére générale les acides (organiques ou minéraux) ne
semblent pas pouvoir améliorer la stabilité des bétacyanines exlraits,
probablement a cause de I'effet d’abaissement du pH qu’ils induisent.
Or en milieu trés acide 1'isomérisation est accentuée, ce qui fragilise la
molécule!".

3.3.2 - Effets de cafions métalliques sur la stabilité des bétacyanines
de AS et de BE

Le test de stabilité avec les caitons de fer et de cuivre s’explique par le
fait que ces mélaux peuvent se retrouver naturellement ou par
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contamination dans divers aliments. Les résultats obtenus {Tableau 11}
monicent que ces calions entralnent une dégradation importante des
bétacyanines.

Tapreau 1 Effet de cations sur lo stabilité des bétacyanines de A.S et de
B.E q25°C

Témoin Fe** { 200ppm Cu**
12 (AS) 628 440,98 78,87
T1/2 (B.E) 1622 1093.6 203

Cetie dégradation s’explique par le fait que ces deux cations (Fe*,
Cu*) peuvent agir comme accepteur d’électrons. Cela pourrait
déstabiliser le centre électrophile (I'ammonivm gualternaire). [} en
résulterait alors une hydrolyse plus facije de la lizison aldimine!s!,

3.3.2 - Effet d’antioxydants sur la stabilité des bétacyanines de A.S
etde B.E & 25°C

Si les betacyanines sont sensibles au poteniiel redox 1’addition de
composés antioxydants devraient améliorer leur stabilié. Les tests
avec I’acide ascorbique (et son isomére 1’acide iseascorbique) et 1'c-
tocophérol donnent des résultats positifs dans I'ensemble ((ableau I11).

TapLeaU W - Effet d’antioxydants sur lu stabilité des béiacyanines de A.s et
de B.E & 25°C

Témeoin Acide Acide o-
Ascorbique isoascorbique | locophérol
100 1000 | 10000 | 100 [ 100G 10000

pprs | ppm | ppm | ppm | ppm| ppm | 00 PP
T2 (A S) 620 | 581 | 777 | 560 | 786 |869 | 777 645
T2 (BE)| 1519 | 1424 | 1044 | 1375 | 1927 | 213 | 1905 | 1383

2
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Bien que l'acide ascorbique dans certains cas entraing une
diminution de stabililé, son isomére |'acide isoascorbique a un effet
stabilisateur régulier avec un maximum a 1000ppm. Cet effer versatile
de ’acide ascorbique a €€ observée aussi par Reynoso et al.¥ lors de
I'étude de bétalaines de cactacées mexicaines. Cela s’expliquerait par
le fait qu'en présence de métaux (comme le fer) et d'oxygéne
moléculaire 'acide ascorbique s’oxyde puis provoque i'oxydation des
betacyanines®.

L'o-tocophérol, a un effet antioxydant meoindre que celui de 1'acide
isoascorbique. Ce composé est reconnu pour sa capacité d'inhibition
des réactions radicalaires, car il favorise la phase de terminaison de
ces réactions. Cela pourrait signifier qu'une part de ['oxydalion
dégradative des bétacyanines se fait selon un mécanisme radicalaire.

Des résuliats précédents il ressort qu’il existe au moins deux
mécanismes de dégradation des bélacyanines : I'hydrolyse (majoritaire) et
I"oxydation.

3.4 - Elfets de séquestrants sur la stabilité des bétacyanines de
AS et de BE

La vulpérabilité hydrolytique des bétacyanines élant due a la
fragilité de la liaison aldimine (& cause de la fonction ammonium 1V)
tout composé capable de protéger ce site devrait stabiliser ces
pigments.

L'addition de sels d'acide citrique ou d'EDTA entraine une
amélioration de la stabilité des bétacyanines (tableau IV). L’effel
slabilisateur de "EDTA est supérieur & celui de 1'acide citrique. Le
role siabilisateur de ces deux composés chimiques testés pourrait &tre
lié & un mécanisme de séquestration qui neutraliserait ators
particllement le centre sensible (électrophile) de la molécule'.
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TABLEAU IV : Effels de séquesirants sur fa stabilité des bétacyanines de AS
et de BE & 25°C

Témoin Acide citrigque EDTA

10000ppm 10000ppm
T2 (A S) 700 1013 1035
[ T12 (BE) 1613 2336 2386

Ces resultats permettent d'énoncer 'hypothése suivanie pour la
réaction d’hydrolyse: une attaque par un nucléophile sur 'ammonium
quaternaire peurrait expliquer la fragilisation de la liaison aldimine,
facilitant ainsi son hydrolyse. En effe(, & pH 5,5 les sels d’acide
citrigue et d’EDTA comportent des carboxyles dissociés qui
pourraient séquesirer, par chélation, Uammonium 1V. D’autres parts
ces séquestrants pourraient ausst chélater les cations métalliques
capables de calalyser |’oxydation destructrice des bétacyaninest™.

IV - CONCLUSION

Une fois extraites, les bélacyanines de ces deux espéces (AS et BE)
semblent trés sensibles aux facteurs ambianis (température, pH) et aux
additifs chimiques. Les bélacyanines de Boerhaavia erecta somt plus
stables que celles d’Amaranthus spinosus, et de Beta vulgaris'®. De
cetle étude, 1] ressort denc que les bétacyanines des deux espéces
étudiées sont thermo-sensibles (assez rapidement détruites & des
températures supérieures 1 30°C), préférent les pH moyennement
acides (5-6) et sont détrujtes par certains cations métalliques. Aussi, Ja
dégradation majeure se faisant par hydrolyse, les milieux de faible
humidité seront protecteurs. Pour toutes ces raisons, les bétacyanines
de ces deux espéces pourraient étre utilisées, pour colorer des produits
laitiers e1 jus de fruits aprés pasteurisation, les produits alimentaires
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deshydratés, ainsi que des aliments congelés. Ces utilisations devraient €ire
précedées d'une étude de la toxicité des extraits de béracyanines.

Dans la perspective d’une meilleure amélioration de la siabilité des
bétacyanines de ces deux espéces, on pourrait envisager |’élucidation
des structures moléculaires de ces bétacyanines. Auwssi, il faudrait
déterminer les mécanismes biochimiques de stabilisation in vivo dans
les deux plantes.
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