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Abréviations 
  Anglais      Français 

 
η  viscosity     viscosité 
µmax  growth rate     taux de croissance 
AAPH  2,2’-azobis(2-amidinopropane) dichloride  2,2’-azobis(2-amidinopropane) dichloride 
AGMI  -      acide gras monoinsaturé 
AGPI  -      acide gras polyinsaturé 
AGS  -      acide gras saturé 
AH  antioxidant     - 
ANCOVA analysis of covariance    - 
ANOVA analysis of variance    - 
AOH  -      antioxydant 
Ad  concentration of the dissociated form of the acid - 
Atot  concentration of total acid    - 
ATP  -      adénosine tri-phosphate 
Au  concentration of the undissociated form of the acid - 
aw  -      activité de l’eau 
B  bulk      - 
BDE  bond dissociation energy    - 
BHA  butylhydroxyanisol    butylhydroxyanisole 
BHT  butylhydroxytoluene    butylhydroxytoluène 
BIC  Boulton-Shwartz information criterion  - 
CCL  critical chain length    - 
CFU  colony forming unit    - 
CMB  -      concentration minimale bactéricide 
CMC  critical micellar concentration   concentration micellaire critique 
CMI  -      concentration minimale inhibitrice 
CNI  -      concentration non inhibitrice 
DAD  diode array detector    - 
DHA  docohexaenoic acid acide docohexaénoïque 
DO  -      densité optique 
EC  efficient concentration    - 
EOR  -      espèces oxygénées réactives 
EPA  eicosapentaenoic acid    acide éicosapentaénoïque 
d(v,0.5)  volume median diameter    - 
GC  gas chromatography    - 
HAT  hydrogen atom transfer    transfert d’un atome d’hydrogène 
h/e  -      huile dans eau 
HLB  hydrophilic-lipophilic balance   balance hydrophile/lipophile 
HPLC  high pressure liquid chromatography  - 
HS  headspace     - 
L•  alkyl radical     radical alkyle 
lag  -      phase de latence 
LC  liquid chromatography    - 
LCC  -      longueur de chaîne critique 
LH  unsaturated fatty acid    acide gras insaturé 
LLO  -      listériolysine O 
LO•  alkoxyl radical      radical alkoxyle 
logP  partition coefficient     coefficient de partage 
LOO•  peroxyl radical      radical peroxyle 
LOOH  hydroperoxide     hydroperoxyde 
M  metal      métal 
MIC  minimal inhibitory concentration   - 
MICd  MIC of the dissociated form of the acid  - 
MICu  MIC of the undissociated form of the acid  - 
MS  mass spectrometry     - 
MUFA  monounsaturated fatty acid   - 



K 

 

NIC  non inhibitory concentration   - 
OD  optical density     - 
o/w  oil-in-water     - 
PDA  photo diode array  detector    - 
pI  isoelectric point     point isoélectrique 
pO2  oxygen partial pressure    pression partielle en oxygène 
PUFA  polyunsaturated fatty acid    - 
ROS  reactive oxygen species     - 
SD  standard deviation    - 
SFA  saturated fatty acid    - 
SET  single electron transfer    transfert d’électron 
T80  Tween 80     -     
TBHQ  2-tertiobutyl-4-hydroxyquinone   2-tertiobutyl-4-hydroxyquinone 
TSA  tryptone soy agar     - 
TSB  trypic soy broth     - 
UHPLC  ultra-high pressure liquid chromatography  - 
UFA  unsaturated fatty acid    - 
UFC  -      unité formant colonie 
WP   whey proteins     - 
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Les grands enjeux des systèmes alimentaires sont aujourd’hui de rendre accessible à tous une 

alimentation plus durable, plus saine et plus sûre. Pour y répondre, il est parfois nécessaire de 

faire évoluer tout ou une partie du système de production des aliments, depuis 

l’approvisionnement en matières premières, la formulation, les procédés et jusqu’aux méthodes 

de conservation du produit fini (FAO 2017). La qualité des aliments repose sur différentes 

composantes interdépendantes - nutritionnelle, organoleptique, sanitaire, environnementale - et 

il est donc nécessaire de prendre en compte celles-ci dans leur globalité afin de construire et de 

stabiliser les produits rénovés ou nouveaux. L’une des priorités actuelles est de mettre en place 

des améliorations liées à la nutrition et la santé : diminution des teneurs en sel, en sucres, en 

lipides ; meilleur équilibre des ratios acides gras saturés/monoinsaturés/polyinsaturés ou acides 

gras omega-6/omega-3 ; apports satisfaisants en protéines animales et protéines végétales... Ces 

modifications bénéfiques pour la santé peuvent avoir des conséquences sur un des autres volets 

de la qualité (FAO 2017). Par exemple, la baisse du taux de sel dans certains produits doit être 

compensée par la mise en place d’un moyen complémentaire pour préserver la qualité 

microbiologique des produits concernés. Un autre objectif fondamental aujourd’hui est 

l’amélioration de la sécurité chimique, notamment via la réduction ou la suppression 

d’additifs controversés dans les produits transformés. Par exemple, le retrait d’opacifiants 

nanoparticulaires dans certains produits nécessite un important travail de reformulation pour 

adapter l’aspect du produit, et donc sa qualité organoleptique. De même, la baisse du taux de 

nitrite dans certains produits ne doit pas compromettre leur sécurité microbiologique. Ainsi, la 

maîtrise de la qualité sur l’ensemble de ces composantes constitue un véritable défi dans le 

contexte complexe et constamment évolutif de la rénovation et de l’innovation alimentaire. Il 

devient alors nécessaire de rechercher des solutions efficaces pouvant faire appel à un ou 

plusieurs levier(s) tels que le choix de matières premières, ingrédients ou additifs, le choix de 

procédés et de conditions de transformation et enfin la mise en place de moyens de conservation 

avec, le cas échéant, des dates limites de consommation ajustées (FAO 2017).  

 

Les constituants biochimiques apportés par les matières premières et/ou les ingrédients jouent 

un rôle clé sur les caractéristiques nutritionnelles et organoleptiques des aliments, mais aussi 

sur les paramètres physico-chimiques qu’ils induisent et dont plusieurs ont un impact sur la 

conservation du produit (pH, activité de l’eau, etc.). A ces caractéristiques intrinsèques de 

l’aliment, il est possible d’ajouter des ingrédients ou additifs permettant d’améliorer une ou 

plusieurs composante(s) de la qualité. Les composés présentant des activités multiples, tels que 



Introduction générale 

   

3 
 

les composés phénoliques, sont donc particulièrement intéressants dans ce cadre. En effet, 

certains d’entre eux peuvent apporter aux aliments des propriétés organoleptiques (flaveur, 

couleur), antioxydantes, antifongiques et antibactériennes, ou des bénéfices liés à la santé des 

consommateurs (protection cardio-vasculaire, activités anti-cancérigène, anti-inflammatoire, 

oestrogénique, etc.) (Collin & Crouzet 2011). Au cours de ce travail de thèse, nous nous 

sommes particulièrement focalisés sur l’activité antibactérienne (vis-à-vis de la croissance de 

la bactérie pathogène alimentaire Listeria monocytogenes) et antioxydante (vis-à-vis de 

l’oxydation des lipides) des composés phénoliques.  

 

Par définition, les composés phénoliques sont des molécules possédant au moins un cycle 

aromatique et portant au moins une fonction hydroxyle sur ce cycle (Macheix et al. 2006). Avec 

plus de 8000 composés répertoriés, ils constituent une très grande famille de molécules, 

uniquement synthétisées par les végétaux en tant de métabolites secondaires (Collin & Crouzet 

2011). Ils se subdivisent en plusieurs familles qui dépendent de la complexité du squelette de 

base, des modifications de ce squelette et des possibles liaisons avec d’autres molécules. On y 

retrouve par exemple les acides phénoliques, les flavonoïdes et les phénols simples (Figure 

0.1) (Berset 2006; Collin & Crouzet 2011). D’autres composés possédant également une 

fonction phénolique ne font pas partie stricto sensu de la famille des composés phénoliques 

telle que décrite précédemment mais y seront assimilés dans le cadre de la thèse. L’utilisation 

de ces composés pour leurs propriétés antimicrobienne et/ou antioxydante serait une 

opportunité de valorisation de co-produits issus d’agro-industries, celles-ci générant des 

quantités de déchets importantes. Les filières de transformation des produits céréaliers et 

notamment de la bière, de transformation des fruits et légumes et particulièrement des olives, 

d’élaboration de vins, de production d’épices et d’huiles essentielles seraient les premières 

concernées (Balasundram et al. 2006; Collin & Crouzet 2011; Tornuk et al. 2011). En effet, le 

son de blé, les peaux, graines, pépins et marcs de fruits et légumes, les feuilles des oliviers, les 

hydrosols d’huiles essentielles et les épices sont des sources très importantes de composés 

phénoliques appartenant à plusieurs familles (Balasundram et al. 2006; Collin & Crouzet 2011; 

Tornuk et al. 2011). De nombreuses études portent sur l’activité antioxydante ou 

antimicrobienne de ces composés phénoliques, mais peu comparent cette double activité sur 

une même série de molécules, pourtant intéressante pour rationnaliser l’utilisation des additifs. 

De plus, ces études sont menées la plupart du temps dans des systèmes modèles simplifiés et 

n’intègrent pas la complexité des milieux alimentaires. La problématique de cette thèse consiste 
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à évaluer la double activité antioxydante et antimicrobienne dans des modèles complexes 

alimentaires et à mieux comprendre les mécanismes d’action associés.    

  

 

Figure 0.1. Structures chimiques de quelques composés phénoliques 

 

Dans ce travail, l’activité antimicrobienne de composés phénoliques est étudiée vis-à-vis de la 

bactérie Listeria monocytogenes. L. monocytogenes, responsable de la maladie appelée 

listériose, est la seule espèce de Listeria pathogène pour l’Homme. Bien que plus rare que les 

campylobactérioses ou les salmonelloses - maladies d’origine alimentaire les plus fréquentes 

dans l’UE (EFSA 2014b) - la listériose est souvent grave, avec des taux élevés d’hospitalisation 

et de mortalité (EFSA 2014a). Le nombre de listérioses humaines ne cesse d’augmenter en 

Europe : 1 645 cas en 2009 (EFSA & ECDC 2011) pour atteindre plus de 2536 cas et 247 décès 

en 2016 (EFSA & ECDC 2017). Bactérie ubiquitaire, L. monocytogenes peut contaminer les 

aliments à tous les stades de la chaîne alimentaire (Anses 2011), mais certains aliments sont à 

considérer en priorité comme les produits laitiers à base de lait cru, les aliments dits prêts à 

consommer ou encore les fruits et légumes (Anses 2011; Rodríguez-López et al. 2018). La 

surveillance de L. monocytogenes dans les aliments est assurée par les services officiels et les 

professionnels de la filière agro-alimentaire. Les critères de sécurité définis par le règlement 

européen (CE) n°2073/2005 et le règlement modificateur (CE) n° 1441/2007 (CE 2005; CE 

2007) doivent être respectés et L. monocytogenes est la seule espèce bactérienne pathogène 

pour laquelle il existe une tolérance de 100 bactéries/g jusqu'à la date limite de consommation 

pour certaines denrées alimentaires. Il est donc particulièrement important de maîtriser sa 

croissance dans ces matrices alimentaires pendant leur conservation, d’autant que 

L. monocytogenes étant psychrotrophe, elle peut croître même aux températures de réfrigération 
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(température minimale : -2°C (Anses 2011)). Ainsi, des antimicrobiens comme les composés 

phénoliques peuvent être, entre autres facteurs, de bons moyens de maîtrise. 

 

L’activité antioxydante des composés phénoliques, quant à elle, peut être utilisée pour lutter 

contre l’oxydation des lipides insaturés. En effet, depuis une dizaine d’années, les 

recommandations nutritionnelles ont conduit les industriels de l’agro-alimentaire à rééquilibrer 

les profils en acides gras des aliments : la proportion en acides gras saturés a ainsi diminué au 

profit des acides gras mono- et polyinsaturés (omega-3 en particulier) (INRA & ANSES 2013). 

Néanmoins, ces nouvelles formulations, justifiées sur le plan nutritionnel, ne sont pas sans 

conséquence sur la qualité des aliments. En effet, plus les acides gras possèdent un nombre 

important d’insaturations, plus ils sont susceptibles de s’oxyder au cours de la conservation des 

aliments. Ainsi, l’oxydation des produits est plus précoce et plus importante, conduisant à i) 

une diminution de leur qualité organoleptique par génération de composés volatils responsables 

de la rancidité (molécules directement issues de l’oxydation des acides gras insaturés et dont 

les notes sont spécifiques de l’acide gras initial) et par modification éventuelle de la couleur et 

de la texture des produits (réactions de co-oxydation), ii) une diminution de la qualité 

nutritionnelle par perte de nutriments (oxydation d’acides gras insaturés indispensables et co-

oxydation de vitamines par exemple), et parfois iii) un risque chimique par génération de 

composés potentiellement toxiques pendant la cuisson (monomères cycliques, polymères, 

furanes, 4-hydroxynonénal) (Jacobsen et al. 2008; Cuvelier & Maillard 2012). Cette réactivité 

peut également être influencée par la structure des produits, celle-ci pouvant engendrer une 

organisation et une mobilité des molécules différentes selon les systèmes ainsi qu’une 

disponibilité variable de l’oxygène (Tikekar et al. 2011; Romsted & Bravo-Díaz 2013). Ainsi, 

il est particulièrement important de contrôler ces réactions d’oxydation, à la fois en mettant en 

œuvre des méthodes préventives telles que limiter le contact avec l’oxygène ou la lumière, mais 

aussi en tirant profit des propriétés de composés antioxydants naturellement présents dans les 

matières premières et les ingrédients, ou ajoutés en tant qu’additifs alimentaires (règlement 

européen (CE) n°1333/2008 (CE 2008)). Les composés phénoliques constituent pour cela de 

bons candidats. 

 

Les problématiques de cette thèse ont été abordées à l’aide d’une démarche séquentielle. Tout 

d’abord, une étude approfondie de la littérature (Chapitre I) a permis d’identifier les composés 

phénoliques présentant une double activité antioxydante et/ou antimicrobienne, ainsi que 

les principaux mécanismes d’action mis en jeu.  
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Peu d’études décrivant la double activité de ces composés dans la littérature, la première étape 

de ce travail a été de quantifier les activités antioxydante et antimicrobienne d’une série de 

composés phénoliques dans des milieux modèles afin, d’une part, de sélectionner un petit 

nombre de composés présentant une double activité intéressante, et d’autre part de mettre en 

évidence les relations existant entre la structure chimique des composés et ces deux activités 

(Chapitre II (II.2)). Les mécanismes d’action antimicrobiens d’une des familles étudiées - les 

acides phénoliques - étant peu connus à ce jour, une attention particulière lui a été portée 

(Chapitre II (II.3)).  

Très peu d’études existent dans la littérature sur la mise en œuvre conjointe des activités 

antioxydante et antimicrobienne des composés phénoliques dans des milieux alimentaires 

complexes. Le développement et la caractérisation de systèmes d’étude adaptés constituent 

donc une étape importante de ce travail (Chapitre III). Les milieux retenus sont des émulsions, 

choisies car s’apparentant à des systèmes réalistes et largement rencontrés en alimentaire, 

notamment dans le cas des sauces d’assaisonnement. Leur composition et leur structure ont été 

sélectionnées et contrôlées afin de mieux comprendre leur influence sur les activités observées. 

L’huile de poisson (thon) a été choisie comme phase lipidique en raison de sa richesse en lipides 

insaturés (dont omega-3) et donc de sa pertinence pour l’étude de l’activité antioxydante de 

composés phénoliques. Ces systèmes sont également intéressants pour étudier l’activité 

antimicrobienne car les sauces alimentaires peuvent entrer dans la composition d’aliments 

« prêts à consommer » sensibles vis-à-vis de L. monocytogenes.  

L’activité antioxydante des trois composés phénoliques retenus à l’issue de l’étude en milieux 

modèles a donc ensuite été évaluée dans ces émulsions, formulées avec des protéines de 

lactosérum (émulsifiant fréquemment utilisé en alimentaire) ou du Tween 80 (émulsifiant de 

référence souvent utilisé dans les études disponibles dans la littérature), et parfois épaissies par 

l’ajout de gomme de guar (polysaccharide communément utilisé dans les produits de type 

sauce). Les mécanismes d’action antioxydants des composés phénoliques en émulsion sont 

explicités en fonction de la structuration de l’émulsion, avec une attention particulière portée 

au rôle de la composition de l’interface et des propriétés rhéologiques de la phase aqueuse sur 

l’oxydation des lipides (Chapitre III (III.2)). L’activité antimicrobienne des composés 

sélectionnés est également évaluée dans ces milieux émulsionnés et les mécanismes d’action 

antimicrobien sont explicités, avec une attention particulière portée à l’impact de la nature de 

l’émulsifiant sur l’activité antimicrobienne des composés (Chapitre III (III.3)).  

Enfin, le bilan de ce travail et les perspectives associées sont discutés.  
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I.1. LE ROLE ANTIOXYDANT DES COMPOSES PHENOLIQUES VIS-

A-VIS DE L’OXYDATION DES LIPIDES 

I.1.1. Les mécanismes d’oxydation des lipides 

Les lipides sont principalement présents dans les aliments sous forme de triglycérides et de 

phospholipides constitués d’acides gras saturés (AGS), monoinsaturés (AGMI) et polyinsaturés 

(AGPI) (Figure I.1). Les acides gras insaturés sont sensibles aux réactions d’oxydation 

(O’Keefe & Sarnoski 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.1. Structures chimiques de quelques acides gras 

 

Les principales voies réactionnelles d’oxydation des lipides insaturés sont complexes mais bien 

connues. Il en existe trois : l’auto-oxydation, l’oxydation enzymatique et la photo-oxydation 

(Berset & Cuvelier 1996) schématisées sur la Figure I.2. Elles conduisent toutes à 

l’accumulation d’hydroperoxydes (LOOH), intermédiaires de réaction.  
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Figure I.2. Représentation schématique des principales réactions d’oxydation des lipides 

rencontrées dans les aliments (Cuvelier & Maillard 2012) 

 

L’auto-oxydation est la principale voie réactionnelle rencontrée dans les aliments. Elle est met 

en jeu un ensemble de réactions radicalaires en chaîne qui se déroulent en trois étapes : 

l’initiation, la propagation et la terminaison (Labuza & Dugan Jr 1971; Chan et al. 1982; 

Frankel 1998; Kamal-Eldin 2003; Gunstone 2004; Choe & Min 2006; Cuvelier & Maillard 

2012). 

Elle commence par une étape d’initiation (primaire) qui consiste en l’arrachement d’un atome 

d’hydrogène (H•) dit allylique, situé sur le carbone en alpha de la double liaison de l’acide gras 

(LH), conduisant à la formation de radicaux alkyles (L•) (Pokorny 2003). Pour les AGPI, les 

radicaux alkyles (L•) générés se stabilisent par résonance, un réarrangement intramoléculaire 

formant des diènes conjugués. Au niveau des hydrogènes allyliques, l’énergie d’activation de 

la rupture de la liaison C-H est faible (Kerr 1966). Cette initiation primaire peut être accélérée 

par la température ou les métaux.  

Lors de l’étape de propagation, les radicaux L• réagissent avec l’oxygène dissous (3O2) pour 

former des radicaux peroxyles LOO•, très réactifs, qui vont à leur tour arracher un atome 

d’hydrogène soit à un autre acide gras (L’H),  formant ainsi un radical alkyle L’• et un nouvel 

hydroperoxyde (LOOH) (Tavadyan et al. 2007), soit  à une molécule d’hydroperoxyde LOOH. 
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Il s’agit d’un mécanisme de propagation radicalaire, auto-catalytique, qui devient très 

rapidement irréversible. Selon l’acide gras insaturé considéré, le nombre d’hydroperoxydes 

formés varie car il existe alors plusieurs sites d’attaques pour l’oxygène triplet (Frankel 1998) 

(Figure I.3). 

 

 

Figure I.3. Mécanisme de formation des 9-, 12-, 13- et 16- mono-hydroperoxydes par auto-

oxydation à partir de l’acide α-linolénique (Frankel 1998; Roman 2012) 

 

Les hydroperoxydes jouent un rôle important dans les réactions d’oxydation. Ils vont participer 

à l’initiation secondaire : sous l’action de la température et des métaux, les LOOH peuvent se 

scinder en différentes molécules radicalaires telles que LO• (radicaux alkoxyles) et LOO•, qui 

vont à leur tour initier l’oxydation des LH (Choe & Min 2006; Choe & Min 2009). Les radicaux 

LO• et LOO• peuvent également subir des réarrangements (scission, cyclisation, addition, 

polymérisation) (Chan et al. 1980; Choe & Min 2006; Choe & Min 2009; Schaich 2017). La 

scission des radicaux alkoxyles peut conduire à la formation de composés carbonylés 

(aldéhydes, alcanes, cétones, alcools, acides) à l’origine de la rancidité (Schaich 2017). 
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Les réactions de terminaison correspondent à la recombinaison entre les espèces radicalaires 

pour former des produits non radicalaires par des phénomènes de scission, cyclisation et 

polymérisation, formant une multitude de composés (Frankel 1998; Cuvelier & Maillard 2012). 

 

Les ions métalliques tels le fer et le cuivre jouent un rôle très important dans la catalyse de ces 

réactions. En effet, le départ de l’hydrogène lors de l’initiation primaire est facilité par la 

présence d’ions métalliques (réaction 1) (Choe & Min 2009). De plus, la scission des 

hydroperoxydes peut être catalysée par des métaux comme le fer et le cuivre sous leurs 

différentes valences (réactions 2 et 3) (Choe & Min 2009). Les métaux peuvent également 

accélérer l’oxydation des lipides en participant à la formation de certaines espèces oxygénées 

réactives (EOR) telles que l’oxygène singulet, des radicaux hydroxyles, des radicaux 

anioniques superoxydes, notamment via les réactions d’Haber-Weiss et de Fenton. Les EOR 

jouent un rôle important dans l’initiation des réactions d’oxydation des lipides (Choe & Min 

2006; Cillard & Cillard 2006; Choe & Min 2009; Choe 2017). 

 

LH + M(n+1)+ 
� H+ + L• + Mn+    (réaction 1) 

LOOH + Mn+ 
� HO- + LO• + M(n+1)+   (réaction 2) 

LOOH + M(n+1)+ 
� H+ + LOO•  + Mn+   (réaction 3) 

 

La photo-oxydation implique l’action de l’oxygène singulet (1O2), électrophile, directement 

sur la double liaison carbone-carbone. Il existe plusieurs sources d’oxygène singulet mais sa 

présence est souvent initiée dans les aliments par l’effet des UV sur des molécules 

photosensibles (riboflavine, chlorophylle, erythrosine) (Laguerre et al. 2007). L’oxydation par 

l’oxygène singulet n’implique pas la formation de radicaux lipidiques. Ainsi, les 

hydroperoxydes formés peuvent présenter à la fois des doubles liaisons non conjuguées et 

conjuguées, alors que la formation d’hydroperoxydes non conjugués n’est pas observée lors de 

l’auto-oxydation (Choe 2017). Les mécanismes de décomposition des hydroperoxydes formés 

par photo-oxydation sont les mêmes que ceux rencontrés en auto-oxydation, mais les produits 

sont obtenus dans des proportions différentes (Choe 2017). Néanmoins, dans les produits 

alimentaires, ce mécanisme semble mineur par rapport à l’auto-oxydation (Laguerre et al. 

2007). 

 

Enfin, dans les plantes comme les légumineuses ou les céréales ou dans certains tissus animaux 

comme les muscles, l’oxydation des lipides peut être provoquée par l’action d’enzymes, en 
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particulier la lipoxygénase (Min & Ahn 2005). Les mécanismes de l’oxydation enzymatique 

sont sensiblement les mêmes que ceux rencontrés dans l’auto-oxydation. Ils mettent en jeu un 

enchaînement de réactions radicalaires, conduisant à la formation d’hydroperoxydes qui se 

décomposent par la suite. Les hydroperoxydes générés dépendent cependant de l’enzyme 

présente, dioxygénase à fer non héminique qui incorpore de manière régiospécifique et 

stéréospécifique le dioxygène sur le système pentadiénique (Min & Ahn 2005).  

 

L’oxydation des lipides est très dépendante du substrat (Berton-Carabin et al. 2014). Le degré 

d’insaturation de l’acide gras influence sa susceptibilité à l’arrachement de l’atome 

d’hydrogène. En effet, l’énergie de dissociation de la liaison C-H est plus faible pour un 

hydrogène bis-allylique (en alpha de deux insaturations) que pour un hydrogène allylique (en 

alpha d’une seule insaturation) (Schaich 2017), conduisant à une sensibilité vis-à-vis de 

l’oxydation plus élevée pour un acide gras polyinsaturé que pour un acide gras monoinsaturé. 

Plus le nombre d’insaturations est grand, plus la vitesse relative d’oxydation augmente et plus 

la période d’induction diminue : par exemple, dans des systèmes purs sans initiateurs ajoutés, 

les vitesses relatives d’oxydation des esters méthyliques d’acides gras suivent le rapport de 

réactivité suivant : 1 (C18 :1) / 40 (C18 :2) / 98 (C18 :3) (Frankel 1998).  

La position des acides gras sur le triglycéride peut également influencer sa stabilité vis-à-vis de 

l’oxydation. Un triglycéride possédant deux acides gras insaturés en position adjacente serait 

plus sensible à l’oxydation que ce même triglycéride possédant deux acides gras non adjacents. 

Cela a été montré sur des triglycérides synthétiques composés d’acide palmitique et d’EPA, de 

DHA (Endo et al. 1997) ou d’acide linoléique (Neff & El-Agaimy 1996). Par exemple, des 

triglycérides composés d’acide palmitique et de deux acides linoléiques présentent des indices 

de peroxyde deux fois plus élevés au cours des six jours de conservation à 60°C lorsque les 

deux acides linoléiques sont en position adjacente (Neff & El-Agaimy 1996). De plus, il a été 

montré que les acides gras polyinsaturés seraient plus stables à l’oxydation lorsqu’ils se 

trouvent en position centrale du triglycéride par rapport à la position externe : par exemple, 

dans un triglycéride constitué de DHA et de deux acides oléiques et placé à 40°C, la formation 

d’hydroperoxydes est retardée d’environ 72 heures lorsque le DHA se trouve en position 

centrale, alors qu’aucune phase d’induction n’est observée lorsque le DHA est en position 

externe (Wijesundera et al. 2008).  

L’état physique des lipides peut également avoir une influence sur la stabilité de l’huile vis-à-

vis de l’oxydation. La cristallisation d’une partie des lipides pourrait stimuler l’oxydation, 

probablement en raison d’une augmentation de la concentration en acides gras insaturés ou en 
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espèces pro-oxydantes dans la phase liquide : par exemple, les cinétiques de formation, à 3°C 

ou à 25°C, des hydroperoxydes et de l’hexanal sont très proches et ne répondent plus à la loi 

d’Arrhenius (Calligaris et al. 2006). 

Enfin, le traitement de l’huile (brute ou raffinée) a une incidence sur la présence ou non de 

certains composés mineurs dans l’huile (phospholipides, acides gras libres, traces d’eau, 

métaux, antioxydants) et peut donc influencer l’oxydation des lipides (Berton-Carabin et al. 

2014). 

 

I.1.2. Les mécanismes d’action antioxydants des composés phénoliques 

Les antioxydants peuvent être définis comme des substances capables de prolonger la durée de 

conservation des denrées alimentaires en les protégeant des altérations provoquées par 

l’oxydation, telles que le rancissement des matières grasses et les modifications de la couleur 

(CE 2008). 

Il existe au moins cinq modes d’intervention des antioxydants : 1) interruption de la chaîne de 

propagation des réactions radicalaires, 2) chélation des métaux de transition, 3) inhibition de 

l’activité des enzymes de peroxydation, 4) désactivation des espèces oxygénées réactives 

(EOR) et 5) abaissement de la pression partielle en oxygène (Berset 2006; Cillard & Cillard 

2006; Choe & Min 2009). Ces cinq modes d’intervention conduisent à classer les antioxydants 

en deux catégories : les antioxydants dits « primaires » ou « antiradicalaires » qui vont agir 

directement sur les radicaux lipidiques (mode d’intervention 1)), et les antioxydants 

dits « secondaires » ou « préventifs » qui vont inhiber indirectement les réactions d’oxydation 

via leurs effets sur les initiateurs de l’oxydation lipidique (mode d’intervention 2) à 5)) (Berset 

2006; Cillard & Cillard 2006; Choe & Min 2009). La plupart des molécules antioxydantes ne 

sont pas associées à un seul et unique mode d’intervention et par ailleurs, plusieurs mécanismes 

peuvent se combiner pour protéger, dans un même milieu, les lipides de l’oxydation. Les 

recherches ont montré que de nombreux composés phénoliques pouvaient intervenir à l’un ou 

l’autre de ces niveaux (Berset 2006; Laguerre et al. 2007). 

 

I.1.2.1. Les antioxydants primaires ou antiradicalaires 

La structure chimique des composés phénoliques (AOH) leur permet d’être des antioxydants 

primaires très efficaces : c’est leur principal mécanisme d’action antioxydant. En effet, ils sont 

capables de céder, par rupture homolytique de la liaison O-H, un atome d’hydrogène aux 

radicaux peroxyles LOO•, alkoxyles LO• ou alkyles L• (réactions 4, 5 et 6), limitant ainsi les 
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réactions de propagation (Elias & Decker 2017). Ils agissent préférentiellement au niveau des 

LOO• et LO•, à des vitesses de réaction de l’ordre de 106 et 109 M-1.s-1 respectivement 

(Tavadyan et al. 2007). 

 

AOH + LOO• �  AO• + LOOH   (réaction 4) 

AOH + LO•
� AO• + LOH    (réaction 5) 

AOH + L•
� AO• + LH    (réaction 6) 

 

Le radical phénoxyle ainsi formé est relativement stable dû à la délocalisation de l’électron non 

apparié sur le cycle aromatique (Figure I.4).  

 

 

Figure I.4. Stabilisation du radical phénoxyle par mésomérie (d’après Berset (2006)) 

 

Ce mécanisme, appelé « transfert d’un atome d’hydrogène » (hydrogen atom transfer, HAT), 

est le plus communément proposé dans la littérature (Berset 2006; Cillard & Cillard 2006; 

Laguerre et al. 2007; Elias & Decker 2017). Certains auteurs désignent également le mécanisme 

appelé « transfert d’électron » (single electron transfer, SET) au cours duquel l’antioxydant ne 

cède qu’un seul électron à un radical L• (réaction 7) (Leopoldini et al. 2011). 

 

AOH + L• 
� AOH+• + L-    (réaction 7) 

 

De la même façon, le radical phénolique formé permet à l’électron non apparié de se délocaliser 

sur l’ensemble de la molécule, stabilisant ainsi le radical formé et limitant la propagation de 

nouvelles réactions radicalaires. C’est ce phénomène qui explique en partie l’action 

antioxydante des ions phénolates (réaction 8) (Laguerre et al. 2014). 
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AO- + L• 
� AO• + L-     (réaction 8) 

 

De plus, l’absence de sites d’attaque de l’oxygène empêche la propagation de nouvelles espèces 

radicalaires car les réactions 9, 10 et 11 ne sont pas favorisées (Berset 2006). En revanche, elles 

se produisent si la concentration de la forme radicalaire de l’antioxydant est trop élevée et qu’il 

est alors à l’origine d’un effet pro-oxydant ; cela a déjà été rapporté pour l’α-tocophérol et 

quelques flavonoïdes (Cillard & Cillard 2006). 

 

AO• + O2 � AOOO•      (réaction 9) 

AOOO• + LH � AOOOH + L•    (réaction 10) 

AO• + LH � AOH + L•     (réaction 11) 

 

Les antioxydants sous forme AO• peuvent ensuite évoluer vers un produit d’oxydation stable 

(par exemple l’α-tocophérylquinone pour l’α-tocophérol) (Cillard & Cillard 2006), former des 

adduits avec d’autres antioxydants sous forme radicalaire (réaction 12) (Elias & Decker 2017), 

ou des radicaux lipidiques,  participant ainsi à des réactions de terminaison (réactions 13 et 14) 

(Berset 2006). 

 

AO• + AO• � AOOA     (réaction 12) 

AO• + LOO• � LOOOA    (réaction 13) 

AO• + LO•  � LOOA     (réaction 14) 

 

D’un point de vue cinétique, lorsque des antioxydants primaires sont ajoutés, ils sont dits à effet 

retard ou « chain-breakers » s’ils induisent une phase de latence par rapport à un milieu témoin 

sans antioxydant, pendant laquelle le substrat n’est quasiment pas oxydé (Laguerre et al. 2007; 

Cuvelier & Maillard 2012). Cette phase de latence se poursuit jusqu’à ce que l’antioxydant soit 

complètement consommé. Une fois que l’antioxydant a disparu, le taux d’apparition des 

peroxydes augmente jusqu’à atteindre le même niveau que le témoin  (Laguerre et al. 2007). Il 

existe néanmoins des antioxydants primaires qui inhibent l’oxydation sans engendrer de phase 

de latence : ils sont appelés antioxydants à ralentissement (« retarders ») (Laguerre et al. 2007; 

Cuvelier & Maillard 2012) (Figures I.5).  
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Figure I.5. Représentation schématique des cinétiques d’oxydation des lipides en présence ou 

en absence d’antioxydants (Laguerre et al. 2007) 

 

Ainsi, les antioxydants sont plus efficaces s’ils sont introduits avant les étapes d’initiation ou 

de propagation de l’oxydation des lipides puisque ces réactions étant irréversibles, il ne sera 

jamais possible de revenir vers un état non oxydé des lipides (Berset 2006; Elias & Decker 

2017). 

 

Si la plupart des composés phénoliques présentent une activité antioxydante, leur efficacité 

diffère pour plusieurs raisons. Tout d’abord, la capacité d’un composé phénolique à céder un 

atome d’hydrogène à un radical peut s’expliquer par son potentiel d’oxydo-réduction (E°’). 

Ainsi, si le potentiel d’oxydo-réduction d’une molécule (AO•, H+ / AOH) est inférieur à celui 

d’une autre molécule (par exemple L•, H+ / LH), l’antioxydant sera capable de céder un atome 

d’hydrogène (Elias & Decker 2017). Par exemple, d’après les données de Buettner (1993), l’α-

tocopherol (E°’ = 500 mV) a un potentiel d’oxydo-réduction inférieur à celui du radical 

peroxyle (E°’ = 1000 mV) et est donc capable de céder à celui-ci un atome d’hydrogène. 

Néanmoins, si en première approche on peut considérer qu’un faible potentiel redox favorise 

l’activité antioxydante, la corrélation entre les deux n’est pas toujours étroite (Berset 2006). En 

effet, la structure chimique du composé a également une influence, en particulier les 

substituants situés à proximité du groupement phénolique. Plus les substituants sont donneurs 

d’électrons (par exemple OCH3 et OH en position ortho ou para du groupement phénolique), 

plus la rupture homolytique de la liaison O-H est favorisée (caractérisée par une faible énergie 

de dissociation de la liaison ou bond dissociation energy, BDE) et plus l’efficacité de la 

molécule est grande (Shahidi et al. 1992). La conformation stérique de la molécule aurait 

également un impact. Par exemple, la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine ont les mêmes 

propriétés électrochimiques mais la (-)épicatéchine a une probabilité quatre fois plus faible de 

céder un atome d’hydrogène que la (+)-catéchine, potentiellement en raison d’un 



Chapitre I – Etude bibliographique 

   

17 
 

encombrement stérique plus important (groupement 3-hydroxyl dans le même plan que le cycle 

B) et donc d’une accessibilité réduite à cette fonction  (Figure I.6) (Peyrat-Maillard et al. 2000). 

Cet impact n’est néanmoins pas généralisable et dépend du milieu étudié. 

 

 

Figure I.6. Structures chimiques de la (+)-catéchine (gauche) et de la (-)-épicatéchine (droite) 

 

I.1.2.2. Les antioxydants secondaires ou préventifs 

Les antioxydants secondaires permettent de limiter l’oxydation en ayant un rôle sur les 

paramètres inducteurs de l’oxydation. C’est le cas par exemple de certains composés 

phénoliques qui possèdent la capacité de complexer des ions métalliques : il s’agit des 

molécules possédant un noyau catéchol ou deux groupements C=O et OH coplanaires et 

proches (Berset 2006; Dangles 2006; Leopoldini et al. 2011). La stabilité des complexes formés 

peut être modulée en fonction des substituants du noyau phénolique. Cette complexation joue 

un rôle important dans l’expression des couleurs naturelles (chez les anthocyanes) mais aussi 

dans les propriétés antioxydantes (notamment de certains acides phénoliques et flavonoïdes). 

En effet, les métaux interviennent dans de nombreuses réactions de production d’espèces 

oxygénées réactives. Ainsi, la formation de complexes stables et inertes bloquant l’ion 

métallique sous un état redox donné, constitue un mécanisme potentiel d’action antioxydante 

(Dangles 2006; Leopoldini et al. 2011) (Figure I.7). 

 

Figure I.7. Sites potentiels de chélation des métaux chez les flavonoïdes (Leopoldini et al. 2011) 

 



Chapitre I – Etude bibliographique 

   

18 
 

Les composés phénoliques peuvent également inhiber l’oxydation des lipides par leur action 

inhibitrice sur les enzymes responsables de l’oxydation des lipides. Quelques études montrent 

ce type d’activité chez les acides phénoliques et les flavonoïdes vis-à-vis de la lipoxygénase 

(Richard-Forget et al. 1995; Malterud & Rydland 2000). 

Enfin, certains composés sont capables d’inhiber la photoxydation des lipides en piégeant 

l’oxygène singulet (Yanishlieva et al. 1998). Ce mécanisme d’action est principalement connu 

pour les caroténoïdes mais il a également été montré pour des composés présentant une structure 

phénolique comme les tocophérols (Laguerre et al. 2007) qui produisent alors des 

hydroperoxydienones ou des endoperoxydes (Choe & Min 2005). Le piégeage peut être à la 

fois physique et/ou chimique (Yanishlieva et al. 1998; Choe & Min 2009).  

 

I.1.2.3. Efficacité antioxydante des composés phénoliques 

De nombreux composés possédant une structure phénolique présentent une activité 

antioxydante reconnue. Plusieurs familles de composés sont concernées : phénols simples, 

tocophérols, acides phénoliques, diterpènes, flavonoïdes, stilbènes (Berset 2006). Il est 

impossible d’établir une valeur unique du pouvoir antioxydant pour une molécule donnée 

(Berset 2006). De nombreuses méthodes de mesure de cette activité sont disponibles, à la fois 

dans des systèmes modèles et dans des milieux proches des aliments tels que des huiles ou des 

émulsions comme en témoignent quelques exemples ci-après.  

 

I.1.2.3.1. Efficacité antioxydante dans des huiles et des émulsions 

La famille des phénols simples regroupe plusieurs antioxydants efficaces. Par exemple, le BHA 

(butylhydroxyanisole) et le BHT (butylhydroxytoluène) sont des composés phénoliques de 

synthèse, couramment utilisés en tant qu’additifs alimentaires (E 320 et E 321 respectivement) 

pour leurs propriétés antioxydantes et dont les doses autorisées sont respectivement de 100 

mg/kg d’huile pour le BHT et de 200 mg/kg pour le BHA (CE 2008). La 2-tertiobutyl-4-

hydroxyquinone (TBHQ) est un para-diphénol de synthèse, antioxydant très efficace 

notamment dans les huiles de friture et autorisé à hauteur de 200 mg/kg d’huile (CE 2008). Les 

monophénols naturels provenant d’huiles essentielles (thymol, carvacrol, eugénol, isoeugénol, 

gingérol) possèdent également des propriétés antioxydantes, bien qu’en général plus faibles que 

les monophénols de synthèse selon la plupart des études disponibles (Berset 2006). 

L’isoeugénol a même montré une efficacité antioxydante plus élevée que celle de l’α-

tocophérol et l’eugénol similaire dans une émulsion huile/eau (h/e) composée de 30% d’huile 
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de colza préalablement purifiée de ses antioxydants endogènes et stabilisée par 20 g/L de sérum 

albumine bovine, de diamètre moyen 0,5 µm et conservée sous agitation à 47°C (Cuvelier et al. 

2003). De même, le thymol et le carvacrol ont montré une bonne efficacité antioxydante dans 

deux systèmes lipidiques : des triglycérides purifiés de lard et une huile de colza conservés à 

20°C (Yanishlieva et al. 1999). 

Les tocophérols sont des antioxydants efficaces. Ils sont largement répandus dans la nature où 

ils contribuent à préserver les lipides végétaux. Autorisés dans les produits alimentaires (E 307) 

(CE 2008), ils sont présents en quantité significative, entre 500 et 1000 mg/kg dans les huiles 

végétales (Cuvelier & Maillard 2012). Ils se répartissent en deux familles, les tocophérols et les 

tocotriénols, chacune d’elle comportant quatre formes - α, β, γ et δ - qui diffèrent par le nombre 

et la position des groupements méthyles sur le noyau aromatique. Ils sont efficaces pour 

protéger les lipides alimentaires, notamment en émulsions (Cuvelier et al. 2003), dans des 

huiles végétales chauffées (Roman et al. 2013), à des concentrations allant de 200 à 1000 

mg/kg ; au-delà, une action pro-oxydante peut-être observée (Cillard et al. 1980; Huang et al. 

1994). 

Certains acides phénoliques et leurs dérivés - cinnamiques ou benzoïques - possèdent 

également une efficacité antioxydante. Par exemple, l’acide rosmarinique est plus efficace que 

le BHA et le BHT dans une huile chauffée à 60°C (Frankel et al. 1996). L’acide sinapique a 

une activité antioxydante similaire à celle du TBHQ dans une émulsion contenant de l’huile 

d’Echium (riche en acide α-linolénique) et conservée à température ambiante (Espinosa et al. 

2015). L’acide caféique permet de limiter l’oxydation des lipides dans une émulsion composées 

d’huile de poisson (Maqsood & Benjakul 2010), ou dans une huile de foie de morue non 

émulsifiée (De Leonardis & Macciola 2003) même si son efficacité diffère selon le système 

considéré (Medina et al. 2012; Sørensen et al. 2017). 

De nombreux flavonoïdes sont également antioxydants. Si l’on compare des molécules issues 

de différentes familles de flavonoïdes mais ayant des noyaux A et B équivalents, les flavonols 

apparaissent plus efficaces que les flavones, eux-mêmes plus efficaces que les flavanones (Van 

Acker et al. 1996). Parmi les flavonoïdes les plus efficaces, on trouve la quercétine et ses dérivés 

glycosylés (rutine), qui se sont montrés plus efficaces que le BHT dans une huile de poisson et 

que l’α-tocophérol dans des systèmes émulsionnés (Huber et al. 2009). La rutine a également 

présenté une activité antioxydante similaire à celle du TBHQ dans une émulsion riche en 

oméga-3 (Espinosa et al. 2015). 
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I.1.2.3.2. Efficacité antioxydante dans des milieux modèles 

Les milieux de type « huile » ou « émulsion » étant souvent trop complexes pour accéder aux 

mécanismes d’action des antioxydants, des tests en milieux modèles ont été mis en place. Ils ne 

font pas intervenir de triglycérides mais permettent par exemple d’évaluer la capacité des 

antioxydants, notamment des composés phénoliques, à piéger des radicaux libres ou des espèces 

oxygénées réactives (ORAC, DPPH, AAPH, ABTS, etc.) (Cuvelier et al. 1992; Brand-Williams 

et al. 1995; Foti et al. 1996; Rice-Evans et al. 1996; Rice-Evans et al. 1997; Peyrat-Maillard et 

al. 2000; Goupy et al. 2003; Peyrat-Maillard et al. 2003; Roche et al. 2005; Scherer & Godoy 

2009), de déterminer les potentiels redox de ces antioxydants (FRAP, CUPRAC, etc.) ou 

d’évaluer leur capacité à chélater des métaux (Wettasinghe & Shahidi 2002; Karawita et al. 

2005; Wijeratne et al. 2006; Shahidi & Zhong 2015). 

Certains d’entre eux ont également permis d’identifier les schémas réactionnels mis en jeu et 

d’identifier les produits de réaction générés, notamment à partir de l’α-tocophérol (Tappel 1972 

(Figure I.8); Verleyen et al. 2001a; Verleyen et al. 2001b ; Tavadyan et al. 2007 (Figure I.9)), 

de l’acide carnosique (Figure I.10) ou encore de l’eugénol (Bondet et al. 1997) (Figure I.11). 

 

 

Figure I.8. Proposition de mécanisme d’action des tocophérols d’après Tappel (1972) (Berset 

2006) 
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Figure I.9. Proposition de mécanisme réactionnel entre l’α-tocophérol et les radicaux 

peroxyles, ainsi que les différents produits d’oxydation identifiés: α-tocophérolquinone, 4a,5-

epoxy-α-tocophérolquinone, 7,8-epoxy-α-tocophérolquinone (Tavadyan et al. 2007) 
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Figure I.10. Proposition de mécanisme réactionnel entre l’acide carnosique et les radicaux 

peroxyles (adapté de Masuda et al. 2001) 

 

 

Figure I.11. Proposition de mécanisme réactionnel entre l’eugénol et le radical DPPH• 

(Bondet et al. 1997) 
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I.1.3. L’oxydation des lipides et sa maîtrise en émulsion 

I.1.3.1. Rappel sur les émulsions alimentaires et les voies de stabilisation 

Les émulsions h/e sont composées de deux phases non miscibles dont l’une, l’huile, est 

dispersée dans l’autre, la phase aqueuse. Dans les émulsions alimentaires, un très large panel 

de tailles de gouttelettes est rencontré : de 0,1 à 20 µm voire plus. Ce système peut se 

décomposer en trois phases : la phase lipidique présente sous forme de gouttelettes, la phase 

aqueuse sous forme d’une phase continue et l’interface entre les phases aqueuse et lipidique. 

Bien que très fine, l’interface est une phase très importante car elle intervient dans de nombreux 

phénomènes gouvernant la stabilité physico-chimique des émulsions (Berton-Carabin et al. 

2014). Ce sont des systèmes qui sont thermodynamiquement instables. Ainsi, les gouttelettes 

vont avoir tendance à se regrouper (floculation), voire à fusionner (coalescence) et, comme elles 

sont moins denses que l’eau, à remonter (crémage) (Figure I.12) (Berton-Carabin et al. 2014; 

McClements 2017).  

 

 

Figure I.12. Illustration de plusieurs phénomènes de déstabilisation d’une émulsion au regard 

de la distribution des gouttelettes lipidiques : (a) émulsion stable, (b) crémage sans agrégation 

des gouttelettes, (c) formation d’un réseau connecté d’agrégats de gouttelettes. Les lignes 

pointillées et flèches indiquent la position de la limite visible entre les deux phases et son 

évolution dans le temps (van Aken 2006) 

 

Pour éviter ces phénomènes de déstabilisation physique, on peut avoir recours à deux types de 

molécules : i) des agents tensio-actifs (émulsifiants de petite taille ou macromoléculaire), qui 

s’adsorbent à l’interface pendant le procédé d’émulsification et diminuent la tension interfaciale 

entre l’huile et l’eau et qui peuvent par ailleurs limiter le rapprochement entre les gouttelettes 

(et donc la floculation) par gène stérique ou répulsion électrostatique, et ii) des agents de texture, 
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qui stabilisent l’émulsion en augmentant la viscosité de la phase aqueuse, limitant ainsi le 

déplacement des gouttelettes lipidiques (Berton-Carabin et al. 2014; McClements 2017).  

 

Les émulsifiants sont divisés en trois grandes catégories : les émulsifiants à faible poids 

moléculaire, les émulsifiants à fort poids moléculaire et les particules solides (Berton-Carabin 

et al. 2014). La première catégorie est composée de molécules de synthèse ou d’origine 

naturelle, encore appelées surfactants, constituées d’une tête hydrophile (chargée ou non) et 

d’une queue hydrophobe. Dans le domaine alimentaire, on trouve en particulier les mono- et 

diglycérides, les polysorbates ou Tweens (Figure I.13), les Spans et les phospholipides 

(Hasenhuettl & Hartel 2008). Ils sont caractérisés par leur HLB, balance hydrophile/lipophile, 

qui permet de définir leur potentialité à stabiliser des émulsions huile dans eau h/e (HLB élevée) 

ou eau dans huile e/h (HLB faible).  

 

 

Figure I.13. Structure chimique du Tween 80 (Mahmood & Al-koofee 2013) 

 

La seconde catégorie est constituée de biopolymères amphiphiles qui peuvent être 

principalement  des protéines ou quelques polysaccharides (hydrocolloïdes). Parmi les 

polysaccharides, la gomme arabique, les amidons modifiés, les celluloses modifiées, certaines 

pectines et les galactomannanes présentent des propriétés interfaciales dans une moindre 

mesure (Dickinson 2009). Parmi les protéines alimentaires, les plus utilisées pour leurs 

propriétés émulsifiantes sont celles dérivées du lait ou de l’œuf (Phillips & Williams 2011). 

Parmi les protéines laitières, on retrouve les protéines globulaires du lactosérum ou leurs 

fractions purifiées sous forme plus ou moins native (beta-lactoglobuline, sérum albumine 

bovine), les caséines et les caséinates (Phillips & Williams 2011). Leur activité interfaciale 

dépend de leur point isoélectrique, de leur poids moléculaire, de leur conformation ainsi que de 

leur composition en acides aminés dont découlent leurs caractéristiques amphiphiles (Phillips 

& Williams 2011). Les protéines de lactosérum, co-produits de l’industrie laitière, sont des 
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ingrédients dont l’utilisation a beaucoup augmenté ces trente dernières années (Boland 2011). 

Leur composition dépend fortement de la source et du procédé de fabrication et elles sont 

composées majoritairement de beta-lactoglobuline (51 à 80%), d’alpha-lactalbumine (12 à 

19%), d’immunoglobuline G, de sérum albumine bovine, de proteose peptone et de 

caseinomacropeptides (Boland 2011). Plus particulièrement, la beta-lactoglobuline est 

composée de 162 acides aminés, a un poids moléculaire de 18,2 kDa, un pI de 5,4 et possède 

deux sous-unités à pH neutre (Boland 2011). L’alpha-lactalbumine est composée de 123 acides 

aminés, a un poids moléculaire de 14 kDa et un pI de 4,4 (Boland 2011). 

Enfin, la troisième catégorie regroupe des particules solides qui s’adsorbent à l’interface 

(Dickinson 2010), telles que les particules de silice (Pichot et al. 2010) voire d’amidon (Rayner 

et al. 2012; Song et al. 2015), et forment une famille spécifique d’émulsions appelées émulsions 

de Pickering. 

L’activité interfaciale de ces émulsifiants s’explique par la présence conjointe de domaines 

hydrophiles et hydrophobes dans les molécules (Figure I.14) qui, dans le cas des biopolymères, 

une fois adsorbées à l’interface, peuvent adopter une conformation étirée ou globulaire pouvant 

donner un film plus ou moins dense et élastique (Berton-Carabin et al. 2014).  

 

 

Figure I.14. Représentation schématique du positionnement de quelques émulsifiants à 

l’interface d’une gouttelette lipidique (Hasenhuettl & Hartel 2008) 

 

Tous les émulsifiants peuvent être définis par leur « surface couvrante », c’est à dire la quantité 

d’émulsifiant nécessaire pour couvrir une surface d’interface donnée à l’équilibre. Par exemple, 

les surfaces couvrantes théoriques données par la littérature sont de 2,0 mg/m2 pour les isolats 
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de protéines de lactosérum et la sérum albumine bovine, 3,0 mg/m2 pour les caséinates de 

sodium, 1,5 mg/m2 pour le Tween 20 (Berton-Carabin et al. 2014). Lorsque la concentration en 

émulsifiant introduite est supérieure à la surface couvrante, la partie des émulsifiants en excès 

et non adsorbée à l’interface va rester dans la phase dans laquelle la molécule d’émulsifiant est 

la plus soluble.  Pour les protéines et les polysaccharides, il s’agira de la phase aqueuse. Pour 

les surfactants, cela dépendra du paramètre HLB qui détermine indirectement la localisation 

préférentielle de la part non adsorbée. Au-delà d’une certaine concentration appelée 

concentration micellaire critique (CMC), les surfactants non-adsorbés vont former des micelles 

(s’ils sont dans la phase aqueuse) ou des micelles inversées (s’ils sont dans la phase lipidique) 

(Berton-Carabin et al. 2014; McClements 2017). 

 

Les agents de texture utilisés en alimentaire sont des polysaccharides, également appelés 

hydrocolloïdes (Chen et al. 2010; Berton-Carabin et al. 2014). Ils peuvent également être de 

nature protéique (gélatine). Les polysaccharides peuvent avoir des structures linéaires ou 

branchées avec différents degrés de polymérisation, des groupements ionisables, ce qui a une 

influence sur leurs propriétés physiques telles que la solubilité, la viscosité développée et/ou le 

pouvoir gélifiant (Stephen & Churms 2006). Ces polysaccharides sont utilisés pour de 

nombreuses applications en tant qu’épaississants, agents liants, stabilisants, émulsifiants, agents 

de suspension ou agents gélifiants (Stephen & Churms 2006). Ils sont incorporés dans des 

produits laitiers, de la confiserie, des sauces, des produits carnés, etc. On y retrouve : l’amidon 

et ses dérivés, les galactomannanes (gomme de guar et de caroube), les carraghénanes et agars, 

la gomme arabique, les pectines, les alginates, la carboxyméthyl-cellulose et la gomme de 

xanthane (Stephen & Churms 2006). Une grande diversité de propriétés est retrouvée chez les 

polysaccharides : de formes insolubles (cellulose) à très solubles (amidon, gomme de guar), de 

faible viscosité (gomme arabique) à viscosité élevée (gomme de guar), de nature non gélifiante 

(dextran, gomme de guar) à gélifiante à froid (alginates, pectines) ou à chaud (des dérivés de 

cellulose) (van Aken 2006). 

 

Ainsi, les polysaccharides sont présents dans de nombreuses émulsions alimentaires 

(mayonnaise, glaces, sauces, ...). Leurs fonctions premières y sont l’augmentation de la 

viscosité et la rétention d’eau (van Aken 2006). Les polysaccharides peuvent être ajoutés à la 

phase aqueuse d’une émulsion pour augmenter sa viscosité, permettant d’obtenir une texture 

désirée pour le produit, ou pour réduire les phénomènes de crémage des gouttelettes lipidiques. 
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En effet, le phénomène de crémage répond à la loi de Stokes (équation 1) et ainsi, quand la 

viscosité de la phase continue augmente, ce phénomène est ralenti. 

 

� = 	 �����	
���
�	     (équation 1) 

 

Avec v la vitesse de déplacement de la gouttelette, a le rayon de la gouttelette, ρ0 la densité de 

la phase continue, ρ la densité de la phase dispersée, g l’accélération de la pesanteur, η0 la 

viscosité de la phase continue. 

 

La plupart des polysaccharides sont des épaississants très efficaces à de petites concentrations 

(van Aken 2006). L’évolution de la viscosité va dépendre du régime de concentration, dilué ou 

semi-dilué, dans lequel se trouve le polymère. Ces deux domaines sont définis par une 

concentration limite d’enchevêtrement notée C* (van Aken 2006). En dessous de cette 

concentration, les polysaccharides sont individualisés et occupent un volume spécifique appelé 

viscosité intrinsèque dépendante des propriétés de structure du polymère. Dans ce domaine, la 

solution de polysaccharides se comporte comme une dispersion diluée et présente un 

comportement newtonien. Au-delà de C*, les molécules de polymères s’enchevêtrent et la 

viscosité de la solution augmente de façon exponentielle avec la concentration. La solution 

présente alors un comportement rhéofluidifiant, la viscosité diminue avec l’application de  

contraintes de cisaillement (Figure I.15) (van Aken 2006).  

 

 

Figure I.15. Représentation schématique de l’organisation des polysaccharides en solution en 

fonction de la concentration C, illustrant la transition de l’état dit « dilué » à l’état 

« concentré » (van Aken 2006) 
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La gomme de guar (Figure I.16) par exemple est caractérisée par une C* très faible, d’environ 

0,25% (p/v) (Morris et al. 1981). Les émulsions contenant des polysaccharides épaississants 

non gélifiants en concentration très supérieure à leur C* sont plus stables sur le long terme vis-

à-vis de phénomènes comme le crémage (Cao et al. 1990). 

 

 

Figure I.16. Structure de la gomme de guar E412 (EFSA ANS Panel et al. 2017) 

  

Néanmoins, à ces concentrations élevées en polymère et selon la fraction volumique d’huile, 

des phénomènes de floculation par déplétion peuvent conduire à la déstabilisation d’émulsion 

(Blijdenstein et al. 2003). Les polymères plus gros que l’espace entre les gouttelettes sont exclus 

de cette zone et conduisent à une phase aqueuse riche en polysaccharides exerçant une pression 

osmotique pouvant mener à l’agrégation de gouttelettes lipidiques ; il se produit alors une 

séparation de phase entre la fraction riche en lipides et la fraction riche en polysaccharides de 

l’émulsion (van Aken 2006). Cela peut mener à une déstabilisation plus rapide par rapport à la 

gravité (crémage) ou conduire à la formation d’un réseau de gouttelettes agrégées comme 

présenté en Figure I.12c.  

 

L’ensemble des constituants présents dans une émulsion h/e et leur répartition dans les 

différents compartiments du système peuvent être représentés sur le schéma proposé Figure 

I.17 (Berton-Carabin et al. 2014). 
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Figure I.17. Représentation schématique des principaux compartiments et composants d’une 

émulsion h/e ainsi que les différentes gammes de tailles de particules (Berton-Carabin et al. 

2014) 

 

I.1.3.2. Paramètres influençant l’oxydation des lipides en émulsion 

Exceptés quelques travaux indiquant une oxydabilité moins importante des acides gras 

polyinsaturés en émulsion que dans une huile (Belhaj et al. 2010; Gotoh et al. 2010; Berton-

Carabin et al. 2014), la plupart des études montrent des cinétiques d’oxydation plus rapides 

et/ou plus précoces (Figure I.18) dans ces systèmes (Berton-Carabin et al. 2014; Decker et al. 

2017). Cette différence de réactivité s’explique par l’organisation du système en différentes 

phases (lipidique, aqueuse, interface) et la répartition des constituants au sein de ces différents 

compartiements, mais également par la présence d’un nombre plus important de molécules 

susceptibles d’intervenir dans les mécanismes réactionnels mis en jeu.  

 

Figure I.18. Cinétique de formation du propanal (mmol/kg d’huile), produit d’oxydation des 

lipides, dans une huile d’algue en phase continue ou émulsifiée en présence de Tween 20 

(Decker et al. 2017) 
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I.1.3.2.1. Les sites de réaction dans un système émulsionné 

Il est communément admis qu’en émulsion, l’oxydation des lipides va être initiée au niveau de 

l’interface, d’une part car il s’agit d’une zone de contact entre les acides gras insaturés, 

l’oxygène dissous et les métaux, et d’autre part car les produits d’oxydation formés tels que les 

LOOH, LOO• ou LO• vont avoir tendance à se positionner à l’interface compte tenu de leur 

polarité plus élevée, voire à se retrouver dans la phase aqueuse (Decker et al. 2017; Figure 

I.19). Une fois à l’interface, les hydroperoxydes peuvent interagir avec les métaux, 

particulièrement importants dans l’induction des réactions d’oxydation en émulsion (Frankel et 

al. 2002). Compte tenu du nombre de paramètres qui entrent en jeu, il est souvent difficile 

d’isoler l’effet de tel ou tel paramètre (Berton-Carabin et al. 2014).  

 

Figure I.19. Proposition de représentation schématique des mécanismes d’oxydation des 

lipides dans une émulsion h/e (Decker et al. 2017) 

 
 

I.1.3.2.2. Les conséquences sur la solubilité et la charge des constituants du pH de la phase 

aqueuse 

Le pH de la phase aqueuse joue un rôle très important dans l’oxydation des lipides. En effet, le 

pH influe sur la charge, la solubilité, la répartition, l’état redox et la stabilité chimique de 

nombreuses molécules impliquées dans l’oxydation des lipides telles que les métaux, les 

antioxydants et les émulsifiants. Plusieurs mécanismes sous-jacents étant impliqués, il est 

difficile de généraliser et finalement, la diminution du pH peut avoir à la fois un effet négatif et 

positif sur l’oxydation des lipides (Waraho et al. 2011; Berton-Carabin et al. 2014). Parmi les 

principaux mécanismes, le pH influence la solubilité des métaux : lorsque le pH diminue, leur 
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solubilité augmente et cela pourrait accroître l’oxydation des lipides ; au contraire, le passage 

d’un pH acide à un pH neutre diminuerait leur solubilité, ce qui pourrait provoquer leur 

précipitation directement à la surface des gouttelettes lipidiques et accroître également 

l’oxydation (Waraho et al. 2011; Berton-Carabin et al. 2014). Dans le cas d’une stabilisation 

de l’interface par des agents tensio-actifs ioniques, le pH influence la charge de surface de 

l’interface. Cette charge de surface a longtemps été décrite comme l’un des principaux facteurs 

gouvernant l’oxydation des lipides en émulsion, bien que de nombreux résultats contradictoires 

aient été reportés. Les interfaces chargées positivement permettraient de repousser les cations 

métalliques, limitant l’oxydation (Kellerby et al. 2006) alors que celles chargées négativement 

les attireraient, favorisant l’oxydation (Mei et al. 1998). Néanmoins, il a été rapporté que les 

interfaces composées d’émulsifiants chargés négativement pouvait limiter l’oxydation, et que 

cela était probablement dû aux propriétés chélatrices de ces émulsifiants (Hu et al. 2003; 

Sørensen et al. 2008). Enfin, l’étude de Berton et al. (2011b) montre une faible corrélation entre 

la charge des gouttelettes et la stabilité de l’émulsion vis-à-vis de l’oxydation, probablement 

car de nombreux autres facteurs entrent en jeu (solubilité des métaux, part non adsorbée des 

émulsifiants, etc.). Le pH affecte également la charge des émulsifiants non adsorbés (Waraho 

et al. 2011; Berton-Carabin et al. 2014) et jouerait notamment sur l’activité chélatrice des 

protéines tensioactives non adsorbées présentes dans la phase aqueuse. Au delà de leur pI (de 

l’ordre de 4 pour bon nombre d’entre elles), les protéines alimentaires, chargées négativement, 

favoriseraient l’attraction et la chélation des métaux (fer, cuivre) dans la phase aqueuse, limitant 

ainsi leur rôle inducteur de l’oxydation des lipides ; à l’inverse, lorsque le pH est plus faible, 

elles sont chargées positivement, ce qui diminuerait leur activité chélatrice et favoriserait la 

répulsion des métaux ; ces derniers étant plus solubles, cela favoriserait l’oxydation (Berton-

Carabin et al. 2014). L’influence spécifique de la nature et de la charge des émulsifiants, qu’ils 

soient adsorbés ou non à l’interface, fait l’objet des paragraphes suivants. 

 

I.1.3.2.3. L’influence de la surface de l’interface 

Ce paramètre est intimement lié à la taille des gouttelettes lipidiques : pour une même quantité 

d’huile, plus les gouttelettes sont petites, plus la surface de l’interface est importante. Ainsi, il 

semble logique de postuler que, plus la surface de l’interface est grande, plus les réactions 

d’oxydation sont favorisées car la surface de contact entre les lipides, l’oxygène dissous et les 

métaux est plus importante (Berton-Carabin et al. 2014). Néanmoins, même si plusieurs études 

vont dans ce sens (Lethuaut et al. 2002; Lee et al. 2011), ceci est difficile à démontrer car faire 

varier la taille des gouttelettes dans une émulsion s’accompagne d’une modification de la part 
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adsorbée / non adsorbée des émulsifiants. Pour une même quantité d’émulsifiants, la diminution 

de la taille des gouttelettes lipidiques entraîne une diminution de la part non-adsorbée des 

émulsifiants et, dans le cas de protéines, cela diminuerait l’inhibition de l’oxydation (Berton-

Carabin et al. 2014). A l’inverse, d’autres études montrent que la diminution de la taille des 

gouttelettes n’aurait pas d’influence (Dimakou et al. 2007), limiterait l’oxydation des lipides 

(Atarés et al. 2012), ou encore que cela dépendrait de la nature de l’huile utilisée (Azuma et al. 

2009).  

 

I.1.3.2.4. L’influence de la nature et de la charge des émulsifiants 

En fonction de l’émulsifiant utilisé, les caractéristiques physico-chimiques de l’interface varient 

et peuvent ainsi moduler l’oxydation des lipides en émulsion.  

La charge des émulsifiants, comme évoqué précédemment, va également jouer un rôle sur ces 

réactions, variable selon les études. Certaines études montrent en effet que les protéines 

adsorbées à l’interface, capables de chélater les métaux de la phase aqueuse, limitent la 

propagation de l’oxydation en empêchant les métaux d’interagir avec les hydroperoxydes (Tong 

et al. 2000; Faraji et al. 2004; Elias et al. 2005; Sørensen et al. 2007; Guzun-Cojocaru et al. 

2011). Certaines protéines seraient également capables de piéger les radicaux issus de 

l’oxydation des lipides, du fait de la présence de résidus tryptophanyles, cystéyles, méthionyles 

et tyrosyles (Faraji et al. 2004; Elias et al. 2005) ;  ces groupements devant être exposés pour 

exercer leur activité,  la structure tertiaire des protéines sera également importante (Elias et al. 

2005).  

Les caractéristiques physiques des interfaces sont aussi des facteurs d’influence. Les 

émulsifiants (protéines, surfactants) peuvent en effet former des interfaces d’épaisseur et de 

compacité variables, ce qui modulerait l’accessibilité à la phase lipidique des espèces pro-

oxydantes issues de la phase aqueuse, via des paramètres tels que la taille de la tête hydrophile 

et la longueur de la queue hydrophobe de ces surfactants ou l’organisation dans l’espace des 

protéines (Berton-Carabin et al. 2014). Il est difficile de comparer l’effet des protéines et des 

surfactants car de nombreux facteurs entrent en jeu, notamment la part non adsorbée de ces 

molécules. La plupart des études montrent une stabilité à l’oxydation plus importante des 

émulsions formulées avec des protéines qu’avec des surfactants (Tweens, lécithines) (Donnelly 

et al. 1998; Haahr & Jacobsen 2008), mais les milieux considérés contiennent toujours une part 

importante d’émulsifiants non adsorbés à l’interface. Dans le peu d’études où la part 

d’émulsifiants non adsorbés est minimisée, les émulsions avec protéines semblent moins 

oxydables que celles avec surfactants (Berton et al. 2011b). Ceci s’expliquerait par les 
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caractéristiques physiques des films formés à l’interface, plus homogènes et compacts dans le 

cas des surfactants et plus hétérogènes et poreux avec les protéines (Berton-Carabin et al. 2014). 

Plusieurs phénomènes sont à l’origine de cette constatation : i) la surface d’interface couverte 

par les protéines est plus faible (30-40% de la surface totale) que celle couverte par les 

surfactants (100%) puisque, dans le cas des protéines, seule une partie de la chaîne 

polypeptidique est réellement en contact direct avec l’interface (Dickinson 1992); ii) les 

surfactants s’organiseraient en mono-couches d’épaisseur comprise entre 0,5 et 1 nm alors que 

les protéines formeraient des interfaces plus épaisses (mono-couches de 1 à 15 nm) (Singh 

2011) ou pourraient former des multi-couches par interaction entre les protéines en excès et les 

protéines adsorbées (Berton-Carabin et al. 2014) ; iii) certains surfactants formeraient des 

interfaces fluides contrairement aux protéines qui formeraient des interfaces viscoélastiques 

(Wilde et al. 2004).  

 

I.1.3.2.5. Le rôle des émulsifiants non adsorbés à l’interface 

D’après la revue de Berton-Carabin et al. (2014), que ce soit pour des émulsifiants de nature 

protéique ou des surfactants, de nombreuses études ont montré que leur présence dans la phase 

aqueuse avait une influence importante sur la réactivité chimique des émulsions (Donnelly et 

al. 1998; Nuchi et al. 2002; Richards et al. 2002; Faraji et al. 2004; Almajano et al. 2007; Panya 

et al. 2012). En effet, la présence d’émulsifiants en excès pourrait limiter l’oxydation des lipides 

(Figure I.20) (Berton et al. 2011a).  

 

Figure I.20. Evolution de l’oxydation des lipides par suivi de la consommation en oxygène 

dans des émulsions à base d’huile de colza stabilisées par différents émulsifiants (A-caseine β, 

B-Tween 20) (Berton, et al. 2011a; Berton-Carabin et al. 2014)  
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Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer ce phénomène : i) comme évoqué 

précédemment, les protéines non adsorbées chélateraient les métaux de la phase aqueuse et les 

empêcheraient d’atteindre l’interface, évitant ainsi que les hydroperoxydes présents à 

l’interface propagent l’oxydation, ou elles piégeraient les radicaux libres présents dans la phase 

aqueuse (HOO• par exemple) et/ou issus de l’oxydation des lipides (Tong et al. 2000; Faraji et 

al. 2004; Elias et al. 2005; Sørensen et al. 2007; Guzun-Cojocaru et al. 2011) ; ii) les 

surfactants, au-delà de leur concentration micellaire critique (CMC), se trouvent dans la phase 

aqueuse sous forme de micelles et pourraient soit piéger des hydroperoxydes, limitant ainsi 

l’oxydation en éloignant physiquement ces molécules des gouttelettes lipidiques (Cho et al. 

2002; Nuchi et al. 2002;), soit à l’inverse transférer des produits d’oxydation d’une gouttelette 

lipidique présentant un stade avancé d’oxydation vers une autre gouttelette moins oxydée 

(Raudsepp et al. 2014), ces micelles étant des structures très dynamiques (Decker et al. 2017). 

 

I.1.3.3. Paramètres influençant l’activité des antioxydants en émulsion 

I.1.3.3.1. L’influence de la localisation des antioxydants dans l’émulsion et sur leur réactivité 

et leur efficacité 

Dans les années 80, Porter et son équipe ont été les premiers à proposer une règle générale qui 

décrit l’efficacité des antioxydants dans différents milieux : il s’agit du paradoxe polaire. Cette 

règle postule que les antioxydants polaires seraient plus actifs que leurs homologues apolaires 

dans un milieu constitué uniquement d’huile alors que les antioxydants apolaires seraient plus 

actifs dans les émulsions h/e ou les liposomes (Porter 1980). En 1994, Frankel et al. proposent 

une théorie expliquant ces observations empiriques : le paradoxe polaire serait dû à un 

phénomène interfacial (Frankel et al. 1994). Ainsi, dans une émulsion h/e, les antioxydants 

apolaires se localiseraient à l’interface huile/eau, où se produiraient les réactions d’oxydation, 

et inhiberaient ainsi plus efficacement l’oxydation que les antioxydants polaires, localisés dans 

la phase aqueuse. A l’inverse, dans une huile, les antioxydants polaires pourraient migrer et se 

localiser à l’interface air/huile où l’oxydation est prépondérante alors que les antioxydants 

apolaires seraient solubilisés dans l’huile et ainsi moins efficaces pour limiter l’oxydation 

(Frankel et al. 1994). Si l’application de ce paradoxe polaire a été validée par de nombreuses 

études et est toujours d’actualité, des études plus récentes sont venues le nuancer, considérant 

le lien entre l’hydrophobicité de la molécule et son activité antioxydante en émulsion 

(Laguerre et al. 2015). Pour étudier uniquement l’effet de l’hydrophobicité, il est important de 

travailler sur des molécules présentant toujours le(s) même(s) groupement(s) phénolique(s) 
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actif(s) auxquels on conjugue une chaîne hydrocarbonée de différentes longueurs : il s’agit des 

phénolipides (Laguerre et al. 2010). Ainsi, Laguerre et al. ont pu montrer sur différents dérivés 

alkyls de l’acide chlorogénique que l’augmentation de la longueur de chaîne augmentait 

l’activité antioxydante en émulsion jusqu’à une certaine limite (appelée longueur de chaîne 

critique ou LCC, « critical chain length » ou CCL en anglais), au-delà de laquelle l’activité 

antioxydante chutait (Laguerre et al. 2009). Ce qu’ils ont tout d’abord appelé « hypothèse de 

non linéarité » a également été montré sur d’autres composés phénoliques dont ils ont fait varier 

le type de substituant dans différentes émulsions (Medina et al. 2009; Panya et al. 2012). Ce 

phénomène a ensuite été renommé « cut-off effect », en lien avec un phénomène également 

constaté dans d’autres activités biologiques (dont l’activité antimicrobienne). Si jusqu’à la 

LCC, le paradoxe polaire s’applique, plusieurs hypothèses ont été suggérées pour expliquer le 

rôle de ce phénomène sur l’activité antioxydante au-delà de la LCC, dont les hypothèses 

d’internalisation (les phénolipides à longues chaînes sont localisés au centre de la gouttelette, 

loin de l’interface) et d’agrégation (les phénolipides à longues chaînes pourraient s’organiser 

sous forme de micelles dans la phase aqueuse) schématisées sur la  Figure I.21, et l’hypothèse 

de la mobilité réduite (les phénolipides à longues chaînes se déplacent plus lentement vers des 

sites où l’oxydation a lieu) (Laguerre et al. 2015). 

Dans leur revue, Decker et al. (2017) montrent bien que dans plusieurs études, des 

antioxydants très polaires apparaissent efficaces pour limiter l’oxydation d’émulsions malgré 

leur très faible solubilité dans la phase lipidique (Di Mattia et al. 2009; Zhou & Elias 2012; Liu 

et al. 2016). Ceci s’expliquerait par la capacité de ces antioxydants à piéger les radicaux libres 

à l’interface des gouttelettes lipidiques ou dans la phase aqueuse (espèces oxygénées réactives, 

dont celles issues de l’oxydation des lipides),  par leur capacité à chélater les métaux dans la 

phase aqueuse ou par leur capacité à régénérer les antioxydants oxydés à l’interface (Decker et 

al. 2017). Dans une démarche de méta-analyse exploitant 180 publications, Decker et al. (2017) 

ont tenté d’établir une corrélation entre le pourcentage de surface d’interface couverte par les 

composés antioxydants et l’efficacité antioxydante mesurée. Pour cela, ils ont calculé le 

pourcentage de surface d’interface couverte théoriquement en faisant deux hypothèses : i) les 

antioxydants se comportent comme des sphères (monodisperses) dont on peut calculer le 

volume occupé et ii) la totalité des antioxydants introduits se localiserait à l’interface. Il en 

ressort que dans de nombreuses études, une efficacité antioxydante significative est observée 

bien que la couverture de la surface d’interface par les antioxydants ne dépasse pas 10%, voire 

n’atteigne pas 1% dans certains cas. Ceci conforte bien l’hypothèse selon laquelle l’inhibition 

de l’oxydation des lipides serait aussi due à la capacité des antioxydants à piéger des radicaux 
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libres dans d’autres compartiments qu’à l’interface (Decker et al. 2017). Mieux connaître la 

localisation des antioxydants, et notamment des composés phénoliques, reste donc un élément 

essentiel pour comprendre et prédire leur activité.  

 

 

Figure I.21. Proposition de représentation schématique de la distribution des antioxydants 

dans un système émulsifié (Laguerre et al. 2015) 

 

Le partage d’un antioxydant entre les phases aqueuse et lipidique est décrit par un coefficient 

de partage à l’équilibre (K) et dépend de l’affinité thermodynamique des molécules pour les 

deux phases. Dans les émulsions, ce sont principalement les interactions hydrophobes qui 

régissent cette répartition. A de faibles concentrations en antioxydants, le coefficient de partage 

s’exprime par KOW = cO/cW, avec cO la concentration dans l’huile et cW la concentration dans 
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l’eau. Néanmoins, ces données de partage huile/eau ont une utilisation limitée en émulsion car 

elles ne prennent pas en compte l’interface (Decker et al. 2017). Il existe des équations 

permettant de décrire cette fraction d’antioxydants qui s’accumule à l’interface, mais les 

coefficients de partage interface/eau et interface/huile sont difficiles à obtenir 

expérimentalement. Néanmoins, des méthodes de détermination de cette fraction existent, 

utilisant des sondes interfaciales radioactives (Sengupta & Damodaran 1998) ou 

spectrophotométriques couplées au modèle pseudo-phase (Losada-Barreiro et al. 2013; 

Romsted & Bravo-Díaz 2013). Il existe également une autre approche consistant à décrire 

l’adsorption des antioxydants aux interfaces avec l’Isotherme d’Adsorption de Langmuir dans 

laquelle un antioxydant peut être décrit par son activité interfaciale, sa pression interfaciale à 

saturation et sa charge interfaciale, données accessibles par des mesures de tensiométrie 

(Decker et al. 2017). 

 

I.1.3.3.2. L’influence des émulsifiants sur l’efficacité des antioxydants 

Les émulsifiants utilisés pour stabiliser les émulsions peuvent également avoir un impact 

important sur l’efficacité des antioxydants, dépendant de leur localisation et de certaines de 

leurs propriétés (nature, charge, etc.) (Decker et al. 2017). Leur rôle est difficile à appréhender 

car ils peuvent aussi influencer l’oxydation des lipides comme évoqué précédemment (cf § 

I.1.3.2.4 et I.1.3.2.5). Peu de recherches existent sur ce sujet. L’étude de Stöckmann et al. 

(2000) montre que l’acide gallique est un antioxydant relativement efficace en émulsion lorsque 

l’émulsifiant utilisé est la lécithine de soja partiellement hydrolysée, alors qu’il a un 

comportement pro-oxydant en présence de dodecyl sulfate de sodium (SDS) ou de Brij 58 

(polyoxyethylene 20 cetyl ether). Des études complémentaires sont nécessaires pour 

comprendre ces observations, et en particulier comment la nature de l’émulsifiant influence la 

localisation et la réactivité des antioxydants et pro-oxydants (Decker et al. 2017). A cette 

complexité s’ajoute la possibilité pour les surfactants de former des micelles qui ont un impact 

sur l’efficacité des antioxydants. Ainsi, les antioxydants amphiphiles ou apolaires peuvent être 

piégés dans les micelles de surfactants. Ce sont des structures dynamiques qui peuvent faciliter 

le transfert des composés d’une phase à une autre (Decker et al. 2017), jouant ainsi sur 

l’oxydation des lipides (cf § I.1.3.2.5). Quelques études se sont intéressées à l’effet de 

l’augmentation du nombre de micelles de surfactants dans la phase aqueuse sur l’activité 

antioxydante de composés phénoliques et de phénolipides (Oehlke et al. 2010; Panya et al. 

2012; Kiralan et al. 2014). Elles ont montré que la présence d’un nombre plus important de 

micelles provoquait l’augmentation de la concentration en antioxydants dans la phase aqueuse 
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et en parallèle l’augmentation de l’activité antioxydante de ces composés (Oehlke et al. 2010; 

Panya et al. 2012; Kiralan et al. 2014). Les micelles pourraient ainsi agir comme des réservoirs 

d’antioxydants, ces derniers pouvant remplacer les antioxydants oxydés dans les gouttelettes 

lipidiques (Laguerre et al. 2015).  
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I.2. LE ROLE ANTIMICROBIEN DES COMPOSES PHENOLIQUES VIS-

A-VIS DU DEVELOPPEMENT DE LISTERIA MONOCYTOGENES 

I.2.1. Présentation de L. monocytogenes  

Mise en évidence au début du XXè siècle, Listeria monocytogenes appartient au genre Listeria 

qui se place dans le phylum des firmicutes, la classe des Bacilli, et la famille des Listeriaceae. 

Parmi les 17 espèces de ce genre, seules L. monocytogenes et L. ivanovii sont pathogènes, la 

première pour l’Homme et les animaux, la deuxième pour les animaux et rarement pour 

l’Homme (Piveteau 2017).  

L. monocytogenes est un bacille à Gram positif de dimensions 0,5 à 2 µm de longueur et 0,5 

µm de largeur, pouvant se présenter isolé ou en chaînettes (Figure I.22). Cette bactérie est non 

sporulée, anaérobie facultative, et motile à des températures inférieures à 37°C grâce à ses 

flagelles péritriches (répartis sur toute la surface cellulaire) (Piveteau 2017). 

 

 

Figure I.22. Listeria monocytogenes au Microscope Electronique à Balayage (Micalis, 

Plateforme Mima2, F. Dubois-Brissonnet/ T. Meylheuc) 

 

Il existe 13 sérotypes  de l’espèce L. monocytogenes qui sont basés sur les antigènes somatiques 

et flagellaires et qui ont été remplacés en 2005 en France par 5 génosérogroupes déterminés par 

PCR : IIa (sérovars 1/2a et 3a), IIb (sérovars 1/2b et 3b), IIc (sérovars 1/2c et 3c), IVb (sérovars 

4b, 4d et 4e) et L (autres sérovars). Les génosérogroupes IVb puis IIa et enfin IIb sont les plus 

reliés aux cas humains.  

L’ensemble des valeurs cardinales de croissance de L. monocytogenes est présenté dans le 

Tableau I.1. Parmi les points intéressants, il est à noter que cette bactérie est psychrotrophe et  

qu’elle peut donc croître aux températures de réfrigération. De plus, elle peut survivre en 

conditions de saumures retrouvées en alimentaire (Piveteau 2017).  
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Tableau I.1. Valeurs cardinales de croissance de Listeria monocytogenes pour quelques 

facteurs environnementaux (Piveteau 2017) 

 

Facteur Minimum Optimum Maximum 
Température (°C) -2 30-37 45 

pH 4,5 7 9,6 
aw 0,92 0,99 - 

NaCl Croissance jusqu’à 10% - Survie jusqu’à 20% 
 

Le caractère ubiquitaire de L. monocytogenes est une caractéristique importante. L’écologie des 

souches est complexe et la diversité de leurs habitats est remarquable, d’autant plus que des 

transferts entre les différents écosystèmes sont avérés : différents types de sols et leurs faunes, 

plantes et systèmes racinaires, animaux sauvages et de rente, ensilages à fermentation 

insuffisante, tractus digestif de l’Homme, eaux usées et eaux de surface et enfin, ateliers de 

production alimentaire (Piveteau 2017). 

 Parmi les voies de transmission possibles, la voie alimentaire est de loin la plus importante 

(99% des cas) (Anses 2011). La contamination des aliments par L. monocytogenes peut survenir 

à tous les stades de la chaîne alimentaire (Anses 2011) mais certains aliments sont 

principalement à considérer comme : les produits laitiers à base de lait cru, les aliments dits 

prêts à consommer mais aussi les fruits et légumes (Anses 2011; Rodríguez-López et al. 2018). 

 

L. monocytogenes est responsable de la maladie appelée listériose, dont il existe deux formes. 

La forme non-invasive est rare et se manifeste principalement par des gastroentérites fébriles. 

La forme invasive touche majoritairement une population dite sensible, à savoir les femmes 

enceintes (forme materno-néonatale), les personnes âgées de plus de 80 ans et les personnes 

souffrant déjà de pathologies ou immunodéprimées (forme non materno-néonatale) (Anses 

2011). Les principaux symptômes de la forme non materno-néonatale sont des septicémies, des 

méningites pouvant entrainer des complications telles que des séquelles neurologiques, des 

infections locales, voire la mort dans 20 à 30% des cas (Anses 2011). Les principaux 

symptômes de la forme materno-néonatale sont un état pseudo-grippal,  un avortement 

spontané, la mort in utero, la prématurité et des infections néo-natales, avec des taux de létalité 

de 20% chez les nouveaux nés (Anses 2011). La listériose est caractérisée par une durée 

moyenne d’incubation très variable, de 2 à 88 j avec une médiane à 17 j pour toutes les formes 

confondues. La durée des symptomes est de plusieurs jours (Anses 2011). 
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Le règlement européen (CE) considère différents critères de sécurité pour L. monocytogenes en 

fonction du type d’aliment (CE 2005; CE 2007):  

i. les « denrées alimentaires prêtes à être consommées destinées aux nourrissons et […] 

destinées à des fins médicales spéciales » doivent respecter le critère « Absence de 

L. monocytogenes dans 25 g de produit » tout au long de la durée de conservation ;  

ii. les « denrées alimentaires prêtes à être consommées permettant le développement de 

L. monocytogenes, autres que celles destinées aux nourrissons ou à des fins médicales » 

doivent respecter le critère « Absence de L. monocytogenes dans 25 g de produit » en 

fin de production mais une tolérance de 100 UFC/g est admise pendant leur durée de 

conservation ;  

iii. les « denrées alimentaires prêtes à être consommées ne permettant pas de 

développement de L. monocytogenes, autres que celles destinées aux nourrissons ou à 

des fins médicales » ne doivent pas contenir plus de « 100 UFC/g de produit » pendant 

leur durée de conservation. Les caractéristiques des denrées alimentaires ne permettant 

pas le développement de L. monocytogenes doivent être garanties tout au long de la 

conservation et sont les suivantes : aw ≤ 0.92, ou pH ≤ 4.4, ou pH < 5 et aw ≤ 0.94, ou 

produit congelé/surgelé, ou produit à durée de vie inférieure à 5 jours, ou justification 

scientifique. 

Ainsi, la réglementation concernant L. monocytogenes est particulière. Il s’agit d’une des rares 

bactéries pathogènes dont la présence est autorisée dans les aliments donc il est particulièrement 

important de maitriser sa croissance. De plus, la législation considère que toutes les souches de 

L. monocytogenes sont pathogènes. Cependant, les complexes clonaux (définis par MLST) 

isolés d’échantillons cliniques sont majoritairement distincts de ceux isolés des aliments 

(Maury et al. 2016). Les clones CC121 et CC9 sont les plus souvent associés aux aliments mais 

très peu aux échantillons cliniques (Figure I.23). 
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Figure I.23. Prévalence et distribution des clones MLST dans les échantillons alimentaires et 

cliniques (Maury et al. 2016) 

 

 

I.2.2. Maîtrise de la croissance de L. monocytogenes 

I.2.2.1. Evaluation de la croissance et modèles primaires 

I.2.2.1.1. Les principales phases de la croissance microbienne  

Pour les bactéries, la croissance dans les aliments correspond à une multiplication cellulaire. 

En milieu non renouvelé, les phases de croissance sont les suivantes : la latence, l’accélération, 

la croissance exponentielle, le ralentissement, la phase stationnaire (immédiate) et la phase de 

déclin (Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). L’évolution de la population bactérienne en 

fonction du temps, traditionnellement représentée en échelle logarithmique, et les différentes 

phases associées sont illustrées sur la Figure I.24. Les paramètres principaux caractéristiques 

de la croissance sont : l’inoculum initial N0, la durée de la phase de latence lag ou λ, la vitesse 

maximale spécifique (ou le taux maximal) de croissance µmax, et la population maximale Nmax 

(Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). 

La phase de croissance exponentielle correspond à une division cellulaire binaire : duplication 

de l’ADN, répartition des deux ADN aux extrémités de la cellule, septation de la cellule mère 

et séparation en deux cellules filles (Weiss 2004; Prescott et al. 2010). Dans des conditions 

optimales, le µmax de Listeria est de l’ordre de 1,5 h-1 (Augustin et al. 2005).  
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Figure I.24. Courbe de croissance d’une culture bactérienne avec ses différentes phases 

(Delhalle et al. 2012) 

 

I.2.2.1.2. Les méthodes d’évaluation de la croissance microbienne 

I.2.2.1.2.1. Le dénombrement en milieu gélosé 

Cette méthode consiste classiquement à réaliser des dilutions sériales d’une suspension 

microbienne puis à étaler ou à inclure un volume précis de suspension diluée sur ou dans un 

milieu gélosé. Après incubation, les cellules bactériennes sont capables de former des colonies 

visibles à l’œil nu qui sont comptées. Cette méthode peut être appliquée pour dénombrer des 

populations dans des milieux liquides ou solides (après étape de mise en suspension). Par 

ailleurs, elle permet de suivre des cinétiques de croissance et/ou d’inactivation de la population 

viable cultivable. Néanmoins, les résultats obtenus peuvent sous-estimer le nombre de bactéries 

réellement présentes dans le milieu car si un amas de cellules est déposé sur le milieu de culture 

il donnera naissance à une seule colonie (Guillier et al. 2017). 

 

I.2.2.1.2.2. La densité optique (DO) 

Cette méthode de mesure de la turbidimétrie ou de l’absorbance est une méthode alternative. 

Elle repose sur le fait que la croissance d’une bactérie dans un milieu limpide provoque un 

trouble du milieu. Celui-ci est quantifiable par mesure de la DO qui dépend du ratio entre 

l’intensité de la lumière incidente et transmise. Pour chaque souche bactérienne, et dans une 

certaine gamme, il existe une relation de proportionnalité entre la DO mesurée et le nombre de 

cellules bactériennes (Guillier et al. 2017). Etant automatisable, cette méthode permet le suivi 

de nombreuses cinétiques de croissance simultanément. Mais elle n’est adaptée qu’au suivi de 

croissance et pas à celui de l’inactivation bactérienne car la DO ne chute pas forcément lorsque 
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les cellules meurent. Par ailleurs, la DO n’est mesurable qu’au-dessus d’un certain seuil de 

concentration bactérienne, généralement 105 à 107 bactéries/mL en fonction du microorganisme 

considéré (Guillier et al. 2017). 

 

I.2.2.1.3. Les modèles primaires de croissance  

Les modèles primaires permettent la description des cinétiques d’évolution des populations 

microbiennes en fonction du temps dans des conditions environnementales définies et stables 

(Guillier et al. 2017). L’ajustement de ces modèles aux données expérimentales de croissance 

permet de déterminer les quatre paramètres précédemment décrits : l’inoculum initial N0, la 

durée de la phase de latence lag ou λ, le taux maximal de croissance µmax, et la population 

maximale Nmax. Ces modèles peuvent être ajustés directement sur les cinétiques de résultats de 

dénombrement (Nombre UFC/mL), sur les cinétiques de DO (Dalgaard & Koutsoumanis 2001) 

ou sur les données de DO transformées selon une relation de calibration entre DO et nombre 

d’UFC (Augustin et al. 1999). Les modèles développés dans la grande majorité des cas sont 

dits « déterministes » : ils utilisent un jeu unique de valeurs pour les quatre paramètres et 

s’écrivent selon l’équation dN/Ndt = µmax . α(t). f(N,t) avec les fonctions α et f décrivant 

respectivement les phases d’accélération et de freinage (Guillier et al. 2017). Les principaux 

modèles primaires déterministes utilisés sont les modèles exponentiel, de Gompertz modifié 

(Zwietering et al. 1990), Logistique (Zwietering et al. 1990), de Baranyi et Roberts (Baranyi & 

Roberts 1994), et Logistique avec délai et rupture (Rosso et al. 1995), dont les équations sont 

détaillés dans le Tableau I.2. Pour un même jeu de données expérimentales, les valeurs des 

quatre paramètres avec chaque modèle sont proches mais légèrement différentes (Augustin et 

al. 1999; Augustin & Carlier 2000). Le modèle exponentiel décrit le début de la croissance par 

un démarrage brusque et ne prend pas en compte la phase stationnaire. Les modèles de 

Gompertz et Logistique prennent en compte la fonction de freinage et celui de Baranyi prend 

en compte à la fois la fonction d’accélération et de freinage. 
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Tableau I.2. Principaux modèles primaires déterministes de croissance (Guillier et al. 2017) 

Nom Equation Références 

Exponentiel 
ln	����, � ≤ ��� ln���� ∙ �� − ����, � > ��� 

- 

Gompertz 

modifié 

ln���� + � ∙ exp	�− exp  μ"�# ∙ $� % ∙ ���� − �� + 1�� 
� = ln��"�#� − ln	���� 

(Zwietering 

et al. 1990) 

Logistique 
ln���� + �

1 + exp	�4 ∙ μ"�#� ∙ �� − ���� + 2� 
� = ln��"�#� − ln	���� 

(Zwietering 

et al. 1990) 

Baranyi et 

Roberts 

ln���� + μ"�# ∙ ���� − ln	�1 + exp)μ"�# ∙ ����* − 1�"�# ��+ � 
���� = � + 1μ"�# ∙ ln	�exp�−μ"�# ∙ �� + exp�−μ"�# ∙ �� − exp�−μ"�# ∙ � − μ"�# ∙ ����� 

(Baranyi & 

Roberts 

1994) 

Logistique 

avec délai 

et rupture 

ln	����, � ≤ ��� 

 

ln��"�#� − ln	�1 +  ,-./,	 − 1% ∙ exp)−μ"�# ∙ �� − ����*�, � > ���  

(Rosso et 

al. 1995) 

Avec N0 l’inoculum initial, lag la durée de la phase de latence, µmax le taux maximal de croissance, Nmax la 
population maximale 

 

I.2.2.2. Facteurs de maitrise de la croissance et modèles secondaires  

Il existe un certain nombre de facteurs déterminants pour la croissance microbienne, notamment 

les facteurs liés à l’environnement physico-chimique du microorganisme. Ceux-ci sont classés 

en facteurs intrinsèques (lié au produit lui-même) comme par exemple le pH, l’activité de l’eau, 

la présence de composés antimicrobiens, et en facteurs extrinsèques (liés à sa conservation) 

comme par exemple la température ou la composition de l’atmosphère (Naïtali & Dubois-

Brissonnet 2017). Pour chacun de ces facteurs, il existe un domaine, propre à chaque 

microorganisme, permettant la croissance. En dehors de ce domaine, les microorganismes 

peuvent survivre sans se multiplier ou être inactivés dans certains cas spécifiques. Ces facteurs 

environnementaux peuvent être utilisés comme facteurs de maitrise des contaminants dans les 

aliments et l’environnement de production alimentaire (Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). 

L’impact de ces facteurs physico-chimiques sur les paramètres de croissance (µmax, lag, Nmax) 

peuvent être décrits par des modèles dits secondaires (Guillier et al. 2017). 
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I.2.2.2.1. Exemple de quatre principaux facteurs de maitrise 

I.2.2.2.1.1. La température 

Le taux de croissance µmax varie en fonction de la température du milieu extérieur selon une 

courbe dissymétrique. Les valeurs cardinales : température minimale (Tmin), température 

optimale (Topt) et température maximale (Tmax) sont caractéristiques de chaque microorganisme 

(Figure I.25) (Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017) et permettent de définir différentes classes 

de microorganismes : psychrophiles, psychrotrophes, mésophiles, thermotrophes, thermophiles 

(Leyral & Vierling 2007). La température de l’environnement se répercute sans régulation sur 

la température des cellules microbiennes. Elle induit une modification de la fluidité 

membranaire et influence donc les échanges transmembranaires des ions et des nutriments : les 

membranes ont tendance à se figer à basse température et à se fluidifier à haute température 

(Denich et al. 2003). La température a également un impact sur la synthèse des protéines 

(Bornet 2000) et sur la vitesse des réactions enzymatiques (Mescle & Zucca 1996). Il existe 

plusieurs moyens de conservation associés aux basses températures : la réfrigération, la 

surgélation et la congélation, qui permettent de ralentir voire inhiber complètement la 

croissance des microorganismes. Les hautes températures peuvent également être utilisées pour 

stabiliser voire inactiver une population microbienne (Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). 

 

Figure I.25. Evolution du taux de croissance (µmax) en fonction de la température chez 

L. monocytogenes (extraction des données de la base internet ComBase) (Naïtali & Dubois-

Brissonnet 2017) 

 

I.2.2.2.1.2. Le pH  

Le taux de croissance est dépendant du pH extracellulaire (pHe). Pour chaque microorganisme, 

la valeur de µmax en fonction de pHe peut être représentée par une courbe symétrique autour du 

pH optimal de croissance (pHopt) (Figure I.26) (Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). Le pH 

extracellulaire a une influence sur la physiologie bactérienne. En effet, un pH acide ou basique 
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provoque la complexation des ions métalliques qui ne sont alors plus disponibles pour les 

réactions enzymatiques. De plus, la saturation des perméases en ions en fonction du pH perturbe 

la perméabilité membranaire et les échanges transmembranaires (Mescle & Zucca 1996). Toute 

modification du pHe entraine également une modification du pH intracellulaire (pHi) par 

échange de protons via des transporteurs. Celle-ci peut alors inhiber le fonctionnement de 

certaines enzymes cytoplasmiques et la production d’ATP. Des pHi bas  peuvent aussi dénaturer 

les molécules d’ADN ou des protéines (Cotter & Hill 2003; Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017).  

 

 

Figure I.26. Evolution du taux de croissance (µmax) en fonction du pH. Exemple de 

L. monocytogenes. Données de Le Marc et al. 2002 (ronds) et extraites de la base de données 

ComBase (carrés) (Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017) 

 

Néanmoins, dans la mesure du possible, la bactérie peut maintenir son pHi relativement constant 

et les variations de pHi ne sont pas aussi importantes que les variations de pHe. Dans la plupart 

des milieux alimentaires, le pHe est acide, neutre ou légèrement alcalin et le pHi est supérieur 

au pHe, ce qui permet le fonctionnement de la force proton-motrice et la génération d’énergie 

(Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). Les acides forts et les acides faibles ont un mode d’action 

antimicrobien différent. Lorsque les acides forts (comme l’acide chlorhydrique) sont introduits 

dans le milieu, ils se dissocient instantanément et n’ont donc un effet antimicrobien qu’à travers 

la diminution du pHe. Lorsque les acides faibles (acides propionique, acétique, sorbique, 

lactique, citrique) sont introduits dans le milieu et que le pH extracellulaire est inférieur au pH 

intracellulaire, une partie reste sous la forme non-dissociée qui peut traverser passivement la 

membrane et atteindre le cytoplasme bactérien. Le pH y étant plus élevé, l’acide se dissocie et 

libère un proton dans le cytoplasme bactérien (Figure I.27). L'acidification du cytoplasme a de 

nombreuses conséquences : les fonctions enzymatiques, l'ADN et les protéines sont 

endommagées et l'efflux nécessaire de protons consomme de grandes quantités d'ATP, 
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conduisant à une perte d’énergie, une inhibition de la croissance voire la mort cellulaire 

(Lambert & Stratford 1999; Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). La majorité des acides 

organiques a une action uniquement lié à la forme non dissociée mais il a été montré que l’acide 

sorbique par exemple pouvait avoir une activité antimicrobienne via leur forme dissociée 

(Eklund 1983; Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). Le mécanisme d’action des formes 

dissociées serait complexe et pourrait être due à une inhibition de certaines étapes de formation 

de l’enveloppe et de la division cellulaire, du transport des substrats à travers la membrane et 

de certaines enzymes clés (Sofos et al. 1986). Ainsi, pour une même diminution de pHe, les 

acides faibles sont plus efficaces que les acides forts (Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017).  

 

Figure I.27. Mode d’action des acides faibles et importance de la forme non dissociée 

(Lambert & Stratford 1999) 

 

I.2.2.2.1.3. L’activité de l’eau 

L’activité de l’eau (aw) est un facteur qui définit la disponibilité en eau d’un milieu : c’est un 

nombre sans dimension compris entre 0 (eau liée) à 1 (eau libre). C’est un moyen de maitrise 

de la croissance microbienne car la multiplication cellalaire nécessite de l’eau disponible 

(Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). Contrairement à l’effet de la température ou du pH, la 

courbe représentant le taux de croissance en fonction de l’activité de l’eau n’est pas une courbe 

en cloche: l’awopt est très proche voire identique à l’awmax. L’awmin est dépendante du 

microorganisme considéré: l’awmin est comprise dans l’intervalle 1-0,95 pour de nombreux 

bacilles à Gram négatif, Clostridium botulinum et les spores bactériennes ; 0,95-0,91 pour de 

nombreuses bactéries à Gram positif, Salmonella et Fusarium ; 0,87-0,80 pour Staphylococcus 

aureus et de nombreuses moisissures ; 0,80-0,65 pour les moisissures dites xérotolérantes ou 

xérophiles. Aucun développement microbien n’est possible en dessous de 0,6 (Branger et al. 

2007; Leyral & Vierling 2007). L’impact de ce facteur est lié au fait que l’eau libre participe 
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aux nombreuses réactions biologiques (Mescle & Zucca 1996), permet l’ionisation des 

molécules, la polarisation des membranes ainsi que l’hydratation et l’activité des protéines et 

acides nucléiques (Branger et al. 2007). Dans un milieu à faible activité de l’eau, la pression 

osmotique du milieu extérieur est supérieure à celle du cytoplasme et l’eau s’échappe alors de 

la cellule pour rétablir un équilibre osmotique (Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). Différents 

moyens de conservation sont associés à une baisse d’aw : le séchage, la lyophilisation, la 

déshydratation, la déshydratation osmotique, le confisage, le salage, le saumurage et la 

congélation-surgélation (Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). 

I.2.2.2.1.4. Les conservateurs 

Un autre facteur important de maitrise de la croissance microbienne dans les aliments est 

l’utilisation de conservateurs, molécules aux propriétés antimicrobiennes dont il existe 

plusieurs familles. Tout d’abord, il y a les acides organiques et leurs sels dont le mode d’action 

a été détaillé précédemment : l’acide sorbique (E200) et les sorbates de sodium, potassium et 

calcium (E201-203), l’acide benzoïque (E210), les benzoates et p-hydroxybenzoates (E211-

219), l’acide propionique (E280) et les propionates (E281-283), l’acide acétique (E260) et les 

acétates (E261-263) (Carocho et al. 2014; Silva & Lidon 2016). Ils sont principalement utilisés 

dans les aliments à pH acide. Les nitrates et nitrites (E249-252) sont couramment utilisés pour 

inhiber la croissance de C. botulinum dans les aliments à base de viande crue (Silva & Lidon 

2016; Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). Leur effet antimicrobien est principalement dû à 

l’inhibition des protéines fer-soufre (ferredoxine) nécessaires au métabolisme énergétique de 

C. botulinum (Cammack et al. 1999; Milkowski et al. 2010). Le dioxyde de souffre (E220) et 

les sulfites (E221-224 et 226-228) sont principalement utilisés dans l’élaboration du vin (Silva 

& Lidon 2016). Il existe également des conservateurs naturels : c’est le cas des huiles 

essentielles, dont certaines sont autorisées dans les aliments comme composés aromatiques par 

l’Union Européenne (UE 2012). Les plus utilisées sont les huiles d’écorce d’agrume, de menthe 

poivrée, d’eucalyptus et de citronnelle (Carson & Hammer 2011). Les principaux freins à leur 

utilisation sont leur fort pouvoir aromatique et leur faible solubilité dans l’eau (Naïtali & 

Dubois-Brissonnet 2017). Ces huiles essentielles sont généralement des mélanges complexes 

d’une centaine de petites molécules volatiles dont les natures chimiques sont très variées : 

terpènes (monoterpènes, diterpènes, sesquiterpènes) et phénylpropanoïdes (acides 

cinnamiques, aldéhydes cinnamiques, coumarines, flavonoïdes) (Naïtali & Dubois-Brissonnet 

2017). Parmi ces molécules, les composés phénoliques simples, tels que les carvacrol, thymol 

et eugénol sont généralement les plus efficaces (Holley & Patel 2005). D’autres constituants 
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des huiles essentielles non phénoliques sont également très efficaces : p-cymene, carvone, 

cinnamaldehyde, terpinene (Burt 2004). Le pouvoir antimicrobien des huiles essentielles est 

principalement dû à leurs propriétés d’hydrophobicité et au faible poids moléculaire de leurs 

constituants qui peuvent s’intercaler dans la membrane bactérienne (Burt 2004). Les 

mécanismes d’action antimicrobiens des composés phénoliques seront plus amplement détaillés 

dans le paragraphe I.2.3.1. 

L’activité antimicrobienne de conservateurs sur une souche peut correspondre soit à une activité 

inhibitrice de croissance soit à une activité bactéricide. La première est caractérisée par la 

détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), c’est à dire la concentration 

au-delà de laquelle la croissance de la souche est totalement inhibée (Naïtali & Dubois-

Brissonnet 2017). Un autre paramètre important à considérer dans ce cas est la concentration 

non inhibitrice (CNI), concentration en dessous de laquelle le composé n’a aucun effet sur la 

croissance du microorganisme. L’activité bactéricide correspond à la capacité de conservateurs 

à inactiver, voire à détruire, les microorganismes. Elle peut être évaluée par la détermination de 

la concentration minimale bactéricide (CMB). Selon la norme européenne EN 1040, la CMB 

est la plus petite concentration capable d’entrainer la réduction de 5 log10 d’une population de 

108 cellules/mL en 5 min à 20°C (CE 1997).  

L’efficacité de différentes familles de conservateurs peut être comparée. Par exemple,  il a été 

montré que les composés purs issus d’huiles essentielles présentaient des CMI vis-à-vis de 

Salmonella Typhimurium environ 10 fois plus faibles que les acides organiques (Nazer et al. 

2005) et environ 500 fois plus faibles que leurs sels (Guillier et al. 2007). 

 

I.2.2.2.2. Les modèles secondaires pour déterminer le taux de croissance 

Les modèles secondaires permettent de décrire l’influence des facteurs environnementaux sur 

les paramètres des modèles primaires de croissance, à savoir la phase de latence et le taux de 

croissance. Deux approches distinctes existent : les facteurs environnementaux peuvent être 

pris en compte simultanément dans des modèles polynomiaux ou l’impact de chaque facteur 

peut être modélisé de façon indépendante avant  que l’ensemble des facteurs soit combiné dans 

une approche progressive dite de « gamma concept » (Guillier et al. 2017). 

Les modèles polynomiaux sont des modèles empiriques faciles à ajuster aux données 

expérimentales. Ils utilisent généralement des polynômes de second degré incluant les 

interactions entre les facteurs et un terme d’erreur (équation 2). Ils sont caractérisés par un grand 

nombre de paramètres n’ayant aucune signification biologique et ne sont pas extrapolables en 

dehors des plages expérimentales. Ils restent néanmoins très utilisés (Guillier et al. 2017).  
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µmax = a1 + a2.T + a3.pH + a4. [NaCl] + a5.T.pH + a6.T.[NaCl] + a7.pH.[NaCl] + a8.T2 + a9.pH2 

+ a10.[NaCl]2+ ε      (équation 2) 

 

Un exemple d’application est illustré en Figure I.28. Il s’agit d’un modèle pour décrire le taux 

de croissance de L. monocytogenes en fonction de la concentration en composés phénoliques et 

en sel (Hwang 2007). 

 

Figure I.28. Surface de réponse du taux de croissance de L. monocytogenes dans du saumon 

contenant 0 à 8% de sel et 0 à 34 ppm de composés phénolique à 4°C (Hwang 2007) 

 

L’approche progressive ou de « gamma concept », initiée par Zwietering et al. consiste à 

étudier et à modéliser l’impact de chaque facteur environnemental séparément puis à construire, 

à partir de ces modules simples, un modèle complet incluant l’effet de tous les facteurs 

environnementaux (Zwietering et al. 1990; Guillier et al. 2017). Contrairement aux modèles 

polynomiaux, le nombre de paramètres est plus faible et ces derniers ont presque tous des 

significations biologiques. Tous les facteurs influants sont considérés comme indépendants. 

L’effet de chaque facteur sur le taux de croissance peut être représenté par une fraction du taux 

de croissance optimal. En conditions non optimales, l’impact de chaque facteur réduit le taux 

de croissance optimal selon une fonction « gamma » (équation 3) (Guillier et al. 2017) : 

 

µmax = µopt . γ(T) . γ(pH) . γ(aw)    (équation 3) 
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Les fonctions gammas peuvent être des modèles de type racine carrée et/ou des modèles 

cardinaux et leur équation dépend de la forme de la courbe (Guillier et al. 2017). 

 

Les modèles cardinaux ont été proposés par Rosso et al. (1995). Ils permettent de décrire 

l’influence d’un facteur uniquement avec ses valeurs cardinales (min, opt, max), qui ont une 

signification biologique. Les modèles pour le pH et la température sont illustrés par la Figure 

I.29 et les équations 4 et 5. 

 

 

 

Figure I.29. Influence de la température et du pH sur le modèle cardinal (Rosso et al. 1995) 

 

0�1� = 	 �2
2-./��2
2345��)2678
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�2*] (équation 4) 

 

0�>?� = 	 �@A
@A-./��@A
@A345�)@A678
@A-9:*)@A
@A678*
)@A678
@A-./*�@A-9:
2�  (équation 5) 

 

Les modèles racine carrée ont été initialement proposés pour la température par Ratkowsky et 

al. (1982) car les auteurs avaient observé une relation linéaire entre la racine du taux de 

croissance et la température. Ces dernières années, ils ont été largement élargis à d’autres 

facteurs environnementaux (Guillier et al. 2017).  

Par exemple, le modèle de Lambert et Pearson (équation 6 et Figure I.30) est très utilisé pour 

estimer les CMI et CNI d’un composé antimicrobien (Guillier et al. 2007). 

 

Bμ"�#�C� = 	Bμ"�#�C = 0�. ��C�    (6) 
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��C� = expF	− G HIJK LMN O5�PQR PSR⁄ �UV %+ WX UVO5�PQR PSR�⁄ YZ  

Avec c la concentration en antimicrobien, µmax le taux maximal de croissance, CNI la concentration non inhibitrice 
et CMI la concentration minimale inhibitrice. 

 

 

Figure I.30. Application du modèle de Lambert et Pearson à des données de taux de croissance 

de L. monocytogenes obtenues dans le cadre de cette thèse pour déterminer la CNI 

(concentration non inhibitrice, NIC en anglais) et la CMI (concentration minimale inhibitrice, 

MIC en anglais) de l’acide p-hydroxybenzoïque 

 

I.2.3. L’activité antimicrobienne des composés phénoliques 

I.2.3.1. Mécanismes d’action antimicrobiens des composés phénoliques 

Les  mécanismes antimicrobiens des composés phénoliques sont encore loin d’être entièrement 

compris. Il existe une disparité entre les différentes classes de composés : les phénols simples 

ont des mécanismes d’action relativement bien connus, au contraire des acides phénoliques et 

des flavonoïdes. La complexité des modes d’action de certaines molécules vient du fait qu’elles 

peuvent avoir plusieurs cibles cellulaires et que celles-ci ne sont pas indépendantes : ainsi, 

l’atteinte d’une cible peut avoir des conséquences sur d’autres fonctions physiologiques (Burt 

2004; Cushnie & Lamb 2005). 

 

I.2.3.1.1. Intercalation dans la membrane bactérienne 

La première cible cellulaire des composés phénoliques est la double couche de phospholipides 

de la membrane bactérienne, dans laquelle certains ont la capacité de pénétrer.  

Lorsqu’une molécule, telle que le carvacrol, s’intercale dans la membrane, l'espace entre les 

chaînes d'acides gras des phospholipides s’agrandit, ce qui induit une diminution des 



Chapitre I – Etude bibliographique 

   

54 
 

interactions de van der Waals entre elles. La membrane est alors perméabilisée, fluidifiée et son 

rôle structurel est perturbé. La perméabilisation de la membrane peut entraîner des fuites d'ions 

tels que le potassium (Ultee et al. 2002) ou les phosphates, d'ATP (Helander et al. 1998), de 

macromolécules comme le ribose, le glutamate de sodium (Juven et al. 1994), les nucléotides 

ou les protéines (Raccach 1984). Plus généralement, cette perméabilisation de la membrane 

peut conduire à la dissipation des gradients ioniques, dont celui de pH ce qui ferait chuter la 

force motrice essentielle à la synthèse de l’ATP (Ultee et al. 2002). En général, la dissipation 

des gradients ioniques entraîne une inhibition des processus essentiels et éventuellement la mort 

des cellules bactériennes (Ultee et al. 2002). Une fuite du contenu cytoplasmique a également 

été démontré suite à l’action de nombreuses familles de composés phénoliques: les phénols 

simples (Burt 2004), les flavan-3-ols (épigallocatéchine gallate, épicatéchine) (Ikigai et al. 

1993), les antioxydants phénoliques synthétiques comme le BHA, le BHT (Raccach 1984), et 

les acides phénoliques (Borges et al. 2013). Par exemple, il a été montré que l’acide gallique et 

l’acide férulique avaient des effets irréversibles sur les propriétés de la membrane, induisant 

notamment une rupture locale ou la formation de pores dans les membranes cellulaires avec 

une fuite de constituants intracellulaires (Borges et al. 2013). 

Lors de leur intercalation dans la membrane, les composés phénoliques peuvent aussi perturber 

le  rôle des protéines membranaires en interagissant avec elles, notamment les enzymes telles 

que l’ATPase, ce qui perturberait le métabolisme énergétique. La présence de ces composés 

dans la membrane pourrait également modifier les interactions lipides-protéines (Burt 2004). 

 

Il est acquis depuis longtemps que l’hydrophobicité (ou lipophilie) d’un composé est un des 

paramètres explicatifs de son activité antimicrobienne (Hansch & Fujita 1964). Le caractère 

lipophile d'un composé est classiquement décrit par le logarithme de son coefficient de partage 

(P) dans un mélange composé d’octanol et d’eau (logPoct/w). Plus la concentration retrouvée 

dans la phase d’octanol est élevée, plus le coefficient de partage du composé est grand. Un 

composé ayant un degré d’hydrophobicité élevé pourrait plus facilement entrer en interaction 

avec les phospholipides hydrophobes de la membrane bactérienne et aurait ainsi une plus 

grande activité antimicrobienne (Hansch & Fujita 1964; Ramos-Nino et al. 1996; Weber & de 

Bont 1996). Cependant, l’intercalation d'un composé dans une membrane bactérienne est 

différente de la distribution d'un composé dans un mélange octanol/eau : c'est pourquoi certains 

auteurs ont déterminé d'autres coefficients de partage : par exemple, entre une membrane 

(liposomes) et un tampon (logPm/t) (Ultee et al. 2002). Dans cette dernière étude, le Pm/t du 

carvacrol est inférieur à son Poct/w car les liposomes sont plus hydrophiles que l'octanol. Selon 
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la littérature, certaines valeurs spécifiques d’hydrophobicité permettraient une activité 

antimicrobienne optimale : un composé avec un logPoct/w supérieur à 3 pourrait pénétrer 

profondément dans les membranes (Weber & de Bont 1996) alors qu’un logP supérieur à 4 (en 

fonction du composé et de l'organisme testé) n'entraînera pas toujours une augmentation de 

l’efficacité antimicrobienne (Vermuë et al. 1993). 

 

I.2.3.1.2. Pénétration des composés phénoliques jusqu’au cytoplasme 

Certains composés phénoliques, en fonction de leurs propriétés physico-chimiques, peuvent 

traverser la membrane bactérienne et atteindre le cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, 

plusieurs phénomènes peuvent se produire.  

 

I.2.3.1.2.1. Acidification du cytoplasme 

Les acides phénoliques pourraient agir comme des acides faibles (I.2.2.2.1.2). Lorsque leur 

forme indissociée traverse la membrane et atteint le cytoplasme bactérien, elle se dissocie en 

libérant un proton. Cette acidification du cytoplasme entraîne une altération des fonctions 

enzymatiques et/ou des molécules structurelles ainsi qu’une perte d’énergie nécessaire à l'efflux 

des protons (Lambert & Stratford 1999; Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). 

L’efficacité des acides faibles est d’autant plus grande que la proportion d’acide non dissociée 

est grande et celle-ci dépend du pH du milieu et du pKa de l’acide. Un pH bas et un pKa élevé 

sont donc deux paramètres importants à considérer pour avoir une efficacité optimale (Naïtali 

& Dubois-Brissonnet 2017). 

 

De nombreux auteurs font l’hypothèse que les acides phénoliques pourraient agir grâce à ces 

deux mécanismes combinés : effet sur l’intégrité de la membrane bactérienne et acidification 

du cytoplasme (Ramos-Nino et al. 1996; Sánchez-Maldonado et al. 2011). Un modèle a été 

construit pour prédire le comportement antibactérien des acides phénoliques en fonction du 

paramètre de lipophilie (logK) et de l'effet de l'ionisation (pKa) de l'acide phénolique. Ce 

modèle confirme que l’efficacité antimicrobienne est d’autant plus élevée que le logK est élevé,  

mais également que  le pKa est élevé car la proportion d'acide non dissocié serait plus grande 

(Ramos-Nino et al. 1996).  

Dans l'étude de Campos et al. (2009), l'ajout d'un acide organique simple (acide l-lactique) est 

comparé avec l'addition d'acide férulique et d'acide gallique sur les bactéries lactiques du vin. 

L'acide organique ne provoque pas de sortie accrue de potassium des cellules bactériennes alors 
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que cet efflux est observé en présence d'acides phénoliques. Les auteurs concluent donc que 

l’efflux n'était pas dû à l'acidification du cytoplasme mais bien à un effet complémentaire de 

déstructuration membranaire.  

Les formes non dissociées des acides seraient plus susceptibles d’interagir avec la membrane 

bactérienne que les formes dissociées car celles-ci sont chargées négativement. Même s’il a 

déjà été montré que certains acides, comme l’acide sorbique, pouvait avoir une activité 

antimicrobienne via leur forme dissociée (Eklund 1983; Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017), il 

est à noter que l’effet des formes dissociées des acides phénoliques n’a jamais été étudié dans 

la littérature. 

L’acidification du cytoplasme est une hypothèse qui a été également émise pour les phénols 

simples et notamment pour le carvacrol. Les phénols non dissociés traverseraient la membrane 

bactérienne et libèreraient un proton du groupe hydroxyle à l'intérieur du cytoplasme. Le phénol 

recouvrerait sa forme non dissociée en s’associant avec un ion potassium (ou un autre cation) 

du cytoplasme. La molécule résultante serait transportée à travers la membrane vers 

l'environnement externe, où le cation serait libéré pour être remplacé par un nouveau proton 

(Ultee et al. 2002). 

 

I.2.3.1.2.2. Perturbation du métabolisme 

Concernant les flavonoïdes, deux principaux mécanismes d’action antimicrobiens ont été 

rapportés en plus de la perturbation de l’intégrité membranaire : l’inhibition de la synthèse des 

acides nucléiques et l’inhibition du métabolisme énergétique (Cushnie & Lamb 2005; Cushnie 

& Lamb 2011).  

Concernant l’inhibition de la synthèse des acides nucléiques, les auteurs ont suggéré : 

- que l'anneau B des flavonoïdes pourrait interagir avec l'empilement des bases d'acide 

nucléique (Mori et al. 1987) 

- que certains flavonoïdes comme la quercétine pourraient se lier à la sous-unité GyrB de 

l'ADN gyrase d’E. coli, une protéine essentielle à la réplication des chromosomes 

circulaires (Plaper et al. 2003) 

- que certains flavonoïdes pourraient inhiber des enzymes clés pour la synthèse de l’ADN 

telles que la topoisomérase et/ou de la dihydrofolate réductase (Bernard et al. 1997).  

L’inhibition de cette synthèse pourrait également être accompagnée d’une dégradation de 

l’ADN comme montré chez B. subtilis et E. coli à cause de l’auto-oxydation du composé 

phénolique générant des espèces radicalaires toxiques pour les bactéries (Brudzynski et al. 

2012).  



Chapitre I – Etude bibliographique 

   

57 
 

L’inhibition du métabolisme énergétique serait causé par une inhibition de l’enzyme NADH-

cytochrome C réductase (Haraguchi et al. 1995) et à une inhibition de l’ATP synthétase 

(Chinnam et al. 2010). 

Enfin, conséquence de la dissociation de l’acide, l’augmentation de la concentration en formes 

dissociées de l’acide organique faible dans le cytoplasme peut provoquer l’augmentation de 

l’osmolarité et des perturbations métaboliques, ce qui augmente l’activité antimicrobienne 

(Rajkovic et al. 2010). Ce phénomène pourrait avoir lieu pour les acides phénoliques. 

 

I.2.3.1.3. Autres effets indirects des composés phénoliques 

I.2.3.1.3.1. Chélation des métaux  

Les métaux comme le zinc et le cuivre sont des micronutriments essentiels à la croissance des 

bactéries. Certains composés phénoliques ont des propriétés chélatrices de métaux bien connues 

(structures ortho-diphénoliques), ce qui  pourrait être un des mécanismes antimicrobiens 

indirects des composés phénoliques (Daglia 2012). Néanmoins, ce type de mécanisme reste peu 

probable dans un environnement alimentaire où les nutriments ne manquent pas.  

 

I.2.3.1.3.2. Atténuation de la virulence bactérienne 

Il a été rapporté que certains flavonoïdes seraient capables d’atténuer la virulence de certaines 

bactéries pathogènes via l’inhibition de récepteurs impliqués dans les signaux de quorum-

sensing, d’enzymes telles que la sortase, l’uréase, via la neutralisation de toxines bactériennes, 

ou encore via l’inhibition de la sécrétion de facteurs de virulence (Cushnie & Lamb 2011). 

Concernant L. monocytogenes, la protéine listeriolysin O (LLO) est un facteur de virulence de 

la bactérie lui permettant de s’échapper des phagosomes et de se libérer dans le cytoplasme des 

cellules hôtes (Pamer 2004). Kohda et al. (2008) ont montré que des concentrations sub-

inhibitrices d’épigallocatéchine gallate inhibaient la croissance de L. monocytogenes dans des 

macrophages notamment parce que ce flavonoïde empêchait la LLO de se lier à la membrane 

lipidique.  

Ce phénomène d’atténuation de la virulence est complémentaire des propriétés 

antimicrobiennes et pourraient constituer une approche innovante d’utilisation des flavonoïdes 

pour maîtriser la sécurité microbiologique des produits. 
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I.2.3.2. Efficacité antimicrobienne des composés phénoliques 

De très nombreux composés phénoliques présentent des activités antimicrobiennes (Bouarab-

Chibane et al. 2018a). Les principales familles concernées sont les phénols simples (Burt 2004), 

les acides phénoliques (Ramos-Nino et al. 1996; Cueva et al. 2010; Sánchez-Maldonado et al. 

2011), et les flavonoïdes (Cushnie & Lamb 2011; Cetin-Karaca & Newman 2015). D’autres 

familles, telles que les tannins (condensés et hydrolysables) et les néolignans, présentent 

également des activités antimicrobiennes mais plus anecdotiques (Daglia 2012). 

Il est relativement difficile de comparer toutes les études réalisées sur l’activité antimicrobienne 

des composés phénoliques car elles sont souvent réalisées sur des microorganismes différents : 

bactéries, virus, moisissures et pour les bactéries, sur des espèces et souches différentes. De 

plus, les techniques utilisées pour l’évaluation de l’activité antimicrobienne peuvent être 

différentes : méthode par dilution en bouillon de culture ou méthode par diffusion en agar. Pour 

cette étude bibliographique, nous avons privilégié les études réalisées sur L. monocytogenes par 

dilution en bouillon de culture pour être au plus proche de nos conditions expérimentales, puis 

nous avons élargi aux études réalisées sur d’autres bactéries à Gram positif, éventuellement à 

Gram négatif avec les méthodes par dilution puis dans certains cas par diffusion sur agar. 

L’objectif était d’avoir une vision relativement globale sur les composés phénoliques les plus 

actifs en fonction de leur famille. 

Même si peu d’études comparent l’efficacité des composés entre différentes familles, les 

tendances globales montrent que les phénols simples sont les composés phénoliques les plus 

efficaces (Burt 2004; Gutiérrez-Larraínzar et al. 2012) et que les acides phénoliques et les 

flavonoïdes ont des efficacités relativement comparables (Saavedra et al. 2010; Özçelik et al. 

2011; Daglia 2012; Pacheco-Ordaz et al. 2018). 

Dans la famille des phénols simples, les activités antimicrobiennes du carvacrol, du thymol et 

de l’eugénol retrouvés dans les huiles essentielles de plantes sont les plus décrits dans la 

littérature (Burt 2004). D’après les études réalisées en bouillon de culture sur des bactéries à 

Gram positif (S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes)  l’ordre d’efficacité serait le suivant : 

carvacrol ≥ thymol > eugénol avec des ordres de grandeur de CMI de quelques mmol/L 

(Cosentino et al. 1999; Pol & Smid 1999; Lambert et al. 2001; Burt 2004; Gutiérrez-Larraínzar 

et al. 2012; Gavaric et al. 2015). Des résultats similaires sont rapportés pour des bactéries à 

Gram négatif (Salmonella Typhimurium) (Nazer et al. 2005; Guillier et al. 2007). Parmi les 

phénols simples, les activités antimicrobiennes du tyrosol, de l’hydroxytyrosol et de 

l’oleuropéine retrouvés dans l’industrie de l’huile d’olive sont également rapportées (Tripoli et 

al. 2005; Lee & Lee 2010; Araújo et al. 2015). 
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Dans la famille des acides phénoliques, les composés les plus décrits dans la littérature pour 

leur activité antimicrobienne sur bactéries à Gram positif (S. aureus, L. monocytogenes, B. 

cereus) et négatif (C. jejuni, E. coli, P. fluorescens, P. aeruginosa) confondues sont les acides 

p-hydroxybenzoïque, protocatéchique, vanillique, gallique (acides hydroxybenzoïques) et les 

acides  p-coumarique, caféique, férulique et chlorogénique (acides hydroxycinnamiques) 

(Ramos-Nino et al. 1996; Murphy Cowan 1999; Wen et al. 2003; Tripoli et al. 2005; Rodríguez 

Vaquero et al. 2007; Gañan et al. 2009; Lee & Lee 2010; Cueva et al. 2010; Merkl et al. 2010; 

Saavedra et al. 2010; Sánchez-Maldonado et al. 2011; Daglia 2012; Gutiérrez-Larraínzar et al. 

2012; Makwana et al. 2015). Contrairement aux phénols simples, l’activité antimicrobienne de 

ces composés est moins connue et il est plus difficile d’établir un classement global d’efficacité. 

Il a néanmoins été rapporté plusieurs fois que l’acide gallique était moins efficace que d’autres 

acides hydroxybenzoïques (Ramos-Nino et al. 1996; Rodríguez Vaquero et al. 2007; Sánchez-

Maldonado et al. 2011; Gutiérrez-Larraínzar et al. 2012), avec notamment des CMI vis-à-vis 

de Bacillus cereus de 21 mmol/L alors qu’elle est de 2 à 8 mmol/L pour les acides p-

hydroxybenzoique et protocatéchique (Gutiérrez-Larraínzar et al. 2012). Parmi les acides 

hydroxycinnamiques, l’acide chlorogénique apparaît comme le moins efficace de sa sous-

famille envers L. monocytogenes (Wen et al. 2003; Saavedra et al. 2010), avec une CMI 

supérieure à 30 mmol/L alors  que les acides p-coumarique, caféique et férulique ont des CMI 

d’environ 15-20 mmol/L (Wen et al. 2003). De manière plus anecdotique, les activités 

antimicrobiennes de l’acide sinaptique sur C. jejuni (Gañan et al. 2009), de l’acide rosmarinique 

sur S. aureus (Moreno et al. 2006), de l’acide gentisique sur L. monocytogenes (Merkl et al. 

2010) et de l’acide carnosique sur S. aureus (Moreno et al. 2006; Horiuchi et al. 2007) ont été 

rapportées.  

Dans la très grande famille des flavonoïdes, de nombreuses sous-familles ont été identifiées 

comme présentant des activités antimicrobiennes : les flavan-3-ols, les flavanones, les flavones, 

les flavonols, les isoflavones, les isoflavonones, les isoflavans et les chalcones (Cushnie & 

Lamb 2005). Plus particulièrement, les composés les plus souvent décrits sont : l’apigénine, la 

galangine, la pinocembrine, la ponciretine, la genkwenanine, la sophroflavone G et ses dérivés, 

la naringine et la naringénine, l’épigallocatéchine gallate et ses dérivés, la lutéoline et la 

lutéoline-7-glucoside, la quercétine, la 3-O-methylquercétine et les dérivés glycosylés de la 

quercétine, le kaempférol et ses dérivés (Cushnie & Lamb 2005). La généralisation des données 

obtenues est encore plus difficile que dans les autres familles car les composés sont très 

nombreux et les résultats souvent contradictoires (Cushnie & Lamb 2005). Nous avons donc 

choisi de nous focaliser sur les flavonoïdes également identifiés dans la littérature pour leurs 
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propriétés antioxydantes. Dans la sous-famille des flavan-3-ols, l’épigallocatéchine et 

l’épigallocatéchine gallate sont plus efficaces que la catéchine et l’épicatéchine pour inhiber la 

croissance de S. mutans (Sakanaka et al. 1989) et de S. aureus (Yam et al. 1997), les premiers 

ayant des CMI de l’ordre du mmol/L. Chez les flavanones, l’ériodictyol est plus efficace pour 

limiter le développement de L. innocua que la naringénine et la naringine (Mandalari et al. 

2007). Chez les flavones, la lutéoline et l’apigénine sont des molécules antimicrobiennes 

efficaces vis-à-vis de S. aureus avec des CMI inférieures à 0,5 mmol/L (Sato et al. 2000). Chez 

les flavonols, les composés tels que le kampférol, la morine, la myricétine, la quercétine et la 

rutine ont été étudiées à plusieurs reprises pour leur activité antimicrobienne (El-Gammal & 

Mansour 1986; Nishino et al. 1987; Tsuchiya et al. 1996; Rauha et al. 2000; Arima & Danno 

2002; Rodríguez Vaquero et al. 2007; Ulanowska et al. 2007). Le kaempférol est un composé 

efficace vis-à-vis du développement de S. aureus et B. subtilis (Ulanowska et al. 2007) avec 

une CMI maximale de 1,4 mmol/L estimée sur différentes souches de S. aureus (Tsuchiya et 

al. 1996). En revanche, il a été démontré dans plusieurs études que la rutine ne présentait aucun 

effet antimicrobien sur S. aureus et B. cereus (El-Gammal & Mansour 1986; Ng et al. 1996; 

Rauha et al. 2000) même si une étude réalisée par diffusion sur agar n’exclue pas une efficacité 

antimicrobienne vis-à-vis de L. monocytogenes (Rodríguez Vaquero et al. 2007). 

 

I.2.3.3. Facteurs interférant dans les aliments  

I.2.3.3.1. Influence de la structuration des aliments sur le développement bactérien 

Même si elles sont actuellement peu nombreuses, les études portant sur l’influence de la 

structure et de la composition de la matrice alimentaire sur le comportement bactérien suscitent 

de plus en plus d’intérêt, notamment en microbiologie prévisionnelle (Dens & Van Impe 2001; 

Mertens et al. 2009). De manière générale, les paramètres de croissance sont modifiés dans les 

milieux alimentaires complexes par rapport aux milieux de culture. Il s’agit le plus souvent 

d’une diminution du taux et du rendement de croissance, que l’on soit en milieu émulsionné 

(Brocklehurst et al. 1995; Wilson 2002) ou gélifié (Meldrum et al. 2003; Aspridou et al. 2014). 

Les effets observés sont d’origine multiple. 

Les matrices alimentaires sont des systèmes structurés (présence de composés structurants de 

type gélifiants et épaississants) et/ou multiphasiques (présence de gouttelettes lipidiques), 

enrichis de différents ingrédients. Cette structuration peut avoir de nombreux effets directement 

ou indirectement sur la répartition de la contamination, le mode de croissance de la bactérie,  
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les propriétés de surface de la bactérie et leur tolérance à l’inactivation (Naïtali & Dubois-

Brissonnet 2017).  

Tout d’abord, la présence d’éléments structurants ou de phases additionnelles peut imposer aux 

bactéries des contraintes physiques qui peuvent modifier leur distribution et leur mode de 

croissance dans le système (Jongenburger et al. 2012). Cette hétérogénéité de répartition de la 

contamination peut mener à des mauvaises estimations des niveaux de contamination et une 

baisse de fiabilité des analyses microbiologiques : ainsi, certaines parties du système peuvent 

être complètement stériles alors que d’autres seraient fortement contaminées. De plus, dans un 

système en présence d’éléments structurants, alors que le milieu devient solide ou semi-solide, 

la  croissance bactérienne passe de l’état planctonique à l’état colonial (Figure I.31) (Wilson 

2002; Antwi et al. 2006). Ce phénomène peut également se produire dans des émulsions 

comprenant plus de 80% de phase lipidique (Brocklehurst et al. 1995; Parker et al. 1995). En 

effet, la croissance s’effectuant dans la phase aqueuse ou à l’interface phase aqueuse/phase 

lipidique, un fort pourcentage d’huile engendre des zones aqueuses non jointives dans 

lesquelles les bactéries sont piégées et ne peuvent se développer que sous forme de colonies 

(Naïtali & Dubois-Brissonnet 2017). Dans un milieu structuré modélisant un fromage, des 

macro-colonies ont pu être observées (rayon > 200 µm), associées à des microgradients de pH, 

de substrat protéique, d’O2 et de CO2, qui sont probablement dus à la limitation des phénomènes 

de diffusion autour et à l’intérieur de la macro-colonie (Jeanson et al. 2015). La croissance sous 

forme de macrocolonies dans les systèmes alimentaires pourrait alors avoir des conséquences 

multiples. Tout d’abord, comme dit précédemment, elle peut engendrer un manque de fiabilité 

des analyses microbiologiques. Mais surtout, la physiologie des bactéries se développant sous 

forme de communautés microbiennes est très différente de celle des bactéries planctoniques 

(Bridier et al. 2011). Ces bactéries vivant en communauté sont bien connues pour avoir une 

physiologie particulière pouvant notamment engendrer une augmentation de leur tolérance à la 

désinfection (Bridier et al. 2011). Ce phénomène pourrait également apparaître suite à la 

croissance des bactéries dans des systèmes alimentaires complexes. Une première étude a 

d’ailleurs montré que la croissance de L. monocytogenes en émulsion a provoqué une 

augmentation de sa tolérance vis-à-vis de deux désinfectants couramment utilisées en industrie 

alimentaire (Naïtali et al. 2009).  
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Figure I.31. Représentation schématique montrant les différents environnements possibles de 

croissance bactérienne dans un échantillon de fromage : les bactéries planctoniques en phase 

aqueuse et les colonies bactériennes dans la phase gélifiée (Parker et al. 1998; Wilson 2002) 

 

Dans le cas particulier des systèmes émulsionnés, il est important également de s’intéresser à 

l’impact de la présence d’huile et de certains lipides au contact des bactéries car celle-ci peut 

modifier la physiologie et même la croissance des bactéries. Il a par exemple été montré que 

l’hydrophobicité de surface de deux souches de L. monocytogenes augmente lors de sa 

croissance en émulsion avec 80% d’huile, ce phénomène étant plus marqué à pH acide qu’à pH 

neutre (Naïtali et al. 2009). De plus, il a été montré que la croissance de B. cereus était favorisée 

à basse température en présence d’acides gras insaturés exogènes (de Sarrau et al. 2013). Même 

si les mécanismes mis en jeu restent encore mal connus, il semblerait que les bactéries soient 

capables d’utiliser ces acides gras alimentaires exogènes pour réguler la fluidité de leurs 

membranes, notamment lorsque la température baisse et que leur métabolisme devient moins 

efficace. 

 

I.2.3.3.2. Interférences de la structuration des aliments sur l’activité de composés 

antimicrobiens 

Les nombreuses études réalisées sur des aliments réels ont montré que l’utilisation 

d’antimicrobiens naturels tels que les composés phénoliques et les huiles essentielles était une 

approche encourageante dans de très nombreux produits alimentaires : fruits et légumes frais et 

transformés, produits laitiers, boissons, produits carnés (Davidson et al. 2015). Mais 

malheureusement, beaucoup de ces composés montrent une activité moindre dans les aliments 

en comparaison de leurs excellentes activités antimicrobiennes en milieu de culture : il faut 

donc augmenter les concentrations. Cette perte d’activité en milieu complexe a été constatée 

pour de nombreuses famille d’antimicrobiens, dont les acides organiques (lactates, acetates, 
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sorbates, benzoates) (Hwang et al. 2011; Morey et al. 2014), les parabènes (esters alkyliques 

d’acide p-hydroxybenzoique) (Baranowski & Nagel 1984), les composés phénoliques 

(phénylpropanoïdes, acides phénoliques et terpènes phénoliques) (Calo et al. 2015), les acides 

gras estérifiés avec des composés phénoliques ou des acides aminés (arginate laurique) (Porto-

Fett et al. 2010). Les molécules antimicrobiennes introduites dans l’aliment se retrouvent en 

interaction avec une multitude de composants au sein d’un aliment. Parmi toutes les interactions 

possibles, deux sont particulièrement pertinentes pour expliquer la baisse d’efficacité dans les 

aliments comme : celle avec les lipides et celle avec les protéines et polysaccharides chargés 

(Weiss et al. 2015). Ces interactions se font principalement par l’intermédiaire de liaisons non-

covalentes : interactions électrostatiques et hydrophobes (Bouarab-Chibane et al. 2018b; 

Bouarab-Chibane et al. 2018c). Les interactions hydrophobes expliqueraient notamment que 

certains composés migrent préférentiellement dans la phase lipidique où ils ne seraient plus 

accessibles aux microorganismes, localisés en phase aqueuse (Weiss et al. 2015).  

Au-delà de ces interactions, la taille des gouttelettes lipidiques semble être un autre facteur 

influant sur l’efficacité antimicrobienne des composés phénoliques en émulsion. Terjung et al. 

(2012) ont montré que l'activité antimicrobienne de l'eugénol et du carvacrol était plus 

importante dans les émulsions présentant une taille de gouttelettes plus élevée. En parallèle, ils 

ont montré que la concentration des antimicrobiens en phase aqueuse augmentait avec la taille 

des gouttelettes et que le carvacrol et l’eugénol se localiseraient préférentiellement à l’interface 

des gouttelettes d’huile. Ainsi, ils émettent deux hypothèses explicatives :  

-  lorsque la taille des gouttelettes diminue, la surface interfaciale augmente et davantage 

de composés sont localisés à l’interface, d’où une meilleure efficacité 

- en présence de plus petites gouttelettes, le surfactant serait localisé en grande majorité 

à l’interface, ce qui laisserait en phase aqueuse moins de micelles permettant la 

solubilisation des composés phénoliques (Figure I.32) (Terjung et al. 2012).  
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Figure I.32. Représentation schématique montrant les différentes hypothèses expliquant une 

efficacité plus importante des antimicrobiens dans des émulsions à plus grand diamètre de 

gouttelettes (Terjung et al. 2012) 

 

Mais il existe relativement peu d’études sur l’activité antimicrobienne des composés 

phénoliques dans des systèmes émulsionnés contenant des quantités d’huile proches des sauces 

alimentaires. En revanche, de nombreuses études portent sur les nano-émulsions d’huiles 

essentielles, constituées de très fines gouttelettes (de l’ordre du nanomètre) d’huile essentielle 

hydrophobe, dispersées dans le milieu aqueux. Ces nano-émulsions présentent souvent des 

problèmes de stabilité physique dus au vieillissement d’Oswald qui favorise la coalescence de 

ces gouttelettes d’huile essentielles. L’utilisation de molécules tensio-actives peut améliorer la 

stabilisation des nano-gouttelettes mais peut avoir des conséquences positives ou négatives sur 

l’efficacité des composés antimicrobiens (Gaysinsky et al. 2005b; Hammer & Carson 2011; 

Donsì & Ferrari 2016). Plusieurs auteurs proposent d’incorporer à ces nano-émulsions de 

petites quantités de triglycérides pour éviter cette déstabilisation physique mais leur 

introduction provoque dans une grande majorité des cas une diminution de l’activité 

antimicrobienne des huiles essentielles (Chang et al. 2012). Dans ce type d’études, les 

composés antimicrobiens concernés sont généralement les phénols simples (thymol, eugénol et 

carvacrol). 
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II.1. INTRODUCTION 

 

Ce chapitre regroupe l’ensemble des études réalisées sur l’activité antioxydante et 

antimicrobienne de composés phénoliques en milieux modèles.  

 

La première étude fait l’objet de l’article 1 “Phenolic compounds can delay the oxidation of 

polyunsaturated fatty acids and the growth of Listeria monocytogenes: structure-activity 

relationships” (II.2) et a deux objectifs principaux. Le premier objectif consiste à confirmer 

les activités antioxydante et antimicrobienne d’une série de composés phénoliques identifiés 

dans la littérature, puis à sélectionner trois d’entre eux pour la suite de l’étude en milieu 

alimentaire plus complexe. Le deuxième objectif vise à mettre en évidence et comprendre les 

relations qui existent entre la structure chimique des composés phénoliques et leur activité 

antioxydante ou antimicrobienne, ainsi qu’à évaluer les similitudes et/ou différences 

rencontrées entre les deux types d’action.  

 

Les méthodes mises en œuvre en milieux modèles étant automatisées, elles permettent 

d’évaluer l’activité d’un grand nombre de composés. Les molécules testées ont été choisies 

selon trois critères : i) leur activité antioxydante et/ou antimicrobienne est reconnue selon les 

données disponibles dans la littérature scientifique, ii) elles appartiennent à différentes familles 

phénoliques (acides phénoliques, flavonoïdes, phénols simples, α-tocophérol) et iii) leurs 

structures chimiques permettent de mettre en évidence le rôle de groupements chimiques 

spécifiques dans l’efficacité mesurée.     

L’activité antioxydante est mesurée à l’aide du « test AAPH », test qui présente l’avantage de 

mettre en œuvre un substrat lipidique rencontré dans la plupart des produits alimentaires, l’acide 

linoléique (C18:2, ω6). Son oxydation est initiée par l’AAPH (2,2’-azobis(2-amidinopropane) 

dihydrochloride) et l’apparition des produits d’oxydation est suivie par mesure des diènes 

conjugués (mesure spectrophotométrique à 234 nm). Le retard d’apparition des produits 

d’oxydation (temps d’inhibition) est évalué en présence de chaque composé phénolique, 

introduit à différentes concentrations. Les courbes effet-dose établies permettent à la fois de 

comparer l’efficacité des antioxydants entre eux mais aussi d’identifier des groupes de 

composés présentant des comportements cinétiques similaires. 

L’activité antimicrobienne des composés est évaluée à l’aide du suivi des courbes de 

croissance de Listeria monocytogenes dans un lecteur automatique de densité optique (600 nm) 
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en microplaque (Bioscreen C), en présence des composés phénoliques choisis et à différentes 

concentrations. A partir des courbes de croissance, les paramètres du modèle de Gompertz sont 

déterminés (principalement le µmax, taux de croissance). L’évolution du taux de croissance en 

fonction de la concentration du composé est ensuite modélisée à l’aide du modèle de Lambert-

Pearson afin de déterminer les concentrations minimales inhibitrice (CMI) et non inhibitrice 

(CNI) pour chaque composé.  

 

La deuxième étude fait l’objet de l’article 2 “Inhibitory activity of phenolic acids against 

Listeria monocytogenes: deciphering the mechanisms of action using three different 

models” (II.3) et a pour objectif de décrire et comprendre les différents mécanismes d’action 

antimicrobiens des acides phénoliques en utilisant une démarche de modélisation. En effet, 

l’activité antimicrobienne des acides phénoliques peut être due à l’effet de l’acide sur la 

diminution du pH du milieu et à l’action des formes non-dissociées et dissociées des acides sur 

la bactérie.  

 

La méthodologie utilisée pour les expérimentations est la même que celle décrite 

précédemment: il s’agit de suivre la cinétique de croissance de Listeria monocytogenes par 

densité optique en milieu de culture en présence des acides phénoliques à différentes 

concentrations et ici à différents pH ajustés. Pour chaque acide, on obtient un jeu de données 

avec différents taux de croissance, qui dépendent du pH et des concentrations de formes non-

dissociées et dissociées des acides. Une démarche de modélisation mathématique, élaborée 

en collaboration avec Laurent Guillier (Anses), permet de décrire l’impact des différents 

facteurs (pH, forme non-dissociée, forme dissociée) sur le taux de croissance de Listeria 

monocytogenes et ainsi de mieux comprendre le mécanisme d’action des acides phénoliques. 
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II.2. ARTICLE 1 – “PHENOLIC COMPOUNDS CAN DELAY THE 

OXIDATION OF POLYUNSATURATED FATTY ACIDS AND THE 

GROWTH OF LISTERIA MONOCYTOGENES: STRUCTURE-ACTIVITY 

RELATIONSHIPS” 
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II.2.1. Abstract and keywords 

Background: Phenolic compounds present a potential solution to ensure food quality and 

safety. Indeed, they can limit oxidation reactions and bacterial growth in food products. 

Although their antioxidant mechanisms of action are well known, their antibacterial ones are 

less well understood, especially in light of their chemical structures. The aim of this study was 

first to quantify both aspects of a series of natural phenolic compounds and then link these 

activities to their chemical structure.  

Results: We evaluated antioxidant activity by measuring the capacity of phenolic compounds 

to delay free linoleic acid oxidation caused by the action of a hydrophilic azo-radical initiator 

(AAPH). We evaluated antibacterial activity by measuring the growth inhibition of Listeria 

monocytogenes and determining the non-inhibitory and minimum inhibitory concentrations for 

each compound. Compounds with ortho-diphenolic structures were the best antioxidants, 

whereas those belonging to the simple phenol category were the best antibacterial compounds.  

Conclusions: The physico-chemical properties of the compounds influenced both activities, 

but not in the same way. The chemical environment of the phenolic group and the presence of 

delocalization structures are the most important parameters for antioxidant activity, whereas the 

partition coefficient, logP, is one of the most important factors involved in antibacterial activity. 

 

Keywords: phenolic compounds, antioxidant, AAPH, antibacterial, Listeria monocytogenes, 

structure-activity 
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II.2.2. Introduction 

Over the last decade, the fatty acids’ profile of food products has been modified to respect 

nutritional recommendations. The proportion of saturated fatty acids has considerably 

decreased in favor of monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) fatty acids, in 

particular those of the omega-3 family (INRA & ANSES 2013). However, these changes can 

limit food quality and safety. Indeed, the increase in the number of double bonds in fatty acids 

in food products leads to their higher oxidability during processing and storage. Oxidation 

reactions produce off-flavors due to the generation of volatile compounds, decrease nutritional 

quality by the partial loss of essential fatty acids and co-oxidation of vitamins, and increase the 

chemical risk by the generation of potentially toxic compounds during heating (cyclic 

monomers, polymers, furans, 4-hydroxynonenal) (Jacobsen et al. 2008; Cuvelier & Maillard 

2012). Moreover, recent studies have shown that the growth of pathogenic Gram-positive 

microorganisms, such as Staphylococcus aureus or Bacillus cereus, may be favored in the 

presence of exogenous unsaturated fatty acids (UFA). The mechanisms are not fully 

understood, but it has been reported that these bacteria can incorporate exogenous UFA in their 

membranes to regulate their fluidity when fatty acid synthesis is blocked by an FSAII inhibitor 

(Brinster et al. 2010) or impaired by low temperatures (de Sarrau et al. 2013). Under these 

conditions, pathogenic microorganisms can grow and reach infectious doses faster than 

expected, causing potential food safety issues in food products.  

One solution to limit these phenomena is to use molecules with both antioxidant and 

antibacterial properties, such as phenolic compounds, which are widely found in plants or 

present in by-products from agro-industry. Several studies have reported the antioxidant and 

antibacterial properties of phenolic compounds. The antioxidant mechanisms of phenolic 

compounds are quite well understood and are based on the ability of phenolic groups to release 

an electron or a hydrogen to a lipid radical. The phenolic radical formed is more stable than the 

lipid radical, due to the presence of delocalization structures (Berset 2006). Fewer studies have 

focused on the antibacterial activity of phenolic compounds. Solely the mechanism of action of 

simple phenols is well described. They act by partitioning of the molecule into the membrane 

phospholipid layers, inducing the leakage of cell components and bacterial death (Burt 2004). 

The antibacterial activity of several phenolic acids and flavonoids has already been reported, 

but their mechanism of action is not fully understood (Daglia 2012). 

We aimed to quantify both antioxidant and antibacterial activities of a series of natural phenolic 

compounds and investigate structure-activity relationships to determine their potential to ensure 
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food quality and safety. Molecules were selected based on their antioxidant and/or antibacterial 

activity reported in published studies (Burt 2004; Berset 2006; Kancheva & Kasaikina 2012) 

and their structures, which covered a broad range of chemical families, making it possible to 

study the role of specific chemical groups in their effectiveness. Listeria monocytogenes was 

used as the bacterial model because it is a ubiquitous Gram-positive pathogen which is 

widespread in the environment and a potential contaminant at all stages of the food chain 

(Buchanan et al. 2017). We tested the ability to delay oxidation with linoleic acid, because it is 

highly reactive and representative of PUFAs found in most food products.  

 

II.2.3. Materials and methods 

II.2.3.1. Chemical reagents  

2,2’-azobis(2-amidinopropane) dichloride (AAPH), linoleic acid (purity > 98%), sodium 

dihydrogen phosphate dihydrate, sodium phosphate dibasic dodecahydrate, and sodium borate 

were purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France). Absolute ethanol was 

purchased from VWR (Fontenay-sous-Bois, France), boric acid from Prolabo (Fontenay-sous-

Bois, France), 1 mol.L-1 sodium hydroxide and acetone from Carlo Erba (Fontenay-aux-Roses, 

France), and Tween 20 from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France). 

 

II.2.3.2. Bacterial strain and growth conditions 

The strain used in this study was Listeria monocytogenes CNL 895805, serotype ½, isolated 

from sheep’s brain. It was graciously provided by P. Velge (INRA, Nouzilly) (Van 

Langendonck et al. 1998) The strain, stored in cryovials at -80°C, was resuscitated in two 

successive subcultures in tryptic soy broth (TSB, Biomérieux, France) at 30°C before each 

experiment.  

 

II.2.3.3. Phenolic compounds 

p-Hydroxybenzoic acid, protocatechuic acid, vanillic acid, gallic acid, p-coumaric acid, caffeic 

acid, ferulic acid, chlorogenic acid, thymol, α-tocopherol, (-)-epicatechin, naringenin, 

kaempferol, and quercetin were purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin Fallavier, France). 

Eugenol was purchased from Janssen (Beerse, Belgium), carvacrol from Fluka (Buchs, 

Switzerland), and eriodictyol, apigenin, luteolin, and rutin from Extrasynthèse (Genay, France). 

Chemical structures are shown Figure II.1. The partition coefficients (logPs) of the compounds 
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were found on the ChemSpider website. The predicted logPo/w from ACD/Labs Percepta 

Platform PhysChem Module were used. 

 

Figure II.1. Chemical structures of the studied phenolic compounds 

For the evaluation of antioxidant activity, stock solutions of phenolic compounds were prepared 

by dissolution in absolute ethanol. For the evaluation of antibacterial activity, phenolic 

compounds were prepared according to various protocols we elaborated, depending on their 

solubility in the culture medium. p-Hydroxybenzoic, protocatechuic, gallic, and chlorogenic 

acid powders were directly dissolved in the culture medium. Vanillic, p-coumaric and ferulic 

acids, carvacrol, thymol, and eugenol were first dissolved in acetone, which was evaporated 

under nitrogen flow after addition to the culture medium. Caffeic acid, (-)-epicatechin, 

naringenin, and eriodictyol were first dissolved in acetone/distilled water (80/20 (v/v)) and the 

acetone evaporated under nitrogen flow. Bacterial growth controls were carried out to ensure 

the absence of inhibitory activity of trace amounts of acetone after evaporation. 

 

II.2.3.4. Evaluation of antioxidant activity 

Antioxidant activity was evaluated according to a method previously described by Peyrat-

Maillard et al. with minor modifications (Peyrat-Maillard et al. 2003). The test involves a 
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multiphasic system and consists of measuring the capacity of phenolic compounds to delay the 

oxidation of linoleic acid. Conjugated diene hydroperoxides were generated by the action of a 

hydrophilic diazo initiator (AAPH, 2,2’-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride) on free 

linoleic acid and were followed by spectrophotometry at 234 nm (Corongiu & Banni 1994) with 

a double-beam spectrophotometer (Spectrophotometer Specord 210 Plus, Analytik Jena, 

Germany). 

A mixture containing 2.81 mL phosphate buffer (0.05 mol.L-1, pH 7.4), 30 µL substrate solution 

(0.016 mol.L-1 98% linoleic acid, 4.89 mmol.L-1 Tween 20, 20 mmol.L-1 sodium hydroxide in 

borate buffer (0.05 mol.L-1, pH 9.0)), and 10 µL freshly prepared ethanolic solution of the 

phenolic compound were added in a spectrophotometric cuvette and incubated at 37°C for 5 

min. At least five concentrations of antioxidant were tested from 0 to 9 µmol.L-1 for (-)-

epicatechin, to 10 µmol.L-1 for eriodictyol, apigenin, luteolin, kaempferol, quercetin, and rutin, 

12 µmol.L-1 for caffeic acid and chlorogenic acid, 20 µmol.L-1 for protocatechuic acid, ferulic 

acid, and α-tocopherol, 30 µmol.L-1 for eugenol and naringenin, 35 µmol.L-1 for gallic acid, 40 

µmol.L-1 for vanillic acid, 50 µmol.L-1 for p-hydroxybenzoic acid and p-coumaric acid, and 70 

µmol.L-1 for carvacrol and thymol. The maximum concentrations tested were chosen to reach 

equivalent antioxidant effectiveness between compounds or their solubility threshold. At least 

three independent experiments were conducted for each phenolic compound. Then, 150 µL 

AAPH solution (0.04 mol.L-1 in phosphate buffer 0.05 mol.L-1, pH 7.4) was added. The 

absorbance was measured at 234 nm for at least 5 h vs a control containing the same solution, 

except the substrate, which was replaced by 30 µL borate buffer (0.05 mol.L-1, pH 9.0).  

The antioxidant potential of a phenolic compound is defined by its effective concentration to 

delay oxidation for one hour (EC1h), relative to a control without antioxidant, and is expressed 

in µmol.L-1.h-1: the lower this value, the stronger the antioxidant. The EC1h  was determined by 

first plotting the concentration of conjugated dienes (C=A234nm/(l.ε), with l = 1 cm and ε =27 000 

L.mol-1.cm-1 (Corongiu & Banni 1994)) as a function of time for several concentrations of a 

given phenolic compound. Then, the time to reach a given concentration of conjugated dienes 

(arbitrarily chosen to be 18.5 µmol.L-1) was determined (tCi) for each concentration of 

antioxidant. The difference between this time (tCi) and the time necessary to reach the same 

concentration with the control (tC0) was calculated (∆tCi = tCi – tC0). ∆tCi was then plotted as a 

linear function of the concentration of the antioxidant and the slope calculated. The effective 

concentration to delay oxidation for one hour (EC1h) corresponds to the inverse of this slope. 

For statistical purposes, the delayed oxidation times (∆tCi = tCi – tC0) were directly used. An 

analysis of covariance (ANCOVA) with phenolic compound and concentration effects and with 
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a phenolic compound*concentration interaction was applied using XLSTAT 18.06 (Addinsoft, 

Paris, France). If significant effects were revealed (p < 0.05), an estimated mean for the delayed 

oxidation time was calculated and compared using the Newman Keuls multiple comparison test 

(confidence interval 95%) to define groups of phenolic compounds with similar antioxidant 

behavior.  

 

II.2.3.5. Evaluation of antibacterial activity 

Antibacterial activity was evaluated by growth inhibition of L. monocytogenes in tryptic soy 

broth (TSB) medium using a method previously described with minor modifications (Guillier 

et al. 2007). Bacterial growth was followed in an automatic spectrophotometer (Bioscreen C, 

Labsystems, Helsinki, Finland) by measuring Optical Density (OD) at 600 nm for 72 h in two 

100-well microplates. Two hundred microliters of TSB pH 7.2, with or without phenolic 

compounds, was added to each well. The final concentrations of the phenolic compounds in the 

wells varied from 0 to 2.5 mmol.L-1 for carvacrol and thymol, to 2.6 mmol.L-1 for eriodictyol, 

2.7 mmol.L-1 for naringenin, 8 mmol.L-1 for eugenol, 9.4 mmol.L-1 for (-)-epicatechin, 20 

mmol.L-1 for p-coumaric acid, 30 mmol.L-1 for p-hydroxybenzoic, protocatechuic, vanillic, 

caffeic, and ferulic acids, 35 mmol.L-1 for chlorogenic acid, and 36 mmol.L-1 for gallic acid. 

The maximum concentrations tested were chosen to obtain total growth inhibition or the 

solubility threshold. Five to 40 concentrations, prepared from at least two different solutions, 

were tested per compound. Each well was inoculated with a standardized inoculum at 1% (v/v 

from the second subculture: approximately 106 CFU.mL-1) and the microplates incubated at 

30°C with slow and continuous shaking. At least two growth curves were acquired for each 

concentration. The pH values of the TSB after the addition of various concentrations of phenolic 

compounds were measured with a pH-meter (SI Analytics lab 870, Mainz, Germany) in an 

independent experiment. The inhibitory activity is described by the minimum inhibitory 

concentration (MIC) and non-inhibitory concentration (NIC). The MIC is the concentration at 

which no bacterial growth is recorded and the NIC that below which the compound has no 

inhibitory activity. These values are expressed in mmol.L-1: the lower the MIC, the stronger the 

antibacterial effect. These values were obtained after two modeling steps. First, the maximum 

specific growth rates (µmax) were estimated from the growth kinetics by fitting the modified 

Gompertz model (Guillier et al. 2007). Second, the MIC and NIC were determined for each 

phenolic compound by plotting growth rates transformed by square-root as a function of the 

concentration and modeling µmax with the Lambert Pearson model (Lambert and Pearson 2000). 

The solver of Microsoft Excel® (2013) was used to minimize the sum of squares and allowed 
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estimation of the model parameters. The standard deviations (SD) of model parameters and 

sums of squares were calculated with SolverAid, a complementary macro (de Levie 2012). 

 

II.2.4. Results and discussion 

II.2.4.1. Characterization of antioxidant behavior 

We evaluated the antioxidant activity of the selected phenolic compounds by measuring their 

capacity to delay free linoleic acid oxidation (Table II.1). Many of the tested molecules had 

similar antioxidant behavior to that of the well-known food antioxidant α-tocopherol, which 

also has a phenolic group. Phenolic compounds belonging to flavan-3-ols, flavonols, and 

hydroxycinnamic derivatives, with an ortho-diphenolic structure, had the highest antioxidant 

potential. The results highlight the strong relationship between chemical structure and 

antioxidant activity. The model obtained by ANCOVA was significant (F39,225 = 331.3, p < 

0.0001). The concentration effect was significant (p < 0.0001), with the delayed oxidation time 

(∆tCi = tCi – tC0) increasing proportionally with the concentration of the compound, whereas the 

phenol effect was not significant (p = 0.310), the intercept being equal for all phenolic 

compounds. The interaction effect of the phenolic compound*concentration was also 

significant: the slope of the regression curve was associated with the nature of the phenolic 

compound. 
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Table II.1. Antioxidant and antibacterial activities of phenolic compounds: effective 

concentration to delay oxidation and non-inhibitory and minimum inhibitory concentrations 

for L. monocytogenes.  
 

Phenolic compounds 

Antioxidant activity Antibacterial activity 

EC1h  

(µmol.L-1.h-1) 

Groups 

identified 

with 

Newman 

Keuls 

comparison 

NIC ± SD 

(mmol.L-1) 

MIC ± SD 

(mmol.L-1) 

Phenolic acids     

caffeic acid 1.2 CD 13.76 ± 0.50 18.03 ± 1.21 

chlorogenic acid 1.2 D 18.11 ± 0.81 33.44 ± 0.54 

protocatechuic acid 2.0 F 19.50 ± 0.74 24.63 ± 0.32 

ferulic acid 2.2 FG 5.04 ± 0.35 13.60 ± 0.31 

gallic acid 3.8 H 22.55 ± 1.17 31.70 ± 0.60 

vanillic acid 8.5 J 8.93 ± 0.50 21.30 ± 0.38 

p-coumaric acid 28.5 K 4.61 ± 0.49 15.44 ± 0.54 

p-hydroxybenzoic acid 239.6 K 10.27 ± 0.56 17.35 ± 0.29 

Simple phenols     

eugenol 2.2 G 2.88 ± 0.20 5.62 ± 0.13 

thymol 8.0 IJ 0.78 ± 0.04 1.31 ± 0.05 

carvacrol 8.1 IJ 0.33 ± 0.10 0.95 ± 0.07 

Flavonoids     

quercetin 0.8 A nd nd 

(-)-epicatechin 1.0 B 2.34 ± 0.30 > 9.44 

rutin 1.1 BC nd nd 

luteolin 1.2 D nd nd 

eriodictyol 1.5 E 0.23 ± 0.30 > 2.58 

kaempferol 4.8 HI nd nd 

apigenin 43.6 K nd nd 

naringenin 267.7 K 0.12 ± 0.11 1.85 ± 0.38 

α-tocopherol (referent) 2.4 G nd nd 
For antioxidant activity, compounds are divided into groups (with letters) for which there is no significant 

difference in the estimated delay for oxidation, according to the Newman Keuls multiple comparison test 

(confidence interval 95%). For antibacterial activity, standard deviations are associated with NIC and MIC 

values. nd: not determined. 

 

We observed three different kinetic behaviors when the production of conjugated dienes was 

measured during linoleic acid oxidation induced by the azo-initiator AAPH. Kaempferol, 

vanillic acid, and protocatechuic acid production illustrate the three kinetic behaviors (Figures 
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II.2a, 2b and 2c), each including various phenolic families. Several studies have reported such 

kinetic behaviors, but the corresponding mechanisms have not been completely elucidated 

(Roche et al. 2005; Foti 2007; Laguerre et al. 2007). The first group of antioxidants belonged 

to chain breakers (Roche et al. 2005) and included kaempferol (Figure II.2a), caffeic acid, 

chlorogenic acid, gallic acid, α-tocopherol, luteolin, quercetin, and rutin. The second group of 

antioxidants, considered to be retarders (Roche et al. 2005), was composed of vanillic acid 

(Figure II.2b), p-coumaric acid, p-hydroxybenzoic acid, apigenin, carvacrol, naringenin, and 

thymol. The third group of antioxidants, including protocatechuic acid (Figure II.2c), ferulic 

acid, (-)-epicatechin, eriodictyol, and eugenol, showed intermediate behavior. Chain-breakers 

induce a lag-time phase, during which the lipidic substrate is not oxidized until complete 

consumption of the antioxidant, but is then oxidized with a peroxidation rate reaching the same 

value as the control without antioxidant (Foti 2007). Conversely, retarders reduce the 

peroxidation rate (Laguerre et al. 2007) without inducing a distinct lag-phase (Figure II.2b) 

and, according to our study, need to be used at higher concentrations to preserve linoleic acid 

from oxidation. Indeed, phenolic compounds that act as retarders all showed a lower antioxidant 

potential, with EC1h > 8 µmol.L-1.  

Kinetic models have been presented in the literature (Roche et al. 2005; Foti 2007) to help 

explain these two types of behavior. According to Foti (2007), an antioxidant should show 

effective chain-breaker behavior if lipid peroxyl radicals LOO• react faster with antioxidants 

AH (LOO• + AH � LOOH + A•) than unsaturated fatty acids L’H (LOO• + L’H � LOOH + 

L’•), suggesting a higher kinetic constant for the first reaction and thus implying a lag period 

(Foti 2007). For retarders, kinetic constants should be similar, leading to the absence of a lag 

phase, as the antioxidant is slowly consumed. In reaction systems involving AAPH, Roche et 

al. suggested that, in addition to inhibiting propagation by scavenging lipid radicals LOO•, 

antioxidants should also be able to scavenge the azo-initiator radicals ROO• (ROO• + AH � 

ROOH + A•) (Roche et al. 2005). Thus, antioxidants should inhibit the initiation step of lipid 

oxidation (ROO• + LH + O2 � ROOH + LOO•) (Roche et al. 2005). Phenolic compounds 

which efficiently inhibit both initiation and propagation of oxidation are described as chain-

breakers; their kinetic curves show a lag phase until complete consumption of the antioxidant 

(Roche et al. 2005). In contrast, compounds which efficiently inhibit initiation, but not 

propagation, are described as retarders (Roche et al. 2005). Their kinetics do not show a lag 

phase and they essentially scavenge azo-initiator radicals (Roche et al. 2005).  
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Figure II.2. Kinetics of linoleic acid oxidation in an AAPH system (followed by conjugated 

dienes measurement) in the presence of various concentrations of antioxidants with three 

different behaviors: kaempferol, representative of chain breakers (a), vanillic acid, 

representative of  retarders (b), and protocatechuic acid, representative of compounds with an 

intermediate behavior (c) 

 

According to Foti (2007), the values of the kinetic constant of the reaction LOO• + AH � 

LOOH + A• should be linked to specific chemical characteristics of the antioxidant molecules, 

such as: the bond dissociation energy (BDE) of the phenolic group; the steric hindrance effect 

a) 

b) 

c) 
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of chemical structures near the phenolic group of phenolic antioxidants; and the presence of 

specific chemical structures, including catechol groups (Foti 2007). Indeed, Liu and Wu (2009) 

demonstrated that the spin-densities of the O• atom in antioxidant radicals could provide an 

explanation for the difference of the antioxidant effects among various compounds with small 

structural differences (Liu & Wu 2009). Thus, chemical structure plays an important role in 

antioxidant activity. The kinetic constant values can also be linked to the location of the 

phenolic compound in a multiphasic system. In the AAPH system, as in the present study, lipid 

radicals are located in micelles of linoleic acid, whereas azo-initiator radicals are solubilized in 

the aqueous phase, thus adding an additional parameter to be taken into account (Roche et al. 

2005; Kancheva & Kasaikina 2012). These studies highlight the lack of a well-defined 

classification between chain-breakers and retarders. The differences in the shapes of the curves 

may not only be due to differences in the mechanism of action of the antioxidant, but also the 

kinetic constants of a complex set of reactions occurring in multiphasic systems in which 

partitioning of the compounds must be taken into account. 

 

II.2.4.2. Characterization of the antibacterial behavior 

We evaluated the inhibitory activity of the phenolic compounds against the growth of 

L. monocytogenes through the modeling of growth curves and determination of two 

characteristic parameters for each compound, the MIC and NIC (Table II.1). The method used 

here offers two advantages relative to semi-quantitative determination of the MIC: a standard 

deviation is associated to the MIC value and a complementary parameter (the NIC) is provided 

to better characterize the activity. 

Simple phenols had the highest inhibitory effect, as previously described (Burt 2004). 

Flavonoids also showed high inhibitory activity (naringenin) when their level of solubility 

allowed performance of the assay. MICs of flavonoids for L. monocytogenes and other Gram-

positive bacteria have been estimated in the literature, but the results are inconsistent (Tsuchiya 

et al. 1996; Mandalari et al. 2007; Cetin-Karaca & Newman 2015). 

Although less effective than phenols, phenolic acids also showed good activity (Table II.1). 

The most effective were p-coumaric and ferulic acids. The least effective were chlorogenic and 

gallic acids. MICs obtained in the present study for several phenolic acids were of the same 

order of magnitude as those obtained against L. monocytogenes in two other studies (Wen et al. 

2003; Rodríguez Vaquero et al. 2007). 

The NIC provides additional useful information concerning the activity of the phenolic 

compound (Table II.1 and Figure II.3). Simple phenols and flavonoids were effective at very 
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low concentrations, as shown for eugenol and naringenin (Figure II.3). Other compounds were 

effective from a NIC that was slightly higher, as demonstrated for p-coumaric, ferulic (Figure 

II.3), or vanillic acid. Finally, the NIC was much higher for many phenolic acids, including p-

hydroxybenzoic acid and protocatechuic acid (Figure II.3), as well as gallic, caffeic, and 

chlorogenic acids. These behaviors show that some compounds were active from the lowest 

tested concentration, whereas the concentration of others needed to reach a certain threshold 

before reducing the bacterial growth rate. 

 

 
Figure II.3. Effect of increasing concentrations of phenolic compounds on the growth of 

L. monocytogenes (data fitted with the Lambert-Pearson model) and broth pH 
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The mechanism of action of simple phenols has been very-well described (Burt 2004). The 

most studied simple phenols are eugenol, thymol, and carvacrol, which are found in aromatic 

plants and recovered in high concentrations in essential oils and hydrosols (Burt 2004; Nazer 

et al. 2005; Verma et al. 2011). These compounds intercalate into the phospholipid layers of 

the bacterial membrane and disturb the van der Walls interactions between the lipid acyl chains, 

leading to the disruption of phospholipid packing and membrane integrity (Burt 2004). 

Consequently, ion gradients are disrupted and vital constituents, such as ions and 

macromolecules, are released, leading to bacterial death (Helander et al. 1998; Ultee et al. 1999; 

Ultee et al. 2002). It has been suggested in the literature that some specific values for 

lipophilicity parameters are associated with antibacterial activity (Ultee et al. 2002): a 

compound with a partition coefficient in octanol-water (logPo/w) above 3 can deeply partition 

into membranes, whereas a logPo/w above 4 does not always result in higher antibacterial 

effectivity. Indeed, the ranking of antibacterial efficacy may be related to logP (the logP of 

carvacrol, thymol, and eugenol are 3.28, 3.28, and 2.20, respectively). The NIC threshold also 

appeared to be quite low for these three compounds (Figure II.3), reflecting intercalation into 

the membrane at low concentrations.  

The mechanisms of action for the antibacterial properties of flavonoids are not yet fully 

understood. However, as naringenin has a logP similar to that of carvacrol and thymol (3.19), 

it is possible that naringenin has an antibacterial action similar to that of simple phenols, in 

accordance with the results of Tsuchiya et al. (Tsuchiya et al. 1996). Other mechanisms of 

action for flavonoids, including inhibition of nucleic acid synthesis and energy metabolism, 

have also been reviewed (Cushnie & Lamb 2005). For these compounds, small NICs reflect 

high activity at the lowest concentration (Figure II.3). 

Antibacterial mechanisms of phenolic acids are not fully understood due to their complex 

multifactorial activity. First, the decrease in pH due to the introduction of the phenolic 

compound into the medium can have a simple and direct impact on growth. Moreover, organic 

acids can act by a very well-known antibacterial mechanism through the penetration of their 

non-dissociated form into the cell and acidification of the cytoplasm, leading to K+ efflux and 

cell death. The ionization rate of the molecule is fundamental and depends on both pH and the 

pKa: for the same pH, the higher the pKa, the higher the proportion of the non-dissociated form. 

The partition coefficients of phenolic acids may also contribute to their antibacterial activity, 

as some logPs can be as high as 2.43 for p-coumaric acid. Gallic and ferulic acids have been 

reported to irreversibly change the properties of bacterial membranes (Borges et al. 2013). 

Regarding the five phenolic acids with a high NIC (as shown for p-hydroxybenzoic and 
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protocatechuic acids in Figure II.3), the effective concentrations appeared to correlate with a 

pH below 6 when dissociation of acids had probably overcome the buffering capacity of the 

medium. In contrast, the three phenolic acids with a very low NIC were effective at pH > 6 (as 

shown for p-coumaric and ferulic acids in Figure II.3), probably reflecting a mechanism of 

action that is less dependent on acid dissociation. 

The possibility that phenolic acids may act as antibacterial compounds through combined 

mechanisms is supported by several studies (Ramos-Nino et al. 1996; Campos et al. 2009). 

Ramos-Nino et al. could predict the antibacterial behavior of the phenolic acid as a function of 

the lipophilicity parameter (logK), as well as the effect of the acid dissociation constant (pKa) 

(Ramos-Nino et al. 1996). However, the logP cannot explain all the differences we observed 

for phenolic acids; p-coumaric and ferulic acids have different partition coefficients (2.43 and 

1.64 respectively) and a similar pKa, but had similar antibacterial activity. 

Further studies are needed to exhaustively explore the impact of extracellular pH, undissociated 

acid activity, and logP on the complex antibacterial mechanism of action of phenolic acids.  

 

II.2.4.3. Structure-activity relationships 

We assessed the antioxidant and antibacterial activities of phenolic compounds with various 

structures (Figure II.1, Table II.1), allowing us to describe some structure-activity 

relationships for both types of activities.  

The formation of catechol groups by adding a second hydroxyl group in the ortho-position on 

the aromatic ring of phenolic acids (caffeic acid vs p-coumaric acid, protocatechuic acid vs p-

hydroxybenzoic acid) or the B ring of flavonoids (eriodictyol vs naringenin, luteolin vs 

apigenin, quercetin vs kaempferol) significantly improved the antioxidant potential. Such 

higher antioxidant activity is due to stabilization by the catechol groups of their corresponding 

radicals by intramolecular hydrogen bonding or the regeneration  of a catechol group, in parallel 

with quinone formation, from two catechol radicals (Cuvelier et al. 1992; Brand-Williams et 

al. 1995; Rice-Evans et al. 1997; Peyrat-Maillard et al. 2003; Rösch et al. 2003; Bendary et al. 

2013; Lin et al. 2014; Chen et al. 2015). In contrast, adding a third hydroxyl group (gallic acid 

vs protocatechuic acid) slightly decreased the antioxidant potential, which may have been due 

to higher steric hindrance. Concerning antibacterial activity, adding a second or third hydroxyl 

group to the phenolic ring of phenolic acids increased the MIC. This has also been reported for 

several bacteria, including Bacillus cereus (Wen et al. 2003; Merkl et al. 2010; Sánchez-

Maldonado et al. 2011; Gutiérrez-Larraínzar et al. 2012), although it cannot be generalized for 

all strains or species. Such addition of phenolic functions tended to decrease the partition 
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coefficient (e.g. 1.42 for caffeic acid vs 2.43 for p-coumaric acid), suggesting that the compound 

may be less easily partitioned into the lipophilic bacterial membrane, thus having lower 

antibacterial activity (Ramos-Nino et al. 1996).  

We obtained similar results in our study for flavonoids, for which eriodictyol (flavanone with 

a catechol group on the B ring), appeared to be less effective against L. monocytogenes than 

naringenin, its corresponding molecule with only one OH group (Table II.1). This result 

supports the assumption that the decrease in lipophilicity induced by the addition of a hydroxyl 

group hinders the correct intercalation of the compound in the membrane (the logP of 

eriodictyol is 2.59 vs 3.19 for naringenin), as for phenolic acids. However, further studies are 

necessary to evaluate the impact of hydroxylation of the B ring on the antibacterial activity of 

flavonoids (Murphy Cowan 1999; Cushnie & Lamb 2005), as contradictory results have been 

reported in the literature (Mandalari et al. 2007).  

The presence of a methoxyl group in the ortho position of a phenolic group (vanillic acid vs p-

hydroxybenzoic acid and ferulic acid vs p-coumaric acid) significantly increased antioxidant 

activity, as ortho substitution with the electron donor methoxyl group increases the stability of 

the produced radical (Cuvelier et al. 1992; Maillard et al. 1996; Liu & Wu 2009). This had a 

small and variable effect on antibacterial activity, as already shown for cinnamic acids in the 

literature (Wen et al. 2003; Sánchez-Maldonado et al. 2011). 

Esterification of caffeic acid by quinic acid, leading to chlorogenic acid, did not have any 

significant influence on the antioxidant potential, because the catechol group is still available. 

However, it resulted in an increase in the MIC, as reported in the literature (Peyrat-Maillard et 

al. 2003; Wen et al. 2003; Saavedra et al. 2010). The addition of quinic acid decreased the 

partition coefficient (from 1.42 to -0.36) and increased steric hindrance, probably conferring 

lower penetration of the compound into the membrane. 

The presence of alkyl groups in the ortho or para position of the phenolic group (carvacrol and 

thymol) did not have any significant influence on the antioxidant potential, confirming 

published data (Gutiérrez-Larraínzar et al. 2012). These two isomers have generally similar 

activities on many species, but some strains or species may be more sensitive to carvacrol, as 

was L. monocytogenes in the present study (Gutiérrez-Larraínzar et al. 2012). 

The addition of a cinnamic group (caffeic acid vs protocatechuic acid and ferulic acid vs vanillic 

acid) to the aromatic ring significantly increased both antioxidant and antibacterial activities. 

The capacity to stabilize the phenoxyl radical by resonance had a large effect on the antioxidant 

activity (Cuvelier et al. 1992; Brand-Williams et al. 1995; Rice-Evans et al. 1996; Peyrat-

Maillard et al. 2003; Chen et al. 2015). The increase in antibacterial activity may be related to 
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the increased partition coefficient, due to the addition of a cinnamic group (Rodríguez Vaquero 

et al. 2007; Sánchez-Maldonado et al. 2011). 

For flavonoids, any chemical modifications that lead to higher resonance of the molecules, thus 

improving the stability of the phenoxyl radicals, increased the antioxidant activity, similar to 

the addition of a cinnamic group on phenolic acids (Maillard et al. 1996; Rice-Evans et al. 

1996; Pietta 2000; Heim et al. 2002; Peyrat-Maillard et al. 2003) ; the presence of a double 

bond in the 2,3-position of the C ring (luteolin vs eriodictyol), the addition and/or availability 

of a hydroxyl group in the 3-position, in combination with the double bond in the 2,3 position 

of the C ring (kaempferol vs apigenin, quercetin vs luteolin or rutin), or the presence of a ketone 

in the 4-position conjugated with the double bond in the 2,3 position of the C ring (quercetin vs 

epicatechin) (Table II.1). The impact of this type of chemical structure in flavonoids on 

antibacterial activity could not be tested due to solubility issues.  

 

II.2.5. Conclusions 

The chemical structure of phenolic compounds may have an opposite impact on antioxidant 

and antibacterial activities. These differences are attributable to completely different 

mechanisms of action between the two activities. The two main structural parameters that 

improve antioxidant activity are the chemical environment of the phenolic group and the 

presence of delocalization structures. 

The partition coefficient may be one of the main parameters that influence antibacterial activity; 

in many cases, the higher the logP, the higher the bacterial growth inhibition. This is in 

accordance with the antibacterial activity being driven by a high lipophilicity parameter for 

optimized intercalation into the bacterial membrane. Nevertheless, our structure comparisons 

show that logP is not the only parameter to explain the compound’s multifactorial antibacterial 

effectiveness. Finally, a series of phenolic compounds with both activities could be selected, 

based on these results, to conduct further studies in more complex food systems, including 

emulsions. The double activity of phenolic compounds can be applied in the food industry by 

using a mix of phenolic compounds, such as plant extracts or agro-industrial by-products, to 

take advantage of their complementary effects. 
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II.3.1. Abstract and keywords 

Phenolic compounds are well known for their antimicrobial activity. They may provide an 

interesting solution to ensure food safety by preventing the growth of foodborne pathogens 

while addressing the wishes of consumers for the use of natural preservatives in food and 

favoring the reuse of agro-industry byproducts. However, their mechanism of action is still not 

very well understood. Here, we aimed to decipher the complex mechanism of action of eight 

phenolic acids by decomposing their effects, such as the general effect of the decrease of 

extracellular pH (γ(pH)) and specific inhibitory effects of the undissociated (γ(Au)) and 

dissociated (γ(Ad)) forms. We thus developed three different models and applied them to a 

dataset of Listeria monocytogenes growth rates experimentally obtained in the presence of 

various concentrations of phenolic acids at several pHs. The model that best fits the dataset was 

selected for each phenolic acid to explore the potential mechanisms. The results show that the 

antimicrobial activity is mainly due to the effect of the undissociated forms, except for 

chlorogenic and gallic acids, for which the antimicrobial activity is mainly due to a decrease in 

extracellular pH. In addition, the dissociated forms of p-coumaric and ferulic acids show 

significant inhibitory activity.  

 

Keywords: phenolic, antimicrobial, Gamma concept, undissociated form, dissociated form 
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II.3.2. Introduction 

Listeria monocytogenes is a ubiquitous, wide spread, highly environmentally resistant (soil, 

lakes, rivers, etc.) soil bacterium that can contaminate food at all stages of the food chain (Anses 

2011). It causes listeriosis, which affects humans and animals and occurs mainly as an invasive 

form (Anses 2011). Since the 90’s, the prevalence of L. monocytogenes in many food categories 

has been reduced due to improved control measures (Buchanan et al. 2017). However, the rate 

of illness has remained constant over the last decade and recent outbreaks have challenged 

control measures (Allerberger & Wagner 2010; Buchanan et al. 2017). Ready-to-eat food, meat, 

fish, and dairy products, as well as fruits and vegetables, are the predominant vehicles involved 

in the main listeriosis outbreaks (Rodríguez-López et al. 2018). 

The use of preservatives can help to inhibit microbial growth or inactivate pathogenic bacteria. 

However, this approach is increasingly challenging due to the emergence of bacterial resistance, 

mistrust of consumers towards chemical additives, and regulatory constraints that reduce the 

list of protective ingredients. Thus, there is renewed interest in several families of natural 

antimicrobials (Weiss et al. 2015; Sorrentino et al. 2018). Simple phenols, such as eugenol, 

thymol, and carvacrol, are found in aromatic plants and recovered in high concentrations in 

essential oils and hydrosols. They intercalate into the phospholipid layers of the bacterial 

membrane and disturb the van der Waals interactions between the lipid acyl chains, leading to 

the disruption of phospholipid packing and membrane integrity (Burt 2004). Consequently, ion 

gradients are disrupted and vital constituents, such as ions and macromolecules, are released, 

leading to bacterial death.  

Organic acids act by a very well-known antimicrobial mechanism through the penetration of 

their undissociated form into the cell and acidification of the cytoplasm leading cell death. 

Phenolic acids are of interest due to their natural plant-based origin, their presence in large 

quantities in byproducts of the fruit, wine and cereal industries and their demonstrated global 

antimicrobial activity. We previously evaluated the inhibitory activity of several phenolic acids 

against Listeria monocytogenes as a function of their total concentration (Pernin et al. 2018). 

However, very few studies have focused on deciphering the various effects of their inhibitory 

activity, which can be similar to those of organic acids and/or simple phenols (Sorrentino et al. 

2018).  

We reasoned that the total inhibitory activity is a combination of the following effects: i) 

decreased pH in the presence of  phenolic acids which directly inhibits growth, ii) the inhibitory 

effect of the undissociated acid form, and iii) the inhibitory effect of the dissociated acid form. 
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Each acid form could potentially either intercalate into the phospholipid membrane or cross the 

membrane and decrease the intracellular pH and/or interact with cellular constituents. 

Here, we aimed to decipher the complex mechanism of action of phenolic acids by 

decomposing the various inhibitory effects. We thus developed three different models using the 

Gamma concept approach (Zwietering et al. 1992; Lambert & Bidlas 2007). These models aim 

to describe the proportion of inhibition due to the three potential effects. The eight phenolic 

acids (p-hydroxybenzoic, protocatechuic, gallic, vanillic, p-coumaric, caffeic, ferulic and 

chlorogenic acids) studied were chosen based on their efficiency in our previous study (Pernin 

et al. 2018). The model that best fits the dataset was selected for each phenolic acid to explore 

the potential mechanisms. 

 

II.3.3. Materials and methods 

II.3.2.1. Chemical reagents 

Hydrochloric acid (1 mol/L), sodium hydroxide (1 mol/L), and acetone were purchased from 

Carlo Erba (Fontenay-aux-Roses, France). 

 

II.3.2.2. Bacterial strain 

The strain used in this study was Listeria monocytogenes CNL 895805, serotype ½ a, isolated 

from sheep brain. It was graciously provided by P. Velge (INRA, Nouzilly) (Van Langendonck 

et al. 1998). Before each experiment, the strain, stored in cryovials at -80°C, was resuscitated 

in two successive subcultures in tryptic soy broth (TSB, Biomérieux, France) at 30°C. 

 

II.3.2.3. Phenolic compounds 

p-Hydroxybenzoic acid, protocatechuic acid, vanillic acid, gallic acid, p-coumaric acid, caffeic 

acid, ferulic acid, and chlorogenic acid were purchased from Sigma-Aldrich (St Quentin 

Fallavier, France). The chemical structures and physicochemical parameters (pKa, logP) are 

provided in Table II.2.  

Stock solutions of the phenolic compounds were prepared according to specific protocols 

depending on their ability to be solubilized in the culture medium. p-Hydroxybenzoic, 

protocatechuic, gallic, and chlorogenic acids powders were directly dissolved in the culture 

medium. Vanillic, p-coumaric, and ferulic acids were first dissolved in acetone, which was 

evaporated under nitrogen flow after addition to the culture medium. Caffeic acid was first 

dissolved in acetone/distilled water (80/20 (v/v)) and the acetone evaporated under nitrogen 
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flow. Bacterial growth controls were carried out to ensure the absence of inhibitory activity of 

trace acetone after evaporation. 

 

Table II.2. Chemical structures and physico-chemical parameters of the eight studied phenolic 

acids 

 
II.3.2.4. Growth in the presence of phenolic compounds at various pHs 

The growth of L. monocytogenes was followed in TSB containing one of the eight phenolic 

acids at various pHs. The phenolic acids were added at various concentrations in either neutral 

TSB pH 7.2 (7.1-7.4) or acidic TSB pH 5.5 (5.5-5.7). pH 7.2 is the native pH of TSB and it is 

optimal for L. monocytogenes growth (Anses, 2011). pH 5.5 allows to increase the 

concentrations of undissociated forms of acids without decreasing too much the growth rate of 

L. monocytogenes. After solubilization of the phenolic acid at the target concentration in TSB 

7.2,  the pH was adjusted to 7.2 (7.2a) with 1 mol/L sodium hydroxide or not adjusted (7.2na) 

(Pernin et al. 2018). Similarly, TSB 5.5 was adjusted to a pH of 5.5 (5.5a) or not adjusted 

(5.5na). The pH of each culture medium was measured with an SI Analytics lab 870 pH-meter 

(Mainz, Germany) in an independent experiment. Gallic, caffeic, and chlorogenic acids were 

not tested in TSB 7.2a because the medium became brown after pH adjustment, probably due 

to oxidation.  

The final concentration of the phenolic compounds in TSB varied from 0 to at least 30 mmol/L. 

For some compounds, the minimal inhibitory concentration was not achieved due to solubility 

issues. Eight to 64 concentrations prepared from at least two different stock solutions were 



Chapitre II – Action antioxydante et antimicrobienne des composés phénoliques en milieux modèles 

   

88 
 

tested per compound for each series of experiments and a total of 47 to 146 assays were 

conducted for each compound.   

The largest possible range of conditions was tested to allow the best adjustment of the models: 

total acid concentration, concentration of undissociated or dissociated forms, and pH. Series 

7.2na covered pH ranges from 7.2 to 3.2 (0-10 mmol/L of the undissociated form and 0-20 

mmol/L of the dissociated form) and series 5.5na, 5.5 to 4.0 (0-15 mmol/L of the undissociated 

form and 0-10 mmol/L of the dissociated form). Series 7.2a and 5.5a were set to the pH of the 

initial TSB batch, around 7.2 and 5.5, respectively. The concentration of the undissociated form 

was close to zero and that of the dissociated form from 0 to 30 mmol/L for series 7.2a. The 

corresponding values for the series 5.5a were from 0 to 1.5 mmol/L and 0-25 mmol/L.  

TSB at pH adjusted from 3 to 7 with 1 mol/L hydrochloric acid was prepared to evaluate the 

effect of pH on bacterial growth in the absence of the phenolic acids. In total, 15 pHs were 

tested in two independent experiments.  

TSB of each series was inoculated at 1% (v/v from the second subculture; approximately 106 

CFU/mL) with a standardized inoculum. Two hundred microliters of inoculated TSB from each 

series was added to the wells of 100-well microplates which were incubated at 30°C with slow 

continuous shaking. Bacterial growth was followed in an automatic spectrophotometer 

(Bioscreen C, Labsystems, Helsinki, Finland) by measuring the optical density (OD) at 600 nm 

for 72 h.  In total, 1408 growth kinetics were acquired. 

 

II.3.2.5. Determination of the growth rate  

Maximum specific growth rates (µmax) of L. monocytogenes were estimated from the growth 

kinetics by fitting the modified Gompertz model (Guillier et al. 2007; Pernin et al. 2018). The 

standard deviations of the model parameters and sum of squares were calculated using the 

complementary macro SolverAid (de Levie 2012). 

 

II.3.2.6. Modeling the effect of different acid forms on the growth rate 

The effect of phenolic acids on the growth rate of L. monocytogenes was modelled using the 

Gamma concept approach (Zwietering et al. 1992; Lambert & Bidlas 2007). The effects of pH 

and undissociated and dissociated forms of the acid were taken into account (equation 7). 

 μ"�# = μ[\]∙0�>?� ∙ 0��^� ∙ 0��_�   (equation 7) 
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where: 

µ ref is the L. monocytogenes maximum specific growth rate at 30°C in TSB at optimal pH and 

without phenolic acid and γ(pH) describes the pH effect as described in equation 8 (Presser et 

al. 1997). 

 

0�>?� = 1 − `�7a-9:`�7a      (equation 8) 

 

The pHmin value was set to 4.24 (Augustin et al. 2005). 

 

γ(Au) describes the effect of the undissociated form as described in equation 9 (Presser et al. 

1997). 

 

0��^� =  1 − b868JKIc∙�`<`�7aU7d.�%e   (equation 9) 

 

where MICu is the minimum inhibitory concentration of the undissociated form of the acid, α 

is a shape parameter, and Atot is the concentration of total acid.  

 

γ(Ad) describes the effect of the dissociated form as described in equation 10 (Presser et al. 

1997). 

 

0��_� =  1 − b868JKIf∙�`<`�7d.U7a�%   (equation 10) 

 

where MICd is the minimum inhibitory concentration of the dissociated form of the acid.  

Three different models are proposed.  

In model #1, pH is the only factor taken into account and µ ref is the only parameter to estimate 

(equation 11). 

 μ"�# = μ[\]∙0�>?�     (equation 11) 

 

In model #2, pH and Au are the factors taken into account and µ ref, MICu and α are the 

parameters to estimate (equation 12). μ"�# = μ[\]∙0�>?� ∙ 0��^�    (equation 12) 
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In model #3, pH, Au and Ad are the factors taken into account and µ ref, MICu, α and MICd are 

the parameters to estimate (equation 13). μ"�# = μ[\]∙0�>?� ∙ 0��^� ∙ 0��_�   (equation 13) 

 

II.3.2.7. Statistical approach 

The model parameters were fitted with Excel solver according to minimization of the residual 

sum of square errors (RSS) for the tested mathematical model. The three models were compared 

according to the Bayesian information criterion (BIC) (equation 14) 

ghi = j ∙ �j  kllm % + n ∙ ln	�j�   (equation 14) 

where n is the number of experimental points and k the number of parameters of the model. 

 

II.3.4. Results and Discussion 

II.3.4.1. Characterization of the models 

Modeling with the Gamma concept approach (Lambert & Bidlas 2007) allowed quantification 

of the relative importance of each impact factor. It is here difficult to show a graphical 

representation of the whole dataset of observed and predicted growth rates because there are 

four relevant impact factors: pH, Atot, Au, Ad. Thus, we show in Figure II.4 the predicted µmax 

as a function of the observed µmax for each phenolic acid. It illustrates that the chosen models 

fit well the datasets whatever the compound.  



Chapitre II – Action antioxydante et antimicrobienne des composés phénoliques en milieux modèles 

   

91 
 

 

Figure II.4. Representation of the predicted µmax as a function of the observed µmax for the eight 

phenolic acids and their best fitting models (#3 for ferulic and p-coumaric acids, #2 for the 

others)  

 

Moreover, Figure II.5 shows how the models and the Gamma concept approach work. It gives 

more details about the fitness of model #3 applied to the ferulic acid dataset (Figures II.5a and 

b). The growth rates obtained with various concentrations are represented as a function of the 

concentrations of the undissociated and dissociated forms for two pHs (5.6 and 7.3). A given 

concentration of total acid at a given pH corresponds to a concentration of the undissociated 

and dissociated forms, together with an observed and a predicted µmax (Figure II.5c). The 

model provides a value for the reduction of µmax independently associated with the 

undissociated form, dissociated form, and pH. For example, when ferulic acid is introduced at 

0.91 mmol/L in TSB adjusted to pH 5.6, the growth rate µmax is divided by 1/0.57 (that is, 1/γ) 

due to the undissociated form, 1/0.99 due to the dissociated form, and 1/0.96 due to the decrease 

in pH, relative to the growth rate in the absence of the phenolic acid. In this example, the 
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antimicrobial effect of the undissociated form is far more predominant than that of the 

dissociated form and pH (Figure II.5c).  

 

 
Figure II.5. Fitted complete model #3 with an example of the partial dataset of ferulic acid at 

pH 7.3 (a) and at pH 5.6 (b) and associated table of gammas for the undissociated form, 

dissociated form and pH (c) 

 
When ferulic acid is introduced at 30.28 mmol/L in TSB adjusted to pH 7.3, the growth rate 

µmax is divided by 1/0.66 due to the undissociated form and 1/0.52 due to the dissociated form. 

The antimicrobial effect of the dissociated form is here almost the same as that of the 

undissociated form. The pH has no effect (γ = 1.00), as this pH is optimal for the growth of 

L. monocytogenes. Such tables, which set the three Gamma values for all concentrations of each 

phenolic acid help in understanding the relative impact of each factor in the inhibition of 

bacterial growth.  

We compared the BICs obtained for each of the three models for each phenolic acid (Table 

II.3): the lower the BIC, the better the model fits the dataset.  
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Table II.3. Estimated parameters and BIC for the three models and the eight phenolic acids 

The use of the Gamma concept approach together with the calculated BIC allows adjustment 

of the number of parameters to that which is most relevant. The parsimony principle (Ross & 

Dalgaard 2004) states that “models should have no more parameters than are required to 

describe the underlying behavior studied. Too many parameters can lead to a model that fits the 

error in the data, i.e. generates a model that is specific to a particular set of observations”. We 

thus deleted parameters that did not improve the BIC. 

 

In models #2 and #3, a shape parameter describing the slope of the curve µ = f(Au) at low 

concentrations is estimated for each phenolic acid (Table II.3). It accounts for the potential 

non-linear shape of the decrease in µ when the concentration of the undissociated form 

increases. The implication of the α parameter value for each phenolic acid and its relation to 

the antimicrobial mechanism will be discussed in section II.3.3.2.2. 

To our knowledge, there is no other description in the literature of a model that takes into 

account the undissociated and dissociated forms in the inhibitory activity of phenolic acids. A 

very small number of studies have attempted to model the antimicrobial activity of phenolic 

acids, such as that of Ramos-Nino et al. (1996), which linked the inhibitory activity of phenolic 

acids with their logP and pKa. In contrast, more studies have attempted to model the 

antimicrobial activity of organic acids. They have used various types of models, such as 

principle component analysis (Hsiao & Siebert 1999; Nakai & Siebert 2003) or multivariate 

linear regression (George et al. 1996). However, only a few have studied the effect of the 

dissociated forms (Eklund 1983; Eklund 1985; Presser et al. 1997). Eklund proposed a 

mathematical model to calculate the effect of the undissociated and dissociated forms of sorbic, 

benzoic, and propionic acid on several microorganisms (Eklund 1983; Eklund 1985). In this 

model, the specific effect of each form was calculated from the measured MIC of the total form 

of the organic acid at different pHs (from pH 4.6 to 7.6). 
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The model of Presser et al. (1997) is closer to ours. These authors modeled growth rates of 

Escherichia coli as a function of pH and lactic acid concentration, taking into account a 

suboptimal pH term, an undissociated organic acid term, and a dissociated organic acid term. 

A shape parameter, α, for the undissociated acid term was added in our study, together with 

application of the parsimony principle, by combining the Gamma concept approach and 

calculation of the BIC.  

 

II.3.4.2. Hypothesis on the antimicrobial mechanism based on the best-fitting model  

Model #2 fits the best for caffeic, chlorogenic, gallic, p-hydroxybenzoic, protocatechuic, and 

vanillic acids. Model #3 fits the best for p-coumaric acid and ferulic acid (Table II.3). Model 

#1 never provided a best fit. Thus, considering only decreases in extracellular pH cannot 

completely describe the dataset for any of the tested phenolic acids. 

  

II.3.4.2.1. Decreasing extracellular pH: the main antimicrobial mechanism of action for 

chlorogenic and gallic acids 

Although the best-fitting model for chlorogenic acid and gallic acid was model #2 (Table II.3), 

the calculated MICu are extremely high, above the solubility thresholds of these two 

compounds. At pH 5.5, 1,766.72 mmol/L total chlorogenic acid and 637.06 mmol/L gallic acid 

would be needed to reach the MICu, at least 16-fold higher than that for protocatechuic acid. 

Thus, even if the undissociated forms of chlorogenic acid and gallic acid significantly decreased 

the growth rate, their effect was very small relative to that of other phenolic acids. In addition, 

the datasets of the bacterial growth rates obtained as a function of pH for various concentrations 

of chlorogenic and gallic acids clearly overlap to those obtained for hydrochloric acid (Figure 

II.6a). Moreover, at adjusted pH 5.5, increasing the concentration of chlorogenic or gallic acids 

did not have any visible impact on growth rates (Figure II.6b). Similarly, Wen et al. (2003) 

showed that chlorogenic acid had no antimicrobial activity on L. monocytogenes at pH 5.5 

adjusted. Indeed, the mode of action for these two acids is mainly due to the decrease of 

extracellular pH. 
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Figure II.6. L. monocytogenes growth rates (a) as a function of pH in the presence of various 

concentrations of chlorogenic and gallic acids compared to those at different pHs adjusted with 

hydrochloric acid and (b) as a function of concentrations of chlorogenic and gallic acids at pH 

5.5a  

 
In order to better illustrate the mechanism of action of these acids, we compared the growth 

rates in the presence of gallic acid to those in presence of vanillic acid. Addition of either acid 

to the culture medium to a total acid concentration of 10 mmol/L reduced the pH to 

approximatively 4.6. However, according to the MICu and pKa values, γ(pH) = 0.54 and γ(Au) 

= 0.43 for gallic acid and γ(pH) = 0.58 and γ(Au) = 0.00 for vanillic acid. The inhibitory effect 

of the undissociated form was significant for gallic acid but limited to a reduction by 1/0.43. In 

contrast, it was far more predominant for vanillic acid, as it completely inhibited growth.  

Most published studies do not separate the specific inhibitory effect due to the undissociated 

form and the decrease of extracellular pH. However, chlorogenic acid and gallic acid have been 

shown to be relatively ineffective antimicrobials among phenolic acids (Wen et al. 2003; 

Saavedra et al. 2010; Sánchez-Maldonado et al. 2011; Gutiérrez-Larraínzar et al. 2012; Pernin 

et al. 2018).  

Several hypotheses can be formulated to explain the lack of antimicrobial activity of the 

undissociated acid form of chlorogenic and gallic acids. First, their high steric hindrance, 

especially that of chlorogenic acid, could limit their penetration through the membrane even if 

Ramos-Nino et al. (1996) showed that this parameter was not relevant to describe the 

antimicrobial efficiency of hydroxybenzoic and hydroxycinnamic acids. Second, their low 

partition coefficient could limit their partition into the bacterial membrane (Table II.2). 

However, organic acids are highly active while they have low partition coefficient (Hirshfield 

et al. 2003; Lu et al. 2011). In addition, several studies have demonstrated  an antimicrobial 

effect of the undissociated form of chlorogenic acid and gallic acid at the membrane level (Lou 
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et al. 2011; Borges et al. 2013). Gallic acid was shown to modify the membrane hydrophobicity 

and charge of L. monocytogenes and to cause local ruptures or pore formation in the cell 

membranes (Borges et al. 2013). Chlorogenic acid induces outer membrane modifications and 

loss of membrane integrity of Streptococcus pneumoniae and Shigella dysenteriae (Lou et al. 

2011).  

 

II.3.4.2.2. The antimicrobial effect of the undissociated forms: the main antimicrobial 

mechanism of action for caffeic, vanillic, protocatechuic and p-hydroxybenzoic acids 

Most of the phenolic acids tested, namely caffeic acid, p-hydroxybenzoic acid, protocatechuic 

acid, and vanillic acid, best fit with model #2, with realistic MICu values (Table II.3). The 

comparison of phenolic acids with different α shape parameters resulted in different profiles 

(Figure II.7). Some acids, such as protocatechuic acid and caffeic acid, display a linear 

antimicrobial effect when concentration of undissociated form of phenolic acids increase (α = 

1). In contrast, phenolic compounds with α >1 have a steeper slope, as shown for vanillic acid 

(α = 8.20) and p-hydroxybenzoic acid (α = 11.11) in model #2 represented at pH 5.5 (Figure 

II.7). The higher the value of α (>1), the higher the effect of an additional molecule at low 

concentrations. Compounds with α = 1, such as caffeic and protocatechuic acids, have very 

close chemical structures (2 OH groups on the phenolic ring; Table II.2). Differences between 

α could be due to differences in the ability of these phenolic acids to penetrate through or 

accumulate in the bacterial membrane. This is the first report characterizing a shape parameter 

α for the effect of undissociated forms of phenolic acids. This parameter can be a key factor in 

choosing an antimicrobial agent that will be highly active at very low concentrations.  
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Figure II.7. L. monocytogenes growth rates as a function of concentration of undissociated 

acid at pH 5.5, for four phenolic acids with the best fitting model #2 

 

II.3.4.2.3. Phenolic acids with a dissociated form that is significantly antimicrobial 

Model #3 best fits the p-coumaric acid and ferulic acid datasets. The antimicrobial effect of the 

undissociated form and decrease in the extracellular pH cannot explain the entire mode of 

action. The introduction of ferulic acid at 30.28 mmol/L in TSB adjusted to pH 7.3, divided the 

growth rate µmax by 1/1.00 due to the pH, 1/0.66 due to the undissociated form, and 1/0.52 due 

to the dissociated form relative to that of the control (Figure II.5c). Similarly, introduction of 

p-coumaric acid at 31.55 mmol/L in TSB adjusted to pH 7.4 divided the growth rate by 1/0.78 

due to the undissociated form and 1/0.57 due to the dissociated form relative to that of the 

control. There are several examples for p-coumaric acid and ferulic acid in which γ(Ad) was 

close to or even lower than γ(Au). Under specific conditions, the inhibitory effect of the 

dissociated form predominates over that of the undissociated form and pH. In contrast, γ(Ad) 

never dropped below 1.00 for p-hydroxybenzoic, caffeic, or protocatechuic acids or below 0.93 

for vanillic acid when model #3 was applied to other phenolic acids. p-Coumaric and ferulic 

acids are therefore the most efficient antimicrobials at pH 7.2, relative to the other phenolic 

acids, due to their dissociated form which plays a significant role in decreasing the growth rate. 

Nevertheless, their MICd values, calculated for pH 7.2, are very high, 72.63 and 63.67 mmol/L, 

respectively, which is above their solubility threshold. These results show that p-coumaric acid 

and ferulic acid can be efficient antimicrobial agents, even close to neutral pH, and this feature 

is important for the choice of compounds in several applications.  

This is the first report of the inhibitory efficacy of the dissociated form of a phenolic acid. The 

MICd for p-coumaric acid and ferulic acid against L. monocytogenes are 10-times lower than 
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the average order of magnitude found in the literature for organic acids on several bacteria: 

lactate (800-1250 mmol/L (Presser et al. 1997)), propionate (380-830 mmol/L (Eklund 1985)), 

benzoate (90-200 mmol/L (Eklund 1985)), and sorbate (50-400 mmol/L (Eklund 1983)). 

Only a few hypothesis has been previously proposed concerning the potential antimicrobial 

mechanism of action of the dissociated form of organic acids such as effects on cell wall and 

membrane, inhibition of substrate transport or of key enzymes in the case of sorbates (Sofos et 

al. 1986). Interestingly, p-coumaric and ferulic acids share similarities in their chemical 

structures. They both contain a cinnamic group between the phenolic ring and the carboxylic 

function and have only one OH group on their phenolic ring (Table II.2). Thus, it is possible 

that specific chemical structures interact with the bacterial membrane or specific receptors. 

Moreover, the logPs of p-coumaric and ferulic acids at pH 8.0 (where ~ 100% of the acid is 

dissociated) are the highest among phenolic compounds: -1.58 and -1.81, respectively (Table 

II.2). Their « higher » partition coefficient may favor interaction with the bacterial membrane, 

even if these values are far from the optimal logP values described for this activity (Ultee et al. 

2002). Further studies are needed to better understand the antimicrobial mechanism of action 

of the dissociated forms of both organic and phenolic acids.  

 

II.3.5. Conclusion 

We present here an original modeling approach which allows a better understanding of the 

mechanism of action of eight phenolic acids. It quantifies the role of the three different 

antimicrobial factors (decrease in extracellular pH, the undissociated acid form, the dissociated 

acid form). The results allowed classification of these phenolic acids into three categories 

(Figure II.8). First, chlorogenic acid and gallic acid mainly inhibit the growth of 

L. monocytogenes through their ability to decrease extracellular pH, the molecules themselves 

having a low antimicrobial activity on bacterial growth. Second, caffeic acid, p-hydroxybenzoic 

acid, protocatechuic acid, and vanillic acid exert antimicrobial behavior mainly through the 

ability of their undissociated form to inhibit the growth of L. monocytogenes. Third, p-coumaric 

acid and ferulic acid similarly exert antimicrobial behavior through their undissociated form, 

but their dissociated form also shows significant antimicrobial activity. These results will help 

in choosing the most relevant antimicrobial compounds based on product characteristics, 

particularly pH.  
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Figure II.8. Schematic representation of phenolic acid classification into three categories 

depending on different antimicrobial factors involved in bacterial growth inhibition 
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II.4. POINTS A RETENIR 

 

● Les composés ont été classés en fonction de leurs activités antioxydante et 

antimicrobienne. Les composés présentant la meilleure activité antioxydante sont la quercétine, 

la (-)-épicatéchine, la rutine, la lutéoline, l’acide caféique et l’acide chlorogénique. Les 

composés présentant la meilleure activité antimicrobienne sont le carvacrol, le thymol et la 

naringénine. L’eugénol et l’acide férulique ont été sélectionnés pour la suite de l’étude pour 

trois raisons : i) ils présentent des potentiels antioxydant et antimicrobien intéressants, ii) leurs 

structures chimiques sont proches (groupement O-CH3 en ortho de la fonction phénol), iii) ils 

se différencient par une fonction acide, qui est importante dans l’expression de l’activité 

antimicrobienne. L’α-tocophérol a également été retenu car il s’agit d’un antioxydant efficace 

et présent dans les huiles, mais son activité antimicrobienne n’a pas pu être évaluée au cours de 

cette étude en milieu modèle en raison de son insolubilité dans le milieu de culture. 

● Les résultats obtenus confirment ceux de la littérature sur la relation entre la structure 

chimique des composés phénoliques et leur activité antioxydante ainsi que sur leurs 

mécanismes d’action. Les structures ortho-diphénoliques et les structures favorisant la 

délocalisation des radicaux phénoxyles améliorent le comportement antioxydant des 

composés. Les antioxydants testés peuvent être regroupés selon l’allure de leur cinétique 

réactionnelle : briseurs de chaîne, retardateurs ou combinaison des deux.  

● Des hypothèses sont proposées pour expliquer la relation mise en évidence entre la 

structure des composés et leur activité antimicrobienne ainsi que les mécanismes d’action mis 

en jeu, ce qui a été assez peu étudié dans la littérature. En particulier, une première approche 

montre que l’addition de groupements hydroxyles et une faible hydrophobicité semblent 

diminuer le pouvoir antimicrobien des composés testés. 

● Trois modèles, développés pour mieux comprendre le mécanisme d’action des acides 

phénoliques, montrent que leur capacité à inhiber la croissance de L. monocyogenes s’explique 

par une conjonction de la diminution du pH extracellulaire et de l’action des formes non-

dissociées et dissociées des acides. La plupart des acides phénoliques ont une activité 

antimicrobienne principalement dépendante de la concentration en forme non dissociée des 

acides. L’acide gallique et l’acide chlorogénique se distinguent, avec une activité 

antimicrobienne majoritairement due à la diminution du pH extracellulaire ; les acides p-

coumarique et férulique montrent également une particularité avec une activité antimicrobienne 

significative de leurs formes dissociées. 
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● Des différences et similarités ont été établies entre les deux activités des composés 

phénoliques. En particulier, les relations entre la structure chimique des molécules et l’activité 

antioxydante ou antimicrobienne présentent des oppositions. Par ailleurs, les concentrations 

efficaces sont d’ordres de grandeur très différents pour les deux activités : µM pour l’activité 

antioxydante et mM pour l’activité antimicrobienne. 
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III.1. INTRODUCTION 

 

Ce chapitre regroupe l’ensemble des résultats obtenus dans des systèmes complexes 

émulsionnés sur les activités antioxydante et antimicrobienne des composés phénoliques 

choisis sur la base des études effectuées en milieu modèle dans la première partie de la thèse : 

l’acide férulique, l’eugénol et l’α-tocophérol. L’acide férulique et l’eugénol sont sélectionnés 

pour explorer les deux types d’activité car i) ils présentent des potentiels antioxydant et 

antimicrobien intéressants, ii) leurs structures chimiques sont proches (groupement O-CH3 en 

ortho de la fonction phénol), iii) ils se différencient par une fonction acide, qui est importante 

dans l’expression de l’activité antimicrobienne. Trop hydrophobe pour être testé comme 

antimicrobien, l’α-tocophérol est cependant conservé comme antioxydant car il est 

naturellement présent dans la plupart des matières grasses alimentaires végétales et animales, 

et son utilisation est autorisée dans les aliments en tant qu’additif (règlement européen (CE) 

n°1333/2008).  

 

La mise en place de ces études nécessite au préalable une réflexion sur les paramètres de 

formulation à utiliser pour développer un système d’étude pertinent. Celui-ci doit tout 

d’abord être réaliste par rapport aux milieux alimentaires, mais assez simplifié pour pouvoir 

interpréter les phénomènes observés. Ses paramètres de composition et de structure doivent 

pouvoir être connus et maîtrisés. Enfin, il doit permettre à la fois l’étude des activités 

antioxydante et antimicrobienne des composés phénoliques. Ainsi (Figure III.0) : 

i) Toutes les émulsions sont formulées avec de l’huile de poisson (thon) riche en 

DHA. Le choix de cette huile vise à répondre aux recommandations 

nutritionnelles, et la teneur de 300 g d’huile par kg d’émulsion permet au 

système d’être représentatif de sauces salades commerciales.  

ii) Deux émulsifiants sont utilisés : les protéines de lactosérum et le Tween 80. 

Le choix des protéines de lactosérum s’explique par leur utilisation courante 

dans les aliments. Leur mise en œuvre nous impose de travailler à pH neutre afin 

d’éviter leur précipitation partielle à pH acide (proche de leur pI) et donc 

l’agrégation des gouttelettes lipidiques conduisant à un système instable. Le 

Tween 80, polysorbate souvent utilisé en microbiologie et contenant un acide 

gras monoinsaturé (acide oléique), est choisi en complément afin de permettre 

l’étude de l’activité antimicrobienne de l’acide férulique à pH acide. Il a été 
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préféré au Tween 40, pourtant constitué d’un acide gras saturé (acide palmitique) 

qui n’interviendrait pas dans les réactions d’oxydation, car une étude 

préliminaire réalisée au laboratoire a montré son activité antimicrobienne vis-à-

vis de L. monocytogenes. La concentration en protéines retenue est de 10 g/kg 

d’émulsion, ce qui permet de s’assurer, par le calcul, que l’ensemble de 

l’interface des gouttelettes lipidiques est couverte. Le diamètre moyen des 

gouttelettes est compris entre 1 et 2 µm (après optimisation de la durée de l’étape 

d’émulsification) et stable sur la durée de l’étude. La concentration en Tween 80 

utilisée est de 5 g/kg d’émulsion (teneur maximale autorisée en alimentaire). 

Elle permet de couvrir la totalité de l’interface et d’obtenir également un 

diamètre moyen des gouttelettes lipidiques compris entre 1 et 2 µm. 

iii) La composition de la phase aqueuse varie selon que l’on veuille suivre 

l’oxydation des lipides ou le développement microbien. Dans le cas de l’étude 

sur l’activité antioxydante, elle doit être la plus simple possible afin d’éviter 

toute réaction secondaire qui pourrait interférer avec la réactivité des composés 

phénoliques. Elle est constituée d’eau et de sorbate de potassium pour limiter 

le développement des moisissures. Les composés phénoliques sont introduits en 

concentrations équimolaires, correspondant à une teneur moyenne en 

tocophérols dans les huiles alimentaires (1000 mg/kg). Les études 

complémentaires visant à mieux comprendre l’influence de la viscosité du 

milieu sur l’oxydation des lipides sont menées sur des émulsions dont la phase 

aqueuse est épaissie par de la gomme de guar (3 et 6 g/kg de phase aqueuse), 

avec adaptation du protocole d’émulsification pour éviter une chute brutale de 

la viscosité lors de l’utilisation de la sonde à ultrasons (dépolymérisation 

probable de la gomme de guar). Dans le cas de l’étude sur l’activité 

antimicrobienne, les bactéries doivent pouvoir se développer dans la phase 

aqueuse. Ainsi, celle-ci est constituée d’un milieu de culture stérile (TSB) et 

les concentrations en composés phénoliques sont ajustées en fonction des 

efficacités de chaque composé. Les émulsions sont ensuite ensemencées avec un 

inoculum standardisé de manière à obtenir une concentration de 10-1 

L. monocytogenes/mL de phase aqueuse avant incubation.  
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Figure III.0. Représentation schématique des émulsions étudiées avec différents paramètres 

de formulation et de structure 

 

Les émulsions sont conservées à 25°C, sous agitation lente, pendant un temps suffisamment 

long pour observer les phénomènes tout en conservant les paramètres de structure : de 4 à 16 

jours pour le suivi de l’oxydation lipidique, de 1 à 3 jour(s) pour le suivi de la croissance 

bactérienne. La disponibilité en oxygène étant un paramètre important à maîtriser lorsque l’on 

étudie l’oxydation des lipides, l’émulsion est répartie après fabrication dans plusieurs petits 

flacons (36 mL) qui sont fermés hermétiquement, puis prélevés un par un pour chaque point du 

suivi cinétique. Pour l’étude de la croissance microbienne, chaque suivi cinétique est fait à partir 

d’un seul flacon de taille plus importante (150 mL) dans lequel des prélèvements réguliers sont 

effectués. 

 

La première partie de ce chapitre fait l’objet de l’article 3 intitulé “ Lipid oxidation in oil-in-

water emulsions rich in omega-3: effect of aqueous phase viscosity, emulsifiers, and 

antioxidants ” (III.2). Cette étude a deux objectifs principaux : déterminer l’influence de la 

viscosité de la phase aqueuse sur l’oxydation des lipides en émulsion et caractériser l’activité 

antioxydante de trois composés phénoliques introduits seuls (acide férulique, eugénol, α-

tocophérol) ou en mélange (eugénol + α-tocophérol) vis-à-vis de l’oxydation des lipides dans 

des émulsions formulées avec deux types d’émulsifiants. L’oxydation des lipides est suivie par 

plusieurs marqueurs réactionnels : l’oxygène (pression partielle en oxygène dans l’espace de 
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tête et dans la masse), les acides gras (concentrations mesurées après extraction de la phase 

lipidique des émulsions), les hydroperoxydes - marqueurs primaires de l’oxydation - et les 

aldéhydes - marqueurs secondaires - (concentrations mesurées dans l’huile extraite). Les 

composés phénoliques (eugénol et α-tocophérol) sont également suivis au cours des cinétiques 

réactionnelles (concentrations mesurées dans l’huile extraite) et quelques produits d’oxydation 

de l’α-tocophérol sont analysés par une méthode UHPLC-PDA-MS développée dans le cadre 

de la thèse.  Les émulsions formulées sont enfin caractérisées par des méthodes physico-

chimiques : distribution du diamètre des gouttelettes (granulométrie) et viscosité.  

 

La deuxième étude de ce chapitre fait l’objet de l’article 4 intitulé “ Ferulic acid and eugenol 

have different abilities to maintain their inhibitory activity against Listeria monocytogenes 

in emulsified systems ” (III.3). L’objectif de cette étude est d’évaluer l’activité 

antimicrobienne de l’acide férulique et de l’eugénol, d’abord en présence d’émulsifiants, puis 

dans les systèmes complexes émulsionnés. Les suivis de croissance ont été réalisés par 

dénombrements avec dilutions sériales et dépôts de microspots sur milieu gélosé solide. 

L’ensemencement initial des systèmes a été optimisé afin que la phase de croissance 

exponentielle ait lieu pendant la journée.  
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III.2. ARTICLE 3 – “LIPID OXIDATION IN OIL-IN-WATER 

EMULSIONS RICH IN OMEGA-3: EFFECT OF AQUEOUS PHASE 
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III.2.1. Abstract and keywords 

Phenolic compounds offer a solution to limit oxidation and bacterial growth in food products. 

Our study aimed to better understand the impact of compositional and structural parameters of 

o/w emulsions on oxidative stability in several realistic models, composed of fish oil, an 

aqueous phase supplemented or not with guar gum, and whey proteins or Tween 80 as 

emulsifiers. Some systems included phenolic antioxidants, alone or in mixture (α-tocopherol, 

eugenol, ferulic acid). The presence of guar gum slightly delayed oxidation by limiting oxygen 

transfer from the headspace to the emulsion and within the different compartments of the 

emulsion. Moreover, oxidation was lower in emulsions formulated with whey proteins, due to 

their potent interference with oxidation reactions. Ferulic acid showed no antioxidant activity. 

Eugenol and α-tocopherol were efficient in emulsions formulated with whey proteins due to 

their localization in the reactional system and therefore their proximity to oxidation sites.  

Practical applications: These results can find practical applications in protecting essential 

omega-3 fatty acids with natural phenolic antioxidants in food emulsions. They would also 

contribute to limit the use of additives in food by promoting synergistic actions of phenolic 

compounds with complementary antioxidant mechanisms. At least, they could offer a 

sustainable valorization of by-products from agro-industry by producing ingredients rich in 

phenolic compounds, not only having antioxidant properties but also antibacterial effects. 

 

Keywords: fish oil, omega-3 fatty acids, phenolic compound, eugenol, ferulic acid, α-

tocopherol, guar gum, whey protein, Tween 80  
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III.2.2. Introduction 

Over the last decade, nutritional recommendations have led to a decrease in the proportion of 

saturated fatty acids (SFA) in favor of monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA, 

in particular, those of the omega-3 family) ones in food products (FAO 2010; INRA & ANSES 

2013). Thus long-chain PUFA, such as eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid 

(DHA), have gained interest due to their positive health effects, especially their beneficial role 

in fetal development, neurodevelopment, and in limiting neurodegenerative and cardiovascular 

disorders (Duttaroy 2016). They are only found in fatty fishes, such as salmon, tuna, mackerel, 

herring and sardines (Anses 2017), but can be incorporated into processed food products as 

ingredients. However, such incorporation has negative consequences and can limit food quality 

and safety. Effectively, these long chain omega-3 PUFA are more sensitive to oxidation that can 

produce off-flavors, decrease nutritional quality, and potentially increase the chemical risk 

(Jacobsen et al. 2008; Cuvelier & Maillard 2012). In addition, recent studies have shown that 

the growth of some pathogenic Gram-positive microorganisms in food may be favored at low 

temperature in the presence of exogenous unsaturated fatty acids, increasing potential food 

safety issues (de Sarrau et al. 2013). These phenomena can be limited using molecules with 

antioxidant and antimicrobial activities. However, the synthetic nature of many food-grade 

antioxidants (BHA, BHT, TBHQ) and antimicrobials (nitrates, benzoates, sulfites, sorbates) has 

led to consumer concerns (Carocho & Ferreira 2013).  

In this context, finding natural molecules with both antioxidant and antimicrobial activity in 

food systems appears to be a necessity. Phenolic compounds, widely found in plants and 

byproducts from agro-industry, appear to be good candidates, as they are well known for their 

antioxidant and/or antimicrobial activities (Brewer 2011; Gyawali & Ibrahim 2014). We 

recently studied the antioxidant and antimicrobial efficiencies of a series of phenolic 

compounds in simple model media and showed that most present opposite behavior in terms of 

the two activities (Pernin et al. 2018); only a few showed both antioxidant and antimicrobial 

activities, i.e. ferulic acid and eugenol. However, studies need to be performed to test their 

activity in realistically complex food systems (i.e. oil-in-water (o/w) emulsions that mimic, for 

example, food sauces) in the presence of an endogenous molecule, regularly found in edible 

oils, that has antioxidant properties, i.e. α-tocopherol. From a commercial point of view, it is 

important to study lipid oxidation in dispersed food systems, as most oils are not consumed in 

their bulk form but are dispersed throughout food products as droplet particles, for example, in 
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dairy products, processed meats, dressings, dips, beverages, desserts, yogurts, and sauces 

(Decker et al. 2017).  

Many studies have assessed oxidation of such systems and their protection by antioxidants 

(Medina et al. 2012; Jacobsen 2015; Ghorbani Gorji et al. 2016; Qiu et al. 2017). Nevertheless, 

to control these phenomena and offer safe and healthy products, studies should not only focus 

on the efficiency of the antioxidants but also a thorough understanding of the associated 

chemical mechanisms that occur when many compounds interact in food systems (Decker et 

al. 2017). In particular, there is an important need to better understand the impact of 

compositional and structural parameters of o/w emulsions rich in essential long-chain PUFA of 

the omega-3 family, not only in the oil phase, but also in the aqueous phase and the interface, 

which can influence lipid oxidation (Berton-Carabin et al. 2014). Industrial food products, such 

as sauces, are also regularly supplemented with thickening agents, such as polysaccharides, 

which are incorporated into the aqueous phase. Although several studies are available on the 

effect of polysaccharides, such as xanthan, pectin, carrageenan, and sodium alginate, on lipid 

oxidation in emulsions (Shimada et al. 1996; Kishk & Al-Sayed 2007; Chen et al. 2010; Kumar 

et al. 2016), the underlying mechanisms are not fully understood. For example, the specific 

impact of guar gum, a common food polysaccharide corresponding to the ground endosperm of 

seeds of natural strains of the guar plant, Cyamopsis tetragonoloba (family: Leguminosae) 

(EFSA ANS Panel et al. 2017), has not been deeply studied. The interest of guar gum lies in its 

neutral charge, which can limit chemical interactions with other compounds, allowing the study 

of the specific impact of viscosity on lipid oxidation. In addition the oil/water interface has been 

described for decades as the critical area where the oxidation of lipids occurs (Labuza & Dugan 

Jr 1971). More recently, the role of emulsifiers has been emphasized, not only on lipid oxidation 

but also on the partitioning and activity of antioxidants (Decker et al. 2017). The lack of 

understanding in this field, such as the impact of emulsifiers on the physicochemical properties 

of lipid droplets or the location and reactivity of pro- and antioxidants, has been raised by 

Decker et al. (2017) as one of the main hurdles in predicting antioxidant efficiency in o/w 

emulsions. 

Here, we studied systems composed of a fish oil phase (30% w/w), containing 250 g/kg of 

DHA, an aqueous phase supplemented with guar gum (0 to 0.6% w/w to reach a range of 

viscosities similar to that of food products), and whey proteins as emulsifying molecules widely 

used in the food industry or Tween 80 as a reference emulsifier, reported in many published 

studies. A part also contained phenolic antioxidants, added alone or as a mixture (eugenol, 

ferulic acid, α-tocopherol). The behavior of these complex systems during storage at 25°C was 



Chapitre III – Action antioxydante et antimicrobienne des composés phénoliques en émulsions 

   

111 
 

analyzed using several physico-chemical markers (oxygen partial pressure, hydroperoxides, 

aldehydes, antioxidants) and the parameters that influence lipid oxidation (viscosity of the 

aqueous phase, nature of the emulsifier used, phenolic compounds added alone or as a mixture) 

are discussed.  

 

III.2.3. Materials and methods 

III.2.3.1. Materials 

Eugenol, α-tocopherol, ferulic acid, α-tocopherol quinone, potato starch, p-anisidine, 2,4-

decadienal, methyl heptadecanoate, a mixture of fatty acid methyl esters (Supelco FAME 37), 

alumina, and petroleum ether 35-60°C (analytical grade) were purchased from Sigma-Aldrich 

(St Quentin Fallavier, France). Hydrochloric acid (analytical grade), sodium hydroxide 

(analytical grade), tetrahydrofuran (THF; HPLC grade), heptane (HPLC grade), isopropanol 

(HPLC grade), isooctane (optical spectroscopy grade), glacial acetic acid (analysis grade), 

sodium thiosulfate, potassium iodide, methanol (HPLC and LC/MS grade), acetonitrile (LC/MS 

grade), and water (LC/MS grade) were purchased from Carlo Erba (Fontenay-aux-Roses, 

France). Potassium sorbate and lichropur ammonia solution (25% in water, LC/MS grade) were 

purchased from Merck (Fontenay-sous-Bois, France), and leucine encephalin (LC/MS grade) 

from Waters (Guyancourt, France). Ultrapure Water was purified using the Millipore Simplicity 

System (France). Whey proteins (ProLacta 95) were purchased from Lactalis (Laval, France), 

Tween 80 from VWR (Fontenay-sous-Bois, France), guar gum from Cargill (Redon, France) 

and fish oil (tuna, Omegavie® 5/25 TG flavorless Qualitysilver®) from Polaris (Quimper, 

France). Prior to use, tuna oil was purified of polar compounds by filtrating 400 g oil through 

200 g activated alumina (activation for 4 h at 200°C and cooling in a desiccator filled with dried 

silica) two times in a Büchner funnel coupled with a vacuum pump at 970 mbar. The stripped 

oils were verified to be free of tocopherols (III.2.3.2.2.6) and stored under nitrogen at -20°C for 

a maximum of one week before use. 
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Table III.1. Overview of the various systems studied 
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Oil-in-water 
emulsions 

(O/W) 

O/W_WP-C ✔ ✔  ✔       

7 

O/W_WP-g3 ✔ ✔  ✔  ✔     

O/W_WP-g6 ✔ ✔  ✔   ✔    

O/W_T80-C ✔  ✔ ✔       

O/W_WP-F ✔ ✔  ✔    ✔   

O/W_WP-T ✔ ✔  ✔     ✔  
12 

O/W_T80-T ✔  ✔ ✔     ✔  

O/W_WP-E ✔ ✔  ✔      ✔ 

16 O/W_T80-E ✔  ✔ ✔      ✔ 

O/W_WP-T+E ✔ ✔  ✔     ✔ ✔ 

Biphasic 
systems 
(O+W) 

O+W_WP-C ✔ ✔  ✔       

7 O+W_WP-g6 ✔ ✔  ✔   ✔    

O+W_T80-C ✔  ✔ ✔       

Aqueous 
solutions 

(W) 

W_WP  ✔  ✔       
25 

W_T80   ✔        

W_g3    ✔  ✔     
7 

W_g6    ✔   ✔    

Oil (O) 
O_C ✔          

7 
O_T80 ✔  ✔        
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III.2.3.2. Methods 

III.2.3.2.1. Preparation of the emulsions and storage conditions 

Ten different emulsified systems (O/W) were prepared to study the mechanisms of lipid 

oxidation and protection by antioxidants (Table III.1). In addition, nine other systems (three 

biphasic systems (O+W), four aqueous solutions (W), and two oils (O)) were prepared to 

complete our studies of the phenomenon (Table III.1). 

 

III.2.3.2.1.1. Preparation of the aqueous phases of the emulsions 

The aqueous phases for emulsions, with whey proteins as emulsifier (O/W_WP-X, with X=C 

for the control emulsion, F for the emulsion with ferulic acid, T with tocopherol, E with eugenol, 

and T+E with tocopherol and eugenol), were prepared by dispersing whey proteins in ultrapure 

water with moderate magnetic stirring for 4 h at room temperature, filtering this solution 

through a 0.22-µm filter (Stericup® and Steritop®, Merck Millipore, Massachusetts), and 

adding potassium sorbate (final concentrations: 10 g whey proteins and 5 g potassium 

sorbate/kg of emulsion).  

The aqueous phases for emulsions, with Tween 80 as emulsifier (O/W_T80-X), were prepared 

by dispersing Tween 80 in ultrapure water and adding potassium sorbate (final concentrations: 

5 g Tween 80 and 5 g potassium sorbate/kg of emulsion).  

Two separate aqueous phases were prepared and then mixed during the emulsification 

procedure (see III.2.3.2.1.3) for emulsions with whey proteins as emulsifier and supplemented 

with guar gum (O/W_WP-g3, O/W_WP-g6). The first aqueous phase was prepared as 

previously described. For the second aqueous phase, guar gum was progressively added to 

ultrapure water and subjected to fast magnetic stirring for 2 h at room temperature (final 

concentrations: 3 or 6 g guar gum/kg of aqueous phase).  

For emulsions with whey proteins as emulsifier and supplemented with ferulic acid, ferulic acid 

was dispersed in the aqueous phase using slow magnetic stirring for 15 min to obtain a 

concentration of 0.7 mmol ferulic acid/kg of emulsion. 

The concentrations of emulsifiers were chosen to obtain emulsions with droplets that were 

sufficiently small to avoid physical destabilization by creaming. The fraction of emulsifiers that 

were not adsorbed at the interface and remained in the aqueous phase was estimated based on 

the particle-size distribution and load concentration reported in the literature at equilibrium 

(Berton et al. 2011a): 70% for whey proteins (7 g/kg of emulsion) and 48% for Tween 80 (2.4 

g/kg of emulsion). The unabsorbed Tween 80 fraction was approximately 250 times higher than 
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the critical micellar concentration (CMC) of Tween 80 (19 mg/mL) (Mahmood & Al-koofee 

2013), and thus formed micelles. 

The final pH of all aqueous phases was verified with a pH-meter (sensION+ PH3, Hach, Spain) 

and was 6.8. 

 

III.2.3.2.1.2. Preparation of the lipid phases of the emulsions 

For emulsions containing α-tocopherol and/or eugenol, the antioxidants were dispersed in 

stripped fish oil by slow magnetic stirring for 15 min at room temperature to obtain a 

concentration of 0.7 mmol α-tocopherol and/or eugenol/kg of emulsion. 

 

III.2.3.2.1.3. Emulsification procedure 

For emulsions without guar gum, 36 g lipid phase and 84 g aqueous phase containing whey 

proteins were weighed in a 250-mL beaker and placed in a crystallizer filled with ice and water. 

The mixture was emulsified using a rotor stator homogenizer (Ultra-Turrax T 25, IKA 

Labortechnik, Germany) at 10,000 rpm for 5 min followed by 20 min of ultrasound treatment 

with a sonicating probe (model n°75186, Bioblock, France) at maximal magnitude (130 W, 20 

kHz) with alternating sonication/rest cycles (10 s sonication/10 s rest).  

For emulsions with guar gum, a similar protocol was followed with 36 g lipid phase and 56 g 

aqueous phase containing whey proteins. Once the emulsification procedure was finished, the 

obtained oil/water emulsion was mixed with 28 g guar gum solution using slow magnetic 

stirring for 10 min, followed by Ultra-Turrax treatment for 15 s at 12,000 rpm. The use of 

ultrasound on guar gum solutions caused a sudden decrease in viscosity, probably due to the 

sensitivity of guar gum towards ultrasound. 

The concentrations of emulsifiers and parameters of the emulsification procedure were chosen 

and optimized to obtain emulsions with similar and stable droplet size distributions (see 

II.2.3.2.2.8 and Table III.2), such that differences in emulsion oxidation were due to differences 

in formulation parameters and not differences in droplet size distribution. 
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Table III.2. Droplet-size distribution of all emulsified systems after various storage times 

expressed as the volume median diameter d(v,0.5)  

 
Time (days)/ 

Emulsified systems 
0 4 7 12 16 

O/W_WP-C 1.26 ± 0.04 Aab 1.29 ± 0.05 Aa 1.34 ± 0.08 Aa   
O/W_WP-g3 1.43 ± 0.04 Abc nd 1.52 ± 0.02 Aa   
O/W_WP-g6 1.56 ± 0.01 Ac nd 1.56 ± 0.06 Aa   
O/W_T80-C 1.50 ± 0.06 Ac 1.53 ± 0.03 Ab 1.53 ± 0.02 Aa   
O/W_WP-F 1.29 ± 0.03 Aab 1.36 ± 0.05 Aa 1.40 ± 0.08 Aa   
O/W_WP-T 1.22 ± 0.09 Aa nd 1.39 ± 0.19 ABa 1.61 ± 0.08 Ba  
O/W_T80-T 1.43 ± 0.10 Abc nd 1.54 ± 0.06 Aa 1.57 ± 0.06 Aa  
O/W_WP-E 1.27 ± 0.09 Aab nd 1.53 ± 0.14 Ba 1.66 ± 0.04 Ba 1.73 ± 0.06 Ba 

O/W_T80-E 1.52 ± 0.09 Ac nd 1.56 ± 0.07 Aa 1.54 ± 0.16 Aa 1.64 ± 0.04 Aa 

O/W_WP-T+E 1.22 ± 0.07 Aa nd 1.37 ± 0.15 Aa 1.46 ± 0.12 Aa 1.68 ± 0.12 Ba 
Values are expressed in µm (mean ± standard deviation (n = 3)). 

For a given emulsion, different capital letters correspond to significantly different values at different times of 

storage according to the Newman-Keuls multiple comparison test (confidence interval 95%). For a given storage 

time, different non-capital letters correspond to significantly different values for different emulsions according to 

the Newman-Keuls multiple comparison test (confidence interval 95%). 

nd = not determined 

 

 

III.2.3.2.1.4. Storage and ageing conditions 

For each time course, 12 g emulsion were poured into five closed 36-mL airtight flasks, one 

equipped with two oxygen chips: one in the headspace (HS) and one in the bulk emulsion (B). 

The emulsions were stirred at 150 rpm on multi-spot magnetic plates (MIXdrive 6HT, 2mag, 

Germany) and stored at a controlled temperature of 25°C for 1, 2, 4, 7, 9, 12, or 16 days, 

depending on the kinetics (Table III.1). 

 

 

 

III.2.3.2.2. Determination of the physico-chemical and oxidation markers in emulsions during 

storage 

III.2.3.2.2.1. Measurement of the oxygen partial pressure in the headspace and bulk emulsion 

The oxygen partial pressure (pO2) was determined in the HS and B of the samples using a 

Presens® (Regensbourg, Germany) detector, which measures the quenching of luminescence 

caused by collisions between molecular oxygen and luminescent dye molecules (Ruthenium) 

in an excited state present on chips (Cuvelier et al. 2017).  
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III.2.3.2.2.2. Extraction of the lipid phase from the emulsions 

Emulsion samples contained in each flask (12 g) were transferred into 50-mL centrifuge tubes 

(VWR, France) and 10 mL each of heptane and isopropanol was added. The mixture was gently 

swirled by hand for 1 min and then centrifuged at 15,000 x g for 15 min at 30°C using a Heraeus 

Multifuge X3R centrifuge (Thermo Scientific, Germany). The supernatant, containing oil 

solubilized in heptane, was removed. The extraction procedure was repeated a second time. 

After pooling the two supernatants, the heptane was evaporated at 120 mbar for 10 min at 40°C 

using a rotary evaporator (RE120, Büchi, Switzerland) coupled to a vacuum pump. Heptane 

residues were finally evaporated using nitrogen flow. Oil recovery yields were 95.1 ± 2.6%. Oil 

samples were then stored under nitrogen at -20°C until analysis. For emulsions containing 

eugenol, the extraction procedure led to the migration of approximately 50% of the eugenol 

from the lipid to the aqueous phase; this was taken into account in the quantification of eugenol 

in the lipid phase. For emulsions containing α-tocopherol, the effect of the extraction was 

negligible. 

For UHPLC-PDA-MS analysis of α-tocopherol and its oxidation products, an additional 

purification step was performed. Approximately 1 g previously extracted oil was accurately 

weighed in a 10-mL volumetric flask and the flask filled with heptane. The solution was 

vortexed at maximal speed for 1 min, sonicated for 30 s, and mixed manually. α-Tocopherol 

and its oxidation products were extracted from the heptane solution in a decantation funnel with 

20 mL methanol. The extraction was repeated two times. The methanol was evaporated under 

reduced pressure and the residue solubilized in 5 mL methanol. The methanolic solution was 

filtered on a 0.22-µm filter and stored until analysis. The recovery rate of α-tocopherol from 

oil, measured by HPLC-DAD-Fluorimetry (see II.2.3.2.2.6), was 53.5 ± 2.2%. 

 

III.2.3.2.2.3. Determination of hydroperoxides concentration 

The concentration of hydroperoxides was determined using an adaptation of  the official method 

(ISO method 3960 2017). First, 0.1 g oil was accurately weighed in a stoppered Erlenmeyer 

flask and 25 mL of a mixture of glacial acetic acid/isooctane (3/2, v/v) and 1 mL freshly-

prepared saturated potassium iodide aqueous solution (1.7 g/mL ultrapure water) were added. 

The mixture was gently swirled by hand for 1 min and stored for 5 min in the dark. Then, 75 

mL ultrapure water and 1 mL potato starch solution (prepared by dispersing 1 g in 100 mL 

boiled water) were added to obtain a dark blue color. Sodium thiosulfate (0.001 or 0.01 mol/L, 

depending on the oxidation level of the sample) was added until the color of the solution 
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changed from dark blue to white: this determines the equivalent volume. In parallel, the same 

procedure was applied to a blank sample without oil. The concentration of hydroperoxides was 

calculated using the equation 15: 

 

iop_[q@\[q#r_\s 	= �̀ 	× 	 )uVv
	uw*×Ix�yz�U 	"69{ 	× 10|   (equation 15) 

 

with iop_[q@\[q#r_\s as the concentration of hydroperoxides in oil (mmol/kg of oil), }\~ the 

equivalent volume of thiosulfate in the sample (L), }� the equivalent volume of thiosulfate in 

the blank (L), il��z�U the concentration of sodium thiosulfate used (mol/L), and �qr� the weight 

of the oil (g). 

 

 III.2.3.2.2.4. Determination of aldehydes concentration 

The concentration of aldehydes was analyzed using the protocol of Roman et al. (2013), with 

minor modifications. It is based on the spectrophotometric determination of products formed 

by the reaction between aldehyde oxidation compounds from oil and p-anisidine. The oil (0.1 

g) was accurately weighed, 5 mL of isooctane added, and the solution vortexed for 30 s at 

maximum speed. In parallel, 0.25 g p-anisidine was weighed in 100 mL glacial acetic acid, the 

solution vortexed for 10 s at maximum speed, and then sonicated for 30 s in a sonication bath. 

This p-anisidine-containing reagent (1 mL) was added to 5 mL of the oil isooctanic solution 

and the tube vortexed for 10 s. After allowing the mixture to react for 10 min in the dark, the 

absorbance was measured at 350 nm with a reference solution consisting of a mixture of 

isooctane (5 mL) and p-anisidine reagent (1 mL). The concentration of aldehydes is expressed 

as the equivalent concentration of trans,trans-2,4-decadienal (mmol/kg of oil) using a 

calibration curve established in fresh stripped oil. 

 

III.2.3.2.2.5. Determination of the fatty acid profile by GC-MS 

The fatty acid composition of the oil samples was determined by gas chromatography coupled 

to mass spectrometry detection (GC-MS). Approximately 30 mg oil were accurately weighed 

and dissolved in 1 mL petroleum ether containing methyl heptadecanoate (3 mg/mL) as internal 

standard. Then, 0.2 mL NaOH in methanol (2 mol/L) was added and the tube shaken vigorously 

for 10 s. The samples were then incubated at 50°C for 30 s and 0.4 mL HCl in methanol (1 

mol/L) added and the tube shaken. After decantation, 0.5 µL of the upper phase was injected 

into the GC-MS system for analysis. A Trace GC Ultra 2.0 gas chromatograph (Thermo 
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Scientific, Italy) with a Zebron ZB-WAX capillary column (60 m x 0.25 mm i.d. and 0.50 µm 

film thickness) was used with the following parameters: injection temperature of 250°C; 

column temperature gradient from 180 to 230°C at 4°C/min,  230°C for 35 min, 230 to 250°C 

temperature gradient at 4°C/min, and 250°C for 10 min; helium as the carrier gas with a flow 

rate of 1.2 mL/min and a split ratio of 1:10. Mass spectrometry detection was performed using 

an ion trap Polaris Q 2.0.1 (Thermo Scientific, US) with the following parameters: source 

temperature of 200°C and full scan mode with the mass range from 33 to 400 in 0.44 s. The 

results were analyzed using Xcalibur 2.0.7 software and the fatty-acid methyl esters identified 

by comparison with commercial standards of fatty-acid methyl esters and mass spectrometry 

libraries (polarisQ, WileyRegistry8e, nist).  

 

III.2.3.2.2.6. Determination of antioxidants concentration in the lipid phase by HPLC-DAD-

Fluorimetry  

Concentrations of α-tocopherol and eugenol were determined using a method adapted from ISO 

method 9936 (ISO method 9936 2006) established for the analysis of tocopherols. 

Approximately 0.3 g oil was accurately weighed into 5 mL heptane. The solution was vortexed 

at maximal speed for 30 s, sonicated for 1 min in a Branson 2510 sonication bath, the solution 

filtered over a 0.22-µm filter, and 20 µL injected into a high-performance liquid 

chromatography system coupled to a photodiode array detection and a fluorimetry detection 

(HPLC-DAD-Fluorimetry). Analyses were performed using a Waters Alliance HPLC system, 

consisting of a 2695 pump with a solvent delivery degasser, a thermostat-controlled column 

compartment, a thermostat-controlled autosampler, a 2996 UV-vis photodiode array detector 

and a 2475 fluorimeter. The liquid chromatography system was controlled and the data collected 

and processed using Empower software purchased from Waters. The separation of α-tocopherol 

and eugenol was performed using a Lichrospher 100 Diol column (250 x 4 mm i.d., 5 µm 

particle size) Uptisphere® from Interchim (Montluçon, France), thermostat-controlled at 25°C. 

Detection was performed with a diode array detector (maximal absorbances at 280 nm for 

eugenol and 298 nm for α-tocopherol) and a fluorimeter (excitation/emission wavelengths of 

290 nm/324 nm). The HPLC mobile phase consisted of n-heptane/THF (96.15/3.85, v/v), eluted 

at a flow rate of 1 mL/min. Identification of the compounds was achieved by comparing their 

retention times and spectra with those of standards and quantification was performed from 

linear calibration curves (from 10 to 140 mg/L). Results are expressed in mmol/kg of oil. 
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III.2.3.2.2.7. Identification of some oxidation products of α-tocopherol by UHPLC-PDA-MS 

UHPLC-DAD-MS analyses were performed on a Waters Acquity H-Class apparatus composed 

of a quaternary solvent manager pump (QSM), a refrigerated sample manager Flow Trough 

Needle (SM-FTN), and a column oven, coupled to a photodiode array detector (PDA) and a 

high-resolution mass spectrometer with a time-of-flight analyzer, Xevo G2-S ToF, equipped 

with an electrospray ionization source (ESI). All MS analyses were performed in negative 

polarity using the resolution mode for a scan time of 0.5 s, with a mass range between 50 and 

900 m/z acquired in centroid. Internal calibration of the ToF analyzer was performed with a 

continuous flow of 5 µL/min of leucine enkephalin at 1 mg/L for three scans every 20 s for 0.5 

s. The ESI- parameters used for the analyses were: capillary voltage of 0.5 kV, sampling cone 

of 40 V, source offset of 80 V, cone gas flow of 50 L/h, and desolvation gas flow of 1000 L/h. 

The source and desolvation gas were heated to 120°C and 500°C, respectively. 

Simultaneous acquisition was performed with the PDA from 220 nm to 500 nm. The UV and 

mass spectra were treated by MassLynx Software. 

The methanolic solution prepared from the oil (1.0 µL) (see II.2.3.2.2.2) was injected onto an 

Acquity BEH C18 column (100 x 2.1 mm, 1.7-µm particle diameter, 130 Å) thermostatically 

maintained at 30°C. An isocratic elution was performed at 0.25 mL/min for 20 min, with a 

water/methanol mixture (5/95, v/v) containing 10 mmol/L ammonia.  

 

III.2.3.2.2.8. Particle size measurement 

Particle-size distributions of the emulsions were measured by laser-light scattering (Mastersizer 

2000, Malvern Instruments Ltd, Malvern, England). A refractive index ratio of 1.47 for the oil 

phase and 1.33 for the dispersant (water) was used to calculate the particle-size distributions. 

The volume median diameter d(v,0.5) was collected. All the systems displayed a mono-modal 

distribution. 

 

III.2.3.2.2.9. Evaluation of viscosity 

Viscosities of the emulsions were measured using a rheometer (Physica MCR 301, Anton Paar 

GmbH, Germany) equipped with a cone/plate geometry (4° cone angle, 50 mm diameter) and 

a Peltier plan PTD 200. A continuous shear rate ranging from 0.01 to 200 s-1, and the inverse, 

was applied at 25°C for emulsions containing guar gum and from 10 to 200 s-1, and the inverse, 

for emulsions without guar gum. Parameters of the Power law model were calculated from 
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logarithm transformation and linear regression of the data obtained in the range of shear rates 

in which shear-thinning behavior was observed (equations 16 and 17): � = 	�	 ×	0�m   (equation 16) � = 	�	 ×	0�m
` (equation 17) 

With � the stress (Pa), η the apparent viscosity (Pa.s) at a given shear rate, 0�  the given shear 

rate (s-1), K the consistency index, and n an indicator of the flow behavior of the emulsion. 

 

III.2.3.2.2.10. Measurement of surface tension  

Surface tension (σ, mN/m) was measured in the static mode using a Tracker tensiometer (Teclis, 

Tassin, France). Measurements were performed in a rising mode with a 45-µL stripped fish oil 

droplet containing 57 mmol/kg hydroperoxide and the antioxidant (eugenol or α-tocopherol). 

The oil droplet was blown from a Teflon syringe into aqueous solution samples poured in a 

glass cuvette. The Bond number was verified to ensure that it was always higher than 0.10, 

meaning the droplets displayed the required Laplacian profile. 

 

III.2.3.3. Statistical analysis 

All experiments and analyses were performed at least in triplicate, with the exception of 

viscosity measurements for emulsions with guar gum, which were performed in duplicate. All 

results are expressed as the mean and standard deviation using Microsoft Excel® (2013).  

A one-way analysis of variance (ANOVA) with emulsion or storage time effects was applied 

using XLStat 18.06 (Addinsoft, Paris, France). If significant effects were revealed (p < 0.05), 

an estimated mean for the given oxidation marker was calculated and compared using the 

Newman-Keuls multiple comparison test (confidence interval 95%) to determine significant 

differences between emulsions or storage times. 
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Table III.3. Evaluation of the viscosity of emulsions formulated with whey proteins and various 

levels of guar gum at shear stress 12 s-1 and evaluation of the parameters of the Power law 

model 

 

Emulsified 
system  

Parameters of 
Power law model Apparent viscosity 

η (mPa.s) 
at shear rate 12 s-1 

Consistency  
Index 

K 

Indicator of  
flow behavior 

n 

O/W_WP-C mean ± standard 
deviation (n = 3) 

5.5 ± 0.8 a 0.94 ± 0.03 a 4.6 ± 0.4 a 

O/W_WP-g3 Assay n°1 274.5 
b 

0.55 
b 

79.8 
b 

Assay n°2 239.1 0.57 72.3 

O/W_WP-g6 Assay n°1 1,665.8 
c 

0.56 
b 

543.0 
c 

Assay n°2 1,617.8 0.56 545.0 
For a viscosity at shear rate 12 s-1 or a given parameter of the Power law model, different letters correspond to 

significantly different values between emulsions according to the Newman-Keuls multiple comparison test 

(confidence interval 95%). 
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III.2.4. Results and discussion 

III.2.4.1. Impact of the viscosity of the aqueous continuous phase on lipid oxidation 

The addition of guar gum to the aqueous phase of o/w emulsions composed of 30% (w/w) fish 

oil slowed the oxidation of lipids (Figure III.1). Indeed, the concentrations of hydroperoxides 

(Figure III.1a) and aldehydes (Figure III.1b), as well as oxygen consumption in the headspace 

(HS) of the flask containing the emulsion (Figure III.1c), were significantly lower in the 

emulsions containing 0.3 or 0.6% (w/w) guar gum than in the control emulsion without guar 

gum. No major effect of guar gum concentration was observed.  

The mobility of oxygen in the bulk (B) and, in particular, its transfer from the aqueous phase to 

the lipid droplets may be slowed in the presence of guar gum, which would limit oxidation. A 

complementary experiment, carried out on non-emulsified biphasic systems (composed of fish 

oil and the aqueous phase, with or without guar gum; Table III.1) contained in closed flasks 

without a HS, showed the pO2 in the oil to remain at 0% throughout storage, whereas it 

decreased gradually from 21 to 0% in the aqueous phase, with a slower decrease in the presence 

of guar gum (Figure III.1e). This reflects both i) limited transfer of oxygen from the aqueous 

to lipid phase in the presence of guar gum, explained by the higher apparent viscosity of the 

aqueous phase containing guar gum (viscosity multiplied by 118 in the presence of 0.6% guar 

gum over that of the control, at a shear rate of 12 s-1; Table III.3) and ii) the immediate 

consumption of oxygen by the unsaturated fatty acids present in the lipid phase, corroborated 

by the production of lipid hydroperoxides (30.9 ± 3.5 mmol/kg of oil contained in the emulsion 

with 0.6% guar gum after seven days of storage, vs 12.5 ± 1.8 mmol/kg initially). The presence 

of guar gum may also limit lipid oxidation by slowing the transfer of oxygen from the HS to 

the emulsion (Penicaud et al. 2011), confirmed by the kinetics of the pO2 in the HS in the 

presence or absence of guar gum (Figure III.1c), whereas the oxygen of the B was rapidly 

consumed, as the pO2 reached 0% after two days, regardless of the emulsion (Figure III.1d). 

The small difference in the effect between the systems containing the two levels of guar gum 

reflects the attainment of the viscosity threshold. Indeed, at 12 s-1, the viscosity was 17 times 

higher in the presence of 0.3% guar gum than in the control, and only 7 times when passing 

from 0.3 to 0.6% guar gum. 
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Figure III.1. Effect of the viscosity of the aqueous phase by the addition of guar gum at 0, 0.3, 

or 0.6% (w/w) on lipid oxidation of o/w emulsions and biphasic systems during storage at 25°C: 

evolution of lipidic hydroperoxides (a), aldehydes (b), oxygen partial pressure in the HS (c), 

oxygen partial pressure in the B (d) in O/W_WP-C, O/W_WP-g3, O/W_WP-g6, and evolution 

of the oxygen partial pressure in biphasic systems (O+W_WP-C and O+W_WP-g6) with 

distinct measurements in oil (O) and water (W) (e) 
See Table III.1 for abbreviations of the systems. Values are expressed as the mean ± standard deviation (n ≥ 3); 

for a given storage time, different numbers of * correspond to significantly different values for different emulsions, 

according to the Newman-Keuls multiple comparison test (confidence interval 95%).  
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III.2.4.2. Impact of emulsifier type on lipid oxidation 

The emulsions formulated with Tween 80 were significantly more oxidized after seven days of 

storage at 25°C than those formulated with whey proteins, as shown by the evolution of the 

concentrations of hydroperoxides and aldehydes (Figures III.2a and III.2b). This difference is 

not attributable to a change in the availability of oxygen in the B or HS, since the evolution of 

pO2 was almost identical, regardless of the system (Figures III.2c and III.2d). In addition, a 

complementary experiment carried out on non-emulsified biphasic systems composed of fish 

oil and an aqueous phase containing whey proteins or Tween 80 (Table III.1), contained in 

closed vials without a HS, confirmed a similar evolution of pO2 in both media (Figure III.2e). 

Therefore, the decrease in pO2 of the aqueous phase is attributable to the transfer of oxygen 

from the aqueous phase to the oil and its immediate consumption in the oil by unsaturated fatty 

acids oxidation, regardless of the type of emulsifier, confirmed by the increase of the 

concentration of hydroperoxides during ageing (12.5 ± 1.8 mmol/kg at the beginning of storage 

vs 30.1 ± 3.3 mmol/kg in the system with proteins and 29.9 ± 2.1 mmol/kg in the system with 

Tween 80 after seven days at 25°C). Although the higher oxidizability of emulsions formulated 

with Tween 80 is not due to the higher availability of oxygen in this system, it may be partially 

attributable to the presence of oxidized unsaturated fatty acids from this emulsifier (Nuchi et 

al. 2001) and to the presence of traces of transition metals. A complementary experiment carried 

out in a B only composed of fish oil and Tween 80 (Table III.1) showed that approximately 

three quarters of the emulsifier could contribute hydroperoxides. Indeed 1 kg of Tween 80-

enriched oil contained 3 mmoles more hydroperoxides than 1 kg of the control oil (22.1 ± 3.4 

vs 19.1 ± 1.5 mmol/kg). However, no definitive conclusion can be drawn, as the difference was 

not statistically significant and, moreover, the evolution of the pO2 in both oils and their HS 

during storage at 25°C was similar (Figure III.2f). In addition, when whey proteins or Tween 

80 are present alone in aqueous phase (W_WP and W_T80, Table III.1), they do not seem to 

oxidize spontaneously in the absence of oil droplets, since the partial oxygen pressure measured 

in HS and B stayed at 21 % during 25 days of storage (data not shown). On the other hand, 

whey proteins may also be at the origin of slower lipid oxidation because of their antioxidant 

potential, which may occur here by two mechanisms: the chelation of metals, since these 

proteins are negatively charged in the studied emulsion (Faraji et al. 2004), and the trapping of 

free radicals due to the presence of cysteyl, methionyl, tryptophanyl, and tyrosyl residues (Faraji 

et al. 2004; Elias et al. 2005). 
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Figure III.2. Effect of the nature of emulsifier on lipid oxidation of o/w emulsions, biphasic 

systems, and oils during storage at 25°C: evolution of lipidic hydroperoxides (a), aldehydes 

(b), oxygen partial pressure in the HS (c), oxygen partial pressure in the B (d) in O/W_WP-C 

and O/W_T80-C; evolution of the oxygen partial pressure in biphasic systems (O+W_WP-C 

and O+W_T80-C) with distinct measurements in oil (O) and water (W) (e); evolution of oxygen 

partial pressure in oil ± T80 with distinct measurements in headspace (HS) and bulk (B) (f)  
See Table III.1 for abbreviations of the systems. Values are expressed as the mean ± standard deviation (n ≥ 3); 

for a given storage time, different numbers of * correspond to significantly different values for different emulsions, 

according to the Newman-Keuls multiple comparison test (confidence interval 95%).  
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III.2.4.3. Impact of antioxidants on lipid oxidation 

Eugenol and α-tocopherol showed significant antioxidant activity in emulsions formulated with 

whey proteins, whereas ferulic acid did not (Figures III.3a-d). In addition, there was no 

significant decrease in the concentration of eugenol during storage and only a slightly 

significant decrease in α-tocopherol from day 9 (-15% of the initial concentration) (Figure 

III.3e). The addition of eugenol to α-tocopherol did not improve its protective effect (Figures 

III.3a-d) and did not limit its loss (Figure III.3e). However, eugenol and α-tocopherol showed 

no significant antioxidant activity in emulsions formulated with Tween 80, according to the 

evolution of the hydroperoxide concentration (Figure III.4a). There was only a slight delay in 

the oxidation kinetics over the first two days, shown by the monitoring of aldehyde 

concentrations and pO2 (Figure III.4b-d). The concentration of eugenol remained constant 

throughout the storage period, unlike α-tocopherol, which was largely degraded after 12 days 

(loss > 70% of the initial concentration) (Figure III.4e). UHPLC-PDA-MS analysis of the 

samples at day 0 and day 12 confirmed the loss of α-tocopherol (retention time rt = 8.25 min, 

m/z 429.3734 (63) and 163.0761 (100), 291 nm (λmax)) and the generation of α-tocopherol 

oxidation products, identified as α-tocopherolquinone (rt = 5.35 min, m/z 445.3672 (100) and 

177.0916 (42), 261 nm (shoulder) and 268 nm (λmax)), 7,8-epoxy-α-tocopherolquinone (rt = 

4.04 min, m/z 461.3633 (100) and 193.0863 (3)), and 4,5-epoxy-α-tocopherolquinone (rt = 4.29 

min, m/z 461.3633 (100) and 193.0863 (3)) (Verleyen et al., 2001a; Verleyen et al., 2001b) 

(Figure III.5).  
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Figure III.3. Effect of antioxidants on lipid oxidation of o/w emulsions formulated with whey 

proteins during storage at 25°C: evolution of lipidic hydroperoxides (a), aldehydes (b), oxygen 

partial pressure in the HS (c), oxygen partial pressure in the B (d), antioxidants (e) in O/W_WP-

C, O/W_WP-F, O/W_WP-T, O/W_WP-E, and O/W_WP-T+E 
See Table III.1 for abbreviations of the systems. Values are expressed as the mean ± standard deviation (n ≥ 3); 

in a)-d) for a given storage time, different number of * correspond to significantly different values for different 

emulsions according to the Newman-Keuls multiple comparison test (confidence interval 95%); in e) for a given 

emulsion, different number of * correspond to significantly different values for different storage times according 

to the Newman-Keuls multiple comparison test (confidence interval 95%). The symbol (*) was used when the value 

was not significantly different from both values with no mark and *. 
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Figure III.4. Effect of antioxidants on lipid oxidation of o/w emulsions formulated with Tween 

80 during storage at 25°C: evolution of lipidic hydroperoxides (a), aldehydes (b), oxygen 

partial pressure in the HS (c), oxygen partial pressure in the B (d), antioxidants (e) in 

O/W_T80-C, O/W_T80-T, and O/W_T80-E 
See Table III.1 for abbreviations of the systems. Values are expressed as the mean ± standard deviation (n ≥ 3); 

in a)-d) for a given storage time, different number of * correspond to significantly different values for different 

emulsions according to the Newman-Keuls multiple comparison test (confidence interval 95%); in e) for a given 

emulsion, different number of * correspond to significantly different values for different storage times according 

to the Newman-Keuls multiple comparison test (confidence interval 95%). The symbol (*) was used when the value 

was not significantly different from both values with no mark and *. 
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Figure III.5. UHPLC-PDA-MS chromatograms of a methanolic extract from the lipid phase of 

the emulsion O/W_T80-T, after 0 (a) and 12 (b) days of storage at 25°C, at different m/z 

corresponding to α-tocopherol, α-tocopherolquinone, 7,8-epoxy-α-tocopherolquinone, and 

4,5-epoxy-α-tocopherolquinone 
 

The absence of antioxidant activity of ferulic acid in emulsions formulated with whey proteins 

(Figure III.3) can be explained by its absence from the sites of lipid oxidation, due to its anionic 

form at neutral pH (Maqsood & Benjakul 2010; Espinosa et al. 2015), which would 

preferentially position it in the aqueous phase of the emulsion (logDoct/wat = -1.38 at pH 6.8 

(https://chemicalize.com)). Moreover, ferulic acid also does not possess any ability to chelate 

metals (Andjelković et al. 2006). On the other hand, eugenol and α-tocopherol have higher 

theoretical partition coefficients (2.61 and 10.51 at pH 6.8, respectively 

(https://chemicalize.com)) and should be mainly in the lipid phase. Further study showed that 

reconstitution of a mixture without emulsifier, composed of stripped fish oil (30%, w/w), water, 

and antioxidant (eugenol or α-tocopherol, at a concentration of 0.7 mmol/kg of the mixture) 

resulted in most of these molecules being in the lipid phase (86.0 ± 0.3% for eugenol and 82.1 

± 6.5% for α-tocopherol), which would allow them to exert their protective activity. However, 

as indicated previously, we found that the nature of the emulsifier in emulsions was important, 

since these two antioxidants were only active in the presence of whey proteins, but not Tween 
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80 (Figures III.3 and III.4). This can first be explained by the ability of these antioxidants to 

position themselves differently in the system, particularly at the interface of the lipid droplets, 

depending on the emulsifier used and its concentration (Stöckmann et al. 2000; Losada-Barreiro 

et al. 2013; Silva et al. 2017; López-Martínez & Rocha-Uribe 2018). However, the relative 

positioning of these two antioxidants in the presence of proteins or Tween has never been 

studied. It is likely that the more compact organization of Tween 80 at the interface, relative to 

that of whey proteins (Berton-Carabin et al. 2014), would limit the accessibility of α-tocopherol 

and eugenol to the interface in the presence of this emulsifier and thus hinder them from 

exerting their activity. In addition, the ability of excess Tween 80 to form micelles that can trap 

the antioxidants present in the aqueous phase (Decker et al. 2017), thus preventing them from 

accessing the lipid droplets, could further enhance this action. In addition, several studies have 

shown that proteins may be able to regenerate phenolic antioxidants (Tong et al. 2000; Wang et 

al. 2016), which would enhance their capacity to inhibit oxidation and explain the relatively 

stable concentrations of eugenol and α-tocopherol in emulsions formulated with whey proteins 

(Figure III.3e). However, there was no additive or synergistic effect when eugenol was added 

to α-tocopherol in emulsions formulated with whey proteins (Figure III.3). A similar 

observation has already been published on emulsions containing α-tocopherol added with long 

chain alkyl esters of caffeic acid (Sørensen et al. 2017) or rosmarinic acid (Panya et al. 2012). 

When present as a mixture, α-tocopherol and eugenol may be in competition to position 

themselves at the interface, the site of the initiation of oxidation reactions. Our results suggest 

that it is probably α-tocopherol which is preferentially located at the interface, thus being able 

to exert its antioxidant activity with respect to the unsaturated fatty acids, since its degradation 

kinetics were similar to those obtained when it was added alone to the emulsion (Figure III.3e). 

Preliminary results obtained in the laboratory from surface tension measurements also support 

this idea, as the addition of 117 mmol of α-tocopherol to 1 kg fish oil (50 times more than in 

the studied emulsion) reduced its surface tension by approximately 5 mN/m, whereas eugenol 

had no effect. Further studies need to be performed to better understand the mechanisms of 

action of phenolic compounds introduced alone or in mixtures and in the presence of various 

emulsifiers. 

 

III.2.5. Conclusion 

The results obtained in this study confirm that the composition of emulsions plays a key role in 

the kinetics of oxidation (viscosity, nature of the emulsifier). Importantly, no significant loss of 
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nutrients was noted after the maximum studied storage durations (from 7 to 16 days depending 

on the emulsion studied) at 25°C (99 ± 7% of EPA and 101 ± 10% of DHA were respectively 

recovered). Two of the three antioxidants tested (α-tocopherol and eugenol) delayed lipid 

oxidation but our results confirm the difficulty of predicting their activity in emulsions, which 

largely depends on their chemical structure, in particular because it influences their positioning 

in the system and therefore their proximity to oxidation sites.  
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III.3.1. Abstract and keywords 

Natural phenolic compounds are found in large quantities in plants and plant extracts and 

byproducts from agro-industries. They could be used to ensure food quality and safety due to 

their antimicrobial properties demonstrated in systems such as culture medium. The aim of this 

study was to evaluate the ability of two natural phenolic compounds, ferulic acid and eugenol, 

to maintain their inhibitory activity against the growth of Listeria monocytogenes in an oil-in-

water emulsion, simulating a complex food system. The minimum inhibitory concentration 

(MIC) of each phenolic compound was first determined in culture medium, consisting of TS 

broth and an added emulsifier. Whey proteins and Tween 80 increased the MIC of the 

antimicrobial activity of eugenol. The MIC of ferulic acid was less affected by the addition of 

Tween 80. The inhibitory activities of both phenolic compounds were then compared at the 

same concentration in emulsions and their corresponding aqueous phases by following the 

growth of L. monocytogenes by plate counting. In emulsified systems, eugenol lost the high 

inhibitory activity observed in the aqueous phase, whereas ferulic acid retained it. The partition 

coefficient (logPoct/wat) appears to be a key factor. Eugenol (logPoct/wat = 2.61) dispersed in the 

aqueous phase intercalates into the bacterial membrane and has high antimicrobial activity. In 

contrast, it likely preferentially partitions into the lipid droplets when dispersed in an emulsion, 

consequently losing its antimicrobial activity. As ferulic acid is more hydrophilic, a higher 

proportion probably remains in the aqueous phase of the emulsion, retaining its antimicrobial 

activity. 

 



Chapitre III – Action antioxydante et antimicrobienne des composés phénoliques en émulsions 

   

133 
 

Keywords: phenolic compound, antimicrobial, growth inhibition, emulsion, partition 

coefficient, lipid droplets, phytophenol, foodborne pathogen. 

 

III.3.2. Introduction 

Natural phenolic compounds appear to be good candidates for ensuring the quality and safety 

of several perishable products, as they have been shown both antioxidant and antimicrobial 

activities (Brewer 2011; Gyawali & Ibrahim 2014; Pernin et al. 2018) and can be easily 

obtained in large quantities from plant extracts or byproducts from agro-industries 

(Balasundram et al. 2006; Tornuk et al. 2011). Many studies have already described the 

antimicrobial activity of phenolic compounds in culture media (Burt 2004; Daglia 2012) and 

there is an increasing interest to evaluate this activity in real foods or cosmetics. In contrast to 

simple culture media, these complex systems are highly heterogeneous and several regions with 

different physical properties can coexist. The effectiveness of antimicrobials in these complex 

systems is generally lower due to their interactions with matrix components and storage 

conditions (Weiss et al. 2015).  

In a previous study, we evaluated the antimicrobial and antioxidant activities of a series of 

phenolic compounds in growth media. Ferulic acid and eugenol were identified among the few 

compounds to have both activities (Pernin et al. 2018). Ferulic acid is widely distributed in 

plants and can be found, for example, in sugar beet pulp and wheat or maize bran (Bonnin et 

al. 2002). Eugenol is mainly found in essential clove oil (Burt 2004). These two molecules are 

known for their antimicrobial activities in culture media (Burt 2004; Borges et al. 2013; Pernin 

et al. 2018; Pernin et al. 2019) but only a few studies demonstrate their efficiencies in real food 

systems. Ferulic acid showed an inhibitory effect against L. monocytogenes in cheese 

(Takahashi et al. 2013; Van Tassell et al. 2015), smoke salmon (Takahashi et al. 2013) and 

salads (Takahashi et al. 2015b). Eugenol inhibited the growth of L. monocytogenes in cooked 

beef (Hao et al. 1998), in cabbage, barley and papaya pulp (Catherine et al. 2012). Ferulic acid 

and eugenol have similar chemical structures, both with a methoxyl group in the ortho-position 

of the phenolic group (Figure III.6), but ferulic acid possesses an acid function, contrary to 

eugenol. Moreover, these two compounds have different hydrophobic properties (logPo/w =2.61 

for eugenol and logPo/w = 1.67 and -1.81 for the undissociated and dissociated form of ferulic 

acid respectively) that can affect their interactions with food components and distribution in 

heterogeneous systems. 
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The aim of this study was to evaluate the ability of these two compounds to inhibit the growth 

of Listeria monocytogenes in a realistic complex food system, i.e. an oil-in-water emulsion that 

could mimic, for example, food sauces. We notably focused on the impact of the presence of 

two different emulsifiers (Tween 80 or whey proteins) and lipid droplets (fish oil) on the 

antimicrobial activity of these phenolic compounds. L. monocytogenes was chosen as the 

bacterial model because it is a ubiquitous Gram-positive foodborne pathogen that can 

potentially contaminate all stages of the food chain and is commonly found in ready-to-eat 

foods (Buchanan et al. 2017).  

 

III.3.3. Materials and Methods 

III.3.3.1. Bacterial strain and subculture conditions 

The strain used in this study was Listeria monocytogenes CNL 895805, serotype ½ a, isolated 

from sheep brain. It was graciously provided by P. Velge (INRA, Nouzilly) (Van Langendonck 

et al. 1998). Before each experiment, the strain, stored in cryovials at -80°C, was regrown in 

two successive subcultures in tryptic soy broth (TSB, Biomérieux, France) at 30°C. 

 

III.3.3.2. Phenolic compounds and other chemicals 

Eugenol was purchased from Jansen (Beerse, Belgium) and ferulic acid from Sigma-Aldrich 

(St Quentin Fallavier, France) (Figure III.6). The predicted partition coefficient (logPo/w) in 

octanol/water of eugenol is 2.61 (https://chemicalize.com/). For ferulic acid the logPo/w of its 

undissociated and dissociated forms are respectively 1.67 and -1.81 (https://chemicalize.com/). 

 

Figure III.6. Chemical structures of eugenol (a) and ferulic acid (b) 

 

Hydrochloric acid (1 mol/L), sodium hydroxide (1 mol/L), and acetone were purchased from 

Carlo Erba (Fontenay-aux-Roses, France), Tween 80 (critical micellar concentration CMC = 

19 mg/mL (Mahmood & Al-koofee 2013)) from VWR (Fontenay-sous-Bois, France), and whey 

proteins (ProLacta 95) from Lactalis (Laval, France). Fish (tuna) oil (Omegavie® 5/25 TG 
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flavourless Qualitysilver®) was purchased from Polaris (Quimper, France) and stripped of its 

antioxidants before use according to a protocol adapted from Roman et al. (2013).  

 

III.3.3.3. Aqueous phases for emulsion preparation 

Aqueous phases consisted of TSB pH 7.2 with added emulsifiers and/or phenolic compounds, 

when appropriate. When necessary, the pH was adjusted to 5.5 with hydrochloric acid (1 mol/L) 

using a pH-meter (SI Analytics lab 870, Mainz, Germany). Tween 80 (7.1 g/L; i.e. 0.5% (w/w) 

emulsion) was added to the TSB before pH adjustment and autoclave sterilization. Whey 

proteins (14.3 g/L; i.e. 1% (w/w) emulsion) were added to TSB after autoclave sterilization and 

the mixture was filtered through 0.22 µm filters (Stericup® and Steritop®, Merck Millipore, 

Massachusetts).  

The phenolic compounds were first prepared as stock solutions in acetone, due to their low 

solubility in TSB, and added at the appropriate concentration to the sterile aqueous phase. The 

maximum concentrations of phenolic compounds solubilized in acetone were 0.57 mol/L for 

ferulic acid and 1.68 mol/L for eugenol. The acetone was then evaporated under nitrogen flow. 

Bacterial growth controls were carried out to ensure the absence of inhibitory activity of acetone 

traces after evaporation.  

 

III.3.3.4. Determination of the minimum inhibitory concentration of ferulic acid and 

eugenol in aqueous phases 

Inhibitory concentrations of eugenol and ferulic acid were determined using a method 

previously described with minor modifications (Guillier et al. 2007; Pernin et al. 2018). 

Bacterial growth was followed in an automatic spectrophotometer (Bioscreen C, Labsystems, 

Helsinki, Finland) by measuring the optical density (OD) at 600 nm for 72 h in two 100-well 

microplates.  

A wide range of concentrations of eugenol and ferulic acid was tested to determine their 

inhibitory concentrations in TSB with each emulsifier. The inhibitory activity of eugenol was 

determined at pH 7.2 in the presence of Tween 80 (TSB-T80_pH7.2), whey proteins (TSB-

WP_pH7.2), or without emulsifier as a control (TSB_pH7.2). The inhibitory activity of ferulic 

acid was determined at pH 7.2 without emulsifier (TSB_pH7.2), at pH 5.5 in the presence of 

Tween 80 (TSB-T80_pH5.5), and at pH 5.5 without emulsifier (TSB_pH5.5). 

The final concentrations of the phenolic compounds varied for eugenol from 0 to 8 mmol/L in 

TSB_pH7.2, 0-16 mmol/L in TSB-T80_pH7.2, and 0-12 mmol/L in TSB-WP_pH7.2 and for 
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ferulic acid, from 0 to 30 mmol/L in TSB_pH7.2 and TSB_pH5.5 and from 0 to 12 mmol/L in 

TSB-T80_pH5.5. In the case of ferulic acid, the pH was adjusted to 5.5 or 7.2 using sodium 

hydroxide (1 mol/L). The concentrations were increased until total growth inhibition or they 

reached the solubility threshold. A total of 20-75 concentrations, prepared from at least two 

different solutions, were tested per compound in a given medium.  

Two hundred microliters of the aqueous phases, with or without various concentrations of 

phenolic compounds, were added to each well. Each well was inoculated with a standardized 

inoculum at 1% (v/v from the second subculture (approximately 106 CFU/mL)) and the 

microplates incubated at 30°C with slow and continuous shaking. At least two growth curves 

were acquired for each concentration. Antimicrobial activity is characterized by the minimum 

inhibitory concentration (MIC) and non-inhibitory concentration (NIC). The MIC is the 

concentration at which no bacterial growth is recorded and the NIC that below which the 

compound has no inhibitory activity. These values are expressed in mmol/L: the lower the MIC, 

the stronger the antimicrobial effect. These values were obtained after two modeling steps. First, 

the maximum specific growth rates (µmax) were estimated from the growth kinetics by fitting 

the modified Gompertz model (Guillier et al. 2007). Second, the MIC and NIC were determined 

for each phenolic compound by plotting growth rates transformed by square-root as a function 

of the concentration and modeling µmax with the Lambert and Pearson model (Lambert and 

Pearson 2000). The solver of Microsoft Excel® (2013) was used to minimize the sum of squares 

and allowed estimation of the model parameters. The standard deviations (SD) of model 

parameters and sums of squares were calculated with SolverAid, a complementary macro (de 

Levie 2012). 

 

III.3.3.5. Preparation of emulsions 

Emulsions were formulated with 30% (w/w) fish oil dispersed in the aqueous phase (see 

III.3.3.3). Fish oil was chosen for emulsion preparation because it contains a high proportion of 

long-chain unsaturated fatty acids from the omega-3 family, which are increasingly used in 

food products due to nutritional recommendations (FAO 2010; INRA & ANSES 2013). Thirty-

nine mL (i.e. 36 g) of freshly stripped fish oil was added to 84 mL of the aqueous phase. The 

mixture was placed in a crystallizer filled with ice and water and emulsified using a T25 Ultra-

Turrax homogenizer (Janke and Kunkel Ika Labortchnik, Staufen, Germany) with a S25KR-

25F rotor-stator generator (previously autoclaved) at 9,500 rpm for 5 min, followed by 20 min 

with a sonicating probe (Sonifier® Cell disrupter B15, Branson, Germany) at maximal 

magnitude with alternating cycles (10 s sonication/10 s rest). The particle size distributions of 
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the emulsions were measured by laser light scattering (Mastersizer 2000, Malvern Instruments 

Ltd, Malvern, England). A refractive index ratio of 1.47 for the oil phase was used to calculate 

particle size distributions. The volume median diameter d(v,0.5) was determined: 1.24 ± 0.04 

µm, which was stable throughout the duration of bacterial growth. All the systems displayed a 

mono-modal intensity-diameter distribution. 

The antimicrobial activity of eugenol was tested in emulsions in the presence of two different 

emulsifiers, Tween 80 or whey proteins (Table III.4) at the native pH of TSB (pH 7.2), which 

is close to that for the optimal growth of L. monocytogenes (Anses 2011). The antimicrobial 

activity of ferulic acid was tested in emulsions in the presence of Tween 80 as emulsifier at pH 

5.5, because ferulic acid is more active at acidic pH (Table III.5). The antimicrobial activity of 

ferulic acid was not tested in emulsions containing whey proteins, as they precipitate at pH 5.5. 

The concentrations of phenolic compounds tested in the emulsions were chosen to be just above 

the MIC in the corresponding aqueous phase (or at the solubility threshold if the MIC was not 

reached, Table III.5): 16 mmol/L eugenol in an emulsion with Tween 80 (Em-T80_pH7.2_Eu), 

10 mmol/L eugenol in an emulsion with whey proteins (Em-WP_pH7.2_Eu), and 5.5 mmol/L 

ferulic acid in an emulsion with Tween 80 (Em-T80_pH5.5_Fe). The growth kinetics of 

L. monocytogenes in the emulsions with eugenol or ferulic acid was compared to respective 

control emulsions without any antimicrobial (Em-T80_pH7.2_Co, Em-WP_pH7.2_Co and 

Em-T80_pH5.5_Co).  

 

Table III.4. Overview of the emulsified systems used in this study and corresponding aqueous 

phases 

   

Ingredient/Condition TSB pH 
Whey 

proteins 
Tween 

80 
Eugenol 

Ferulic 
acid 

Stripped 
fish oil 

Value/Quantity 

(per L of aqueous phase) 
30 g/L 7.2 5.5 14.3 g/L 7.1 g/L 

16 
mmol/L 

10 
mmol/L 

5.5 
mmol/L 

30% 
(w/w)  

TSB-T80_pH7.2_Co ✔ ✔   ✔     

Em-T80_pH7.2_Co ✔ ✔   ✔    ✔ 

TSB-T80_pH7.2_Eu ✔ ✔   ✔ ✔    

Em-T80_pH7.2_Eu ✔ ✔   ✔ ✔   ✔ 

TSB-WP_pH7.2_Co ✔ ✔  ✔      

Em-WP_pH7.2_Co ✔ ✔  ✔     ✔ 

TSB-WP_pH7.2_Eu ✔ ✔  ✔   ✔   

Em-WP_pH7.2_Eu ✔ ✔  ✔   ✔  ✔ 

TSB-T80_pH5.5_Co ✔  ✔  ✔     

Em-T80_pH5.5_Co ✔  ✔  ✔    ✔ 

TSB-T80_pH5.5_Fe ✔  ✔  ✔   ✔  

Em-T80_pH5.5_Fe ✔  ✔  ✔   ✔ ✔ 
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III.3.3.6. Bacterial kinetics in emulsions and corresponding aqueous phases 

Each emulsified system and its corresponding aqueous phase (Table III.4) was inoculated with 

a standardized inoculum to obtain approximately 10-1 bacteria/mL (1% v/v, serially diluted 

from the second subculture). The antimicrobial concentrations were the same in the emulsions 

and their corresponding aqueous phases. 

The flasks were incubated with stirring at 350 rpm on magnetic plates (MIXdrive 6HT, 2mag, 

Germany) at 25°C for a maximum of 72 h. At each sampling point, 1 mL (for aqueous phases) 

or 1.46 mL (for emulsions) was collected, serially diluted, and plated on tryptone soya agar 

(TSA, Biomérieux) using the drop plate method (Chen et al. 2003). Colony forming units 

(CFU) were enumerated after 24 h of incubation and the log10 CFU/mL of the aqueous phase 

was calculated. At least three independent repetitions were performed for each condition. The 

maximum specific growth rates (µmax) were estimated from the growth kinetics by fitting the 

modified Gompertz model (Guillier et al. 2007). 

 

III.3.3.7. Statistical analysis 

Growth rates (µmax) estimated without phenolic compounds (see III.3.3.4) and in emulsions and 

the corresponding aqueous phase (see III.3.3.6) came from experiments performed at least in 

triplicate. One-way analysis of variance (ANOVA) with a formulation effect was applied using 

XLStat 18.06 (Addinsoft, Paris, France). If significant effects were revealed (p < 0.05), an 

estimated mean for the growth rate was calculated and compared using the Newman-Keuls 

multiple comparison test (confidence interval 95%) to determine significant differences 

between formulations. 
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III.3.4. Results 

III.3.4.1. MICs of eugenol and ferulic acid in aqueous phases 

The growth rate of L. monocytogenes was similar in the absence or presence of emulsifier 

without the phenolic compounds at pH 7.2 or 5.5 (Table III.5). We plotted the growth rates of 

L. monocytogenes in the aqueous phases as a function of the concentration of eugenol (Figure 

III.7a) or ferulic acid (Figure III.7b). The MIC and NIC of each compound in each aqueous 

phase are presented in Table III.5.  

The MIC of ferulic acid and eugenol in growth medium without emulsifier were in the same 

order of magnitude than MIC found in the literature against L. monocytogenes or other Gram 

positive bacteria by microdilution assay (Guttierrez-Larrainzar et al. 2012; Borges et al. 2013; 

Van Tassell et al. 2015; Pernin et al. 2018, 2019) or by agar dilution assays (Takahashi et al. 

2013).  

The presence of emulsifier had a negative effect on the antimicrobial activity of eugenol. The 

MIC increased by 41% in the presence of whey proteins and  more than 184% in the presence 

of Tween 80 (Table III.5). The presence of Tween 80 also led to an increase in the NIC of 

eugenol.  

 

Table III.5. L. monocytogenes growth rates (µmax), in different aqueous systems without 

phenolic compounds, determined using the Gompertz model and the non-inhibitory 

concentration (NIC) and minimum inhibitory concentration (MIC) of eugenol and ferulic acid, 

determined using the Lambert and Pearson model 

 

 

 

 

 

 

*Solubility threshold of eugenol in TSB-Tween80; **Solubility threshold of ferulic acid in TSB pH7.2; 

For µmax, values are expressed in h-1 (mean ± standard deviation (n ≥ 3)) and different letters correspond to 

significantly different values according to the Newman-Keuls multiple comparison test (confidence interval 

95%) 

 

 

Phenolic 
compound 

Aqueous  
systems 

Control µmax  
(h-1) 

NIC 
(mmol/L) 

MIC 
(mmol/L) 

Eugenol 
TSB_pH7.2 1.11 ± 0.11A 2.88 ± 0.20 5.62 ± 0.13 
TSB-WP_pH7.2 1.19 ± 0.02 A 2.16 ± 0.22 7.95 ± 0.24 
TSB-T80_pH7.2 1.13 ± 0.02 A 4.70 ± 0.59 > 16* 

Ferulic acid 
TSB_pH7.2 1.11 ± 0.11 A 6.76 ± 0.85 > 30** 
TSB_pH5.5 0.91 ± 0.07 B 0.33 ± 0.09 4.05 ± 0.26 
TSB-T80_pH5.5 0.86 ± 0.07 B 0.54 ± 0.09 4.93 ± 0.17 
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Figure III.7. L. monocytogenes growth rates as a function of the concentrations of eugenol (a) 

or ferulic acid (b) in different aqueous systems (data fitted with the Lambert and Pearson 

model) 

 

The MIC was not attained before the solubility threshold (30 mmol/L) of ferulic acid at pH 7.2. 

Nevertheless, ferulic acid inhibited the growth of L. monocytogenes at pH 7.2, as it decreased 

from 1.1 h-1 (without ferulic acid) to 0.4 h-1 at 30 mmol/L (√0.4=0.6 h-1/2 in Figure III.7). The 

antimicrobial activity of ferulic acid at pH 5.5 was much higher than at pH 7.2. The presence 

of Tween 80 had a small negative effect on the inhibitory activity of ferulic acid with a 22% 

increase of the MIC. The effect of whey proteins could not be tested at pH 5.5 because of protein 

aggregation. 

 

III.3.4.2. Inhibitory activity of eugenol and ferulic acid in emulsions and their 

corresponding aqueous phases 

The presence of oil and emulsifiers alone at pH 7.2 did not significantly affect the growth rate 

of L. monocytogenes (Table III.6, 0.97 ± 0.11 for emulsified systems with Tween 80 vs 1.21 ± 

0.16 h-1 for the corresponding aqueous phase and 1.05 ± 0.14 for emulsified systems with whey 

proteins vs 1.22 ± 0.08 h-1 for the corresponding aqueous phase). In contrast, the presence of oil 

and Tween 80 at pH 5.5 significantly decreased the growth rate of L. monocytogenes (Table 

III.6, 0.62 ± 0.08 vs 0.96 ± 0.11 h-1).  

Eugenol at a concentration of 16 mmol/L in TSB-Tween 80 at pH 7.2 demonstrated incomplete, 

but significant, inhibitory activity: the growth rate of L. monocytogenes was 0.39 ± 0.07 h-1 vs 

1.21 ± 0.16 h-1 for the control (Figure III.8a and Table III.6). In contrast, eugenol at the same 

concentration did not show any inhibitory activity in an emulsion with Tween 80 at pH 7.2: the 

bacterial growth rate was 1.13 ± 0.14 h-1 vs 0.97 ± 0.11 h-1 for the control (Figure III.8b and 

Table III.6).  
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We obtained similar results for 10 mmol/L eugenol in emulsions with whey proteins at pH 7.2. 

The inhibition of bacterial growth was complete in TSB-WP-Eu, whereas the bacterial growth 

rate was 1.22 ± 0.08 h-1 without eugenol (Figure III.8c and Table III.6). However, eugenol 

completely lost its inhibitory activity when in an emulsion (Figure III.8d and Table III.6).  

Ferulic acid, at a concentration of 5.5 mmol/L, completely inhibited the growth of 

L. monocytogenes in TSB-Tween 80 at pH 5.5 (Figure III.8e and Table III.6), as well as in 

the corresponding emulsion (Figure III.8f and Table III.6).  

Overall, the results show that the presence of oil and emulsifiers alter the inhibitory activity of 

eugenol but not that of ferulic acid.  

 
Table III.6. L. monocytogenes growth rates (µmax) determined using the Gompertz model in 

different aqueous and emulsified systems, with or without phenolic compounds 

 

 T80_pH7.2 WP_pH7.2 T80_pH5.5 

 Control 
Eugenol 

(16 mmol/L) Control 
Eugenol 

(10 mmol/L) Control 
Ferulic acid 

(5.5 mmol/L) 
Aqueous 
phases 1.21 ± 0.16 A 0.39 ± 0.07 C 1.22 ± 0.08 A 0.00 ± 0.00 D 0.96 ± 0.11 A 0.00 ± 0.00 D 

Emulsified 
systems 0.97 ± 0.11 A 1.13 ± 0.14 A 1.05 ± 0.14 A  1.25 ± 0.13 A 0.62 ± 0.08 B 0.00 ± 0.00 D 

Values are expressed in h-1 (mean ± standard deviation (n ≥ 3)) and different letters correspond to significantly 

different values according to the Newman-Keuls multiple comparison test (confidence interval 95%) 
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Figure III.8. Growth curves of L. monocytogenes in different aqueous and emulsified systems 

in the presence of eugenol or ferulic acid: aqueous system (a) and emulsion (b) formulated with 

Tween 80 at pH 7.2 with or without eugenol (16 mmol/L); aqueous system (c) and emulsion (d) 

formulated with whey proteins at pH 7.2 with or without eugenol (10 mmol/L); aqueous system 

(e) and emulsion (f) formulated with Tween 80 at pH 5.5 with or without ferulic acid (5.5 

mmol/L). Growth curves were fitted using the Gompertz model until 40 h (until the bacterial 

counts decreased) 
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III.3.5. Discussion 

III.3.5.1. Effect of emulsifiers on inhibitory activity of phenolic compounds in aqueous 

phases 

The presence of either emulsifier resulted in an increase in the MICs of eugenol and ferulic 

acid, whereas it had no significant effect on the growth rate L. monocytogenes in the absence 

of the antimicrobials (Table III.5). Similarly, several studies have shown that the presence of 

emulsifiers can prevent essential oils and/or their pure compounds (generally eugenol, thymol, 

or carvacrol) from interacting with microorganisms (Juven et al. 1994; Hammer et al. 1999; 

Hammer & Carson 2011).  

Juven et al. (1994) showed that the addition of Tween 80 in the culture medium decreases the 

antimicrobial activity of phenolic compounds. Moreover, they showed that the higher the 

concentration of Tween 80 (1,000 µL/L vs 125 µL/L), the higher the loss of activity of 140 

mg/mL of thymol against Salmonella Typhimurium in nutrient agar (109.1 CFU/mL vs < 101 

CFU/mL recovery) (Juven et al. 1994). Several possibilities can explain this loss of activity. 

First, Tween 80 may form a protective coating around the bacteria that could prevent phenolic 

compounds from accessing the bacterial membrane. However, it is more likely that the 

emulsifier interacts with the phenolic compounds, leading to a decrease in their availability to 

contact the bacteria. Indeed, Tween 80 molecules are low-molecular weight emulsifiers 

composed of a polar polyethoxy-head and a hydrophobic tail consisting of oleic acid. They are 

known to form micelles when present above their critical micellar concentration (CMC) in 

aqueous systems (Berton-Carabin et al. 2014), which was the case in our study. Tween 80 was 

used at a concentration of 7.1 g/L, approximately 500 times higher than the CMC (19 mg/mL). 

These micelles form specific hydrophobic environments in which other molecules can be 

solubilized (Berton-Carabin et al. 2014). Eugenol and ferulic acid molecules could be trapped 

in micelles, thus being unavailable to interact with bacteria. As a consequence, higher 

concentrations are needed to obtain the same level of bacterial growth inhibition. The difference 

observed between eugenol and ferulic acid is probably due to the respective hydrophobicity 

(octanol/water partition coefficients, logPo/w) of these two molecules. Eugenol, with a logPo/w 

of 2.61, is likely more easily partitioned into Tween 80 micelles than ferulic acid (logPo/w = 1.67 

for the undissociated form).  

The presence of whey proteins in the TSB also led to a slight increase in the MIC of eugenol. 

Proteins were previously shown to interfere with antimicrobial activity. For example, Juven et 

al. (1994) showed that the addition of 9 g/L bovine serum albumin (BSA) to nutrient agar 



Chapitre III – Action antioxydante et antimicrobienne des composés phénoliques en émulsions 

   

144 
 

suppresses the inhibitory capacity of thymol against Salmonella Typhimurium. This could be 

explained by the well-known ability of proteins to bind phenolic compounds through van der 

Waals interactions (Weiss et al. 2015) and thus inactivate them, decreasing the number of 

molecules available for inhibiting bacterial growth. Indeed, Bouarab-Chibane et al. (2018b) 

showed that the decrease of antimicrobial activity of phenolic compounds with a molecular 

weight close to our compounds (resveratrol, naphthazarin, and chrysin) directly correlated with 

their higher affinity for bovine meat proteins, determined through the measurements of partition 

coefficients of phenolic compounds between a 20% (w/w) bovine meat protein suspension and 

its ultrafiltrate without proteins. Moreover, Reiners et al. (2000)  used affinity chromatography 

at pH 3.0 to show the ability of eugenol to bind to β-lactoglobulin, the main protein from whey 

proteins. However, interactions between protein and phenolic compounds are complex and 

depend on several parameters, such as pH, temperature, protein type and concentration, and the 

type and structure of the phenolic compounds (Ozdal et al. 2013). Bouarab-Chibane et al. 

(2018b) also showed that the antimicrobial activity of phenolic compounds in the presence of 

proteins is better preserved at low temperatures, since hydrogen bonds between phenolic 

compounds and the bacterial surface are favored at the expense of van der Waals and 

hydrophobic interactions between the phenolic compounds and proteins. 

In contrast, some studies have reported a positive impact of some emulsifiers, such as 

monolaurin (Blaszyk & Holley 1998), surfynol (Gaysinsky et al. 2005a; Gaysinsky et al. 

2005b), soluble soy bean polysaccharides (Wu et al. 2014), and rhamnolipids (Haba et al. 

2014), on the antimicrobial activity of essential oils and/or their pure constitutive compounds. 

This may be due to the ability of these emulsifiers to disperse in the aqueous phase, thus 

preventing their binding to the hydrophobic phenolic compounds (Blaszyk & Holley 1998; 

Gaysinsky et al. 2005a; Gaysinsky et al. 2005b). Another  possibility suggested in the literature 

is that the emulsifiers cited above may enhance the efficiency of antimicrobials by increasing 

their interaction with the bacterial membrane (Donsì & Ferrari 2016). In this case, interactions 

between phenolic compounds and bacterial membranes are probably tighter than those between 

emulsifiers and phenolic compounds. However, the large differences between these emulsifiers 

and those used in our study, in terms of chemical structures, charges, size, and physical 

properties, could explain the difference of behavior.  

 



Chapitre III – Action antioxydante et antimicrobienne des composés phénoliques en émulsions 

   

145 
 

III.3.5.2. Effect of the presence of oil droplets on the inhibitory activity of phenolic 

compounds 

Eugenol, in contrast to ferulic acid, completely lost its inhibitory activity when added to 

emulsified systems, whereas they were both efficient in the corresponding aqueous phases 

containing emulsifiers. To our knowledge, the antimicrobial activity of ferulic acid in emulsions 

has never been studied, but some data are available in the literature concerning eugenol and 

other simple phenols from essential oils (Sznitowska et al. 2002; Han & Washington 2005; 

Gaysinsky et al. 2007; Gutierrez et al. 2008; Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn 2010; 

Cava-Roda et al. 2012; Chang et al. 2012; Trinh Thi Thanh et al. 2013). Many studies have 

shown that the addition of oil to an aqueous phase has negative effects on antimicrobial activity. 

For example, Chang et al. (2012) showed that increasing the percentage of corn oil in emulsions 

from 6 to 9% (w/w) led to a 16-fold increase in the MIC of thyme essential oil against 

Zygosaccharomyces bailii (Chang et al. 2012). Similarly, sunflower oil added with soya lecithin 

to TSB (final concentration in the emulsion of 2.5%, w/w) increased the MIC of cinnamon 

essential oil (composed of 90% trans-cinnamaldehyde) and pure trans cinnamaldehyde by 

approximately five-fold on Listeria innocua (Trinh Thi Thanh et al. 2013). In contrast, several 

studies reported no loss of efficiency for some phenolic compounds extracted from essential 

oils in emulsions (Donsì et al., 2012; Terjung et al., 2012; Ghosh et al., 2014 ; Li et al., 2015). 

However, the antimicrobial concentrations in the emulsified systems were much higher (from 

130 to 260 mmol/L) than in our study. 

The loss of antimicrobial activity in emulsions is generally believed to be due to the preferential 

localization of the compounds to specific regions of the highly structured systems. The presence 

of a lipid phase can notably affect the distribution of components based on their affinity for 

hydrophobic or hydrophilic environments. The antimicrobial concentration available in the 

aqueous phase, in which the microorganisms are located, depends on the repartition of the 

compound between phases (Donsì et al. 2012; Terjung et al. 2012; Donsì & Ferrari 2016;). The 

difference observed in this study between eugenol and ferulic acid is likely due to their 

difference in hydrophobicity. Indeed, based on its logPo/w (2.61), eugenol should more easily 

partition into oil droplets than ferulic acid (logPo/w of undissociated and dissociated forms are 

1.67 and -1.81 respectively). Thus, these two compounds differentially partition into the 

aqueous phases and emulsions based on their hydrophobic character (Figure III.9): the more 

hydrophobic the compound, the more inefficient it will be in the presence of lipid droplets. 

Between the two forms of ferulic acid, the dissociated form is the one that remains preferentially 

in aqueous phase, because of its lower logPo/w. It can be noted that the dissociated form of 
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ferulic acid, unlike that of most phenolic acids, was recently shown to have a significant 

inhibitory efficiency against L. monocytogenes (Pernin et al. 2019). 

 

Figure III.9. Hypothesis for the partition of eugenol and ferulic acid in the different phases in 

aqueous and emulsified systems 

 

Paradoxically, characteristic hydrophobicity parameters, such as octanol/water partition 

coefficients, are often used to predict the efficiency of membrane-active compounds, such as 

simple phenols: the more hydrophobic, the more they can partition into double phospholipid 

layers (Ultee et al. 2002; Burt 2004). In this context, compound selection, such as antimicrobials 

in emulsions, may face a contradiction. In aqueous phases, a phenolic compound with a high 

logP, such as eugenol, would preferentially partition into the bacterial membrane, thus 

exhibiting strong antimicrobial activity. In contrast, when dispersed in an emulsion, the same 

compound would preferentially migrate into the lipid droplets. Consequently, its concentration 

in the aqueous phase would be dramatically lower, along with its antimicrobial activity. This is 

probably what happened in previous studies about emulsions with thyme essential oil, 

composed of carvacrol and thymol (logPo/w 3.43) (Chang et al. 2012), and with cinnamon 

essential oil, composed of trans cinnamaldehyde (logPo/w 1.98) (Trinh Thi Thanh et al. 2013). 

In contrast, a less hydrophobic compound, such as ferulic acid, probably remains in higher 
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proportion in the aqueous phase of the emulsion, therefore retaining its antimicrobial activity. 

Thus, in order to optimize antimicrobial activity in complex emulsified systems such as foods 

or cosmetic matrices, it is better to choose a compound such as ferulic acid that has a 

multifactorial mode of action and that is not excessively hydrophobic for maintaining a 

sufficient proportion in the aqueous phase. Ferulic acid is especially interesting since L. 

monocytogenes does not develop tolerance after exposure to low concentrations (Takahashi et 

al. 2015a).   

 

III.3.6. Conclusion 

We demonstrate that emulsifiers, such as whey proteins and Tween 80 have a negative impact 

on the antimicrobial activity of eugenol. The MIC of ferulic acid was less affected by the 

addition of Tween 80. This effect appears to be mainly due to potential interactions between 

phenolic compounds and emulsifiers. Moreover, eugenol is not an attractive phenolic 

antimicrobial in emulsified systems, as opposed to ferulic acid. This appears to be mainly due 

to the presence of oil, that likely traps eugenol in the lipid phase. A much higher concentration 

of eugenol would probably be needed to inhibit bacterial growth in such emulsions, but it would 

negatively affect their organoleptic properties. In contrast, ferulic acid at pH 5.5 is an efficient 

antimicrobial at low concentrations in such systems, probably because it is less hydrophobic. 

These results highlight the necessity to select natural preservatives after testing them in complex 

media, such as lipid-rich systems close to realistic conditions for food or cosmetic applications.  
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III.4. POINTS A RETENIR 

 

● L’oxydation des lipides est plus importante dans les émulsions formulées avec du 

Tween 80 qu’avec des protéines de lactosérum. Ce résultat peut s’expliquer par la capacité des 

protéines utilisées à exercer une activité antioxydante vis-à-vis des lipides, via leurs 

propriétés chélatrice et/ou antiradicalaire. Il faut cependant ne pas généraliser à tous types de 

milieux cette observation, la part des émulsifiants adsorbés à l’interface ou en excès dans la 

phase aqueuse n’étant pas la même dans les deux systèmes étudiés.  

● L’augmentation de la viscosité de la phase aqueuse ralentit l’oxydation des lipides en 

émulsion, même si l’effet obtenu est temporaire. Il semblerait que ce ralentissement soit dû à 

une diminution de la mobilité de l’oxygène au sein du système, en particulier entre la phase 

aqueuse et les gouttelettes lipidiques. 

● L’eugénol et l’α-tocophérol sont des antioxydants efficaces dans les émulsions 

formulées avec des protéines de lactosérum mais ne montrent aucune activité antioxydante en 

présence de Tween 80. Le Tween 80 pourrait inhiber leur activité en empêchant leur 

positionnement à l’interface ou en les piégeant dans des micelles en phase aqueuse (Figure 

III.10c). A l’inverse, les protéines pourraient protéger et/ou régénérer les antioxydants 

phénoliques en intervenant également dans les réactions d’oxydation.  

● La présence d’eugénol n’améliore pas l’activité antioxydante de l’α-tocophérol 

lorsque les deux composés sont introduits en mélange dans les émulsions formulées avec des 

protéines de lactosérum. Ces deux composés ne présenteraient pas d’effet additif car ils 

entreraient en compétition pour se positionner à l’interface des gouttelettes lipidiques 

(Figure III.10b).  

● L’acide férulique (0,7 mmol/kg d’émulsion) ne montre pas d’activité antioxydante vis-

à-vis des lipides dans les émulsions formulées avec des protéines de lactosérum et à pH neutre. 

L’hypothèse formulée est que l’acide férulique serait principalement localisé en phase aqueuse 

(Figure III.10a) et que sa charge négative à pH neutre inhiberait son interaction avec 

l’interface des gouttelettes lipidiques par répulsion électrostatique avec les protéines chargées 

négativement. 

● En phase aqueuse, la présence d’émulsifiants a un impact négatif sur l’activité 

antimicrobienne de l’eugénol et de l’acide férulique. La CMI de l’eugénol augmente de 41% 

en présence de protéines de lactosérum et de plus de 184% en présence de Tween 80. La CMI 

de l’acide férulique augmente quant à elle de 22% en présence de Tween 80. L’hypothèse 
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formulée serait un piégeage des antimicrobiens dans les micelles de Tween 80 ou l’existence 

d’interactions entre les antimicrobiens et les protéines, limitant leur accès à la cellule 

bactérienne (Figure III.10d). 

● Quel que soit l’émulsifiant, l’eugénol perd toute activité antimicrobienne lorsqu’il 

est introduit dans des systèmes émulsionnés à des concentrations qui étaient inhibitrices dans 

les phases aqueuses correspondantes. L’hypothèse formulée est que l’eugénol, compte tenu de 

sa nature hydrophobe, migrerait dans les gouttelettes lipidiques et serait alors physiquement 

séparé des bactéries (Figure III.10e). 

● A l’inverse, l’acide férulique conserve son caractère antimicrobien lorsqu’il est 

introduit à hauteur de 5,5 mmol/L (concentration inhibitrice en phase aqueuse correspondante) 

dans un système émulsionné avec Tween 80 et à pH 5,5. L’hypothèse formulée est que le degré 

d’hydrophilie de l’acide férulique lui permet de rester en concentration suffisante dans la phase 

aqueuse de l’émulsion (Figure III.10e). 

Figure III.10. Représentation schématique des principales hypothèses expliquant les résultats 

acquis concernant les activités i) antioxydante des composés en émulsion: localisation (a), 

compétition pour l’interface (b), interaction avec les émulsifiants (c) et ii) antimicrobienne : 

interaction avec les émulsifiants en phase aqueuse (d), localisation en émulsion (e)  
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Dans un contexte d’amélioration continue de la qualité des produits alimentaires dans 

toutes ses composantes (organoleptique, nutritionnelle et sanitaire), l’objectif de ce travail de 

thèse était de mieux comprendre la double activité antioxydante et antimicrobienne de 

composés phénoliques au sein de milieux alimentaires complexes. Ces composés ont été 

choisis pour leurs propriétés multiples, en particulier une activité antimicrobienne vis-à-vis 

de Listeria monocytogenes, bactérie considérée comme l’un des pathogènes alimentaires les 

plus dangereux, et une activité antioxydante susceptible de limiter l’oxydation des acides gras 

insaturés dont les omega-3 EPA et DHA, recommandés pour des raisons nutritionnelles.  

 

Les résultats obtenus au cours de cette thèse ont tout d’abord permis de confirmer cette 

double activité antioxydante et antimicrobienne de composés phénoliques dans des 

systèmes modèles, tout en soulignant des relations structure/activité et en décryptant les 

mécanismes d’action de certains groupes de composés. Des données originales ont ensuite été 

obtenues pour quelques molécules sélectionnées (eugénol, acide férulique, α-tocophérol) sur 

l’expression de cette double activité dans des milieux alimentaires complexes riches en 

omega-3. Les principaux résultats marquants de ce travail sont résumés et discutés ci-dessous. 

   

Il est tout d’abord intéressant de souligner un certain nombre de différences importantes 

dans la mise en œuvre des deux activités antioxydante et antimicrobienne. Premièrement, 

celles-ci ne sont pas exprimées aux mêmes niveaux de concentrations : µM pour l’activité 

antioxydante et mM pour l’activité antimicrobienne en milieux modèles, dixième de mM pour 

l’activité antioxydante et mM pour l’activité antimicrobienne en milieux complexes de type 

émulsion huile dans eau. Un compromis serait donc à trouver pour permettre l’activité 

antimicrobienne des composés phénoliques tout en évitant des concentrations trop élevées 

pouvant conduire à un risque pro-oxydant. De plus, même si les propriétés physico-chimiques 

des molécules influencent les deux activités, elles le font de manière différente : 

l’environnement chimique du groupement phénolique et la présence de structures permettant 

une délocalisation électronique des radicaux phénoxyles produits jouent un rôle prépondérant 

sur l’activité antioxydante des molécules étudiées alors que c’est le niveau d’hydrophobicité 

et/ou la présence d’un groupement acide qui constituent les facteurs majeurs impliqués dans 

l’activité antibactérienne de ces composés. Par exemple, le tocophérol, trop hydrophobe pour 

être dispersé dans un milieu aqueux, ne montre aucune activité antimicrobienne même en milieu 

modèle alors qu’il est un antioxydant très efficace. En milieu émulsionné, la localisation des 
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cibles des composés phénoliques pour les deux activités constitue également une très grande 

différence : les lipides sont présents au sein des gouttelettes lipidiques ou à l’interface huile-

eau, alors que les bactéries sont localisées dans la phase aqueuse. L’eugénol, ayant une forte 

affinité avec la phase lipidique et les interfaces des gouttelettes, apparaît donc en émulsion 

comme un antioxydant efficace alors qu’il ne montre plus d’activité antimicrobienne. Au 

contraire, l’acide férulique reste dans la phase aqueuse, conserve donc son activité 

antimicrobienne mais perd son activité antioxydante. L’exploitation d’une double activité 

passerait donc par la mise en œuvre de mélanges de composés phénoliques. Mais cette analyse 

mérite d’être nuancée car la localisation d’un composé phénolique dans la phase aqueuse d’une 

émulsion n’entraîne pas forcément une absence totale d’efficacité antioxydante, en particulier 

si la molécule possède une activité chélatrice de métaux, ce qui n’était pas le cas des composés 

choisis dans notre étude, ou si elle est capable d’intervenir au niveau de l’interface.  

Nous nous sommes également trouvés confrontés à la difficulté de développer des 

systèmes complexes réalistes, de type émulsions, qui permettaient de mettre en évidence à la 

fois les activités antioxydante et antimicrobienne des composés phénoliques retenus suite à 

l’étude en système modèle. Le choix de l’émulsifiant a par exemple été délicat. L’utilisation de 

protéines de lactosérum, très courante en alimentaire, nous imposait de travailler à pH neutre, 

suffisamment éloigné du pI des protéines afin d’éviter l’agrégation des gouttelettes lipidiques. 

Or, il était nécessaire de pouvoir tester l’activité de l’acide férulique à pH acide afin qu’il soit 

majoritairement dans un état non dissocié favorable à l’expression de son activité 

antimicrobienne. Le Tween 80 a alors été utilisé pour une partie des expérimentations puisqu’il 

permettait de conserver la stabilité des émulsions en milieu acide. Malheureusement, dans ces 

émulsions, l’α-tocophérol et l’eugénol n’ont pas montré d’activité antioxydante alors qu’ils 

étaient des antioxydants efficaces dans les émulsions formulées avec des protéines de 

lactosérum. Le Tween 80 pourrait inhiber l’expression de leur activité en les empêchant de se 

positionner à l’interface ou en les piégeant sous forme de micelles, alors qu’à l’inverse, les 

protéines pourraient régénérer les antioxydants phénoliques ou les protéger en intervenant elles 

aussi dans les réactions avec les lipides. Concernant l’activité antimicrobienne, les deux 

émulsifiants ont un effet négatif sur l’activité de l’eugénol alors que l’activité de l’acide 

férulique a été peu impactée par la présence de Tween 80. Ceci permet de mettre en lumière 

l’effet des émulsifiants sur la modulation des activités, dont il est important de connaître 

l’étendue et les mécanismes pour aider ultérieurement à la formulation.    

Ainsi, hors de l’activité propre de la molécule sur sa cible bactérienne ou lipidique, il 

est nécessaire de prendre en compte l’ensemble des facteurs interférents, et notamment les 
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interactions possibles entre les composés phénoliques et les constituants du milieu alimentaire, 

pour mettre en œuvre, maîtriser et prédire une potentielle double activité.    

Suite à ces résultats, les perspectives d’études relatives à la mise en œuvre de cette 

double activité en émulsion sont nombreuses. Il serait intéressant d’identifier un composé 

phénolique capable d’exercer une double activité en émulsion, qui aurait donc les 

caractéristiques suivantes : efficacité antimicrobienne démontrée en milieu modèle, capacité à 

se localiser en phase aqueuse lorsqu’il est introduit en émulsion afin de se trouver en proximité 

des bactéries pathogènes, capacité à chélater les métaux de transition et à jouer ainsi un rôle 

d’antioxydant préventif. L’acide caféique et l’acide protocatéchique pourraient s’avérer des 

candidats pertinents, même si nous ne les avons pas initialement choisis à cause de leur faible 

activité antimicrobienne. Si les deux activités sont capables de s’exprimer indépendamment, il 

serait alors nécessaire de vérifier qu’elles peuvent s’exercer en mélange et de comprendre les 

éventuels mécanismes de compétition mis en jeu entre les deux. Il serait également important 

de poursuivre les études sur la mise en œuvre de mélanges de composés phénoliques, 

molécules pures tout d’abord puis extraits végétaux plus complexes, en particulier si l’on se 

situe dans un contexte de valorisation des co-produits issus des agro-industries. Une partie des 

composés, partiellement liposoluble, pourrait être utilisée pour ses propriétés antioxydantes 

alors que l’autre partie, hydrosoluble, serait valorisée pour ses propriétés antimicrobiennes. 

 

Cette thèse a de plus contribué à enrichir les connaissances de chacun des domaines 

d’étude séparément : d’une part l’activité antioxydante de composés phénoliques, ainsi que 

l’oxydation des lipides en émulsion et les mécanismes associés, et d’autre part l’activité 

antimicrobienne de composés phénoliques en émulsion et les mécanismes s’y rattachant. 

 

Concernant l’activité antioxydante des composés phénoliques, les résultats obtenus en 

milieu modèle ont confirmé ceux déjà bien établis dans la littérature, notamment sur les 

relations structure/activité. Ils ont surtout permis de décrire les cinétiques réactionnelles d’un 

nombre important de composés phénoliques, ce qui nous a conduit à les classer en trois 

catégories : briseurs de chaîne, retardateurs ou une combinaison des deux, ce qui a été très peu 

décrit dans la littérature et permet ainsi de mieux comprendre les mécanismes antiradicalaires 

des composés phénoliques.  

Les résultats acquis en émulsions ont permis de confirmer que, comme suggéré dans la 

littérature, l’activité antioxydante des composés phénoliques était difficile à anticiper et à mettre 

en œuvre en émulsions car elle dépend d’un grand nombre de facteurs, notamment des 
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interactions avec d’autres composés présents dans le système, en particulier les émulsifiants 

comme évoqué précédemment. L’utilisation de composés phénoliques en mélange peut être 

intéressante mais ne s’avère pas toujours pertinente : dans notre étude, la présence d’eugénol 

n’améliore pas l’activité antioxydante de l’α-tocophérol lorsque ces deux composés sont 

introduits en mélange dans une émulsion formulée avec des protéines de lactosérum, alors que 

chacun d’eux présente une bonne efficacité lorsqu’il est ajouté seul à l’émulsion. L’hypothèse 

avancée pour expliquer ce résultat serait une compétition entre les différents composés du 

mélange pour se positionner à l’interface où s’exprimerait leur activité. Quelques études 

préliminaires montrent l’intérêt d’utiliser la tensiométrie pour mieux appréhender ces 

phénomènes et leur dynamique. 

Plus largement, les résultats acquis ont permis de mieux comprendre l’influence des 

propriétés rhéologiques de la phase aqueuse sur l’oxydation des lipides en émulsion, 

paramètre qui pourrait également être utilisé en complémentarité des composés phénoliques 

pour contrôler l’oxydation. Ainsi, nous avons montré que l’augmentation de la viscosité de la 

phase aqueuse par ajout de gomme de guar ralentissait l’oxydation des lipides en émulsion, 

probablement du fait d’une moindre mobilité de l’oxygène entre la phase aqueuse et les 

gouttelettes lipidiques. Ces phénomènes avaient jusque-là été très peu abordés dans la 

littérature, alors que cet épaississant est très largement utilisé en alimentaire. Des études 

complémentaires en présence d’épaississants et de composés phénoliques seraient ainsi 

importantes à mener.  

 

Concernant l’activité antimicrobienne, le travail réalisé en milieu modèle a permis 

d’apporter un certain nombre d’éléments de compréhension et de proposer des hypothèses quant 

à la relation assez peu étudiée dans la littérature entre la structure chimique des composés, 

leur activité antimicrobienne et leur mode d’action. Le travail spécifiquement réalisé avec les 

acides phénoliques à différents pH a mené au développement de trois modèles permettant de 

mieux comprendre les mécanismes d’action de ces composés en milieu modèle. En effet, les 

effets antimicrobiens des acides phénoliques sont dus à une action conjointe de la diminution 

du pH extracellulaire et des formes non dissociées et dissociées des acides. L’application des 

modèles aux données expérimentales a permis de confirmer que la plupart des acides 

phénoliques avaient une activité antimicrobienne principalement due à l’action de la forme non 

dissociée, comme c’est le cas de la plupart des acides organiques. De manière plus surprenante, 

l’acide gallique et l’acide chlorogénique ont une activité antimicrobienne principalement due à 

la diminution du pH extracellulaire et les formes dissociées de l’acide p-coumarique et de 
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l’acide férulique montrent une activité antimicrobienne significative. Ces mécanismes 

n’avaient jamais été décrits dans la littérature et le développement de ces modèles pourra être 

utilisé afin de mieux comprendre les mécanismes d’action antimicrobiens d’autres acides.  

Le travail réalisé en émulsions a permis d’apporter des éléments de connaissance sur les 

notions de répartition des composés antimicrobiens dans les différentes phases en présence 

(phase aqueuse vs phase lipidique du milieu alimentaire complexe), en fonction de leurs 

caractéristiques physico-chimiques et notamment de leur degré d’hydrophobicité. Ainsi, en 

phase aqueuse, un composé phénolique hydrophobe, tel que l'eugénol, migrerait 

préférentiellement dans la double couche de phospholipides de la membrane bactérienne, 

présentant ainsi une activité antimicrobienne élevée. Au contraire, lorsqu'il est dispersé dans un 

système émulsionné, il se concentrerait préférentiellement dans les gouttelettes lipidiques ; sa 

concentration dans la phase aqueuse ne serait alors plus suffisante pour que son activité 

antimicrobienne soit maintenue. Ainsi, afin d’optimiser l’activité antimicrobienne dans les 

systèmes émulsionnés, il serait préférable de choisir un composé tel que l’acide férulique qui 

est suffisamment hydrophobe pour s’intercaler dans la membrane bactérienne mais qui a 

suffisamment d’affinité envers la phase aqueuse pour y rester en proportion suffisante et garder 

une activité intéressante. Les résultats acquis dans cette partie ont été particulièrement riches 

d’informations car l’activité antimicrobienne de l’acide férulique est assez peu décrite dans la 

littérature. Ainsi, les perspectives à ce travail seraient d’élargir l’étude à d’autres composés 

phénoliques ayant des niveaux d’hydrophobicité similaires à l’acide férulique afin de mieux 

décrypter les déterminants de leur efficacité et de mettre en place de futurs systèmes de 

conservation fiables dans des milieux émulsionnés.  

Par ailleurs, pour des perspectives de ce projet à plus long terme, il serait pertinent 

d’étudier l’activité antimicrobienne des composés phénoliques sur la croissance de Listeria 

monocytogenes dans des émulsions conservées à des températures de réfrigération. En effet, 

dans ce type de milieu, il a été montré que des acides gras insaturés exogènes pouvaient 

favoriser la croissance de certaines bactéries à basse température en s’intégrant à leur 

membrane, ce qui leur permet d’économiser de l’énergie. L’interaction, à basse température, 

entre d’une part la présence d’acides gras insaturés favorisant la croissance bactérienne et 

d’autre part des composés phénoliques inhibiteurs de croissance, serait intéressante à étudier, 

en analysant notamment les mécanismes mis en jeu au niveau membranaire. 
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Pour conclure, en plus d’avoir contribué à enrichir les connaissances de chacun des 

domaines d’étude, cette thèse a permis d’apporter des éléments originaux sur la mise en œuvre 

de la double activité antioxydante et antimicrobienne en émulsion. Elle ouvre ainsi un 

champ d’application intéressant en formulation alimentaire et amélioration continue de la 

qualité des produits. 
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Résumé :  
Les composés phénoliques pourraient être de bons 
candidats pour assurer la qualité et la sécurité des 
produits périssables tels que les aliments prêts-à-
consommer. Très répandus dans les plantes et les 
co-produits agro-industriels, ils peuvent limiter 
l’oxydation de lipides insaturés d’intérêt 
nutritionnel (omega-3, dont DHA et EPA) et le 
développement de bactéries pathogènes 
alimentaires telles que Listeria monocytogenes.  
L'objectif de cette thèse est d'évaluer la double 
activité antioxydante et antimicrobienne de ces 
composés phénoliques dans des milieux 
alimentaires complexes et de mieux comprendre 
les mécanismes d'action associés.  
L’étude en milieux modèles a tout d’abord permis 
de mettre en évidence des relations structure-
activités et de décrypter certains mécanismes 
d’action 

d’action mettant en jeu des paramètres tels que le 
nombre et l’environnement chimique des 
groupements phénoliques, le logP, les formes 
dissociées / non dissociées des acides phénoliques. 
Les performances de trois composés sélectionnés 
(eugénol, acide férulique et α-tocophérol) ont 
ensuite été évaluées dans des milieux alimentaires 
complexes plus réalistes : des émulsions h/e 
composées d'huile de poisson, d’une phase 
aqueuse et de protéines de lactosérum ou Tween 
80 en tant qu'émulsifiant. L’acide férulique ne 
présente aucune activité antioxydante mais peut 
inhiber le développement de L. monocytogenes.  
En revanche, l’eugénol et l’α-tocophérol sont de 
bons antioxydants dans les émulsions à base de 
protéines de lactosérum alors qu’ils n’y sont pas 
antimicrobiens. Quelques mécanismes d’action 
sont proposés pour expliquer ces comportements. 

 

 

Title : Antioxidant and antimicrobial action of some phenolic compounds in model 

media and in emulsions rich in unsaturated lipids 
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Abstract:  
Phenolic compounds appear to be good candidates 
for ensuring the quality and safety of several 
perishable products like ready-to-eat food. Widely 
found in plants and byproducts from agro-
industries, they offer a potential solution to limit 
the oxidation of omega-3 polyunsaturated fatty 
acids (e.g. DHA and EPA) and the growth of 
foodborne pathogens such as Listeria 

monocytogenes.   
The aim of this PhD is to evaluate dual antioxidant 
and antimicrobial activity in complex food media 
and to better understand the associated 
mechanisms of action.  
First experiments carried out with a series of 
phenolic compounds in simple model media 
confirmed this dual efficiency. 

Interesting structure/activity relationships were 
highlighted and some mechanisms of action were 
decrypted, involving parameters like number and 
chemical environment of phenolic groups, logP, 
dissociated/undissociated forms of phenolic acids. 
The performances of three selected phenolic 
compounds, i.e. eugenol, ferulic acid and α-
tocopherol (added alone or as a mixture), were 
evaluated in more realistic complex food media: 
o/w emulsions composed of fish oil, aqueous 
phase and whey proteins or Tween 80 as 
emulsifiers. Ferulic acid shows no antioxidant 
activity but can inhibit the development of 
L. monocytogenes. In contrast, eugenol and α-
tocopherol are good antioxidants but not 
antimicrobials in emulsions formulated with whey 
proteins. Mechanisms of action are proposed to 
explain these behaviors. 
 

 

 


