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Résumé : Les radicaux libres sont des substances fortement néfastes pour l'organisme étant
donné qu'ils s'attaquent aux divers constituants de la cellule, entralnant ainsi son vieillissement
accéléré, parfois méme sa destruction ou, si I'ADN a été touché, des dysfonctionnements irré-
versibles. Ces produits sont dits « piégeurs de radicaux libres » c'est-a-dire qu'ils sont suscep-
tibles de bloquer les actions néfastes de ces radicaux pouvant ainsi protéger les cellules des
dommages oxydatifs : cc sont des antiradicalaires. Il est maintenant bien connu que les
composés phénoliques du vin ont un fort potentiel antiradicalaire. Aprés extraction et purifica-
tion de ces composés dans le vin, nous mesurons leur activité antiradicalaire par une méthode
enzymatique. Nous soulignons en particulier le réle fort intéressant des anthocyanes (issues du
raisin) et des ellagitanins (issus du bois de chéne) préservés dans le vin et qui ont un potentiel
antiradicalaire particulierement élevé pour des concentrations relativement faibles.

Mots-clés : French Paradox, composés phénoliques, anthocyanes, tanins, antiradicalaire,
élevage en barrique

INTRODUCTION

Les radicaux libres sont des métabolites hautement réactifs qui vont oxyder les
constituants de la cellule, en particulier sa membrane, et donc conduire a son vieillis-
sement accéléré et a sa destruction (AMES, 1983 ; PRYOR, 1982 ; PRYOR et al., 1983).
Leur présence en exces entraine un vieillissement accéléré des tissus et des lésions
tissulaires perturbant I'équilibre de 1'organisme. Ces déséquilibres se manifestent par
des maladies cardio-vasculaires, des états inflammatoires, des problémes de peau
induits par les radiations solaires, etc. Cependant, les actions néfastes des radicaux
libres peuvent étre bloquées par des produits « piégeurs » de radicaux libres qui
détoxifient l'organisme. Les recherches actuelles sur les radicaux libres permettent
de confirmer que les aliments riches en antioxydants ont une action primordiale sur
la prévention des maladies cardio-vasculaires (FUHRMAN et al., 1995 ; RENAUD et de
LORGERIL, 1992), des maladies cancéreuses (WooD et al., 1982 ; DRAGSTED et al.,
1993) et neurodégénératives, les plus connues étant les maladies de Parkinson et
d'Ahlzeimer (OKUDA ef al., 1992), de méme que sur les états inflammatoires (LIETTY
et al., 1976) et les troubles diis au vieillissement cellulaire et cutané (AMES et al.,
1993). Un apport adéquat de ces éléments est nécessaire pour permettre une action
préventive ctficace (KANNER et al., 1994).

*pour toute correspondance
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Nous avons déja montré que le vin rouge possédait un fort potenticl antioxydant di
aux composés phénoliques (tanins et anthocyanes) présents en quantité adéquate
pour assurer une activité optimum de ces composés et méme une action synergique
entre eux (SAINT-CRICQ DE GAULEIAC et al., 1998). L'effet protecteur des vins rouges
sur des cellules hépatiques de foie de rats bombardées par des radicaux libres
(engendrés par irradiation) a pu également étre visualisé lors de tests immunochi-
miques (SAINT-CRICQ DE GAULEJAC er al., 1998). Nous cherchons donc désormais a
savoir quels sont, parmi ces composés phénoliques, les plus susceptibles d'intervenir
dans cette action antiradicalaire, l'intérét de ce travail étant de visualiser 1'effet
protecteur des polyphénols afin de sélectionner les molécules les plus efficaces, dans
un but pharmaceutique par exemple. Ce travail nous permettra par la suite de
remonter aux mécanismes d'oxydoréduction, les phénomenes antiradicalaires étant
généralement 'amorce des réactions d'oxydoréduction, afin de comprendre et de
maitriser les problemes et/ou les avantages de I'oxydoréduction dans les vins.

Pour atteindre ces objectifs, les polyphénols du vin doivent étre extraits et purifiés
avant de doser leur activité antiradicalaire (% O2°” piégés). Pour cela, un vin rouge a
été fractionné selon la méthode GLORIES (1978) en 5 fractions phénoliques, les tanins
et les anthocyanes présents dans ces fractions ont été dosés et enfin leur capacité
antiradicalaire, exprimée par la concentration nécessaire a inhiber 50 % des radicaux
02°7, a été mesurée par une méthode enzymatique (systtme HPX-XOD) (HopGsoN
et FRIDOVICH, 1976).

Dans un second temps, nous avons étudié I'influence des différents modes d'élevage
des vins sur leur activité antiradicalaire. Pour cela, nous avons comparé un vin élevé
en cuve par rapport a son homologue élevé en barriques neuves, sachant que la
barrique, de par son apport important en composés phénoliques extraits du bois et
cédés au vin (Vivas, 1997), est susceptible d'intervenir au niveau du potentiel antira-
dicalaire des vins.

En dernier lieu, le rdle des tanins issus du bois dans le potentiel antiradicalaire d'un
vin a été confirmé sur une solution d'ellagitanin purifiée, justifiant le fort pouvoir
antiradicalaire de ces molécules et expliquant par la méme la plus forte activité anti-
radicalaire des vins élevés en barriques par rapport a ceux élevés en cuves.

MATERIELS ET METHODES

I - PRODUITS CHIMIQUES

La xanthine oxydase (XOD) et I'hypoxanthine (HPX) proviennent de chez Sigma
Aldrich Chimie (Saint-Quentin Fallavier, France). La malvidine chloride et la malvi-
dine-3-mono-glucoside sont achetées chez Extrasynthése S.A. (Genay, France). Les
ellagitanins utilisés pour la solution modele proviennent de chez J. Laffort & Cie
(Bordeaux, France), et le glucose de chez Prolabo (Gradignan, France).

II - SELECTION DES VINS

Les composés phénoliques des vins proviennent des parties solides du raisin ; les
anthocyanes étant situées dans les pellicules des baies et les tanins dans les pépins et
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pellicules. Ils peuvent également provenir du bois (ellagitanins) lors de I'élevage en
barriques. Ils sont extraits au cours de la fermentation et de la macération (ROGGERO
et ARCHIER, 1989 ; Vivas et al., 1992). Ceci explique la forte présence de polyphé-
nols dans les vins rouges alors que les vins blancs, vinifiés sans macération ou avec
une légére macération préfermentaire, ne présentent que peu de composés phéno-
liques issus du raisin et contiennent ceux provenant du bois dans le cas d'un élevage
en barriques neuves.

Dans un premier temps, nous avons donc travaillé sur un vin rouge de Merlot (1996)
et fermenté en cuves (VRc), afin de limiter I'étude aux seuls composés phénoliques
provenant du raisin. Puis, dans un second temps, pour visualiser plus nettement le
rOle des ellagitanins dans l'activité antiradicallaire, nous avons comparé un vin blanc
fermenté en cuves (VBc) (Chardonnay, 1996) avec le méme vin mais élevé en
barriques neuves (VBb). Ces deux vins proviennent de la méme parcelle et ont subi
le m&me procédé de vinification.

II1 - FRACTIONNEMENT ET ISOLEMENT DES COMPOSES PHENOLIQUES DES VINS ROUGES

Selon la méthode définie par GLORIES (1978) (figure 1), on peut fractionner les
composés phénoliques du vin en 5 groupes de familles phénoliques :

[ vin (1 vol.) + EtOH (9 vol.) |
- Précipitation
- Centrifugation

Surnageant - \[ Résidu=TP, TS |

- Evaporation

- 1 vol MeOH + 2 vol CH3Cl
- Précipitation

- Centrifugation

Dosage par hydrolyse acide

[ Reésidu=Tec | T ——————— Surnageant
Dosage par hydrolyse acide - Evaporation
-1 vol H,0
- Adsorption sur colonne pvpp
- Désorption par * H,O pour lavage

/ « solution HA
Elution des Al J \

Dosage par décoloration au bisulfite de sodium - Désorption par HCOOH
- Evaporation

- 172 vol H,0
- Extraction par acétate d'éthyle

Résidu = TA [ Extrait=CP |
- Evaporation - Evaporation
- 112 vol H,0 - 1/4 vol H,O

- Dosage par hydrolyse acide

- Dosage par hydrolyse acide
- Dosage par décoloration au bisulfite de sodium

Figure 1 - Fractionnement des composés phénoliques du vin (GLORIES, 1978)
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- Tanins-Polysaccharides, Tanins-Sels (TP-TS),
- Tanins trés condensés (Ttc),

- Procyanidines et Catéchines (P-C),

- Complexes Tanin-Anthocyane (T-A),

- Anthocyanes Libres (Al).

IV - DOSAGE DES COMPOSES PHENOLIQUES
1) Dosage des anthocyanes totales

Cette méthode est basée sur la décoloration des anthocyanes par un exces de SO,
(RIBEREAU-GAYON et STONESTREET, 1965). Certaines combinaisons T-A n'étant pas
décolorées (les TAT), les résultats obtenus sont donc supérieurs aux valeurs réelles.

2) Dosage des tanins totaux (LA) et estimation des tanins corrigés (T)

Ce dosage est basé sur la propriété des proanthocyanidines a se transformer en
anthocyanidines en milieu acide a4 100°C (RIBEREAU-GAYON et STONESTREET, 1966).
La totalité des tanins intervient lors de cette réaction, y compris ceux combinés a
d'autres composés phénoliques.

Des corrections ont été apportées a ce dosage (GLORIES, 1988) pour tenir compte des
erreurs attribuables 4 certaines de ces combinaisons. Elles sont basées sur la mesure
des do a 470, 520 et 550 nm des échantillons avant et aprés hydrolyse acide & 100°C.
Les différences entre les longueurs d'onde de I'échantillon (chauffé) et du témoin
(non chauffé) sont notées Adm. Les corrections sur la valeur du dosage des tanins
comprennent :

a) Calcul du Ad570c & partir du Ad470 mesuré (m) : Ad570 ¢ = 0,715 x Ad470 m

- Si la valeur de Ad570c¢ obtenue est inférieure a celle mesurée a cette longueur
d'onde, on continue en gardant la valeur Ad470 mesurée.

- Si, au contraire, la valeur de Ad570 obtenue est supérieure a celle mesurée a cette
longueur d'onde, on garde la valeur mesurée a 570 nm pour obtenir, d'apres la
méme équation, le Ad470 calculé.

b) Avec la valeur de Ad470 mesurée, dans le premier cas, ou celle de Ad470 calculée
dans le second cas, on calcule la valeur du Ad520c¢ d'apres cette équation :

Ad520 ¢ = 1,1 x Ad470

¢) On obtient la valeur des tanins proanthocyanidiques corrigés T :
T (g/1) = Ad520 ¢ x 15,7

3) Dosage des ellagitanins

10 ml de vin de vin sont évaporés a sec dans un tube & hydrolyse muni d'une ferme-
ture téflon (évaporateur rotatif, T °< 30°C) puis repris dans 10 ml de méthanol chlor-
hydrique 2N. Les ellagitanins sont dosés par « dégradation acide », méthode adaptée
de celle de PENG er al. (1991). Elle consiste en une hydrolyse acide des ellagitanins,
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suivi d'un dosage par HPLC de l'acide ellagique libéré. On dose alors l'acide ella-
gique présent, puis apreés deux heures d'hydrolyse acide (bain d'huile a 100°C),
I'acide ellagique formé. La différence entre les deux valeurs correspond aux ellagita-
nins ayant libéré de 'acide ellagique. Pour cela, les extraits de vin sont analys€s sur
une phase inverse sur une chaine HPLC Beckmann™ (pompes 126, détecteur 168).
La colonne est une ODS ultrasphere™ (250 X 4,6 mm ; dp, 4 um) ; le volume d'injec-
tion est de 20 pl ; le programme d'élution est conduit & débit constant (1 mi/min) ; il
passe de 0 % a 100 % de solvant (MeOH / H;PO,4 990 :1) en 20 min. La détection est
réalisée a A 370 nm. Les résultats sont exprimés en mg/g ou mg/l d'‘équivalent casta-
lagine, en considérant qu'une mole de castalagine donne dans ces conditions une
mole d'acide ellagique (PENG et al., 1991).

V - MESURE DE L'ACTIVITE ANTIRADICALAIRE : SYSTEME ENZYMATIQUE HYPOXANTHINE
- XANTHINE OXYDASE SPECIFIQUE DES RADICAUX SUPEROXYDES : 02°" (HODGSON et
FRIDOVICH, 1976)

Le systeéme hypoxanthine - xanthine oxydase (HPX-XOD) génére des radicaux
superoxydes O2°". A pH 7.4, ces radicaux 02°” réduisent le nitrobleu de tétrazolium
en bleu de formasan (max Asg). En présence de piégeurs de radicaux libres (tels que
les composés phénoliques) la formation du bleu de formasan est alors limitée (Asqg
diminue). Asq, est donc proportionnelle a la production de radicaux O2°".

Mode opératoire :

Le nitrobleu de tétrazolium (NBT, 10-3 M) est préparé dans un tampon TRIS (HCL
0,05 M pH 7,4). La solution d'hypoxanthine (H, 0.5.10-2 M) et la solution de
xanthine oxydase (XOD, 1,67 u/ml) sont préparées dans le méme tampon. Les
composés testés sont solubilisés dans H,0. Toutes les données spectrophotomé-
triques sont enregistrées sur un spectrophotomeétre Kontron Uvikon 810. Des cuves
jetables (1 cm x 1 cm x 4.5 cm) provenant de Muller Ratiolab (Dreieich, Allemagne)
sont utilisées pour les mesures d'absorption dans le visible.

T@) N(ul) Hu) XO ) Echantillon (ul)

cuve 0 2400 100 500 — — = Asqo pendant 10 min
cuve | 2300 100 500 100 — = Asgo pendant 10 min
cuve 2 2200 100 500 100 100 = Asgo pendant 10 min

La diminution de I'absorbance est déterminée a 560 nm toutes les minutes, pendant
10 minutes. La pente de la cuve 1 (P)) représente l'effet maximum d'anions super-
oxydes 02° (= 100 %). Alors que la pente de la cuve 2 (P,) représente I'effet de ces
radicaux libres O2° piégés par les composés testés.

La quantité d'anions superoxydes 02°" résiduels peut ainsi &tre calculée et s'exprime
par la relation :

02°" ésiduels = (P, - Py) / (P, - Po) x 100

L'activité antiradicalaire peut &re définie par la quantité d’antioxydant nécessaire a
inhiber 50 % des radicaux 02°" générés par le systtme XOD-HPX (concentration
efficace = EC5o (mol/l de composés phénoliques).
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RESULTATS ET DISCUSSION

SAINT-CRICO DE GAULEINC -

I - RECHERCHE DES COMPOSES PHENOLIQUES RESPONSABLES DE L'ACTIVITE ANTIRADICA-

LAIRE DANS UN VIN ROUGE ELEVE EN CUVE

Un vin rouge de Merlot (1996) fermenté en cuve (VRc) a été fractionné selon la

méthode GLORIES en 5 fractions :

- Tanins-Polysaccharides, Tanins-Sels (TP-TS),

- Tanins trés condensés (Ttc),
- Procyanidines et Catéchines (P-C),

- Complexes Tanin-Anthocyane (T-A),

- Anthocyanes Libres (Al).

Dans un premier temps, la vinification en cuve nous assure de I'absence de composés
phénoliques susceptibles d'étre cédés au vin par le bois tels que les ellagitanins ou
des fractions lignines et simplifie de ce fait le fractionnement du vin et la recherche

des antioxydants.

Ces cinq groupes phénoliques ont été récupérés, les tanins et anthocyanes présents
ont ¢té dosés avant de mesurer leur capacité antiradicalaire (% O02°” piégés). Les
résultats de ces dosages sont reportés dans le tableau 1 et les activités antiradica-
laires, mesurées par le systeme XOD-HPX sur la figure 2. On s'apercoit immédiate-

100+
90+ [ |
8
&
& 80+
&
=]
r 70+
60 e 1 =
] - 2 ]
1 n>= & = © =
50
échantillons

Figure 2 - Activité antiradicalaire

(exprimée en pourcentage de radicaux 02°-

piégés) pour les différentes fractions
d'un vin rouge élevé en cuve,

ment de la trés forte efficacité de la
fraction anthocyanique AL (= 91 % de
radicaux O2°" piégés par cette frac-
tion), correspondant aux groupes des
anthocyanes libres, c'est a dire non
combinées aux tanins. On peut donc en
conclure que les anthocyanes libres
sont les polyphénols les plus antiradi-
calaires des vins rouges, d'autant plus
que les résultats analytiques (tableau 1)
indiquent que cette fraction AL est
faiblement concentrée (289 mg/l) par
rapport aux autres fractions essentielle-
ment tanniques (de l'ordre du g/l).

Tableau 1
Résultats des dosages des composés phénoliques
dans les différentes fractions d'un vin rouge élevé en cuve.

fractions phénoliques

[tanins corrigés] g/l

[anthocyanes] mg/l % 02°" piégés

1 AL — 289 90,93
2 Ttc 1036 — 87,38
3 TPTS 527 — 69,51
4 Cp 95 —_ 67,24
5 TA 95 67 60,07
6 Total 1753 356 86,03
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Cette forte réactivité vis-a-vis des radicaux superoxydes peut s'expliquer par la fragi-
lité des molécules anthocyaniques de part leur structure (ion oxonium, figure 3),
elles seraient donc plus rapidement oxydables par ouverture du cycle C. Cependant,
les anthocyanes des raisins et des vins de Vitis Vinifera sont exclusivement sous
formes d'hétérosides monoglucosides (RIBEREAU-GAYON, 1973), c'est-a-dire qu'une
molécule de glucose est rattachée a la fonction hydroxyle du carbone C; de I'hétéro-
cycle oxygéné C. Nous avons donc pris la précaution de vérifier si le glucose n'était
pas a l'origine de I'activité fortement antiradicalaire des anthocyanes du vin. Or, la
molécule de glucose soumisc au systetme XOD-HPX présente un potentiel antiradi-
calaire uniquement pour des concentrations supérieures a 100 g/l ce qui n'est jamais
les cas des vins secs. De plus, pour des concentrations de l'ordre de celles des antho-
cyanes (300 mg/l), il devient méme prooxydant. L'activité antiradicalaire de la frac-
tion AL des vins est donc bien due aux anthocyanes et non au glucose qui leur est
rattaché. Nous avons de méme comparé l'activité antiradicalaire de la malvidine
chloride (aglycone) a celle de la malvidine-3-mono-glucoside (3mG) (figure 4).
Nous constatons alors que la malvidine-3mG a un effet antiradicalaire toujours supé-
ricur a celui de la malvidine aglycone. Ceci va donc a l'encontre des résultats précé-
dents étant donné que l'aglycone posséde une fonction hydroxyle supplémentaire et
que le glucose de la 3mG n'est pas actif sur les radicaux O2°. Néanmoins nous
pouvons proposer une interprétation conformationnelle de ces résultats : La malvi-
dine-3mG, en raison de la présence du glucose adopte trés certainement une confor-
mation différente de celle de la malvidine aglycone, ce qui lui confére une

R4
H OH
H
+
HO Oy R R, = OH, R, = H, cyanidin-mG
2 R, = R, = OH, delphinidin-mG
Z H R| = OCH3, R; = H, paeonidin-mG
H fo) R, = OCH3, R; = OH, petunidin-mG
OH H “glucose R = Ry = OCH3, malvidin-mG

Figure 3 - Structure des anthocyanes du raisin et du vin

100 [J malvidine 3mG
M malvidine aglycone

80 malvidine-3-mono

OCH,
OH
H
] concentration anthocyanique oH, Ot N Sk, glucoside
60 - .~ courante dans les vins rouges
o Sicose

40

% 02°- piégés

20
malvidine chioride

20 10 05 025 0.125 0062

concentration mM

Figure 4 - Comparaison de la malvidine chloride et de la malvidine-3-mono-glucoside
en solution aqueuse (mémes concentrations millimolaires)
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prédisposition a 'oxydation. On peut en effet supposer que le cycle benzénique B de
la malvidine chloride vienne se rabattre sur I'hétérocycle oxygéné C, génant par la
méme la fonction oxonium de cet hétérocycle et donc I'attaque radicalaire en ce
point. Alors que les réactions d'oxydation de la malvidine-3mG seraient au contraire
facilitées par attaque du noyau oxonium, le glucose bloquant stériquement le rappro-
chement du cycle B sur I'hétérocycle C. Des calculs de modélisation moléculaire,
actuellement en cours, sont susceptibles de confirmer ces hypothéses. Un hypothé-
tique schéma réactionnel est proposé figure 5, il nous faut cependant rappeler que
ces arguments de mécanismes réactionnels ont été formulés pour I'anion superoxyde
02°7, c'est-a-dire pour des radicaux libres chargés négativement et donc susceptibles
de réagir dans un premier temps et essentiellement avec l'oxonium (chargé positive-
ment) des anthocyanes. Les résultats ne sont donc pas extrapolables aux autres
espéces de radicaux libres non chargés comme °OH, °OOH... Des expériences sur
ces especes oxygénées actives, engendrées par la réaction de Fenton, et sur le radical
stable commercialisé DPPH?®, sont actuellement en cours dans notre laboratoire.

II - COMPARAISON DE L'ACTIVITE ANTIRADICALAIRE POUR UN VIN BLANC ELEVE EN CUVE
ET EN BARRIQUES

Pour étudier a présent l'intérét de la oH
présence des cllagitanins (figure 6) HO on'o, MM
dans les vins, nous avons travaillé sur O
; - OH
deux vins blancs, sachant qu'ils sont
pauvres en composés phénoliques issus C=0 0=C
des raisins. En cffet, ils sont exempts Jd (J, vescalagine: R, = H, Ry = OH

d'anthocyanes et contiennent trés peu castalagine: R, = OH. Ry =H
de procyanidines issus du processus de )GH
y p N
0

C‘Rz

macération. Cela nous permet donc
d'observer plus nettement le role des
ellagitanins dans l'activité antiradica-
laire. Pour cela, nous avons comparé un
vin blanc fermenté en cuves (VBc)
(Chardonnay, 1996) avec le méme vin
élevé en barriques neuves (VBb). 11 est
a noter que seul le conditionnement de Figure 6 - Structure des ellagitanins identifiés
la fermentation distingue VBc ¢t VBb,  dans les extraits de bois (plusieurs degrés
toute chose étant égale par ailleurs. de polymérisation peuvent coexister)
L'activité antiradicalaire, évaluée - d'aprés Vivas, 1997.

comme précédemment, a été mesurée

dircctement sur VBc et VBb. Les résultats reportés sur la figure 7 montrent tres clai-
rement que VBbD est plus antiradicalaire que VBc. Cela était prévisible en raison de
la présence d'ellagitanins dans VBb et non dans VBc. En effet, les vins élevés en
barriques neuves contiennent des ellagitanins provenant du bois, le dosage de ces
polyphénols dans VBb, réalisé selon la méthode de PENG er al. (1991) adaptée, indi-
quent une présence de 80 mg/l d'ellagitanins pour ce vin. De plus, ces molécules, de
par leur structure (figure 6) sont supposées étre des antiradicaux trés cfficaces. En
effet, Ia présence de noyaux gallates (3 fonctions hydroxyles en ortho) facilite les
réactions radicalaires par délocalisation des charges comme le laisse supposer le
schéma réactionnel de la figure 8.
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90
80 )
g"‘)u 1 1 - VBb : Vin blanc Chardonnay 1996
| 1 fermentation en barriques neuves
2, 797 2- VBc : Vin blanc Chardonnay 1996
g 1 fermentation en cuve
60 3- VBb-CP : VBb déféqué au charbon
] 4 - (VBb-CP) + ellagitanins : (VBb-CP)
50 auquel on ajoute 80 mg/l d'ellagitanins
] 5 - VBc + ellagitanins : VBc
40 A 3 3 ” : auquel on ajoute 80 mg/l d'ellagitanins
échantillons

Figure 7 - Activité antiradicalaire (exprimée en pourcentage de radicaux 02°- piégés)
des différents échantillons

Pour confirmer le role des ellagitanins dans cette augmentation du potentiel antiradi-
calaire de VBb par rapport a VBc, nous avons déféqué VBb au noir animal, nous
supprimons ainsi tous les composés phénoliques (CP) susceptibles d'étre présents
dans VBb dont essenticllement les ellagitanins. Nous obtenons donc VBb-CP sur
lequel nous mesurons a nouveau l'activité antiradicalaire. Les résultats (figure 7)
nous montrent que l'effet antiradicalaire diminue sensiblement, di a l'absence des
ellagitanins mais certainement aussi a d'autres composés phénoliques car on constate
que l'activité antiradicalaire de VBb-CP est inférieure a celle de VBc. Si on rajoute a
présent 80 mg/l d'ellagitanins a VBb-CP [(VBb-CP) + ellagitanins], afin de se
ramener au taux initial de VBb, l'activité antiradicalaire augmente alors par rapport a
VBb-CP mais on ne retrouve pas tout a fait le méme niveau que VBb car il manque
encore divers composés phénoliques différents des ellagitanins et qui auraient un
effet antiradicalaire non négligeable. Ceci confirme les résultats précédents. Par
contre, I'adjonction de 80 mg/l d'ellagitanins a VBc (VBc + ellagitanins) provoque
une remontée du potentiel antiradicalaire a un niveau identique a celui de VBb. Nous
pouvons donc en conclure que la différence du potentiel antiradicalaire entre VBb et
VBc est bien due a la présence des ellagitanins dans VBb.

Par ailleurs, la forte activité antiradica-  ®"°7

laire des cllagitanins a été mis en

évidence sur une solution synthétique & 7 | .
d'ellagitanins (pH 3,4 ; 5 g acide [

tartrique ; 12 % EtOH) se rapprochant § 62,5

des conditions du vin, a différentes

concentrations. Les résultats reportés sur 50

la figure 9 indiquent un maximum d'effi- 1E50n 2 0recl)

L 2o e 1 . ! T T | T T T T
cacité pour de:s concentrations dc. l'ordre b 4b B0 o 14D 20D ZALED B0 SE5 4G
de 400 mg/l, a titre de comparaison, la T
vitamine E (antiradicalaire couramment

- . . Figure 9 - Activité antiradicalaire
employe en pharmacologlc_ et cosmElo- (exprimée en pourcentage de radicaux 02°-
logie) est & cette concentration beaucoup

; ; RS piégés) pour des concentrations croissantes
fois moins efficace que les L”.dglld?lns. en ellagitanins - Détermination du ICs,
La concentration des ellagitanins néces-

AR . >~ (concentration en ellagitanins nécessaire
saire a inhiber 50 % des radicaux O2 pour piéger 50 % des radicaux 02°).
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Tableaun 2
Comparaison de différents antioxydants
couramment utilisés en agro-alimentaire
et en pharmacologie avec les composés
phénoliques (issus du raisin et du bois)
en fonction de leur ICs, (concentration
en antioxydant nécessaire
pour piéger 50% des radicaux 02°).

SAINT-CRricQ DE GAULEJAC ef al.

formés au cours d'une réaction enzyma-
tique spécifique, (ICsy) a été déterminée
a 109 mg/l ce qui est proche de la
concentration dans les vins (figure 9).
Les valeurs des ICy, de différents anti-
oxydants couramment utilisés dans le
domaine agro-alimentaire, pharmacolo-
gique ou autre sont comparécs dans le

tableau 2 : On constate que les cllagita-

Antioxydants ICsq (mg/) ¢ s - .
DCvetéine 5760 nins sont généralement de meilleurs anti-
ysk oxydants (ICs, parmi les plus faibles),
D-Manitol 3417 seuls d'autres composés phénoliques
0, 3207 (issus du raisin) ont une activité antiradi-
Glutathion 2600 calaire légeérement supérieure. L'avantage
THBP 615 d'une utilisation de ces ellagitanins
Acide ascorbique (vitamine C) 187 en tant qu'agent antiradicalaire est essen-
Vitamine E 122 tiellement au niveau de la facilité ct
Ellagitanins (extraits du chéne) 109 du.falble colt de leur extraction, ce
Catéchine 73 qui n'est pas le cas de polyphénols
Procyanidine dimére B 49 dg raisin et du vin, tout en ayant une acti-
p i fiooma vité en moyenne bien supéricure a
rocyanidines o1gomeres 52 celle des antioxydants employés actuelle-

extraites des pépins de raisins
( pep ) ment.

IIT - MISE EN EVIDENCE DU ROLE DES ELLAGITANINS ET DES ANTHOCYANES DANS LE
« FRENCH PARADOX »

Nous connaissons a présent les composés phénoliques du vin susceptibles d'inter-
venir comme agent protecteur des oxydations radicalaires, le fort potentiel antioxy-
dant des anthocyanes et des ellagitanins étant alors démontré. Il nous reste cependant
a déterminer leur capacité antiradicalaire au sein méme du milieu vin, c'est-a-dire
leur intervention dans le « French Paradox » reposant sur une consommation
modérée de vin rouge.

1) Participation des anthocyanes a l'activité antiradicalaire d'un vin rouge

Pour visualiser I’effet des anthocyanes dans I’activité antiradicalaire d’un vin rouge,
le vin VRc contenant 409 mg/l d’anthocyanes totales (dosées par décoloration au
bisulfite de sodium) a été déféqué au charbon actif afin de lui ter la totalité de son
contenu phénolique (VRc-CP). Les activités antiradicalaires de VRc ct de VRc-CP
sont reportées sur la figure 10. On peut noter que VRc a un potentiel antiradicalaire
de 83 %. En I'absence dc ses composés phénoliques, il perd une grande partie de son
potentiel antioxydant, ce qui nous montre bien que I’essentiel du pouvoir antioxy-
dant des vins est bien attribuable a leurs composés phénoliques. Dans un second
temps, on observe (figure 10) que 1’adjonction de = 400 mg/l d’anthocyanes
(extraites de pellicules de Merlot) a VRe déféqué (VRe-CP) provoque une augmen-
tation de 70 % de cette activité par rapport au vin rouge t¢moin (VRc¢). On démontre
ainsi I'importance de la participation des anthocyanes a activité antiradicalaire des
vins rouges. De m&me, nous avons vérilié que I’adjonction de cette concentration
anthocyanique & VBc entrafnait un taux de radicaux 02°" piégés asscz proche de
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celui de VRc témoin. Nous en concluons donc que les anthocyanes sont en grande
partie responsables de I’activité antiradicalaire des vins rouges.

90

80 1- VR : vin rouge 1996 contenant 409 mg/l d'anthocyanes
) (dosage par décoloration au bisulfite de sodium)
& 70 2- VR-CP : VR déféqué au charbon
:.‘ 60 (perte de I'ensemble des composés phénoliques)
5] 3- (VR-CP) + anthocyanes : (VR-CP)
® 50 auquel on ajoute 409 mg/l d'anthocyanes

40 4- VBc + anthocyanes : VB¢

30 auquel on ajoute 409 mg/l d'anthocyanes

‘ 5- (VBc-CP) + anthocyanes : (VBc-CP)
20 aioute g
1 2 3 p 5 auquel on ajoute 409 mg/1 d'anthocyanes
échantillons

Figure 10 - Activité antiradicalaire (exprimée en pourcentage de radicaux 02° piégés)
pour les différents échantillons.

2) Participation des ellagitanins a I'activité antiradicalaire d'un vin rouge

Le pourcentage de radicaux libres 02°" TP-TS  Tie
piégés par les différents groupes phéno- "%

liques (tableau 1) a ét€ ramené au g/l de 3

ses différentes fractions comme nous le £3

montre I’histogramme A de la figure 11. 55 60 p.C
On constate ainsi que, pour un vin rouge ‘g;%

élevé en cuve, I’activité antiradicalaire est <= 7|
due 2 16 % 2 la fraction AL, 234 % aux || T4
T-A, 2 38 % aux procyanidines oligo-

meres (P-C), 4 5 % aux procyanidines 0 AL
polymérisées (Ttc) et & 7 % aux A

Figure 11 - Participation des différentes
fractions phénoliques d'un vin rouge
a son activité antiradicalaire
(en % de radicaux O2°" piégés).

A: vin rouge €levé en cuve

complexes TP-TS. Par contre, ’expé-
rience réalisée sur les vins élevés en
barriques, nous a démontré que les tanins
du bois, cédés au vin par la barrique,
venaient se rajouter a ce pool de molé-
cules antiradicalaires (histogramme B,
figure 11) en prenant unc part de 11 %, ce qui est loin d’étre négligeable et
s’explique en raison de la structure particulierement oxydable de ces molécules.

B: vin rouge élevé en barriques neuves

CONCLUSION

Depuis quelques décennies, des scientifiques, notamment par le biais de nombreuses
études épidémiologiques (GEY, 1990 ; DolL, 1990) ont confirmé certaines observa-
tions relatives au phénomene du « French Paradox », & savoir qu'une consommation
modérée de vin rouge réduit de 25 % a 60 % les risques de maladies cardio-vascu-
laires et de mortalité liée a l'ischémic coronaire. Certaines substances phénoliques
retrouvées spéeifiquement dans la fraction non-alcoolique des vins se comportent
comme des antioxydants capables de limiter 'oxydation des lipides et sont donc
responsables des effets cardioprotecteurs observés. La propriété essentielle de ces
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composés phénoliques expliquant leurs effets bénéfiques sur la santé est leur apti-
tude a capter les radicaux libres, fortement néfastes pour la santé puisqu'ils s'atta-
quent aux différents constituants de la cellule entrainant ainsi sa destruction ou des
dysfonctionnements irréversibles (AMES, 1983 ; PRYOR, 1982). Les composés phéno-
liques préservés dans le vin pourraient donc intervenir comme préventifs des mala-
dies dégénératives telles que les maladies cancéreuses ou neurodégénératives comme
les maladies de Parkinson et d'Alhzeimer, dérivant des attaques radicalaires sur les
cellules.

Ce travail nous a permis de définir les composés phénoliques les plus susceptibles
d'intervenir dans cette protection antiradicalaire. Nous avons ainsi démontré I'impor-
tance des anthocyanes ct des ellagitanins dans les vins rouges, a I'origine de la notion
de « French Paradox ». Il convient a présent d'étudier le comportement de ces antira-
dicaux directement sur cellules, ce qui est en cours dans notre laboratoire, et, dans un
but pharmaceutique, il serait intéressant d'étudier et d'améliorer la pénétration de ces
composés a l'intérieur des cellules pour leur assurer un maximum d'efficacité.
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