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Nos études antérieures soulignaient la forte activité antiradicalaire des vins rouges, essentiellement due a ses composés phénoliques et parti-
culierement a sa fraction anthocyanique et ellagique. Cependant, I'étude de ces composés purifiés ne s’est pas révélée tres intéressante étant
donné que les extraits purifiés a partir du matériel végétal (raisins et bois de chéne) ou méme les molécules pures (commercialisées ou synthé-
tisées) présentent une activité antiradicalaire systématiquement inférieure a celle du vin rouge lui-méme. Une activité synergique des polyphé-
nols entre eux, mais également entre polyphénols et autres composés du vin permet en effet d’augmenter leur potentiel antiradicalaire, dés lors
que ces derniers sont dans un milieu phénolique complexe, a fortiori le milieu « vin rouge ». Par ailleurs, I’étude de différentes préparations phar-
maceutiques a base de flavonoides ne s’est pas révélée trés concluante. Effectivement, nous avons souligné la participation de I’éthanol, en faible
pourcentage, dans I'activité antiradicalaire des polyphénols; ces résultats étant d’autant plus marqués que I'on se rapproche des conditions in

vivo.

Les flavonoides et les polyphénols sont des composés
largement répandus dans les végétaux et notamment
dans certains fruits, légumes et céréales. On les
retrouve donc en quantité non négligeable dans notre
alimentation, surtout par la consommation de diverses
boissons telles que les vins rouges et les thés. Or, ces
composés phénoliques ont la particularité de piéger les
radicaux libres, substances fortement néfastes pour
I'organisme, étant donné qu'ils vont oxyder les divers
constituants de la cellule en particulier sa membrane,
et donc conduire a son vieillissement accéléré et a sa
destruction (AmEes, 1983 ; Pryor, 1982 ; Pryor et al.,
1983). Ces composés ont donc fait I'objet de nom-
breuses recherches en raison de leur propriété a capter
les radicaux, protégeant ainsi I'organisme des dom-
mages oxydatifs, cause de divers dysfonctionnements
du corps humain tels que les maladies cardio-vascu-
laires (RENAUD et DE LORGERIL, 1992), les états inflamma-
toires (LIETTY et al., 1976), les maladies neurodégénéra-
tives (Parkinson, Alzeimer) (Okupa et al., 1992)... lls
sont ainsi promus & un avenir thérapeutique envers
toutes les pathologie engendrées par les radicaux
libres (CHENG et al., 1986 ; HErRTONG et al., 1993).

Dans les vins rouges, les composés phénoliques pro-
viennent des parties solides du raisin (pépins et pelli-
cules) et du bois dans la mesure ou les vins sont élevés
en barriques. Ces composés sont extraits lors de la fer-
mentation et de la macération (ROGGERO et ARCHIER,
1989 ; Vivas et al., 1992).

Il est désormais reconnu que les vins rouges possedent
un fort potentiel antioxydant di & ces composés phé-
noliques (tanins et anthocyanes), présents en quantité
adéquate pour assurer une activité optimum et méme
une action synergique entre eux (SAINT-CRICQ DE
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GAuLEJAC et al., 1999a). Leur mode d'action a été envi-
sagé sur des molécules simples (anthocyanes pures,
procyanidines, et ellagitanins monomeéres) et en pré-
sence de radicaux oxygénés (02°7, °OH...) (SAINT-CRICQ
DE GAULEJAC et al., 1998a). Par ailleurs, nous avons déja
mis en évidence « I'effet dose » de I'activité antiradica-
laire des composés phénoliques des vins rouges (Saint-
CriCQ DE GAULEJAC et al., 1999b) étant donné que cette
activité antiradicalaire est fortement dépendante de la
concentration en polyphénols, mais également de leur
structure physico-chimique. Néanmoins, il a été
constaté, lors de ces études, qu'une quantité adéquate
de ces composés était nécessaire pour qu'ils puissent
exercer une action antiradicalaire efficace (KANNER et
al., 1994). Dans cet article, nous avons donc comparé le
potentiel antiradicalaire des extraits phénoliques d’un
vin rouge (extrait phénolique total, extrait tannique et
extrait anthocyanique) avec ceux des molécules pures
correspondantes. L'intérét ici étant de visualiser I'acti-
vité synergique des composés phénoliques entre eux
(des lors qu'ils sont en mélange) leur permettant d'as-
surer une activité antiradicalaire optimale. Cette étude,
réalisée in vitro par voie enzymatique, a par la suite été
transposée sur des analyses se rapprochant de plus en
plus des conditions in vivo, dans le but d'observer le
comportement de ces extraits phénoliques en milieu
cellulaire et de les comparer a ceux des polyphénols
purs. En dernier lieu, nous avons comparé différentes
préparations pharmaceutiques a base de polyphénols
et des produits alimentaires, naturellement riches en
composés phénoliques, afin de comparer leur efficacité
antiradicalaire en fonction de leur contenu phénolique.

Connaissances actuelles & Avenir de I’élevage en barriques
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Résultats et discussion

Rappels sur les composés phénoliques respon-
sables de I'activité antiradicalaire dans un vin
rouge élevé en cuve (SAINT-CRICQ DE GAULEJAC et
al., 1998a)

Nous savons déja que le vin rouge posséde un fort
potentiel antiradicalaire d0 a ses composés phéno-
liques (tanins, ellagitanins et anthocyanes) (SAINT-CRICQ
DE GAULEJAC et al., 1998a). Nous avons également
démontré quels étaient, parmi ces composés phéno-
liques, les plus susceptibles d'intervenir dans cette
action antiradicalaire. Les résulats alors obtenus lors de
ces études antérieures ont souligné la forte participa-
tion des anthocyanes libres, des ellagitanins dans la
mesure ou les vins ont pu bénéficier d’un élevage en
barriques et des tanins procyanidiques, étant donné
que ces derniers constituent la plus grande majorité
des polyphénols des vins rouges.

En effet, sur vin rouge fractionné selon la méthode
GLORIES (1978) en 5 groupes phénoliques :

- Tanins-Polysaccharides, Tanins-Sels (TP-TS),
- Tanins trés condensés (Ttc),

- Procyanidines et Catéchines (P-C),

- Complexes Tanin-Anthocyane (T-A),

- Anthocyanes Libres (Al),
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Figure 1 - Activité antiradicalaire (exprimée en pourcen-
tage de radicaux O2°" piégés) pour les différentes frac-
tions d'un vin rouge élevé en cuve
(d’aprés SAINT-CRIcQ de GAuLEJAC et al., 1998a).
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Figure 2 - Participation des différentes fractions phéno-
liques d'un vin rouge a son activité antiradicalaire
(en % de radicaux O2°" piégeés)

(d’aprés SAINT-CRIcQ de GAULEJAC et al., 1998a).

A: vin rouge élevé en cuve
B: vin rouge élevé en barriques neuves

Connaissances actuelles & Avenir de I’élevage en barriques

nous avions immédiatement remarqué la tres forte effi-
cacité de la fraction anthocyanique AL (= 91 % de radi-
caux O2°” piégés par cette fraction), correspondant aux
groupes des anthocyanes libres (figure 1). Nous en
avions alors conclu que les anthocyanes libres sont les
polyphénols les plus antiradicalaires des vins rouges,
d'autant plus les résultats analytiques indiquaient que
cette fraction AL était faiblement concentrée (289 mg/I
dans ce cas) par rapport aux autres fractions essentiel-
lement tanniques (de I'ordre du g/l).

Par ailleurs, nous avions également souligné la forte
participation des ellagitanins a |'activité antiradicalaire
des vins rouges. Pour cela, le pourcentage de radicaux
libres O2°" piégés par les différents groupes phéno-
liques a été ramené au g/l de ses différentes fractions
(histogramme A, figure 2).

Nous avions alors constaté que, pour un vin rouge
élevé en cuve, I’activité antiradicalaire est due a 16 % a
la fraction AL, a 34 % aux T-A, a 38 % aux procyanidines
oligomeres (P-C), a 5 % aux procyanidines polymérisées
(Ttc) et a 7 % aux complexes TP-TS. Dans un méme
temps, I’expérience réalisée sur les vins élevés en bar-
riques nous montrait que les tanins du bois, cédés au
vin par la barrique, venaient se rajouter a ce pool de
molécules antiradicalaires (histogramme B, figure 2) en
prenant une part de 11 % loin d’étre négligeable.

Ce travail nous avait ainsi permis de définir les compo-
sés phénoliques les plus susceptibles d'intervenir dans
le potentiel antiradicalaire des vins rouges. Nous avons
démontré I'importance des anthocyanes et des ellagita-
nins, a I'origine de la notion de « French Paradox » ; les
tanins procyaniques étant également fortement impli-
qués dans cette activité antiradicalaire en raison de
leur importante concentration dans les vins rouges au
regard des anthocyanes et des ellagitanins. Néanmoins
les phénomenes de polymérisation de ces derniers
affectent leur réactivité antiradicalaire et seuls les
tanins oligomériques ont des activités comparables a
celle des anthocyanes ou des ellagitanins (SAINT-CRICQ
DE GAULEJAC et al., 1999b).

Mise en évidence de I’'activité synergique des
polyphénols dans le potentiel antiradicalaire
des vins rouges

« Extraits phénoliques d’un vin rouge

La figure 3 représente les différents groupes phéno-
liques extraits d’un vin rouge :

- extrait sec,
- fraction phénolique totale,
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Figure 3 - Activité antiradicalaire
(pourcentage de radicaux O2°” piégés dans le systeme
HPX-XOD) des différentes fractions phénoliques
et la fraction non-phénolique d’un vin rouge).
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- fraction tannique,
- fraction anthocyanique.

La fraction non phénolique a également été récupérée
afin de nous assurer de son caractére non-antiradica-
laire et de vérifier par la méme la provenance du poten-
tiel antiradicalaire des vins rouges via leur contenu phé-
nolique. Ces cinq fractions sont récupérées et leur acti-
vité antiradicalaire est mesurée par le systeme enzyma-
tigue XOD-HPX, permettant de déterminer la capacité
des échantillons a piéger les radicaux libres O2°-
(HobgsoN et FripovicH, 1976 ; SAINT-CRICQ DE GAULEJAC
et al., 1999a) sur une gamme de concentrations allant
de 10 g.I'1 4 19,5 mg.I-1. Les résultats obtenus pour des
concentrations de 2500 mg.I"1 (représentant le taux de
polyphénols contenus dans le vin rouge initial) sont
reportés sur la figure 3.

On distingue immédiatement la forte capacité antiradi-
calaire de la fraction phénolique totale essentiellement
au regard des autres fractions phénoliques (tannique et
anthocyanique). Cependant, il nous est ici difficile de
conclure quant a la capacité antiradicalaire de I'extrait
sec du vin. En effet, méme si ce dernier est nettement
moins performant a la concentration de 2500 mg.I-1, les
composés phénoliques constituant cette fraction ne
sont pas majoritaires : lls ont été dosés dans cet extrait
a seulement 295 mg.I1, c'est-a-dire qu'ils ne représen-
tent que 12 % de cette fraction. Ramenés a la concen-
tration de 2 500 mg.l'l (soit I'extrait sec ramené a
21.25 g.I'1), ces composés sont alors fortement antira-
dicalaires puisqu'ils sont susceptibles de piéger 98 %
de radicaux O2°" (figure 3). Cette fraction constituée
par l'extrait sec du vin rouge apparait donc comme
étant la plus antiradicalaire.

Ces résultats soulignent donc le fait que les composés
phénoliques du vin rouge expriment davantage leur
capacité antiradicalaire en présence des autres compo-
sés du vin, sans que pour autant ces derniers ne posse-
dent par eux-mémes d'activité antiradicalaire (étant
donné que la fraction non phénolique ne retient quasi-
ment pas de radicaux).

On peut donc déja mettre en avant le réle des sub-
stances non antiradicalaires susceptibles d'exalter I'ac-
tivité antiradicalaire des composés phénoliques.
Plusieurs éléments peuvent alors expliquer ce phéno-
mene :

- La présence de meétaux (fer, cuivre) dans les vins, a
I'état de traces et a différents degrés d'oxydation,
pouvant étre chélatés par les polyphénols et catalyser
les réactions radicalaires ;

- La formation de combinaisons « polyphénols / non-
phénols » qui renforcerait les propriétés antiradica-
laires des composés phénoliques ;

- La présence de substances non phénoliques provo-
querait des configurations et conformations stéréochi-
miques des polyphénols plus aptes a piéger les radi-
caux.

De plus, ces hypothéses semblent se confirmer davan-
tage sur les fractions tannique et anthocyanique de ce
vin rouge. Effectivement, les concentrations néces-
saires pour inhiber 50 % des radicaux O2°" formés lors
de la réaction enzymatique spécifique (EC50) ont été
déterminées pour chacune des fractions et sont repor-
tées dans le tableau 1.
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On constate ainsi que la fraction phénolique totale
possede le EC50 le plus faible, soit la plus forte activité
antiradicalaire. Les autres fractions phénoliques sont
relativement moins performantes bien qu'étant cepen-
dant plus actives du point de vue des activités antiradi-
calaires que divers antioxydants couramment utilisés
dans les domaines agro-alimentaire et pharmacolo-
gique (SAINT-CRICQ DE GAULEJAC et al., 1998a). On met
ainsi en évidence « Il'activité synergique » des compo-
sés phénoliques avec les autres substances des vins
rouges, de méme que la synergie des composés phéno-
liques entre eux, puisqu'ils sembleraient, dans cette
premiére expérience, plus actifs vis-a-vis des radicaux
des lors qu'ils sont en mélange.

Pour vérifier ces hypothéses, il nous faut compléter
I'étude sur des molécules pures et en mélanges.

e Comparaison de I'activité antiradicalaire des antho-
cyanes pures avec un extrait anthocyanique de pelli-
cules de raisins et un extrait anthocyanique synthé-
tisé

Sur ce méme principe, nous avons comparé l'activité
antiradicalaire d'anthocyanes pures (commercialisées)

Tableau 1 - Concentrations des extraits de vin rouge
entrainant une inhibition de 50 % des radicaux O2°~
(valeurs EC50) et activités antiradicalaires réelles
de ces extraits (pourcentage de O2°” piégés par les
concentrations réelles de ces fractions dans le vin rouge,
sans dilution) dans le systéme HPX-XOD.

extrait % O2° pieges EC50
de vin rouge? (Cor:gzng%}m (mg.I-1)b)
extrait sec (5) 77+3 48 +1
extrait phénolique total (4) 98 + 2 43 +1
extrait procyanidique (4) 50+ 4 50+ 1
extrait anthocyanique (4) 51+3 52+ 2
extrait non-phénolique (4) 4+1 —

a) Le chiffre entre parenthéses représente les nombres de préparations
différentes

b) Les nombres représentent les moyennes + SD des résultats de 4 a 5
(chiffre entre parenthéses) préparations différentes

Tableau 2 - Valeurs EC50 des anthocyanes pures
(systéme HPX-XOD). Comparaison avec la fraction antho-
cyanique extraite de pellicules raisins et avec une solution

modéle d’anthocyanes.

Composés ECS0 %
P (mg.I)a)  inhibitionb)
fraction anthocyanique de pellicules (4) 97 + 4

solution modele anthocyanique (4) 216+ 4 55.1
anthocyanes pures :
delphinidine (6)
cyanidine (6)
cyanidine-3mG (6)
paéonidine (5)
paéonidine-3mG (5)
malvidine (5)
malvidine-3mG (5)

170+ 4 42.9
250+ 9 61.2
325 +11 70.1
380+ 7 74.5
412 + 12 76.5
404 = 21 76.0
517 + 23 81.2

a) Les nombres représentent les moyennes + SD des résultats de 4 a 6
(chiffre entre parenthéses) préparations différentes

b) Pourcentage d’inhibition de I'activité antiradicalaire des anthocyanes
pures par rapport aux extraits végétaux correspondants (calculé en
fonction de la concentration en mg.I™*) - Indice d’activité synergique

Connaissances actuelles & Avenir de I’élevage en barriques
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avec un mélange anthocyanique obtenu par extraction
des anthocyanes monoglucosilées des pellicules de rai-
sins noirs. Les résultats obtenus pour les anthocyanes
pures sont reportés dans le tableau 2. Les fortes réacti-
vités de ces molécules anthocyaniques vis-a-vis de O2°"
s'explique par la fragilité de leur structure, notamment
au niveau de I'ion oxonium susceptible d'agir trés rapi-
dement en présence de radicaux chargés par ouverture
du cycle C (SAINT-CRrRICQ DE GAULEJAC et al., 1999c).

D'un autre c6té, la méme expérience est réalisée sur la
fraction anthocyanique issue des pellicules de raisins.
Les résultats (tableau 2) montrent clairement la plus
forte efficacité de cette fraction anthocyanique par rap-
port aux molécules pures.

Parallelement, la mesure de I'activité antiradicalaire est
réalisée sur une solution modeéle d’anthocyanes mono-
glucosilées commercialisées et rapportées aux mémes
concentrations que celles retrouvées dans la fraction
extraite des pellicules. Les résultats (tableau 2) souli-
gnent la plus faible activité de cette solution synthé-
tique par rapport a I’extrait végétal. Cependant I’ex-
trait anthocyanique synthétique reste plus efficace que
les anthocyanes pures.

Ainsi la répartition des anthocyanes dans les pellicules
(mélange des cinq anthocyanes monoglucosilées,
RIBEREAU-GAYON, 1973) est telle que I|'activité antiradi-
calaire des raisins est plus importante que celle d'une
seule anthocyane monoglucosilée a la méme concentra-
tion. Cette conclusion s'appuie elle aussi sur le fait que
la fraction anthocyanique extraite des pellicules pré-
sente une valeur EC50 plus faible que celles des molé-
cules pures en solution (tableau 2). Ces résultats résul-

Tableau 3 - Concentrations des ellagitanins purs
et des fractions ellagiques extraites de bois de chéne
entrainant une inhibition de 50% des radicaux O2°"
(valeurs EC50) dans le systéme HPX-XOD.

EC50 EC50 % %
(mg.I'Y)a) (mM.I-1)a) puretéb) inhibitiond)
Fractions ellagiques de bois de chéne (4)°

fraction 1:
ellagitanins totaux (4)

Composés

109+3 1173

fraction 2 :
polysaccharides(4)

fraction A (4) : ellagi-

. s 132+4 141 +4
tanins monomeres

fraction B (4) : ellagi-

- . . 111+2 1192
tanins oligoméres

fraction C (4) : ellagi-

: N 467+ 6 5006
tanins polymeres

Ellagitanins purs

vescalagine (5) 138+4 148+ 4 89.6 21.0
castalagine (5) 183 +2 196+2 943 40.4
vescaline (5) 281+ 7 445+11 88.2 61.2
castaline (5) 247+5 391+8 897 55.9

a) Les nombres représentent les moyennes + SD des résultats de 4 a 6 (chiffre
entre parentheéses) préparations différentes

b) Pourcentage de pureté obtenu par RMN 1H (bruker DPX 400)

c) EC50 (mM.I'l) en équivalent castalagine

d) Pourcentage d’inhibition de I'activité antiradicalaire des ellagitanins purs
par rapport a la fraction 1 de I'extrait de bois de chéne (calculé en fonction de
la concentration en mg.l—'l) - Indice d’activité synergique

Connaissances actuelles & Avenir de I’élevage en barriques

teraient de I'activité synergique des anthocyanes entre
elles.

On met ainsi en évidence l'importance des activités
synergiques des polyphénols entre eux qui régissent en
partie leur potentiel antiradicalaire, I'effet de concen-
tration ne permettant pas, a lui seul, d'expliquer la
forte capacité des polyphénols a piéger les radicaux
libres.

= Comparaison de Il'activité antiradicalaire d'ellagita-
nins purs avec les extraits ellagiques de bois de
chéne

Pour confirmer cette hypothése, nous avons repris
cette expérience sur les ellagitanins, autres molécules
phénoliques particulierement impliquées dans le
potentiel antiradicalaire des vins.

Les valeurs des EC50 obtenues pour les ellagitanins
purs sont répertoriées dans le tableau 3 et comparées
a celles des extraits ellagiques de bois de chéne.
L'injection d'un extrait aqueux de bois de chéne sur
colonne basse pression de gel LH20 permet d'obtenir
le fractionnement des ellagitanins en fonction de leur
degré de polymérisation croissant selon le principe de
perméation de gel (Vivas, 1997 ; figure 4). La caractéri-
sation de ces fractions en LSIMS et confirme le contenu
ellagique des extraits ainsi que leur degré de polyméri-
sation.

La fraction 1 correspond a |'extrait total ellagique puri-
fié par précipitation des polysaccharides, La fraction 2
contient les polysaccharides récupérés. Ces deux frac-
tions sont analysées afin de comparer leur activité anti-
radicalaire avec celles des fractions ellagiques purifiées
par basse pression (figure 4) :

- fraction A : ellagitanins monomeéres,
- fraction B : ellagitanins oligomériques,
- et fraction C : ellagitanins polymérisés.

La capacité antiradicalaire de ces cinq fractions est par
la suite testée sur I'anion superoxyde O2° par le test
enzymatique HPX-XOD comme précédemment. La com-
paraison des valeurs EC50 obtenues par |'étude du

A S =
M| G —- s N M
~ | Vescaline (1) - Castaline (2)
T LN W OHH) =631

;
3
:

g

Y

I 1 T T I T
50 min
Figure 4 - Détermination des fractions ellagiques
en fonction de leur degré de polymérisation.
4A : Chromatogramme basse pression d'un extrait ella-
gique de bois de chéne
(E : acide ellagique ; G : acide gallique ; S : castaline, vescaline ;
M : ellagitanins monomeéres ; D :ellagitanins dimeres
O : ellagitanins oligomeéres ; P: polymeres).
4B : Spectre de masse (LSIMS) de la fraction A.
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comportement de ces fractions sur une gamme de
concentrations de 10 g.I'1 a 19.5 mg.I'? avec celles
déterminées pour les ellagitanins purs (tableau 3) souli-
gnent 'activité importante de la fraction 1 par rapport
a la fraction polysaccharidique, mais également par
rapport aux autres fractions ellagiques purifiées en
fonction de leur degré de polymérisation. Ainsi, les
plus faibles valeurs obtenues dans le cas des fractions
ellagiques et notamment pour la fraction 1, la plus
complexe du point de vue de son contenu phénolique,
par rapport aux molécules purifiées, soulignent une fois
de plus le caractéere synergique des activités antiradica-
laires de ces composés.

e Activité antiradicalaire de polyphénols purs sur
ADN plasmidique. Comparaison avec les extraits
phénoliques de raisins

La synergie des activités antiradicalaires des polyphé-
nols est & présent bien établie et vérifiée sur plusieurs
familles de ces composés. Nous avons étudié le com-
portement de ces composés en milieu cellulaire pour se
rapprocher des conditions in vivo et vérifier si cet effet
de synergie s'exprime encore dans un milieu physico-
chimique et physiologique totalement différent (modifi-
cation du pH, présence d'enzymes extra et intracellu-
laire...). Pour simplifier les manipulations et clarifier les
résultats, nous avons sélectionné un groupe de molé-
cules : les flavan-3-ols [(+)-catéchine et (-)-épicaté-
chine] et les procyanidines dimeres, en raison de leur
forte concentration dans les pépins et de leur relative
facilité d'extraction.

La (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine pures (commer-
cialisées) , les diméres purs (synthétisés) et des extraits
végétaux de procyanidines monoméres et diméres
(issus de pépins) sont analysés pour évaluer leur capa-
cité a protéger de I'ADN plasmidique bombardée par
des radicaux hydroxyls °OH, selon la méthode immuno-

Tableau 4 - Valeurs EC50 des flavan-3-ols purs
(dans le test 3D, sur ADN plasmidique et
ADN génomique). Comparaison avec les fractions extraites
des pépins de raisins.

EC50 (mg.I}) % EC50 (mM.I'Y) %
Composes ADN  ipnibition?) . APNinnibitionb)
plasmidique?® génomiqued
Mélanges procyanidiques
fraction mono- 5, ¢ 5 8+2
mérique (4)
fraction
dimerique (4) 11+04 62
Procyanidines pures
(+)-catéchine (6) 93 x2 86.0 18+ 6 55.5

(-)-épicatéchine

123+ 4 89.4
(6)

112+ 7 92.8

B1 (5) 26+ 1 57.7 25+4 76.0
B2 (5) 29 + 2 62.1 27+2 77.8
B3 (5) 26 + 2 57.7 22+4 72.7
B4 (5) 34 +2 67.6 31+5 80.6
A2 (4) 79 %2 86.1 62 + 6 90.3

a) Les nombres représentent les moyennes + SD des résultats de 4 a
6 (chiffre entre parenthéses) préparations différentes

b) Pourcentage d’inhibition de I'activité antiradicalaire des procyani-
dines pures par rapport aux extraits végétaux correspondants - Indice
d’activité synergique
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chimique du test 3D (SAINT-CrRicQ DE GAULEJAC et al.,
1999a ; SALLE et al., 1995).

Les résultats obtenus pour les différents échantillons
purs et pour les extraits végétaux sont répertoriés dans
le tableau 4. Dans tous les cas, un effet dose est visible
permettant d'établir la concentration donnant 50 %
inhibition spécifique. La comparaison des échantillons
entre eux est alors possible et révéle la plus forte acti-
vité pour les fractions extraites du matériel végétal par
rapport aux molécules pures. On retrouve donc le
méme effet synergique observé précédemment sur le
radical superoxyde O2°". Cependant, on peut noter
qu'il s'exprime d'autant plus dans cette expérience
puisque I'écart des EC50 entre les molécules pures et
les fractions est encore accentué.

On en déduit que I'effet de synergie est d'autant plus
significatif que I'on se rapproche des conditions in vivo.

e Activité antiradicalaire de polyphénols purs sur
ADN génomique. Comparaison avec les extraits phé-
noliques de raisins

Les mémes échantillons sont étudiés sur cellules
entieres pour modéliser au mieux leur effet de synergie
in vivo (test 3D, SAINT-CRICQ DE GAULEJAC et al., 1999d).
Comme précédemment, on détermine, pour chaque
molécule et fraction testées, la concentration donnant
50 % d'inhibition spécifique. Les résultats, reportés
dans le tableau 4, nous montrent que la fraction la plus
active envers les radicaux libres est encore la fraction
polyphénolique la plus compléete (la fraction dimérique
contenant un mélange complexe de procyanidines
dimeéres). Son efficacité, expliquée par une action
synergique de ces molécules entre elles, est donc d'au-
tant plus vraie que I'on se rapproche des conditions in
vivo.

Il faut souligner que ces résultats sont obtenus pour
des molécules dimériques soit tres faiblement polymé-
risées. On peut penser qu'une plus forte polymérisation
serait susceptible d'entrainer une perturbation de leur
activité antiradicalaire sur des cellules entiéres essen-
tiellement pour des raisons stériques, mais également
en raison du changement des propriétés physico-chi-
miques des polyphénols durant les phénoménes de
polymérisation (variation de leur solubilité, polarité...).
Ces considérations sont donc en prendre en compte et
font actuellement I'objet de recherches.

En conclusion, nous retiendrons que :

- Les composés phénoliques des vins rouges sont pré-
sents en quantité adéquate pour assurer une activité
optimum de ces composés et méme une action syner-
gique entre eux. Ces observations se vérifient sur des
extraits végétaux et leurs homologues constitués de
molécules phénoliques pures : Dans tous les cas, les
extraits végétaux présentent une plus forte activité
antiradicalaire que les polyphénols purs.

Ce phénoméne trouverait son explication dans un
effet de synergie des polyphénols entre eux mais aussi
entre ces composés et d'autres substances non-phé-
noliques. Plusieurs éléments physico-chimiques et
d'ordre réactionnel sont alors susceptibles de justifier
cette activité synergique.

Il est également important de noter que ces observa-
tions sont d'autant plus marquées que I'on se rap-
proche des conditions in vivo (sur ADN plasmidique

Connaissances actuelles & Avenir de I’élevage en barriques
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puis sur cellules entiéres). On peut donc douter de
I'intérét de I'extraction de ces composés de leur
source (matériel végétal ou produit élaboré) pour
I'amélioration de leur effet thérapeutique.

- Dans tous les cas, ces résultats restent a confirmer sur
les autres produits sources d'antioxydants (thé,
fruits...).

Comparaison de différentes sources de poly-
phénols

e Activité antiradicalaire de préparations pharmaceu-
tiques

Pour contourner les effets néfastes de I’éthanol, de
nombreux auteurs ont élaboré des produits pharmaceu-
tiques ou parapharmaceutiques a base de flavonoides
pour bénéficier de leur activité antiradicalaire tout en
palliant les conséquences antagonistes des produits
alcoolisés.

Les préparations pharmaceutiques et parapharmaceu-
tiques étudiées ici sont actuellement commercialisées.
Elles se présentent sous la forme de comprimés enro-
bés ou de gélules, dont la matrice et les extraits phé-
noliques sont connus.

Ces préparations sont étudiées en milieu hydroalcoo-
liqgue avec des concentrations croissantes en éthanol.
En fonction des posologies décrites, ces différentes
préparations sont dissoutes dans 250 ml de solvants
pour ramener leur concentration a celle ingérée au
cours d’un repas (calculée pour modéliser I’absorption
de polyphénols contenus dans deux verres de vin
rouge). Selon les préparations, on atteint approximati-
vement 2,5 g.I'1 de composés phénoliques. On souligne
alors les problémes de dissolution rencontrés pour cer-
taines préparations qui nécessitent une sonification de
la solution. Leurs activités antiradicalaires seront donc
estimées par exces (étant donné les conditions opéra-
toires) sur ADN plasmidique et génomique par le test
3D (SAINT-CRICQ DE GAULEJAC et al., 1999a et d).

Les résulats obtenus dans les conditions précédemment
décrites sont reportées sur le tableau 5. On constate
alors que les activités antiradicalaires mesurées sur
ADN plasmidique sont relativement faibles et sont
inexistantes sur ADN génomique. Seule la préparation
n°4 présente une activité significative a 10 % d’éthanol,
mais elle reste néanmoins trés inférieure a celle obte-
nue avec un vin rouge dans les mémes conditions (D50
= 1/5970, SAINT-CRICQ DE GAULEJAC et al., 1999d)). De
plus, la présence d'éthanol est nécessaire pour obtenir
des activités positives, dans tous les cas les résultats
obtenus dans I’eau ne présentent aucune activité anti-
radicalaire. Ainsi :

- 10 % d’EtOH sont nécessaires pour révéler les carac-
téristiques antiradicalaires des préparations,

- a partir de 20 % d’EtOH, leur efficacité diminue pro-
gressivement,

- dés 50 %, leur activité antiradicalaire est inhibée en
totalité.

Il est par ailleurs important de signaler des erreurs dans
les modes de fabrication de ces différents produits qui
nuisent considérablement a leur potentiel antiradica-
laire. En effet, la plupart des matrices des comprimés
contiennent des éléments pro-radicalaires ou encore
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Tableau 5 - Dilution donnant 50 % inhibition spécifique
pour les 4 préparations phénoliques testées
sur ADN plasmidique.

préparation 0.2 5% 10% 25% 50%
EtOH EtOH EtOH EtOH  EtOH

n°1 —= — 1/1 1/4 —

n°2 — — 1/44  1/61 —

n°3 — — — 1/9 —

n°4 — 19 1472 1122 —

* non déterminée sur la gamme de dilution étudiée

* Une activité antiradicalaire n’a pu étre déterminée sur ADN géno-
mique, toutes les préparations se sont révélées inefficaces sur la
gamme de dilution étudiée.

Tableau 6 - Dilution donnant 50 % inhibition spécifique
pour la préparation n°3 avec et sans enveloppe
gélatineuse testées sur ADN plasmidique.

0% 5% 10% 25% 50%
EtOH EtOH EtOH EtOH EtOH

avec gélatine —* — — 1/9 —

préparation 3 sans . 1124 141  —

gélatine

* non déterminée sur la gamme de dilution étudiée

A

(+)-catéchine

(-)-Epicatéchine
oxydée

(+)-catéchine
oxydée

(-)-épicatéchine

Absorbance 280 nm

I'emps (mun.)

Figure 5 - Analyse HPLC d’un extrait & I’acétate d’éthyle
(apres fractionnement en CLBP) de la préparation n°4

des constituants protéiques (essentiellement la géla-
tine) qui font chuter les activités antiradicalaires. Cela
est encore plus caractéristique pour les gélules dont
I’enveloppe est entierement gélatineuse (préparation
n°3). D’un point de vue physico-chimique, la dissolution
de la préparation n°3 est nettement plus limpide que
les autres solutions. Dans un premier temps, des fila-
ments apparaissent a I’eeil nu, formés par des colloides
de protéines (gélatine) et de tanins (de la préparation
n°3). Ces colloides précipitent, entrainant une chute
brutale du contenu phénolique et une clarification de la
solution. La méme expérience est réalisée sur la prépa-
ration n°3 sans son enveloppe de gélatine (tableau 6).

La suppression de I’enveloppe gélatineuse augmente
sensiblement I'activité de la préparation étant donné
que son contenu phénolique reste en solution et donc
potentiellement actif vis-a-vis des radicaux libres. On
démontre ainsi, I'importance du choix de I’enveloppe
ou de la matrice dans I’élaboration des préparations
phénoliques afin de préserver leur capital antiradica-
laire.

Les températures atteintes pour la fabrication de ces
préparations sont également un élément déterminant.
Le contenu phénolique de ces produits a été analysé en
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HPLC et démontre I’état oxydatif des composés lorsque
de trop fortes températures ont été pratiquées
(figure 5). Par exemple, I’élaboration de la préparation
n°4 nécessite des processus d’extraction puis d’évapo-
ration a 85°C ! Or, nous savons que des températures
de 50°C entrainent déja une profonde modification des
composés phénoliques (SAINT-CRiICQ DE GAULEJAC et al.,
1999e). Elles favorisent la formation de quinones phé-
noliques particulierement instables et rapidement
investies dans des processus de polymérisation oxyda-
tifs qui conduisent a la précipitation des quinones et
donc a une perte du contenu phénolique. Ainsi, le chro-
matogramme HPLC de la préparation n°4 montre la
forte teneur en quinones monomeres par rapport aux
formes natives non oxydées. Elles sont donc inefficaces
vis-a-vis des radicaux libres, car les processus de fabri-
cation ont déja provoqué I'oxydation de ces flavanols
et donc une inhibition de leur caractéristique antiradi-
calaire.

e Activité antiradicalaire de divers aliments

Suite a ces préparations pharmaceutiques, la générali-
sation des propriétés antiradicalaires a divers aliments
est souvent citée dans la presse et la vulgarisation des
polyphénols et de leurs propriétés antiradicalaires ont
déja dépassé le stade de la pharmacologie pour
s’étendre aux domaines de I’alimentation classique ou
supplémentée en aliments antioxydants. Cependant,
ces études sont souvent incompléetes, car peu d’entre
elles prennent en compte qu’un apport adéquat de ces
aliments antiradicalaires est nécessaire pour permettre
une action préventive efficace.

Effectivement, la comparaison de diverses boissons et
aliments contenant des polyphénols reflete la grande
diversité de leur pouvoir antiradicalaire (figure 6).

On a ainsi constaté que :

- Les vins rouges ont un pouvoir antiradicalaire généra-
lement supérieur aux autres boissons, mais surtout
leur activité est relativement constante dans la mesure
ou les vins ont suivi un processus de vinification « clas-
sique » (macération et élevage en barriques neuves) et
sont d’un millésime proche.

- Les autres boissons testées ont des valeurs beaucoup
plus disparates et leur pouvoir antioxydant est trés
fortement dépendant du mode d’élaboration des pro-
duits. Ainsi, le pouvoir antiradicalaire des jus de fruits
est important dans la mesure ou ces derniers sont
issus de fruits frais (sans stérilisation), cependant
cette activité antioxydante chute brutalement des
I’ouverture de la bouteille en raison de la présence

capact 1 antirndicalaire
% de radicaus OL° PEREs)

I'l'l: L

. ke
- TRl
(e ol M

% "
Figure 6 - Comparaison de I’activité antiradicalaire
de divers aliments
(pour 120 ml de liquide analysé soit environ 1 verre)
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d’enzymes réagissant avec l'oxygéne de I'air pour
oxyder rapidement le produit. La conservation des jus
de fruits par pasteurisation diminue leur activité anti-
radicalaire (suite aux modifications des composés
phénoliques lors de ce traitement), mais elle est alors
plus constante dans le temps. Par ailleurs, les biéres
possédent un pouvoir antiradicalaire conséquent dans
la mesure ou ces derniéres ont pu profité d’un élevage
en barriques. Les huiles possédent cette caractéris-
tique antiradicalaire si elles sont issues de I’extraction
d’olives par une pression a froid et sans filtration. Les
thés verts sont également des produits intéressants
d’un point de vue nutritif en raison de leur forte
concentration en polyphénols radicaux, mais le thé
noir, ayant subit un processus oxydatif, est nettement
moins antiradicalaire.

On voit donc que I'origine et le processus d’élabora-
tion de ces produits régissent considérablement leur
capacité antiradicalaire.

Conclusion

Plusieurs faits intéressants ressortent de cette étude.
Notemmant, nous retiendrons que :

- Dans tous les cas, les mélanges phénoliques com-
plexes et non purifiés présentent une plus forte acti-
vité antiradicalaire que les polyphénols purifiés. Ce
phénomeéene trouverait son explication dans une acti-
vité antiradicalaire synergique entre les polyphénols
entre eux mais aussi entre ces composés et d'autres
substances non-phénoliques. Plusieurs phénomeénes
physico-chimiques et d'ordre réactionnel sont alors
susceptibles de justifier cette activité synergique.

Il est également important de noter que ces observa-
tions sont d'autant plus marquées que I'on se rap-
proche des conditions in vivo (sur ADN plasmidique
puis sur cellules entiéres). On peut donc douter de
I'interét de I'extraction de ces composés de leur
source (matériel végétal ou produit élaboré) pour
I'amélioration de leur effet thérapeutique.

De plus, des études menées sur différentes prépara-
tions a base de polyphénols soulignent la participa-
tion d'un faible pourcentage d'éthanol a l'action anti-
radicalaire de ces composés.

De méme, le vin rouge, de part son mode d’élabora-
tion, sa complexicité du point de vue phénolique
d’autant plus important que ce dernier a été élevé en
barriques, et un degré éthanolique adéquate (10-15°)
présente un potentiel antiradicalaire généralement
supérieur aux autres sources de polyphénols (natu-
relles ou préparées).

Cependant, seule une étude compléte du mécanisme
réactionnel de ces composés in vivo permettrait de
maitriser ces activités antiradicalaires, de cibler et
d'améliorer leur efficacité.
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