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1es radicaux libres, déchets toxiques du métaboelisme de T'oxygene, sont responsables de
nombreux méfaits dans l'organisme humain. Leurs principales cibles sont les acides gras
polyinsaturés des membranes cellulaires et les cléments structuraux du tissu conjonctif
(collagéne, élastine, acide hyaluronique). Ainsi, les radicaux libres sont impliqués dans les
maladies cardio-vasculaires lides & I'athérosciérose et dans le vieillissement cutane.

A Vétat normal feur taux est contrlé par deux modes de régulation. Il sagit d'une part
d'une neutralisation par des enzymes cellulaires et dautre part d'une action protectrice par des
piégeurs de radicaux fibres apporiés par une alimentation riche en vitamines ¢t oligo-
éléments.

Cependant, le taux des enzymes diminye avec l'dge et les vitamines antioxydantes, en
particutier la vitamine C, sont elles-mé&mes oxydables. Oxydées, elles ne peuvent plus jouer
feur tole antiradicalaire. De plus, notre alimentation est souvent désequilibrée et pauvre en
vitamines,

Ainsi, depuis la découverte de ces phénomenes l'intérét des antiradicalaires, tels que les
oligoméres flavanoliques, s'est développé, atteignant & Theure actuelle beaucoup de secteurs
comme l'agro-alimentaire, la cosmétique, les nutriceutiques, la pharmacie... Ces composes
agissent non seulement en protégeant les tissus de l'oxydation, mais ¢galement en protegeant
les antiradicalaires classiques. Préservant ces derniers de l'oxydation, ils leur permettent de
jouer Jeur réle de protecteur celulaire.

Les oligoméres flavanoliques sont présents dans de nombreux végétaux, notamment
I'écorce de pin maritime et les cbnes de cyprés, mais ia source la plus utilisée reste les sous-
produits de la vinification comme le mare ou les pépins de raisins.

Dans un premier temps, notre {ravail se portera sur I'étude des caractéres botaniques et
de la compesition chimique de ces trois sources végétales, et en particulier ceile de la vigne
rouge. Viendront ensuite les méthodes d'extraction et d'analyse des oligoméres flavanoliques
avec, souvent, une comparaison de la composition soit entre plusieurs cépages, soit entre les
différentes parties de la vigne.

Puis, seront étudiées les différentes propri¢tés des oligomeres flavanoliques gui sont a

P'origine de leurs effets protectours envers les dommages oxydatifs.
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Ces composés futtent contre lathérogénése et les maladies cardio-vasculaires qui en
découlent, Ceei est connu sous le nom de "French Paradox" qui montre que Habsorption
modérée de vin rouge protége des maladies cardio-vasculaires grice en partic & l'action
bénéfique, & différents niveaux, des oligomeres flavanoliques.

Les oligoméres flavanoligues sont également capables de freiner le vieillissement
cutané. Pour cela, ils inhibent la peroxydation lipidique au niveau des acides gras
polyinsaturés des membranes cellulaires. De méme, ils protégent la peau en préservant
{'intégrité des différentes parties constitutives du tissu conjonctif. Cette protection est assurée

par une action sur les enzymes de dégradation de ce tissu.

(e travail se terminera avec la présentation des principaux produits commercialisés
renfermant des oligomeres flavanoliques. Ces produits se différencient selon leur indication
principale, c'est a dire comme spécialité veinotonique, comme produit cosmétique ou comme

complément alimentaire antioxydant.
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CHAPITRE 1

DESCRIPTION BOTANIQUE




- L PEIN MARITIMIE

PIN MARITIME — Pirus maritime L, ABIEKTACEES

1-Classification systématigue (12)

Embranchement: Spermaphytes ou Phanérogames

(plantes & fleurs et & graines)

Sous-embranchement: Gymnospermes (graine nue)
Classe: Contiférales

Famille: Abiétacées (Pinacées)
(enze: Pinus

Espeee: Pinus maritima L. {(Pinus pinaster S.)



2-Desceription de la familie Abjetacées (12,21, 104)

Selon 1a nouvelle nomenclature Ta famitle des abiétacées est nommeée pinacées.

Cette Famille est composée d'arbres, des résineux, & ramification verticitlée, & feailles
simples, étroites et allongées, généralement persistantes.

Les fleurs sont sans calice ni corolle, de sexes séparés. Filles sont groupées en petils
cdnes portés par un méme pied. [l s'agit d'une espece monoique.

Ces chnes sont de différentes sortes:

Les cbnes staminés {fleurs males) sont constitués d'un axc qui porte les étamines.
Celles-ci sont insérées en spirale et sont réduites & une écaille présentant en dessous deux sacs
pollinigues.

Les cdnes pistillés (fleurs femelles) sont formés d'un axe qui porte des bractees
disposées en spirale. A l'aisselle de chaque braciée se trouve une écaille-carpelie representant
le pistil avec 4 sa base deux ovules nus, droits et pendants.

Les cones fructiféres sont constitués d'éeailles qui grandissent, deviennent coriaces ou
ligneuses puis persisient ou tombent 4 maturitc.

Les graines sont pourvues d'une aile et sont réunies par deux sur chaque ceaille. Blles
renferment une substance de réserve, l'endosperme, et un embryon droit a cotylédons en

nombre variable.

3-Description du genve Pirus (12,21, 104)

Les arbres appartenant & ce genre sont caractérisés par des ramifications disposées en
verticilles et par des feuilles persistantes réunies par 2, 3 ou 5 et cntourdes dune gaine
éeailleuse,

Les cHnes staminés sont réunis en groupe 4 la base des pousses de l'année.

Les cones pistillés sont solitaires, opposés ou verticillés su sommet des mémes pousses.

Les chnes fructiferes ont des écailles ligneuses, épaissies a l'extrémité et persistantes.



d-Deseription de Vespéee Pinus maritimag L. (12,21,92, 104)

I3

4-1-Répartition et milieun

Le pin maritime (figure 1) est originaite des régions méditerranéennes oceidentales et
vit dans des régions oit I'humidité atmosphérique est ¢levée, ol les hivers sont doux et fes
printemps chauds.

Contrairement 4 ce que suggére son nom, il préfere lintérieur des terres au tittoral.

En France, il est présent dans les Landes.

4-2-Descripfion

Selon 1a nouvelle nomenclature, le pin maritime est nommé Pinus pinaster S.. Son
ancieane dénomination Pinus maritima L. est encore souvent trouvée dans la littérature.

11 s'agit d'un arbre de deuxigme grandeur, il atteint 20 & 30 métres de haut.

Son tronc est droit et élancé, ses branches sont verticillées, subhorizontales et forment
une partie aériennc ¢talée, ovoido-pyramidale.

L'arbre peut fructifier dés I'ige de 15 ans mais les graines ne sori capables de germer
que beaucoup plus tard.

['écorce est rouge violacé, épaisse, profondément gercée avec de larges écailles chez les
individus adultes.

Les feuilles sont réunies par paires et entourées d'une gaine de 2 cm de long. Elles sont
persistantes, dures, linéaires et aciculaires.

Ces feuilles sont de couleur vert foncé plus ou motns brillant. Elles mesurent jusqu'a 20
cm de fong et sont concentrées a extrémité des rameaux.

Les fleurs sont de sexes séparés mais portées par le méme individu (monoique).

Les fleurs méles ou cOnes staminés sont de couleur jaune, elles sont disposées en

nombreux chatons.



Pinus maritima L. (92)

Figure 1:

rameau - cdne fructifére - port
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Les fleurs femelles ou cones pistiliés, jaune violacé, roses ou pourpres sont peu visibles
car situées a 'extrémité des nouvelles pousses.

Cet arbre fleurit d'avril 4 juin, les fruits sont a maturité 4 T'automae de 'annge suivante.

Les fruits correspondent aux cbnes fructiféres, il s'agit de pignes {strobiles).

Ces fruits sont ovoido-coniques, souvent asymétriques, de couleur brun clair, beillants,
non résineux, rassemblés en verticitles. s sont portés par un court pédoncule et poussent vers
le bas et en oblique.

Les écailles montrent un écusson bombé muni en travers d'une caréne saillante ef au
centre d'un mamelon d'od rayonnent plusieurs fines arétes.

Les graines mesurent environ 1 em avec une aile environ 4 fois plus longue qu'elles.

4-3-Particularités (12, 21)

Le pin maritime est un arbre 4 croissance rapide, sans exigences particuliéres en matiere
de sol, mais 1] est sensible au froid et 4 la sécheresse.

Sa grande résistance au sel de mer en fait une plante importante dans les associations
hoisées des littoraux en elle jouc une fonction de brise-vent.

Grice 4 ses grandes capacités de dissémination, cet artbre peut repeupler raptdement des
territoires détruits par des incendies.

Son bois de couleur rougedtre et 4 grain grossier est utilisé dans les travaux de
menuiserie et dans l'industrie du papier.

C'est I'un des pins qui produit fe plus de résine et il a longtemps éi¢ cultivé dans ce but.

[.a résine, extraite par la technique du gemmage, fournit lessence de térébenthine,
cependant 'extraction de cetfe résine est préjudiciable a la qualité du bois.

La longévité du pin maritime est moyenne, 1i peut vivee environ deux cents ans.
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1 LE CYPRES

CYPRES — Cupressus sempervirens L. CUPRESSACEES

1-Classification systématique (12)

mabranchement: Spermaphytes ou Phanérogames

(plantes & fleurs et a graines)

Sous-embranchement: (ymnospermes

{graine nue)

Classe: Coniférales
Familie: Cupressacees
Genre: Cupressus

Espéce: Cupressus sempervirens L.
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2-Description de 1a famille Cupressacées (12, 22, 104)

1 s'agit d'arbres et d'arbrisseaux a feuilles persistantes, étroites, en forme d'écailles,
verticillées ou opposces et imbriquees.

Les plantes de cetle famille ont des feurs sans calice ni corolle. Les unes sont
stamindes, les autres sont pistillées et disposées en petits cones cylindriques, ovoides ou
globuleux, portés par un méme pied ou par des pieds differents.

Les cones staminés renferment les étamines qui sont réduites 4 des écailles insérées sur
un petit axe et portant dessous Z 4 5 sacs polliniques.

Les cones pistiliés sont formés dun axe sur lequel s'insérent des écailles-carpelles, les
pistils, qui portent & leur base un ou plusieurs ovules nus, droits el dresses.

Les ecbnes fructiféres sont globuleux et constitués par des ¢cailles épaissies qui sont
devenues ligneuses ou charnues, libres ou soudées et toujours persistantes,

Les graines contiennent une plantule avec un nombre variable de cotylédons et une

matiére de réserve, 'endosperme.

3-Description du genre Cupressas (12,22, 104}

Les arbres de ce genre ont des feullles persistantes en forme d'écailles 1mbriguées sur 4
rangs et recouvrant entiérement les rameaux.

Les cOnes staminés et les cbnes pistillés sont sur le méme pied et ils terminent les
TAMEaux.

Les cOnes staminés sont trés petits et cylindriques alors que les cones pistiliés sont
slobuleux et constitués de 6 & 12 écailles portant chacune de nombreux ovules.

Les cones fructiferes sont formés par la lignification des ¢cailles qui prennent la forme
d'une téte de clou polygonale et qui ne se soudent pas.

Les graies sont munies d'une aile peu développée.
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4-Descrintion de Uespéee O sempervirens L. (12,22,92, 104)

4-1-Répartition et milien

Le cyprés (figure 2) est originaire des pays médilerranéens orientaux. 1l est depuis

longtemps présent dans fes pays qui bordent ta Méditerranée.

4-2-Deserintion

Arbre de deuxieme grandeur, il atteint 20 4 30 métres environ.

i1 dagit d'un arbre de couleur vert sombre, 4 tronc droit qui porte de nombreuses
branches et des petits rameaux dressés en une pyramide allongée et pointue.

L'écorce gris-rougedtre cst lisse ou fendillée en long.

Les feuilles, en forme d'¢cailles triangulaires sont persistanies et imbriquées sur les
sranches. Flles sont de couleur vert foncé opaque et présentent des glandes résiniferes.

I s'agit d'une plante monoique, tes fleurs méles sont nombreuses ef réunies sous forme
dlinfiorescences, en épis isolés de couleur jaune au sommet des branches.

Les fleurs femelles sont des strobiles ligneux. La floraison a lieu en mars.

Les fruits sont des galbules ovoides d'environ 3 em de diametre.

Les galbules sont vert brillant quand elles sont jeunes, puis clics se lignifient et
deviennent gris plombé ou brunes. Elles sont constituées de 8 a 12 écailles en forme de tétes
de clou polygonales.

Les fruits parviennent a maturité dans l'année et leurs éeailles ecartées libérent de

petites graines, irrégulieres, ovoides, aplaties et bordées d'une aile etroite.



habitus pyramidal,
le plus connu, du Cyprés

habitus naturel,
moins connu, du Cyprés

Figure 2: Cupressus sempervirens L. (92)

rameau - cone fructifére - port classique (pyramidal) - port inhabituel (horizontal)
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4-3-Particularités (12, 22)

Le cyprés d'ltalie se préte au reboisement des sols arides jusqu'a une altitude d'environ
700 m.

Cet arbre est tres utilisé dans un but ornemental, en taison de son port et de sa
résistance 4 [a poliution.

Le cyprés dHalie est une des plantes médicinales les plus anciennes, il est en effet
mentionné dans un texte assyrien datant de plus de 35 siécles.

Son bois est frés utilisé dans la fabrication des meubles car if est trés dur et il ne pourrit
pas.

C'est un arbre d'une grande longévité qui peut vivre deux mille ans.
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E- LA VIGNE ROUGE

YIGNE ROUGE: Vit vinifers 1. VITAUEES

1-Classification systématique (12)

Sous-embranchement:

Spermaphytes ou Phanérogames

(plantes a fleurs et a graines)

Angiospermes

{graine protcgee)

Classe: Dicotylédones
Sous-classe: Dralypétales
Sérig Disciflores
Ordre: Célastrales
Famille: Vitacées
Genre: Vitis

Lispéee:

Vitis vinifera L.
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3-Description de Ia famille Vitactes (104, 109)

Les plantes de cette famille sont des arbrisscaux grimpants, a feuilles non opposces et
possédant de petites stipules écalllsuses.

Les fleurs sont trés petites, réguliéres, bisexuées ou unisexuées, ta plante étant
généralement monofque. Elles se présentent sous forme de cymes ou de racémes, les
inflorescences étant opposées aux feuilles.

La fleur posséde 4 ou 5 sépales soudés presque enticrement entre Cux ou formant 4 ou 5
petites dents et 4 ou 5 pétales accolés qui ne se recouvrent pas les uns les autres dans le
bouton.

Les étamines sont aussi nombreuses que les pétales et sont opposées a ceux-ci, elles
sont insérées sur un disque annulaire ou Jobg, tes antheres étant libres ou soudées.

['ovaire est supére el généralement formé de 2 carpelles soudés avec 2 4 6 loges:,
renfermant chacune 2 ovules érigés. Le style est court, terming par un stigmate discoide.

Le fruit charnu et jutcux est une baie, renfermant 2 4 6 graines dures, les pépins.

Les graines renferment un embryon droit entour¢ d'un abondant albumen corné ef

oléagineux.

3-Description du genre Vitis (104, 109)

5

1l s'agit darbrisseaux grimpants grice a la présence de vritles.

Les fleurs sont verddtres ou jaundtres de par la couleur des étamines.

Les inflorescences ou les rameaux transformés en vrilles sont opposés aux feuilles.

Les 5 pétales de la fleur restent soudés entre eux par leur sommet lorsque la feur
s'ouvre.

Le calice, court, porte 5 dents peu marquées qui correspondent aux 5 sépales.

Les 5 élamines sont opposées aux pétales et semblent sortiy d'un anncau aectarifére dont
les 5 lobes sont plus ou moins bien indiqués.

'ovaire est formé de 1 ou 2 loges renfermant chacune | ou 2 graines.



25

Le fruit mir charnu ne renferme quiune ou deux graines et ne présente plus de frace des

loges.

4-Description de Vesnéce Vitls vinifera L. (92, 104, 109)

La vigne (figure 3) est une plante grimpante, cile se fixe grice 4 des vriltes sur d'autres
arbrisseaux, sur les branches des arbres ou sur des supporis autres.

Les feuilles sont longuement pétiolées et leur limbe, & découpures variables, le plus
souvent & 5 lobes principaux, a des nervures disposées en éventail.

Les fleurs apparaissent en juin, elles sont verddtres, petites, odorantes et disposées en
une sorte de grappe formée de ramifications assez complexes.

ies fruits arrivent 4 maturité 2 la fin de I'été ou en automne, ils sont alors charnus ef
recouverts d'une fine poussiére. Leur couleur est variable.

Le développement de la tige est complexe, elle est constituce de portions successives de
rameaux placées bout 4 bout. Chague entre-noeud produit une feuille et le bourgeon terminal
forme soit une grappe de fleurs, soit une vrille et devient laiéral.

Cest Ie rameau né 4 laisselle de la feuille qui prédomine et qui semble continuer
l'entre~-nocud précédent.

L'écorce est grise et se détache irrégulidrement par de larges filamenis plus ou moins

dechiquetés.

5.].e8 espéces vinifiées

Toutes les especes de vigne ne sont pas utilisées pour la vintfication.

Hn fait, parmi la quarantaine d'especes du genre Vitis, divisé en deux sous-genres,
Luvitis ¢t Muscadinic, seul un nombre infime porte des grappes suffisantes pour étre
vinifides.

Le tablecau présenté ci-aprés, donne la classification des espéces les plus conanues du

genre Vitis (81),



Figure 3: Vitis vinifera L. (92)

rameau - fruit - port
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SOUS-GENRE: £UVITIS

Espéces américaines:

Régions tempérées: zone atlantique

Vitis aestivalis Vitly labruscd
Vitis bicolor Vitis linecunici

R éuions lempérées: zone centrale

Vitis berlandieri Vitis monticola
Vitis candicans Vitis riparia
Vitis cinered Vitis rubra
Vitis cordifolia Vitis rupestris

Régions tempérées: zone pacifique

Vitis arizonica Vitis californica

Réoions torrides: Floride ¢t Bahamas

Vitis coriaced Vitis gigas

R éwions torrides; zones tropicales et ¢quatoriaies

Vitis bourgoeana Vitis cariboed
Espbees extréme orientales (partieliement):

Régions tempeérées;

Vitis amurensis  {Japon)

Vitis armaia {Chine)

Vitis coignetiae  (Corée, Japon)

Vitis davidii (Chine)

Vitis flexuosa (Corée, Inde, Japon, Vietnam)
Vitis pagnucii {Chine)

Vitis pentagona  {Chine)

Vitis piasezkii (Chine)

Vitis romaneli {Chine)

Vitis romanetic  (Chine)
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Vitis rutilans (Chine)
Vitis thumbergii  (Chine, Corée, Japon, Tatwan)
Vitis wilsonae (Chine)

Régions sub-tropicales:

Vitis balansaeana (Vietnam)

Vitis fanata {Chine, Inde)

Vitis pedicellata  (Himalaya)

Vitis relordi (Vietnam)

Espéces européennes et de 1'Asie centrale et orientale

Vitis vinifera

SOUS-GENRE: MUSCADINIA

Espécey nord-américaines:
Vitis munsonicanc
Vitis popenoei

Vitis rotundifolic

Plus de 99,99% du vin produit dans Je monde est tivé du raisin d'une espece unique,
Vitis vinifera, ta seule originaire d'Europe et d'Asie centrale.
Quelques autres cspéees sont utilisées comme porte-greties, pour créer des hybrides ou

comme producteurs directs. Ce sont les suivantes.

Vitis aestivaiis:
Sa iésistance au phyltoxéra est insuffisante pour faire un porie-greffes mals ce cépage

est utilisé pour hybrider V. labrusca st V. rupesiris.
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Vitis araurensis:
Cette espéce tient son nom du fleuve Amour qui seri de frontiére sino-soviétique,
Ce cépage résiste trés bien au froid et a servi a créer des hybrides de V. amurensis et de

V. vinifera.

Vitls beriandieri:
Celtc vigne américaine résiste au phylloxéra ct & la chlorose, son enracinement

laborieux empéche de Futiliser seule comme porte-grefies mais elle sert & en hybrider.

Vitis cinereas
II participait 3 1a formation dhybrides avec V. aestivalis et V. vinifera, mais les hybrides

obtenus, "black spanish” et "herbemont”, ont été éliminés des vignobles frangais.

Vidis labrusca:

Il s'agit de la premiére vigne américaine identifiée en 1763 et qui fut responsable de
introduction du phylloxéra en Europe au XIX° siécle.

Sa résistance au puceron n'sst pas suffisante pour s'en servir comume porte-greffes cn
Hurope.

Ce cépage est connu en Amérique pour le vin qu'il donne, le concord.

L'hybride naturel de V. labrusca et V. vinifera, appel¢ "isabella", est cultive notamment
a Madére.

V. labrusca sert aussi a4 créer des hybrides comme “baco blanc”, "catawba' et

"detaware".

Vitis siparin:
Autre cépage américain, il résiste au phylloxéra et sert & hybrider des porte-greffes

comme le "baco noir™.
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Vitis rotundifolia:
I} sagit dune espéce du sous-genie Muscadinia dont les quelques vignes sont toutes
originaires du golfe du Mexique.

Cette espéce est une des rares de ce sous-genre & €tre cultivée et commercialisée.

Vitis rupesiris:
Une des rares espéces ayant donné son nom & un cépage, le rupestris du Lot, qui se

place au quatriéme rang des porte-greties utilisés en France.

La création des hybrides et l'utilisation de porte-greffes découlent des ravages créés par
le phylloxéra au si¢cle dernier.

Ce minuscule puceron, Phyiloxera vastalrix, vit en se nourrisant du su¢ cellulaire,
notamment celui des racines. 11 détruisit ainsi la presque totalité des vignobles européens et
tous les vignobles qui avaient comme espece Vilis viniferd.

Deux parades sont connues pour lutter contre lattaque des racines.

La premiére est l'utilisation de porte-greffes résistant au phylloxéra, ce qui revient a
utiliser des espéces dorigine américaine qui sont par npature résistantes au phylloxéra
contrairement a
V. vinifera.

La création d'hybrides par croisement de plusieurs espoees est une autre méthode pour

lutter contre les maladies.
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IV. LES DIFFERENTS PRODUITS DERIVES DU RAISIN

Dans la production de vin rouge, les raisins corasés sont d'abord soumis d une pré-
fermentation ou & une macération carbonique puis ils subissent une fermentation alcoolique.

La qualité du vin rouge dépend alors de la diminution dacidité obtenue au cours de la
fermentation malolactique, aprés la fermentation aleoolique.

Le vin blanc est obtenu par la fermentation du jus de raisin seul, les principes de base
sont d'éviter un conlact direct eatre les peaux et les raising et de réduire la fermentation
malolactique.

La concentration alcoolique du vin (8 & 24%) dépend de la concentration en sucre des
raisins utilisés, de la quantité de sucre ajoutée durant ou apres la fermentation et des pertes

occasionnées pendant la fermentation ou pendant les procédes de maturation (9).

Seuls les cépages cités dans les différentes études évoquées dans ce mémoire sont
présentés ici.

Les cépages utilisés pour la vinification des vins rouges sont des cépages teinturiers.

[l sagit dun groupe de cépages & pulpe rouge qui sert a renforcer la couleur des
assemblages lors de la vinification, ils sont donc par principe exclus de la vinification en
bianc.

A Torigine, le premier cépage teinturier appelé Teinturier ou Teinturier du Cher, était
utilisé aux XVII et XVIIC siecles pour donner aux vins rosés et piles une intensite
appréciable. |

Fin 1828, Louis Bouschet croisa les cépages Aramon et Teinturier du Cher pour obtenir
un cépage teinturier, le petit Bouschet,

Puis, d'autres croisements [urent réalisés comme entre petit Bouschet et Grenache

conduisant au teinturier trés coloré et trés célébre, Alicante-Bouschet (82).
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1-3-Les cépages rouges (81, 82)

Adicante-Bouschet:
Ce teinturier est présent en France mais aussi en [talie, dans les pays du Maghreb, en

Afrigue du Sud et en Californie,

Barbera:
Clest I'un des cépages rouges les plus cultivés dans le monde.

[ est surtout présent en Italie et en Californie.

Cabernet sanvignon:

1 s'agit du cépage rouge du Bordelais par excellence, il s'est imposé dans les régions du
Médoc et des Graves.

Ce cépage s'est également trés bien adapté dans d'antres régions [roides du monde
comme la Nouvelle-Zélande ou chaudes comme le Liban,

Les baies du Cabernet sauvignon sont petites, bleu-noir, poussi¢reuses et elles
présentent un rappott pépins-pulpe élevé,

La forte concentration des pépins et des rafles, partie ligneuse qui supporte les baies,
dans ce cépage explique sa teneur remarquable en polyphénols et notamment eu (anins.

Les pellicules sont épaisses et bleues, elles permettent au Cabernet sauvignon de lutter
contre a pourriture.

Cependant, ce cépage est sensible 4 l'oidium et aux maladies du bois,

Carignan:
Ce cépage rouge, est essenticllement cultivé dans le sud de la France et en Californie.
Il est de qualité moyenne mais est trés largement utilisé dans les assemblages de par son

rendement de production qui est trés éleve.
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Cinsauli:

Ce cépage rouge est cultivé depuis des siécles dans le Languedoe.

i est présent dans le sud de la France, en Afrique, en Australic et au Liban.

Il sagit d'un cépage de qualité moyenne qui est surtout utilisé en association avec

d'autres cépages.

Gamay:

Ce cépage rouge réputé est associé¢ & une seule région [rangaise, le Beaujolals.

En Europe, le Gamay est cuitivé en Suisse et dans le Val d'Aoste.

Ce cépage est également trouvé en Californie,

Le vrai Gamay est officiellement appelé Gamay noir 4 jus blanc pour attirer f'atiention

sur la pulpe blanche de ses baies.

{renache:

Ce cépage est cultivé dans le monde entier mais i est originaire dEspagne,

11 s'agit du deuxiéme cépage le plus planté dans le monde.

Les baies de Grenache sont fines et peu colorées ce qut les rend idéales pour la

viniication en rosé.

Merlot noir:

Ce cépage vouge du Bordelais est associé aux grands vins de Saint-Emilion et de
Pomerol.

Ce cépage est souvent comparé au Cabernel, ses baies noir-bleuté¢ sont moins
poussiéreuses, 4 peau moins épaisse et sont moins tanniques que celles du Cabernet.

La finesse de la peau des baies les rend sensibles a la pourriture, ce cépage est
également sensible ay mildiou.

FHors de France, l'influence du Merlot est 4 ta fois universelle et faible.



Nebbiolo:
Ce cépage trés réputé est peu cultivé hors de sa région d'origine, le Piedmont, au nord

ouest de Mialie.

Pinot noir:

Ce cépage rouge est originaire de Bourgogne.

Ses teneurs en tanins et en pigments sont plus faibles que celles des autres grands
cepages rouges.

Le Pinot noir est sensible 4 I'oidium de par la finesse des petlicutes.

Ce cépage est présent dans d'autres régions du mende telles que IEurope, 1'Hurope de

'Hst et 'Amérique du Nord.

Syrah:

Ce cépage rouge est une vigne relativement productrice et résistante aux maladies.

[l est présent en Australic et comimence a s'implanter en Californie.

Une confusion est souvent réalisée entre les cépages Syrah et Petite Sirah.

Petite Sirah est le nom donné en Amérique du Nord et du Sud a un cépage rouge moins
noble gue 1a vraie Syrah et qui est apparemment d'origine différente. Le rdle de la Petite Sirah

est asser développé dans les régions viticoles californiennes.

Termpranillo:

Ce cépage rouge espagnel est présent dans le sud de la France, au Portugal et en

Argentine.
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1-2-I.es cépages blancs (81, 82)

Chardonnay:
Ce cépage blanc originaire de la Bourgogne saccommode de tous les climats et est
présent dans le monde entier,

La pellicule fine des baies favorise le développement de la pourriture,

Museat d' Alexandrie:

Il sagit dun des cépages les plus anciens mais ses qualités sont médiocres ce qui
explique que ses baies soient principalement utilisces comme raisins secs ou raisins de table.

Ce cépage est largement cultivé dans le Midi de la IFrance, en Furope occidentale et en

Californie.

Rigsling:

(Yest l'un des cépages blancs les plus prestigieux, il est originaire d'Allemagne mais 3l
est également cultivé en Prance prés de la frontiere franco-allemande, en Furope de I'Est et en
Californie. 1l est de qualité moindre.

Ce cépage est caractérisé par des petites baies réunies en grappes compactes.

2-Le ius de raisin

La composition chimique du jus de raisin est similaire a celle des raisins utilisés, saul
en ce qui congerne la concentration en fibres et en maticres grasses qui sont principalement

présentes dans fa peau et les pépins (9).
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Les raisins déshydratés sont obtenus & partiv de variétés telles que le Musecat
d'Alexandrie et le Corinthe noir. Une analyse d'échantillons de ces raisins déshydratés a
permis didentifier les protéines, les sucres, les acides organiques, les tanins, le calcium, le

phosphore et fe fer (9).

4~Les produits issus des résidus

Un alcool dénommé "grappa” en ltalic est obtenu par distillation de la pulpe (peaux et
pépins).

Les pépins, séparés des peaux par séchage de la pulpe, contiennent une huile utilisée
dans les savons et dans les industries de la peinture.

Les anthocvanes sont extraits de la peau des raising et sont utilisés comme colorant de

boissons (9).
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CHAPITRE I

COMPOSITION CHIMIQUE
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Lintitulé du chapitre "composition chimique" est valable seulement pour la vigne. Par
contre, pour le pin maritime et le cypres, nous avons volontairement tout associé, la
description de la drogue, la composition chimique ainsi que les propriéiés. Ceci vient du fait

que, pour ces plantes, les études réalisées dans ces domaines sont quasi-inexistantes.

- LE PIN MARITUME

1-1.a dérogue

La drogue est constituée de I'écorce du pin a partir de laquelle on obtient, par gemmage,
Ja gemme ou oléo-résine. 1l s'agit de la térébenthine, séeretion résincuse du pin, et de ses
produits de distillation, l'essence de térébenthine et la colophane. L'essence de térébenthine
est une huile essentielle incolore, mobile, 4 forte edeur caractéristique et fa golophane est un

résidu formant une masse résineuse brun clair, friable (75),

2-Composition chimigue

['oléo-résine comporte une phase aqueuse et une phase hydrophobe constituce de 20%
d'essence ot de prés de 80% de résine.
L'essence de térébenthine contient surtout les o et § pinénes, avec une prédominance de

l'ee pinéne:

o-pinéne
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La colophane, produit de distillation de la térébenthine, renferme des acides résiniques
comme l'acide dextropimarique stable et un isomére de Vacide lévopimarique instable, l'acide
abiétique:

HORC CHy

\ o acide abiétique
La colophane résulte de la transformation de ces acides résiniques. En cffet, les acides
pimariques restent stables vis & vis de 'oxygéne de Yalr mais 'acide abiétique s'oxyde.
L'écorce de pin sert aussi 4 l'obtention de proanthocyanidels. Elle renferme du
leucocyanidol ou tétrahydroxy-5,7-3",4'"-flavane-3,4-diol.
L'¢corce de pin, comme celle de nombreux coniféres, peut contenir jusqua 5% de

procyanidines diméres B1 et B4, dont les formules sont présentées page 50 (15, 22).

3-Propriétes

L'essence de térébenthine posséde, en usage externe, des propriétés révulstves.

En usage interne, elle modifie les sécrétions bronchiques, elie stimule les sécrétions
urinaire et biliaire, elle est antiseptique et anthelminthique.

En thérapeutique, la térébenthine est ufilisée dans les affections respiratoires et
l'essence de térébenthine est employée conmme rubéfiant en usage externe,

Les produits d'oxydation comme le camphre, obtenu par hémisynthése & partir de
'essence de térébenthine, sont également utilisés comme antiseptiques respiratoires.

L.a colophane est utilisée a titre d'excipient.

L'écorce de pin, de par la présence de procyanidines, posséde des proprictés
“vitaminiques P" et antioxydantes, mises & profit en thérapeutique dans le traitement des

affections circulatotres (15, 75).
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- LE CYPRES

o

1-a drogu

La drogue est constituce des cdnes femelles récoltés avant maturité appelés galbules ou
noix de cyprés et parfois des rameaux.
Les cBnes constituent une source d'eligomeres flavanotiques (75).

2-Compasition chimigue

i cs chnes renferment plusieurs principes actifs tels qu'une huile essentietle, des dimeres
et des oligoméres proanthocyanidoliques, des acides diterpéniques.

L'huile essentielle (0,2 4 1%) contient des hydrocarbures terpéniques (B-pinéne,
camphéne, A-3 caréne) ct des alcools terpéniques (cédrol appelé camphre de cypres,
bornéol ..} (21).

Les feuilles renferment des bis-flavonoides (amentoflavone, cupressufiavone) et une
huile essentietle (0,2%). Les rameaux sont caractérises par la présence de biflavones et d'une
huite essenticlle (0,3 & 0,8%) & carbures mono-, sesqui-, ot diterpéniques (15).

3-Propriétés
lessence des feuilles ¢t des rameaux a été préconisée comme antispasmodique dans la
toux quinteuse de ta coqueluche et comme antiseptique.

L'utilisation des cbnes, 1a plus fréquente en thérapeutique, correspond au traitement des

troubles circulatoires veineux (15, 75).
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Tif- LA VIGNE

La drogue est représentée par les feuilies rouges, la couleur est lice & une concentration
importanic en anthocyanes.

Les pépins de raisins sont utilisés comme source dhuile ainsi que pour lours
proanthocyanidols.

Vitis vinifera 1. contient de nombreux composés chimiques issus de différentes classes

chimiques.

1- Les slueides

La variété des raisins et Jes facteurs environnementaux influencent la concentration en
sucre des baies miires (9,7 4 18,9 % du poids frais).

Les baies des variétés sélectionnées pour la production de raisins et de vins contiennent
de hauts pourcentages de sucres, glucose et fructose en sont les principaux,

Le glucose prédomine dans les raisins qui ne sont pas milrs, par conire il existe
généralement un petit oxcés de fructose dans les raisins miirs.

La pulpe des raisins contient un hémicellulose qui peut étre séparé en deux fractions,
une soluble et wune difficilement soluble. Aprés hydrolyse, la concenlration en
monosaccharides des deux fractions apparait qualitativement simifaire avee xylose et glucose

comme principaux sucres {9).

Une huile est obtenue & partir des pépins dans une proportion variant de 6 4 20%, en
fonction des matieres premicres et du procédé d'extraction employe. Les acides gras présents
sont tes acides palmitique, stéarique, oléique (37%) et linoléique (55%).

L'huile contient également du sitostérol et des tocophérols (9).
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3-H s vitamines

Les baies de raisins sont considérées comme étant une source pauvre en vitamines.

Cependant, le raisin est connu comme renfermant de la vitamine C (1 mg/100 g de
portion comestible), des caroténes et des vitamines B telles que la thiamine (vitamine By), la
riboflavine (vitamine B,), la niacine (vitamine B;), Pacide pantothénique {vitamine Bs), la
pyridoxine (vitamine By), la biotine (vitamine By) et l'acide folique (vitamine By).

Les feuilles sont plus riches en vitamine C que les baies, elles sont €galement plus
riches en caroténoides, surtout lorsqu'clies sont en plein épanouissement.

Les taux de vitamines I3 sont variables en fonction de 1a variété de raisin et des facteurs
environnementaux. En général, les taux des vitamines augmentent pendant la maturation, sauf

pour la biotine (9).

4-Les acides organigues

Les baics de la vigne contiennent beaucoup d'acide malique et d'acide tartrique, ils
représentent & eux seuls environ 90% de la concentration totale en acides. L'acide citrique est
présent en faible concentration.

Le tartrate acide de potassium est principalement présent au niveau de la peau et
apparail sous forme de dépdt cristallin dans les raising mirs.

Les fruits immatures contiennent de 'acide oxalique.

Les feuilles renferment les acides tartrique, maligue, oxalique, fumarique, succinique,

clirique et glyeérique (9).

5. Les enzymes

[laugmentation (ypique de Ja concentration en sucre, apparaissant pendant le
développement des baies, cst précédée par une augmentation dactivité des enzymes

intervenant dans le métabolisme des oses.
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D'autres enzymes interviennent chez Vitis vinifera 1. en proportions variables comme la

catalase ou la peroxydase (9).

6-ILes dérivés azotds

La teneur et la composition en produils azotés (azote iotal ei acides amineés)
apparaissent totalement différentes en fonction de la varicté des raising, de la nature du sol et
des techniques de culture utilisées.

La concentration totale des baies en azote augmente, principalement sous forme d'ions
ammoniums, durant la maturation. Ces ions ammoniums sont utilisés pour la synthése
d'acides aminés, de peptides et de protéines. Durant les 6 a4 8 dernieres semaines de
développement, ils représentent plus de la moitié de l'azote total dans les baies immatures ¢t
seulement 1/4 dans les baies milres. Les acides aminés libres augmentent de 2 a 5 fois durant
les différents stades de 1a croissance.

Le jus qui représente 75% du poids des baies, contient seulement 1/5 de l'azote total
alors que les 4/5 restants sont dans fa peau et les pépins. Dans la plupart des variétés de raisin,
l'arginine et Ia proline sont tes principaux acides aminés présents.

La concentration des protéines dans les baies atteint ses valeurs maximales (109 4 188
mg/1) durant le développement, mais, & pleine maturité, cette concentration diminue et cecl
jusquiaux vendanges.

Les protéines des baies, sépardes par €lectrophorése puis hydrolysées, renferment la
glycine, I'alanine, la leucine, lisoleucine, la phénylalanine, la tyrosine, la thréonine. ..

Les pépins contiennent 7 & 10% de protéines. La leucine est l'acide aminé le plus

abondant (11,4%) (9).



7-1.es terpénes ef les constituants volatils

Dans les différentes partics de la plante, plusicurs triterpénes ont été isolés comme
Pacide 16p-hydroxyoléanolique et ses dérives, les a- ef B-amyrines, le taraxérol, le
taraxastérol, acide oléanolique.

Les composés responsables de l'ardme des raisins sont principalement trouvés dans la
peau des baies. Terrier et al. ont décrit ceux responsables de Parbme de la variété Muscat,
parmi lesquels on retrouve le linalol, a-terpinéol et le géraniol.

Des composés volatils sont également trouveés dans les Teuilles de plusteurs variéiés de

vigne (9).
8-La cire
La quantité de cire présente dans les couches cireuses qui recouvrent les baies varie
dans les différentes variétés. Le principal constituant de cette cire est l'acide oléanolique (50 &

70%), elle renferme aussi des acides aliphatiques, des alcools, des aldéhydes et des esters (9).

9- Les substances pectigues

Le Jus de raisin confient une pectine soluble alors que les cellules des parois
contiennent une pectine insoluble. Les substances pectiques des cellules des parois sont
responsables du ramollissement de la bate durant fa maturation.

Les substances pectiques totales du jus de raisin, comprenant les acides pectiques libres,
les acides pectiques estérifiés ainsi que les gommes varient de 0,25 4 4,43 g/1.

La pulpe de la baie peut contenir jusqua 2% de pectine, les feuilles de vigne en
contiennent ¢galement une part non négligeable (6,9% de a matiére séche est sous forme de

pectate de calcium) (9).
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10-.es composés phénoligunes

La vigne rouge contient de nombreux composes phénoliques: phénols, acides
phénoligues, flavonotdes, anthocyanes..., la concentration de ces composes varie en fonction
des partics considérées, des cépages ¢tudiés et de nombreux facteurs environnementaux.

De nombreuses études se sont attachées & définir ces variations (19, 40, 48, 86, 99,

117).

10-1-Phénols et acides phénoligues

Concernant les phénols et les acides phénoliques, les différentes parties du raisin ainsi
que les variétés ont ét¢ étudices. Les résultats varient d'une parfie a l'autre mais aussi d'une

variété a autre.

Les baies des raisins contiennent des acides phénoliques dérivés de l'acide cinamique
comme lacide p-coumarique, l'acide férulique, l'acide café¢ique et des acides pheénoliques
dérivés de l'acide benzoique tel que l'acide p-hydroxybenzoique, l'acide o-hydroxybenzoique,
l'acide protocatéchique, l'acide gallique, lacide vanillique, l'acide syringique et l'acide
eliagique.

Des aldéhydes sont également présents comme la vanilline, 'aldéhyde protocatéchique

et le cinnamaldéhyde (9).

Les feuilles et les baies renferment des esters des acides phénoliques dérivés de l'acide
cinnamique avec l'acide tartrique:

l'acide caftarique (acide monocaféyl-L-{+)-tartrigue)

l'acide coutarique (acide p-coumaryl-L-(-+)-tartrique)

et Yacide fertarique (acide férulyl-L-(+)-tartrique) {9).
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Les pépins renferment une quantité négligeable voire indéteciable d'acides phénoliques
ot d'aldéhydes dérivés des acides benzoigue ot cinnamique comme le montre I'étude de la
variété Cencibel (33). Mais ce n'est pas le cas de Pacide gallique qui est présent en quantite

assez importante.

Les acides phénoliques sont principalement présents dans la peau des baies et sont
retrouves en quantité moindre dans les molits.

Les deux acides phénoliques majoritaires de fa peau sont l'acide syringique (dérivé de
'acide benzoique) et 'acide caféique (dériveé de l'acide cinnamique) (19, 33).

Les acides hydroxycinnamyl-tartriques sont absents de ia peau des baies, probablement
parce qu'ils subissent une baisse de concentration au cours de la véraison. Par contre, l'¢tude
de la variété Cencibel montre que la caractéristique essentielle du moiit est la présence de ces

acides (19, 33).

L'étude des cépages piedmontais a permis de différencier les concentrations
phénoliques de plusieurs variétés.

Les résultats de cetic étude montrent que les phénols sont concentrés dans tes baies pour
les variétés blanches et dans les peaux pour les variétés rouges.

La variété Nebbiolo, utilisée pour les vins vieux, a un taux phénoligue plus faible que

les varidiés Doleetto et Freisa utilisées pour les vins jeunes (19).

184-2-Phvicalexines

LLa vigne renferme d'autres composés phénoliques appartenant au groupe du stilbéne, les
phytoalexines qui sont doudes de propriétés antimicrobiennes.

Leur preduction correspond a un mécanisme de résistance envers une attaque,

Parmi ces substances, le resvératrol et les viniférines (oligoméres du resvératrol) sont
synthétisés dans les feuilles de la vigne durant les infections par Bofrviis cinerea, Plasmopara

viticola, Uncinola necator ou par trradhation UV,
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Le regvératrol est également présent dans la peau des baies. Les feuilies saines n'en

contiennent pas (9).

18-3-Anthocvanes

L'é¢tude de la variété Cencibel montre gue les anthocyanes sont présents dans la peau

des baies en guantité équivalente aux actdes phénoliques (33},

L'étude de 4 cépages marocains: Alicante-Bouschet, Cinscault, Carignan et Grenache
nolr met en évidence une prédeminance des dértves de la malvidine avec notamment une
forte concentration en dérivés coumariques. La tencur de ces dérivés dépasse celle du dérivé
non acylé pour les cépages Carignan et Alicante-Bouschet Ces cépages sont également
caractérisés par l'absence de composés diglycosyles (48},

18-4-Flavonoides

Peux ¢tudes ont défini la composition flavonoidique de la feuille de vigne (9, 48).

Ces deux <Studes montrent qu'elie renferme 3 flavonols: kaempférol, quercétine,
myricétine.

L'analyse des feuilles de vigne marocaines a signalé la présence des dérivés mono et
diglycosyiés de flavones et de flavonols.

La fraction glycosylée est prédominée par des dérivés de la quercétine avec comme
composés magoritaires, la quercétine-3-glucoside et la quercétine-3-glucuronoside.

Cette prédominance cxiste dans la majorti¢ des cépages de Vitis vinifera L., quelque

soit feur provenance (48),
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Concernant la vigne, les pigments tels que flavonoides et anthocyanes ainsi que fes
tanins, sont les principales substances phénoligues trouvées dans les baies. Leur rdle est
essentiel dans la couleur, le golit et e corps des vins.

Les composés responsables de la couleur des raising sont principalement tocalisés dans
tes cellules de la peau.

Les raisins immatures sont verts de par la présence de chlorophylie, puis au cours de la
maturation la concentration en chlorophylie va diminuer et les raisins vont prendre leur
couleur définitive. La couleur blanche est due aux flavonoides tels que la quercétine et son
glucoside la quercitrine et les couleurs rouge ou noire sont dues aux anthocyanes iels que les
3-monoglucosides acylés ou non de la delphinidine, la pétunidine, la malvidine, la cyanidine
et la péonidine,

Conecernant les flavonoides, les variétés rouges renferment des 3-monoglucosides de
quercétine, de kaempférol et de myricétine. Les vari¢ics blanches différent des noires par une

absence de dérivés de myricétine (9).

16-5-Taning

1es oligoméres flavanoliques font partie des tanins catéchiques et c'est pour cette raison
que notre intérét se porte plus particulicrement sur ¢e groupe de tanins.

Dans un premier temps, seront évoquées les différentes méthodes de mise en ¢vidence
et de caractérisation de ces substances.

Dans un sccond temps, par lintermédiaire de plusicurs études, sera étudide la
composition flavanolique des différentes parties et des différentes variétés de la vigne, ainsi
que influence du degré de maturation et des conditions chimatiques sur la composition
phénolique générale de la vigne.

Les oligoméres flavanoliques, comme les tanins, sont des substances polyphénoliques

extraites des végétaux et caractérisées par leur propricté astringente,
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Les tanins sont des "composés phénoliques hydrosolubles ayant un poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 présentant, a cdté des réactions classiques des phénols, la proprieté
de préeipiter les alcaloides, la gélatine et les autres protéines” (21).

Les tanins se subdivisent en deux groupes:

_les tanins hydrolysables: Ce sont des esters du glucose (ou d'astres oscs) et d'acides

phénols, l'acide gallique ou F'acide ellagique. Leur hydrolyse peut se faire en milieu acide,
basique ou par voie enzymatique.

Suivant la nature de cette partie acide, les tanins hydrolysables sont classés en deux
catégories, les tanins galliques vrais qui, par hydrolyse, libérent de Pacide gallique et les

tanins ellagiques qui libérent par hydrolyse de 'acide gallique, de l'acide ellagique et des oses.

-les tanins condensés ou tanins catéchiques: Ce sont des polymeéres de flavan-3-ols et de
flaven-3-4-diols.

Les monomeres flavan-3-ols et flaven-3-4-diols ont une masse moléculaire inférieure a
500, ils ne constituent pas des tanins stricio sensu car leur faible poids moléculaire ne leur
permet pas d'avoir des proprictes tannantes.

Ces monoméres n'existent jamais sous forme hétérosidique et sont uniguement
condensés sous forme d'oligoméres ou de polyméres,

Un exemple de dimére (procyanidol) est présenté avec la formule suivante:

QH

txemple de dimére procyanidel (61)
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Diaprés BRUNETON, les flavan-3-0ls qui nous intéressent ici sont constitués dun

hétérocycle central phényl-2-chromane et d'un groupement hydroxyle OH en position 3 (15).

Le groupe des flavan-3-ols ou catéchines est formé de plusieurs molecules qui varient

selon la nature des substituants:

2 »
HO 0 Lt Hz

2 OH
OH

R =OH R,=H CATECHINE
R,=R,~OH GALLOCATECHINE

Ces composés ont deux carbones asymétriques (C2 et C3) ce qui laisse prévoir
lexistence de 4 isoméres optiques dont les configurations ont ét¢ établies par Whalley (1962},

Dans le cas de la catéchine, les 4 1soméres sont:

(+)-catéchine (-)-catéchine

(+)-épicatéchine (-)-épicatéchine
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Du fait dun empéchement partiel de rotation autour de la laison interflavanique,

I'oligomére posséde une hélicité variable selon le precurseur:

-gauche: {-)-épicatéchine, dimeéres B1 et B2

~droite: {+)-catéchine, dimeres BJ et B4

Ainsi, Jes monoméres catéchine et épicatéchine différent par Ia stéréochimic des
carbones 2 et 3. Les flavanols catéchine et épicatéchine sont la base des oligoméres, les
procyanidines.

En fonction de la stéréochimic des carbones en position 3 et 4, les procyanidines
peuvent exister selon différents stéréoisomeres.

Les structures des 4 procyanidines diméres et de fa procyanidine trimere communement

rencontrées dans le vin sont présentées ci-dessous (58).
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10-5-1-Mise en évidence et quantification des taning

La caractérisation des tanins catéchiques est basée sur des méthodes classiques comme:

- la chromatographie couches minces (CCM) sur cellulose ou sur gel de silice avee
visualisation des composés par fluorescence sous lumiére UV ou par réaction colorimétrigue
avec divers réactifs. Ainsi, les tanins catéchiques forment des précipiiés brun verddtre en
présence de sels ferriques, ils deviennent rouges en présence de vanilline et d'acide
chlorhydrique.

-1a chromatographie lquide 4 haute performance (HPLC) en phase inverse (15).

La quantification des tanins est délicate car la plupart des mcthodes basces sur le
caractére phénolique de ces composés ne sont pas spécifiques.

Les méthodes les plus classiques pour quantifier Jes procyanidines sont basées sur des
réactions de coloration. Les produits dans du méthanol, sont mis en présence de vanilline ou
de p-diméthylbenzaldéhyde et d'acide chlorhydrique.

Une autre technique de quantification est basée sur la mesure de la coloration obtenue
(mesure de l'absorbance) aprés conversion des proanthocyanidines en anthocyanes par
ébullition dans du »#-butanol en présence d'acide chlorhydrique. La reproductibilite de cette
réaction ost améliorée par addition de sels ferriques au milieu réactionnel (15).

Les méthodes de quantification utilisées dans les différentes études concernant la vigne
peuvent &tre une mesure colorimétrique aprés réaction avec un aldéhyde ou apres relargage
des anthocyanes dans une solution acide chaude. Cependant, en fonction du mélange
flavanolique de départ, les résultats sont parfois incomplets de par ta présence de réactions
cinétiques lides aux structures des composés et aux solvanis,

Ainsi, la méthode la plus sélective de quantification des flavanols correspond 4 une
séparation par HPLC couplée 4 un systéme de détection post-colonne qui peut éire une
méthode colorimétrique (24, 25, 44, 98, 105), unc méthode électrochimique (58) ou u.né

spectrométrie de masse (95).
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10-5-1-1-Méthede colorimétrigue ntilisant un

aldéhvde (99, 105)

L'aldéhyde utilisé est soit la vanilline, soit le diméthylaminocinnamaldéhyde
(DMACA). Ce type de réaction n'est pas spécifique des flavanols, une large gamme de
composés secondaires peuvent réagir pour former des produits colorés. Cependant, comme
specificité de la méthode, on peut dire que la ptupart des produits de la réaction peuvent &tre
identifiés par leur spectre d'absorption et les risques dinterférences avec la catéchine & 640
nm sont limités.

De plus, la sensibilit¢ relative des différents substrats pour F'aldéhyde est trés faible
comparée & celle de la catéchine (figure 4), 1l faudrait des concentrations cent ou mille fois
supéricures pour atteindre 'absorbance obtenue avec le complexe DMACA-flavanol. 1I existe
une exception avec l'indole mais il est volatile et donc facilement éliming par évaporation.

Les mémes remarques concernant les sensibilités relatives des différenis substrats

peuvent &tre faites avec la vanilline.

absorbance (A 640 nm})

0,09}
007}
t <,
0.05} y
M
0.03 /<
001} 7y
RPN s PRSP E s conecentration (nid)
07 04710 26 30 40 SO 60 100 500 1000 1500
Figure 4: Sensibilité relative de divers substrats envers fe DMACA (105).

E: épicatéchine ; C: catéchol ; I+ indole ; R: résorcine ; 8¢ sérotonine ;

Tr: tryptamine ; Th: thymol
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Ainsi, la vanilline et le DMACA sont les principaux réactifs utiliscs, avec cependant,
une nette préférence pour la vanilline malgré la sensibilité bien connue du DMACA,

La figure 5 permet de comparer les résultats obtenus avec les deux réactifs (A 510 nm:
la vanilline, A 640: le DMACA) et présente les différences de réponse des flavanols

monomeéres, diméres et trimeres.

A 510 A 640
0.81 (ECk, EC -

0.7+
06r

(EC),CIEC € 82¢;

0.4
C3¢

0.2} :
0.1¢

i , . e DM . ! 1. M
30 B0 90 120 3¢ 60 90 120

Tigure 3: Comparaison des résultats obtenus avec la vanilline et avec le DMACA

(105).
Les mesures sont réalisées respectivement 2 510 nm aprés 5 minutes ou a 640 nm
aprés 30 minutes.
BC, épicatéchine; B2, épicatéchine-(4],8)-épicatéchine; C1, épicatéchme-(4p.8)-
épicatéchine-(4P3,8)-épicatechine; ECy, épicatéchine-(4f3,8)-¢picatéchine~(4B-8)
-épicatéchine-(4P,8)-épicatéchine; A2, épicatéchine-(4[3,8:20,7)-
épicatéchine; BS, épicatéchine-(4,6)-épicatéchine;
C, catéchine; C2, catéchine-(4[3,8)-catéchine-(4f3,8)-catéchine;

33, catéchine-(43,8)-catéchine; B6, catéchine-(4P,6)-catéchine.

La réaction mense avec le DMACA présente des cinétiques dépendantes de la structure

du flavanol concerné (figure 6) et de la concentration en acide chlorhydrique du mélange

réactionnel (figure 7).
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Figure 6: Cinétiques de divers flavanols obtenues avec le DMACA (105),

Conditions: Concentration finale en HCI 0,1M; DMACA 0,02%:; EC 1,7 pg/ml;

B2 2,8 ug/mi; Cl 2,5 ug/ml; ECy 3,3 pg/ml; A2 2,5 pg/mi; BS 1,65 pg/ml;

C 1,65 yg/mi; C2 7,8 ug/ml; B3 5,7 ug/ml; B6 5.3 ug/ml,

Agan Catéchine (1,65 ug/ml) Asa0 Epicatéchine (1,73 pg/ml)
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Figure 7: Influence de la concentration en acide chlorhydrique sur les cinétiques

obtenues avec le DMACA (105).
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Ainsi, les pics de I'épicatéchine et de la plupart de ses dérivés apparaissent plus ot sur
le chromatogramme que ceux de la catéchine ot de ses oligoméres, Lorsque {'épicatéchine
prédomine dans la solution, le maximum d'absorption est obtenu apres 30 minutes (figure 8),
alors quune prédominance de la catéchine déplace le pic vers un temps réactionne! beaucoup

plus long et modifie fa forme de la courbe.

Absorbance relative

OO

ot
80
70F
60F
50t
L0

1 A 1 L ! L 1 1

10 26 30 L0 S50 50 70 80 30 min

Figure 8: Différentes réponses de I'épicaiéchine et de la catéchine avee
le DMACA dans un milieu réactionnei de 160 mM de HCl et de 0,02%
de DMACA (105}
EC, épicatéchine ; C, catéchine ; EC:C 4:1, épicatéchine:catéchine 4:1 ;

EBC:C 1:4, épicatéchine:catéchine 1:4

Les résultats évoqués ci-dessus sont obtenus avec une concentration finale en acide
chlorhydrique de 100 mM, une concentration acide plus faible (10 mM) permet de stabiliser

plus longtemps la coloration bleue des produits formés.
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16-5-1-2-Méthode colorimétrigue par relargage

dans une solution acide

Le fait de porter & ébuilition les proanthocyanidines dans de Tacide chlorhydrigue rompt
les liaisons interflavanes et eniraine le relargage des anthocyanes aprés oxydation de la partie
supéricure de la molécule.

Comme pour la réaction aldéhydique, le niveau de coloration des produits obtenus est

fonction de la structure (figure 9), cette remarque avait déjd ét¢ confirmée par Bate-Smith (8).

Absorbance relative (550 nim)

15k
B6

AZ

\
L

5 10 15 20 mif

Figure 9: Cinétiques de production des anthocyanes & partir des procyanidines

(1 mM) (105).



16-58-1-3-Quantification par HPLC

(24,25, 44, 58, 95}

Une mesure colorimétrique seule apparalt peu sélective a cause des mterférences avec
d'autres composes.

Par conséquent ta méthode de choix pour délecter des variations quantitatives
concernant un composé précis, est une séparation par HPLC.

De maniére classique, la méthode HPLC est couplée 4 une détection par spectrométrie
UV, il existe cependant dautres méthodes de détection qui peuvent savérer plus
avantageuses.

Ainsi, la {echnique HPLC peut &tre couplée & une analyse colorimétrique, a une

détection élecirochimique ou & une spectroméirie de masse.

19-5-1-3-1-HPLC coupiée & une détection

colorimétrigue (24, 44, 54)

La figure 10 présente une comparatson de séparation des composés d'un extrait de vin
rouge espagnol obtenue par HPLC 4 280 nm et par HPLC couplée 4 une réaction en post-
colonne avec e DMACA et mesurée a 640 nm.

La comparaison de ces deux spectres monfre Faugmentation de sélectivité obienues avec
la dérivation en post-colonne. Cette dérivation permet en effet de visualiser nettement les pics
des flavan-3-ols présents et qui étaient cachés sur l'autre spectre par la présence d'autres

COMPOSES.
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Absorbance (mU)
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Higure 10: Séparation HPLC d'un extrait de vin rouge (24).
Partie supérieure; chromatogramme avec simple détection
& 280 nm.
Partie inférieure: chromatogramme & 640 nm, aprés réaction chimique
avec le DMACA.
i GC {#)-gallocatéchine, Z: dimére B3, 3, dimére B, 4:  (+)-catéchine,
5: (-)-épigallocatéchineg, 6: dimére B4, 7. dimére B2, & (-)-épicatéchine, $:dimére B7

10 trimére C1, 11 dimére BS.
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F0-5-1-3-2-HPLC counlée a2 une doiection

électrochimigue

Ce systéme de détection analyse le comportement ¢lectrochimique des composés
séparés par HPLC en appliquant un courant électrique aux solutions témoins et aux solutions
contenant les composés & identifier.

Cette méthode de détection présente plusieurs avantages par rapport & une détection UV
classique. Elle peut &tre réalisée avec de trés faibles quantités de substances et les
comportements électrochimiques différent en fonction des degrés d'oxydation ce qui permet
de différencier des substances dont les spectres UV sont similaires (58).

189-5-1-3-3-HPLC couplée 2 une

spectrométrie de masse

Cette technique a ét¢ utilisée pour analyser les proanthocyanidines issues des pépins de
raisin de la variété Merlot (95).

Une simple séparation par HPLC a permis de détecter seulement la présence des
monomeres flavaneliques, Dans le cas d'un couplage HPLC-spectrométrie de masse, d'autres

pics peuvent étre identifiés (84, 95).

Fn conclusion, d'une manicre géndrale les méthodes de mesure colorimétrique restent
les plus utilisées pour apprécier les concentrations relatives en flavanols des tissus végétaux.
Cependant, pour obtenir une quantification précise des catéchines et des procyanidines,

une séparation par HPLC associée a une dérivation en post-colonne est indispensable,
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18-5-2-Composition flavanoligue de Vitis vinifeia L.

La composition flavanolique de la vigne est variable selon la partie considérée mais

ausst selon la variété,

16-5-2-1-Composition flavanolique des différentes

parties de a vigne

Plusieurs ¢tudes montrent que les composés flavanoliques sont principalement présents

dans les pépins de raisins (9, 33).

La composition chimique des pépins est dailleurs totalement différente de celle des
autres parties des baies. Les composés identifiés dans les pépins comprennent les flavan-3-ols
tels que ta (+)-catéching, la (-)-¢picatéchine, I'épicatéchine-gallate, suivis de Tacide gallique.
Bar contre, les aldéhydes et les acides phénoliques dérivés des acides benzoique et
cinnamique, comme nous {'avons déja signalé, sont indétectables (9, 33).

Les monomeres de (avan-3-ols comespondent a la majeure partic des composcs
phénoliques des pépins. Leurs concentrations sont beaucoup plus élevées que celles des autres
composés identifics dans les pépins ou dans les autres parties de 1a baie (de Fordre de 5 fois la
conceniration de l'acide syringique, constituant principal des composés phénoltques dans ta
peau).

Les oligoméres et les polyméres de caléchines et épicatéchines sont également plus
abondants dans les péping que dans la peau des baies.

Les dimeres représentent environ 15% de la fraction totale des oligomeres (9).

Ces remarques suggerent que la nature des composés préseats dans les pépins exerce
une influence majeure sur la composition phénolique totale de la baie, méme st les pépins ne
représentent que environ 5% du poids total (33).

[Les pépins renferment également des feucoanthocyanes (flavan-3,4-diols) sous forme

dimére ou substituse (9).
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Une autre étude, réalisée sur des cépages marocains a conlirmé que les pépins sont la
partic de la vigne la plus riche en procyanidols et a défini la composition des procyanidols
majeurs des pépins et des autres parties de la vigne (48).

Les résuliats montrent que les pépins renferment surtout du dimere B2 qui représenie
20% de feur teneur totale proanthocyanidolique.

Les pellicules des baies sont plus riches en dimére Bl (25 & 35%) et les ralles
contiennent surlout du digallate de B2 qui est {cur composé majoritaire (30 3 60%).

| Les feuilles contiennent essentiellement des diméres avec une prédominance du dimére
B1. suivi du dimeére B2. Les diméres B3 ot B4 sont présents a peu prés aux mémes
pourcentages et les triméres ne dépassent pas 11%. Les dérivés galloylés sont les composcs

minoritaires de la composition des {euilles.

Le tableau suivant montre le proanthocyanidol majoritaire de chaque partie de la vigne:

partic composé le plus abondant
péping dimere B2

pelticules dimeére B

rafles digallate de B2

feuilies dimere Bl

Tableaw 1: Proanthocyanidol majoritaire des différentes parties de la vigne (48).



Le réeapitulalif de ta distribution des composés phénoliques tout confondus en fonction

des différentes partics des baies est présenié dans le tableau 2 (33).

Jes acides phénoliques sont principalement présents dans la peau des baies, leur
concentration y est & peu prés la méme que celie des anthocyancs.

La pulpe et le molt conticnnent surtout des acides benzoique et cinnamique, les
composés phénoliques y sont minoritalres.

-Les catéchines et les proanthocyanidines sont surtout concentrées dans les pépins, d la

fois pour les variéiés blanches et pour les variéids rouges.

N° Composés phénoligues peatl mo{t pépins
I Acide gallique A+

2 Acide protocatéchique +- 4 -

3 Acide p-hydroxybenzoigue + + -

4 Acide vanillique -+ -

5 Acide syringigue -+ +- .

6 Acide caféique + -

7 Acide cis-p-coumarique -

8 Acide trans-p-coumarique + 1 -

9 Acide cis-férulique + + -

10 Acide (rany-férulique + + -
(1 Aldéhyde p-hydroxybenzoique + + -

12 p-vanilhine -+ + -
13 aldéhyde syringique + +

14 Aesculéting +- + -
15 () catéchine - - +
16 (-) épicatéchine - - +
17 Acide méthylgallique - - -
18 Acide cis-caféyl tartrique - + -

19 Acide frans-caféyl tartrique - + -
20 Acide cis-p-coumaryl tartrique
21 Acide trans-p~coumaryi tartrique -+
22 Acide cis-férulyl tartrique - o+

1

i

23 Acide frans-férulyl tartrique - 4 -
24 Catéchine-caiéchine gallate - -
25 Fpicatéchine gallate - -
Tabican 2 Disteibution des composds phénoliques dans les différentes parties de

fa baic (33},
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10-5-2-2-Comnposition flavanchgue de

plusieurs variéiés de vigne

Plusicurs études ont comparé la composition flavanolique de differentes variétés.

Une de ces études a comparé la composition phénolique de 17 variétés de raisin,
cultivées dans les principales régions de Castille-Leon (Espagne) (86).

[lextraction est réalisée avec du méthanol et du a-hexane, lanalyse des composcs s¢ fait
par HPLC et par hydrolyse.

Tes techniques dlextraction et d'analyse sont détaillées plus loin (page 75).

Les résultats obtenus montreat que les différences de composition les plus marquces
concernent la distribution des monoméres flavan-3-ols.

La (+)-catéchine est nettement majoritaire dans les variétés bianches alors que dans les
variélés rouges, les composés majoritaires sont soit la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine a

unc teneur 4 peu prés équivalente, soit la (-)-épicatéchine seule.

[étude des pépins issus de 17 variétes de raisins, tous hybrides de la variété Labrusca
rouge ef cultivés dans la région Niagara dans 'Ontario {Canada) a permis de quantifier U1
flavan-3-ols {40).

Les résultats obtenus confirment ceux définis auparavant avec une prédominance des
monomeéres (1)-catéchine et (-)-¢picatéchine dans les varétés rouges dtudides et une présence

non négligeable de dimeres ct de dérives palloyieés.

1'étude des cépages marocains Alicante-Bouschet, Cinsault, Carignan et Grenache noir,
a permis de définir leurs tencurs en diméres et triméres (48).

Fin ce qui concerne les diméres, e dimere Bl est en général fe plus abondant, il
représente 18 4 22% sauf pour e Cinscault qui est dominé par le dimére 132 avee une tencur

de 18%.
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Les dérivés galloylés sont présents en quantité importante, leur teneur est de 32% pour
te Grenache noir, 24% pour PAlicante-Bouschet, 20% pour le Cinscault ¢t 19% pour le
Carignan. Leur présence est surtout importante dans les ralles.

Les triméres sont présents & des concentrations proches de celles des diméres, les

teneurs trouvées dans chaque variété sont de 26% pour e Cinsault, 21% pour le Carignhan,

19% pour F'Alicante-Bouschet et 18% pour le Grenache noir.

La composition et la concentration des dilférents composants de la vigne varient selon
les cépages, ces variations sont dues en partie aux variations climatiques et écologiques.
Quelques Studes ont &t¢ mendes pour étudier les facteurs qui influencent les variations

de composition des raisins, de fagon 4 optimiser les récoltes et la qualit¢ des raisins (11, 33,

101, 106).

1i-Yariation phénoligue duvant la maturstion

Pendant la maturation les raising développent les propriéiés intrinséques propres a
chaque variété. Au cours de cetie période, les composés phénoliques présents subissent des
variations de conceniration.

Létude citée ici examine les variations de concentration de toutes les substances

phénoliques présenies dans le vin en fonction de la maturité des baies (33).

[.es échantillons étudids sont issus de la variété Cencibel, variété cultivée sur des
terraing expérimentaux de "I'Eeole et du Musée du Vin et de la Vigne" (Madrid). Les baies
utilisées sont choisics au hasard, de tailles différentes, & des niveaux différents de la grappe et
sut des pieds différents de raisins.

Li'échantillonnage est réalisé 4 des intervalles de temps réguliers, environ 3 jours, de la
véraison jusqu'a la maturitd, pendant 3 anndes successives: 1985, 1986, 1987,

Lo raisin est utilisé en enticr, scules les rafles sont éliminées.
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2 groupes de 100 baies sont pressés pour séparer les peaux et les pépins de la pulpe, les
peaux sont lyophilisées.
Les peaux lyophylisées et les péping éerasés sont mis & macérer dans une solution
hydroalcoclique (pH 3,5) réalisée avec:
0,7 g/l dacide tartrique
1,11 g/l de bitartrate de potassium

20% d'éthanol

Le moiit et le liquide de macération sont soumis 4 une extraction liquide/iquide avee de
Péther éthylique, ceci afin d'éviter l'extraction des procyanidines et des anthocyanes qui
auraient pu créer des interférences dans les analyses ultérieures.

[e taux dextraction des acides hydroxy-cinnamyl tarh‘idu% el de Tacide gallique sont
plus faibles avec ce solvant quavec l'acétate d'éthyle, cependant fes taux extraits des autres
composés phénoliques de bas poids moléculaires sont équivalents a ceux obtenus avec
lacétate d'éthyle. La reproductibilité, quant a elle, est supérieure avec 'éther éthylique.

La solution exiraite est analysée par HPLC selon la méthode décrite par FERNANDEZ
DE SIMON (32). Les identifications des pics sont réalisées par comparaison des temps de
rétention et des taux d'absorbance & différentes longueurs d'onde avec ceux des solutions
témoins pures (Aldrich, Sigma, Carlo Erba).

Les composés issus des pics de HPLC sont aussi comparcs avee les substances pures par
chromatographic couche mince (CCM).

Lorsque les témoins ne sont pas disponibles, fidentification est réalisée par hydrolyse
enzymatique ou chimique des substances correspondant aux pics. Puis, les résultals
d'hydrolyse sont analysés par HPLC et CCM.

La figure 11 présente les chromatogrammes des différentes parties de fa baie: pépins
(A)Y, peau (B) et moit (C). Ces chromatogrammes ont ét¢ réalisés pour chaque partic, au
moinent ol la concentration des composés majeurs Slait maximale. 1l montrent

guetfectivement la composition des pépins est différente de celles de 1a peau ot du moiit.
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File est surtout caractérisée par une forie concentration en composeés flavanohiques alors
que la peau et le molt renferment respectivement des acides phénoliques ot des esiors

hydroxycinnamiques.
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Wigare 11 ¢ ‘Chromatogrammes des pépins (A), de la peau (13) et du moGt (C).

les numéros des pics correspondent aux noms des composés donndés

dans le tableau 2 (33).

Les tésultats de I'étude montrent que la variation de concentration des composes
phénoliques durant la maturation présente deux phases (33, 101):
~une autour de la véraison, étape importante du développement de la baie marqguant le
début de la maturation: ¢'est le moment ot les baies perdent de leur dureté, commencent a se
colorer ¢t 4 se charger en sucres.

~ume vers la maturité.

La variation de concentration des différents composés est mise en évidence par des

dosages successifs de ces différents composés au cours du temps.
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Les figures 12 et 13 présentent la variation de concentration des acides
hydroxycinnamiques et des flavan-3-ols.

Ces composés ont des concentrations déeroissantes au cours du temps avec une baisse
importante dans la premicre phase. Ensuite, cette diminution est plus faible, elle se stabilise a

un minimum puis elle subit peu de variation durant la deuxiéme phase.

1g/100 baies
26

gal N\

0 10 20 30 40

temps (jours)

Higure 12: Variation de la concentration en esters hydroxyecinnamiques dans le
modt au cours la maturation (33).

{ __ycaféyl () p-coumaryi, (..., ) feralyl
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Figure 13: Variation de la concentration en acide gallique, (+)-catéchine et

(-»-6picatéchine dans les pépins au cours de la maturation (33).

() acide gallique, () (+)-catéchine, { ... ) (-}-épicatéchine.

La figure 14 présente la variation de concentration des composés phénoliques de bas
poids moléculaire, lacide benzoique, Iacide cinnamique ainsi que leurs aldéhydes.

Ces composés ont une concentration croissante subissant peu de variation au cours de la
premiére phase mais une forte augmentation durant Ja deuxicme phase, ave¢ passage par un

maximum éleve,
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Figure 14: Variation de la concentration en acides phénoliques dérivés de acide
benzoique dans 1a peau au cours de la maturation (33).
{ __)acide gallique, ( .... ) acide-p-OH-benzolque, ( ---- ) acide vanitlique, {___)

acide syringigue.

12-Influcnece des conditions chmatigues sur la concentration phénoligue

SEARR A ] ARl A RER M AP AR BB,

I.a richesse en composés phénoliques est une caractéristique essentielle de la qualité des
raising nors.

La variation quantitative de ces composés dépend des cépages, des parties considérées,
du degré de maturation comme nous venons de le voir, mais elle dépend ¢galement des
conditions climatigues.

Afin d'acquérir des données supplémentaires sur ce sujet, une étude a ¢é réalisée de
1993 4 1995 4 I'Institut de Recherches Viti-Vinicoles Valea Calugarcasca (Roumanie).

Cette ¢tude a consisi¢ a nofer I'évolution quantitative des polyphénols des raisins notrs,
la date de la tencur maximale en polyphénols ainsi qu'a établir une cosrélation entre cette

concentration ¢f les conditions climatiques.
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Les cépages ¢tudiés, Cabernet sauvignon, Merlot ¢t Pinot noir, sont issus du centre
viticole Valea Calugarcasca.

Les échantillons sont réalisés en prélevant seulement une bate de raisin sur chaque cep,
en alternant les orientations.

Ces échantillons servent a déterminer indice de maturation qui sera ensutte utilisé pour
établir 1a date de début de la véraison mats ¢galement a évaluer la réserve en composes
phénoliques grice 4 la mesure de la densité optique 4 280 nm.

Les échantillons sont analysés tous les 5 jours de la véraison jusqu'aux vendanges.

Les différentes caractéristiques telles que la température moyenne, la température

maximale, 1a durée de l'insolation et le niveau des pluies sont notées tous fes jours.

Cette étude a conduit aux conclusions suivantes:

-ta datc de début de véraison est tres variable selon les années et les cépages:
Cabernet sauvignon: 12-23 aolit
Mertot: 4-15 aoit

Pinot noir; 4-13 aofit

-la guantit¢ des polyphénols vatie en fonction des cépages et est largement influencée
par Fannée de vendange donc par les conditions climatiques et par ['aptitude de chaque variété

vis a vis de ces conditions.

Les valeurs maximales des composes polyphénoliques des différentes variétés se situent
dans les périodes suivaates:
Cabernet sauvignon et Merlot: 10-25 seplembre
Pinot noer: 5-20 septembre
Cetie tencur, en fonction des conditions climatiques et selon les varidtés, peut varier de
1 &4 wolire 5 fois la tencur mintmale.
De méme, d'aprés cette &tude, 1l est possible de déterminer fa date des vendanges cn

fonction de la tencur en composés phénoliques.
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CHAPITRE [l

EXTRACTION DES COMPOSES
FILAVANOLIQURES
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A- METHODES D'EXTRACTION DES DIFFERENTES ETUDES D'ANALYSE

De nombreuses techniques dextraction existent, clles different essentiellement par leurs
modalités et par les solvants ufilists. Chaque méthode présente des avantages ot des
inconvénients, le choix est fonction des buts poursuivis et des produits que I'on désire extraire
prétérenticllement.

Adnsi, il existe plusicurs méthodes pour optimiser lextraction et ces méthodes sont plus

ou moins compliguées.

Diapres BRUNFTON (15), lextraction des taning doit étre réatisée par un mélange d'eau
¢t d'acétone. |

Les résultats sont maximum 2 partit de tissus frais, lyophilisés ou congelés et moindres
A partir d'extraits secs ol les tanins sont combinés de manicre irréversible avec d'autres
polymeres.

Apreés lextraction, Tacétone est éliminée par distillation puis les pigments ot les liptdes
sont ¢liminés de la solution aqueuse par un solvant tel que le dichlorométhane,

La phasc aqueuse est ensuite traitée par de lacétate d'éthyle pour scparer les
proanthocyanidines diméres ct la plupart des tanins galliques. Les proanthocyanidines
polyméres et les tanins galtiques de haut poids moléculaires restent dans la phase aqueuse.

Pour obtenir des composés purs, des méthodes chromatographiques approprices doivent
&ire utilisées telles quune filtration sur gol ot une chromatographie en phase inverse avec soit

de Veau et de Palcool, soit avee des mélanges d'cau, d'alcool et d'acdtone.

Deux études onl montré que les extractions des procyanidines différent en fonction des
solvants utilisés (74, 99).

L'une de ces études, réalisée au Portugal, a comparé les efficacités d'extraction des
procyanidines issues de pépins de raisin avee dilférents solvants classiquement uttiisés et
notamment, I'¢ther éthylique, l'acétate d'éthyle, le méthanol 4 différenies concentrations dans

Teau (50%, 80%, 100%), l'acélone, l'acétone 4 75% dans T'cau et 'eau (99),



73

Trois extractions séquentielles sont réalisées pour chagque solvant, sous azote ot a

température ambiante, les résultats d'extraction sont présentés sur fa figure 15

catéchines

procyanidines
(mg/e de pépins) (aire du pic/g de pépins)
.5 -I . l - 12000
\ . - 10000
? l
| | aoc0
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Figure 15: Histogramme réalisé aprés analyse par HPLC des catéchines et des

procyanidines extraites par les différents solvants (99).

Les extraits obtenus sont séparés, grice a une carte Sep-Pak C18, en trois fractions
contenant respectivement les catéchines, les procyanidines oligoméres ot les procyanidines
polymeres.

La quantification de chaque catéchine et procyanidine {diméres ou trimeres) est réalisée
par HPLC couplée a un test & fa vanilline.

Les résultats des tests a la vanilline sont préseotés sur la figure 16,
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Figure 163 Evaluation des catéchines ot des procyanidines extraites par différents

solvants en utilisant le test & la vanilline (99).

Les résuliats présentés sur les deux figures montrent que Fextraction des catéchines et
des procyanidines oligoméres est optimale en utilisant le méthanol 4 80% et Facéione a 75%.
Par contre, ces substances sont trés peu extraites par facétate d'éthyle et Péther éthylique (97,
99},

Pour les polymeéres, le méthanol, le méthanol a 50%, le méthanol & 80% et l'acétone a
75% tourntssent des extractions similatres.

Ainsi, une extractibilité identique des procyanidines totales est obtenue avec ces quatre
derniers solvants puisque la majorité des procyanidines des pépins de raisins existe sous

fortme polymere.

Les résuftats de cette étude suggerent quil faut cheisir les solvants en fonction des
composcs que F'on veut extraire.
Cependant, les études citées ci-aprés montrent qu'il faut souvent coupler les solvants de

maniére & purHicr Fexiralt obtenu.
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[ méthodes diextraction de ces études font appel 4 des solvants communément utilisés
ot notamment le méthanol, ies mélanges hydro-alcooliques et les solvants organiques.

Ces différentes techniques sont classées par type de solvant utilise.

LMETHODES UTILISANT LE METHANOL,

Nous allons différencier deux techniques dextraction basées sur lutilisation du
méthanol.

La premiére technique a été utilisée pour une étude comparative de la composition
flavanolique de pépins issus de 17 varictcs différentes de taising (86) ainsi que pour l'analyse
des pépins de la variété Tempranillo (28).

La deuxieme technique a été réalisée sur des pépins de ratsins Chardonnay (78).

i-Premidre technigue 4'exiraction (28, 86)

Les pépins de raisin sont écrascs a 40°C, puis ils sont homogénéisés avee du méthanol
en présence dacide ascorbique (0,5 mg/ml).

Aprés ajout d'eau, Pensemble subit une conceniration jusqu'a élimination du méthanol.

L'exirait aqueux restant est soumis & un pariags liquide/liquide avec de I'hexane de
facon 4 &liminer les substances liposolubles dans la phase organique.

La phase aqueuse subit une évaporation pour &liminer les fraces de solvant organique et
pour concentrer l'extrail aqueux.

Cet extrait est ensuite filiré puis analysé par HPLC a 280 nm, le chromatogramme

obtenu avee les pépins de raising de la varicic Tempranillo est présenté sur la figure 17 (28).
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iigure 17:  Chromatogramme de l'extrait de pépins deo raisins Tempranitlo

4 280 nm (28).

Les pics gorrespondant & Pacide gallique (pic 1), a la (+)-catéchine (pic 4), a fa (-}
épicatéchine (pic 10), et 4 Fépicatéchine-3-O-gallate (pic 17) sont identifids par comparaison

avee des tdmoins.

16 procyanidines sont également isolées par HPLC et leurs structures soni déterminces

par différentes méthodes d'hydrolyse (28).
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Ehydrolyse  acide  compléte permet de définir fe type de proanthocyanidine

{procyanidine ou prodelphinidine).
Cette hydrolyse est réalisée avec du m-butano! associé a de lacide chlorhydrique (2/1)

sur 10 minutes & 100°C.

L'hydrolyse acide particlle rompt les liaisons interflavaniques, fibérant amsi les sous-
unités inféricures qui seront analysées par HPLC.
Cette hydrolyse est réalisée en milieu aqueux avee de {'acide chlorhydrique 0,1N sur 2

minutes.

La thiolyse: les carbocations 4-flavanyl correspondant aux sous-unités supéricures des
procyamidines sont capturds par un nucléophile qui peut &tre soit le phénylméthanethiol soit le
phioroglucinol.

Les thioéthers obtenus par hydrolyse avee le phloroglucinol sont identifiés par HPLC,
ceux obtenus avec le phénylméthandthiol sont désulfurisés pour obtenir les sous-unités
superieures sous forme hibre,

L'hydrolyse acide réalisée avee le phlorogiucinol utilise une solution contenant un

mélange méthanol/acide chlorhydrique, pendant 5 minutes 4 100°C.,

Lhydrolyse enzymatique permet d'identifier les procyanidines acylées ainsi que l'acide

impliqué. Cette hydrolyse utilise une tannase.
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Description des ditférentes étapes de 'analyse en prenant comme exemple {'¢tude

du nic 19 {chromatoeramme de la figwre 17):

Les figures 18, 19, 20, 21 suivanies montrent les résultats obtenus awx différentes
hydrolyses avec le pic 19 correspondant & un tnimere: P'épicatéchine~-(4$-=>8)-epicatéchine-

(43> 8)-¢picatéchine-3-O-galiate.

-Hydrolyse acide compléte: formation de {'anthoeyanidol, il s'agit du type procyanidol.

lyse enzymatique: libération du trimeére Cl et de l'acide gallique (figure 18).

-Hydrolyse acide partielle; obtention des sous-unités inféricures: (figure 19)

(-)-épicatéchine-3-O-gallate
B2-3-0-gallate

~Thiolyse avee le phloroglucinol: obtention d'un pic unique correspondant &

la («)¢épicatéchine (figure 20).

Désulfuration des thiodthers obtenus par la thiolyse avec le phényviméthandthiol:

obtention des sous-unités supéricures: (figure 2 1)
() épicatéchine

dimére B2
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Figuve 18: Hydrolyse enzymatique du pic 19 (28).

A: acide gallique ; B! trimére €
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Figure 19: Hydrolyse acide partielle du pic 19 (28).

A B2-3-O-gallate ; B: (-)-épicatéchine-3-O-gallate ; C: procyanidine a identifier
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Figure 20: Hydrolyse du pic 19 avec le phlorogiucinol (2'8).

A: phloroglucinel ; B: phloroglucinol lié & la {(-)-épicatéchine.
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Figure 213 Désulfuration aprés thiolyse avec le phénylméthanéthiol du pic 19 (28).

A dimére B2 ; B: (-)-¢picatéchine
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Cette technique de détermination de structure par différentes hydrolyses est également

utilisée pour les autres composcs, les résultats obtenus sont résumés dans e tableau 3.

Pic Hydrolyse Hydrolyse acide Désulfuration Phloroglucinol Composé
enzymatique partielle des thiodthers

2 Cat Cat Cat Cat-{4ot— 8)-Cat (Dimeére B3)

3 Cat Em Lipi Epi-{(4f--8)-Cat (Dimére B1)

5 CartB1 EpitB2 Epi Epi-{4f3—8)-Fipi (43 8)-Cat

6 Epi Cat Cat Cat-(4a—8)-Epi (Dimére B4)

7 Cat--B1 Epi+B35 Epi Epi-(4f—6)-Epi-(43-— 8)-Cat

[ Epi Epi Epi Lpi-{4f3--8)-ipi {Dimére B2)

9 B2 Epi Epigall Epigall Hpigall-(48— 8)-Lipi (B2-3-0-
gall)

11 B4 Eipigall Epi Epi Cat-{4ce $)-Epigall (B4.3".
O-gall)

12 CattB7 Epi Epi Epi-{4( - 8)-Lpi-~{4f - 0)-Cat

13 132 Epigall Epi BEpi Epi-(43--8)-Tipigall (B32-3'-
O-gall)

[4 B Cat Epigall Fpigall Epigall-(4p--8)-Cat (B1-3-0-
gaill)

5 Cat Epi Eipi Epi-(4ff - 63-Cat (Dimére 37)

16 Eipi Epi Epi Fpi-(4f-~8)-Lpi-(4[3 -~ 8)-Epl

(8 132 Fipigatl Epigall Epigall Epigall-(4f - 8§)-Epigall

19 10 Epigall+-13 EpitB2 Eipt Epi-{4f-—8)-Epi-(4f-»§)-
Epigall

20 i Epigall+18 Epit+13 Lipi Lipi-{(4f - 8)-Fipigall-(4f - 8)-
Epigall

Tableaw 3:  Composés isolés des pépins: résultats oblenus aux différentes
hydrotyses et identification des pics (28).

Cat: (+)-catéchiac , Epi: {-)-épicatéchine ; Epigall; (-}-épicatéchine-3-O-gatlate.
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Cette méme technique a &€ uiilisée avee les extraits de {7 vanelss différentes (86).

Les composés apparaissant sur les chromategrammes sont identifiés soit par
comparaison avec des témoins, soit par les différentes méthodes d'hydrolyse. Les résultats
sont présentés dans le tableau 4,

Le chromatogramme obtenu avec lextrait méthanolique des pépins de raisins de la
variété Cabernet sauvignon (figure 22) est légérement différent de celui obtenu avec la variété

Tempranitlo (figure 17). Iei, les pics attribuables aux tanins hydrolysables ont été repérés.
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¥igure 22:  Chromatogramme HPLC de Vexirait des pépins de Cabernet-sauvignon
a 280 nm (86).
(i acide gallique, les pics correspondants aux taning hydrolysables sont marqués

d'une fleche.



Pourcentages des aires de PHPLC"

Variétés des raisimi C E EG Bl B2 B3 B4 Ci  EEC B4 Gall  (4-6)

jo (n= g8 1245 6+%2 241 4l Izt 32l 2kl 442 4+2 3l
mﬁ(&:% gg:l 11£1 S+0 6+£0 3+0 S 3+l 241 4x0 1713 3%t
Albilto (n=1) 0+1 18£1 540 4x0 430 4320 3£0 280 4xl 10 LIkl 430
Malvasia (n=2) 1546 15+5 S&1 41 7£1 3£t 73 Skl 4l 2%0 93 3l
Valencians (1) 15l 2L 40 10 il 4:0 §£0 4x0 30 120 6xl 3£0
Palomito (r=1) W4 15€1 2+6 SE1 S50 4x0 3:l IO 40 91 3wl
Sauvignon (n=1) 38+l 1260 6&1 2%0 30 30 3x0 2£0 30 1x0 15&£1 30
Tempranillo (v=4) 2748 17£4 4%l 2%} 6l 3£l Sk2 3xl 3kl 120 1244 3%2
Tinta dot Pais (=3) 20%2 1721 3%£2 40 82 3£0 7Txl 4zl 3kl 1il 11x2 Skl
CabernetSauv, (r=1) 22+1 2242 81 4x0 4x0 3£0 320 320 3£0 LE0 15kl 3il
Garnecha (1=2) il 2382 4%2 41 820 3ri Sl 4£0 3xl 1x0 522 4%l
Juan Garcls (n=1) 14 20£3 7£1 340 91 2£0 THl 6£0 320 2xt &2 Sxi
Malbes (n=1) 2fsl 24£i 8+1 340 4£8 20 30 3xd 20 120 15k1 S
Pricto Plondo (n=1)  27+2 941 4x0 Skl 6x1 3x0 2x6 3kl 6kl 140 15kt Bxl
Mencla (n=1) 15£1 19%0 61 Ax0 7Tl 3%0 4£0 3x0 30 2&0 I5&i 8%
Pinot noir {n=1) el 2541 1£0 3+i 5£0 2£0 3%0 3£0 40 244 B£L 6L
Merlor (r=1) 33+1 3£l 12:£@ L0 2£0 120 2x0 10 1£0 10 13£1 50

Tablean 4: Distribution des flavan-3-ols dans les pépins de raisin des 17 variéiés
studices (86).

4 seulement los substances qui représentent plus de 1% sur 'aire sont

représentées,

b signifie -+ intervalle de conflance , n: nombre d'échantitlons.

() catéchine ; B () épicatéching ; BG: (<) épicatéchine-3-O-gallate ;
LB épicatéchine-(4P, 8)-épteatéchine-{48,8)-catéchine ; Hd: tétramére

épicatéehine; Gall: dérivés galloylés sauf (-)-épicatéchine -3-C-gallate ;

(4-6): dérivés 4 liatson interflavancliqus {4=26).

[analyse des résultats ohtenus avee les différentes variétés permet de relever plusieurs

caractéristiques de fa composition des pépins (2.8, 86);

-une présence presque exclusive de flavan-3-ols, avec ¢galement de tacide gallique ef
des tanins hydrolysables.

- au total, 27 flavan-3-ols identifiés (tableaux 4 et 5),

~tous les oligoméres sont du type "procyantdine”.

-es esters galloylés apparaissent caractéristiques de la composition flavanolique des
pépins de raisin, {'aire correspondant aux pics des dérivés galloylds représente 18% du total.

~Panalyse des exlraits montre une répartition des composés flavanoliques en faveur des

monomeres (40%) avec une prédominance de (+)-catéchine par rapport a (-)-Cpicatéchine.




-les diméres (28%) sont surtout présents avee des liaisons intertlavaniques du type C4-

C8, seuls 3% sont caractérisés par des laisons C4-C6,

-le dimére B2 est la procyanidine la plus abondante, suivie des dimeres aux liaisons C4-

(8 atnsi que des friméres C1 et épicatéchine-(44-8)-¢picatéchine-(43-8)-catéchine.

Le tableau suivant présente fes 27 flavan-3-ols 1solés des pépins de raisins (86).

Numéro du pic?

Composé

1
2
3
4
5

15a
15h
16
17
18

19

20
21

23

24

Catéchine~{4a.-- §)-catéchine- (4o - 8)-catéchine (C2)
Caléchine-{4o— 8)-catéchine (B3)
Epicatéchine-(4f3-— 8)-catéchine (B1)

{-+)-Catéchine

Epicatéchine-(43 — 8)-épicatéchine-(4f -~ 8)~catéchine
Catéchine--(4o— 8)}-€picatéchine (B4)
Catéchine-(dc— 8)-catéchine-(de— 8)-épicatéchineb
Epicatéchine-(4{} - 6)-épicatéchine-(4 - 8)-catéchine

Epicatéchine-{4}--- 8)-épicatéchine-{(4[} -~ 8)-épicatéchine
Epicatéchine- (43— 8)-épleatéchine (B2)

Epicatéchine-(4p - 8)-épicatéehine-3-O-gallate-(48 - 8)-catéchine
Epicatéchine-3-O-gallate-(4[3 - 8)-épicatéchine (132-3-O-gallate)
{-»Epicatéchine

Catéchine-{do §)-épicatéchine-3-0-gallate (B4-3"-0O-pallate)
Epicatéchine-(4[3 - 8 }-épicatéchine-(4f —6)-catéchine
Epicatéchine-3-O-gallate-{43 - 8)-catéchine (B1-3-O-gallate)
Epicatéchine-(43-- 8)-épicatéchine-3-O-gallate (B32-3'-0O-gallate)
Hptealtéchine-{43-» 6)-catéchine (B7)

Epicatéchine- (43— 8)-épicatéchine-(43 - 8y-epicatéchine (C1)
Epicatéchine-(4}— 8)-épicatéchine-(4f — §)-épicatéchine-
(4f3—8)-épicatéchine

(-)-Epicatéchine-3-O-gallate

Epicatéchine-3-G-gallate-(43 -~ 6)-catéchine (B7-3 --O-ga.llate)b
Epicatéchine-3-O-gallate-(4[3-- 8)-épicatéchine-3-O-gallaie
(B2-3,3%0-digallate)

Epicatéching-(4(3 - 8§ }-épicatéchine-(4f - 8)-¢picatéchine-3-0-
gallate

Epicaiéchine-{4[i-— 8)-Epicatéchine-3-O-gallate-{ 4 - §)-
épicatéchine-3-O-gallate

Epicatéchine-(4p~ 6)-épicaiéchine (B5)

Tablean S

numéros fonction de fordre d'élution,

tlavan-3-ols isolés des pépins de raisins (86).

b fiavan-3-ols identifics pour la premiére

fois dang des pépins de raisin lors de cette dlude.




Z-Denzidme technigue d'oxtraction (78)

L'extraction décrite ici utilise des pépins de raising Chardonnay tssus de Pech Rouge
(INRA, France 1989).

Les péping sont dabord sépards de la pulpe des raising, pus ils sont séchés sous CO2
pour ¢liminer 'eavu de surface.

10 grammes de pépins sont places dans un flacon avec 40 ml de méthanol, ils sont
ensuite rédurs en pulpe sous CO, a l'aide d'un mixer, puis conservés & -24°C pendant une
nuit.

Par la suite, une centrifugation est réalisée a 3000 g, pendant 10 minutes.

Les surnageants sont conserves, les résidus sont extraits séquentiellement avee:

80% de méthanol & température ambiante pendant 4 heures.

50% de méthanol a température ambiante pendant 4 heures.

De l'eau distillée a -24°C pendant 15 heures.

75% dacélone & température ambianic pendant 1 heure,

Les extraits sont ensuite mixés, le volume est porté 4 250 ml.

Le méthanol est Eliminé sous vide & 30°C, puis le volume des extraits est porté &4 25 ml

avec de Feau distillée,

Les extraits obtenus de cette fagon sont ensuite analysés, cette analyse se déroule en
trois étapes.
Les différents composés phénoliques sont fractionnés puis analysés par HPLC et pour

les cas litigicux, cect est complété par une analyse par chromatographie couches minces.

-Fractionnement des composés phénoliques:

I est réalisé grice & 2 cartouches C18 SEP-PAK Waters connectées par un tube on
saoutchoue. Celte méthode est utilisée pour des passages séquenticts de 10 ml de méthanol et

de 2,5 mb d'eau distillée ajustés & pH 7 avec de 1a soude.
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En premier liew, un échantillon de 0,5 mi de U'extrait des pépins de raising ajustc & pH 7
est injecte pour adsorber les phénols neutres.

Puis, 10 ml d'eau distillée ajustée 4 pH 7 sont passés sur les cartes pour ¢luer les
composés phénoliques acides.

Les cartouches sont ensuite séchées sous N, et 10 mi d'acélate d'éthyle sont passés pour
¢luer les catéchines el les proanthocyanidines.

Les cartouches sont lavées en passant séquenticllement 2,5 ml d'eau distillée ajusice a
pH 2, 2,5 ml dacétonitrile & 16% ajustés 4 pH 2 et 10 ml de méthanol pour éluer les autres
composés phénoliques et principalement les anthocyanes et les polymeéres.

La fraction acétate d'éthyle est séchée sous-vide a 30°C, le résidu est dissous dans 0.5

mi de méthanol & 50% puis stocke a 0°C.

-Analvse HPLC:

Cette analyse utilise un systéme de détection a barettes de diodes.

L'analyse chromatographique des solutions confenant la (4)-catéchine, la (-)-
épicatéchine et les procyanidines B, B2, B3, B4 et C1 offre une séparation convenable de
ces substances.

Tous les spectres UV des pics ont une Torme similaire et se trouvent dans la zone 250 a
400 nm, tous les maximums d'absorption se trouvent vers 277 am et la pureté spectrale des
pics est supéricure 4 95%.

De maniére 4 siandardiser fa méthode d'estimation quantitative des catéchines et des
proanthocyanidines, les solutions des composés mentionnés ci-dessus sont njectées g des

concentrations croissantes dans le chromatographe.

Les chromatogrammes des extraits de pépins Chardonnay montrent la présence de
substances dont les caractéristiques chromatographiques et spectyales sont proches de celles

des témoins.
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La figure 23 représente les chromatogrammes obtenus entre 25 et 37 minutes et entre 37
et 63 minutes, selon les conditions données dans I'étude (78). Au total, au meins 22 pics soni

présents.

% 280 nm, pépins Chardonnay, 25-37 min

2 i : - ——— T'emps {min)

% 280 nm, pépins Chardonnay, 37-63 min

mAlU

e pp = s B Tetmps (min)

Higure 23: Chromatogrammes des pépins Chardonnay 4 280 nm (78).
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Bl

2

Les 4 pics majeurs, pics 8, 9, 15 et 21 sont respectivement assimilés a la procyanidine

la (+)-catéchine, la procyanidine B2 et la (-)-¢picatéchine. Ces rapprochements sont

réalisés par comparaison des temps de rétention et des spectres UV des pics et des témoins.

Ainsi, les specires UV entre 250 et 400 nin de la (+)-catéchine, de la procyanidine B2 et

des pics 9 et 15 sont présentés pour comparaison sur la figure 24: ces spectres sont proches.
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Figure 24:

Spectres UV de la (+)-caléchine, de la procyanidine B2, du pic 9 et du
pic 15 (78).

De méme, les temps de rétention et fes spectres des pics 4, 10 et 22 sont proches de
ceux de la procyanidine B3, de la procyanidine B4 et de la procyanidine C1 et peuvent éire

assimilés 4 ces substances. La pureté de ces 7 pics est supéricure 2 95%.
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D'autres pics montreni des caractéristiques spectrales proches de celles des catéchines
ct des proanthocyanidines comme les pics 2 et 3 (figure 25). Pour ces deux pics on note un
maximum proche de 280 nm, l'absence d'autre maximum 4 des longueurs d'endes supérieures

et la pureté spectrale des pics est supérieure a 90%,

PIC 2 PIC 3

mAU mAU

e
p——
- £
a a
)

& \._/‘-\\ ) \
S \ 5 \
o B e o S e O O
300 358 428 308 359 400
f.ongueur d'onde (nm} Longueur d'onde (nin)

Figure 25: Speetres UV des pics 2 et 3 (78).

~Analyse par CCM:

Pour les cas douteux ou les effiuents correspondent & plusieurs pics sur les
chromatogrammes, ces derniers sont cotlectés et leur comportement st suivi par un systéme
CCM bi-dimensionnel cellulosique,

Le développement est basé sur [utilisation des mélanges: -butanol/acide acétique/eau
(3:1:1 v/v) et cav/acide acétique (85:15 viv).

Les composants sont détectés en pulvérisant les plaques avec une solution de vanilline a

1% dans de l'acide chlerhydrique concentré, ils apparatssent sous forme de taches roses.

L'analyse qualitative ct quantitative des catéchines et des proanthocyanidimes confenues
dans fes extraits de péping Chardonnay, monire que ces extraits conticnnent principalement
des monoméres. Les proanthocyanidines sont présentes 4 des taux plus faibles ot la

procyanidine Cl semble étre [a plus abondante, comme le montre le tableau 6.
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La quantité totale des monomeres et des proanthocyanidines des pépins de raisin

Chardonnay, est d'environ 1%.

Substance Valeur {mg/kg)
(+)-catéchme 3012
(-)-€picatéchine 4175
procyanidine B1 708
procyanidineg B2 767
procyanidine B3 679
procvanidine B4 592
procyanidine C1 979
Tableau 6 Concentration en catéchines et proanthocyanidines des pépins

Chardonnay {mg/kg) (78).

Les valeurs correspondent & {a moyenne ebtenue 4 partir de trois échantillons.

Les deux techniques utilisant le méthanol comme solvant d'extraction ne suivent pas le
méme schéma de fractionnement des composés flavanoliques. Chaque méthode a ses
avantages:

-la premiére technique d'exiraction met en évidence l'importance de l'estérification et
notamment celle de la galloylation qui permet de stabiliser les dérivés flavanoliques en
¢liminant les groupements phénoliques libres, L'inconvénient de cette technique, dans le cas
ou l'on veut l'appliquer & l'extraction des oligoméres est qu'elle favorise l'obtention d'une
majorité de monomeres moins actifs que les oligomeéres.

-fa deuxiéme technique d'extraction présence l'avantage de quantifier les oligoméres.

Lors de {'étude utilisant la premiére méthode dextraction, SANTOS-BUELGA, l'auteur
de l'étude, a émis quelques hypothéses concernant fa formation des oligomeres flavanoliques

et les principes de la galloylation.
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S-Ea formation des olipomeéres

Selon SANTOS-BUELGA, la formation des oligoméres ne résuite pas dune
autocondensation des [avan-3-ols mais d'une addition séquenticile d'unités flavan-3 4-diols,
sous leur forme réactive (carbocations), 4 un monomere flavan-3-ol qui agit comme unité
terminale (ou unité¢ d'initiation) (86).

Dans fes variétés ctudides ici, Punité dexiension des oligoméres qui prédomine est
Fépicatéchine, sur 24 procyanidines identifides, seules 6 ont une catéchine dans leur unité
d'extension.

Par contre, la catéchine est 'élément le plus abondant parmi les flavan-3-ofs monomeres
ct parmi les sous-unités d'initiation. Parmi ces 24 procyanidines, 11 ont la catéchine dans leur
unité terminale, 8 ont I'spicatéchine, et 5 ont 'épicaiéchine-O-gallate.

De plus, les pépins de raisin ayant des taux plus élevés du monomére (-)-épicatéchine
présenient aussi des taux supéricurs de procyanidines avec ce composé comme unité
d'initiation,

De méme, les pourcentages ¢levés de procyanidols ayant la (+)-catéchine dans leur
unité terminale sont généralement lids a de fortes concentrations en ce monomere.

Ces conclusions confirment les observations de certains autents sur le fail que les unités
d'initiation (notamment les flavan-3-ols) et dexfension proviennent des différents pools

metaboliques (86),

La méthode de condensation des unités pour former les oligoméres des procyanidines
n'est pas encore connue avec précision, les différentes hypothéses émises sur ce sujet sont les
suivantes:

Certains auteurs tels que FERREIRA (34) et HASLAM (47) évoquent une synthdse

biomimétique.



STAFFORD (96) considére que cette syntheése est réalisée in vivo grice a des enzymes
de condensation spécitiques de chaque carbocation. Dans les cas ¢tudiés ici, cela expliquerait
F'absence d'oligomeres présentant de manicre simultanée catéchine et épicatéchine dans les
unités d'extension,

HASLAM (47) émet vn doute vis a4 vis du contrdle enzymatique direct de la
condensation, en considérant 1'étroite corrélation qui existe entre les produits formés in vive,
et ceux obtenus par synthése biomimétique réalisée exclusivement sous contréle
thermodynamique,

Au contraire, st cetle hypothése est acceptee, deux points doivent &tre pris en compte
pour justifier le déséquilibre observe entre les unités catéchine et épicatéchine, entre les
unités dinitiation, les unités d'extension et les monomeres.

Le premier point est que {a synthese des monomeres et des oligoméres peut &tre faite en
des lieux et 4 des moments différents.

Le deuxiéme point & considérer est que les carbocations éplcatéchines ont une tendance
plus forte a &tre stabilisés par lialson avee un autre flavane plutét que d'évoluer en

MOTNOMCTES.

4-F es nrincines de la salloviation

Les principes de la galloylation soat encore mal connus, cependant plusicurs points
peuvent &tre dégages grace a I'étude de SANTOS-BUELGA (86).

Jusqu'a présent, aucun précurseur galloylé des procyanidines n'a &¢ identific ce qui
mdique que Pacylation apparalt plus tard que la formation des structures flavan-3-ols.

[ans I'étude évoquce, la galloylation apparalt toujours sur Pépicatéchine suggérant une
grande spéeificité des enzymes estérifiantes (86).

Daprés cette étude, les diméres peuvent présenter un groupement gallate 4 n'importe
quetie position, cependant aucun trimére galloylé dans leur sous-unité supéricure n'a été

retrouve,
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Ces constatations suggerent que:

l'estérification apparait préférenticllement sur les composés monoméres et sur les sous-

unités supéricures des diméres préformes,

-les triméres galloylés sont formés par extension des diméres préalablement galloylés.

La figure 26 présente une proposition de biosynthése des esters galliques

de
procyanidines,
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Figwre 263 Proposition de biosynthése d'esters galliques de procyanidines (86).
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Les wunités dinitiation qui sont des monomeéres flavan-3-ols peuvent étre la ()~
catéchine, la (-)-¢picatéchine ou la (-}-épicatéchine-3-O-gallate. A partir d'une unité
d'initiation, il y aurait formation d'un dimére par addition dun carbocation considéré comme
unité d'extension, cette unité d'extension peut-&ire soit la catéchine soit 'épicatéchine. Sur le
dimeére formé, la galloylation pourrait se faire soit sur F'unité terminale, soft sur l'unité

supérieure.

Dans cette proposition, deux suppositions ont ¢té faites:
-Pestérification n'arrive jamais avant incorporation du carbocation (unité¢ d'extension).

-la croissance de la molécule apparait toujours par ncorporation d'unités non galloylées.

Dans la figure 26, ic trimére ferminal a son unité¢ supéricure préte & &lre galloylée,
cependant comme mentionné auparavant aucun trimeére ainsi estérifié n'a ¢té retrouvé.

Cecl peut &tre interpréte comme €tant fa preuve quune possibilite de gatloylation sur les
triméres est peu vraisemblable ou impossible, ce qui est probablement dd 4 leur taille qui
empéche la liaison des enzymes estériftantes sur leur site actif.

Pour conforter cette hypothese, les auteurs ont précisé qu'il existe des triméres non
galtoylés dans les pépins de raisin en quantité équivalente, voire supéricure, aux diméres
majoritatres. Ainsi, si feur galloylation était possible directement, la probabilité d'obtenir des
trimeres estérifics sur une de leurs sous-unités scrait ¢quivalenic a celle d'en obtenir & partir

des diméres correspondants.

Une autre hypothése peut &ire avancée, pour justifier la biosynthése des procyanidines
galloylées et pour expliquer l'absence des triméres estérifiés sur lour sous-unité supérisure.

Iin effet, il a ét¢ présumé que d'une part, l'incorporation du groupe acyt sur la molécule
de procyanidine se fait de maniére séquentictle ot que d'autre part, les sous-unités supéricurcs

sont fes derniéres 4 8lie estérifides.
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Si l'on considére qu'il existe de faibles quantités de triméres galloylés et digailoylés
dans les pépins de raisin, il est logique de présumer que les concentrations des triesters
correspondants, s'ifs existent, sont trés faibles expliquant le fait qu'ls soient pour l'instant
indétectables.

Cependant, l'existence de quantités notables de dimére B2-3-O-gallate dans lequel la
sous-unité inféricure n'est pas galloylée, semble &tre en désaccord avec Thypothése d'une
amorce de gallovlation séquentielle 4 partir de la sous-unité inféricure, et peut faire apparaitre

la premiére hypothése comme plus réalisable (86).

- METHODE UTHLISANT DES MELANGES HYDROALCOOLICUES

Une autre méthode d'extraction des catéchines et des proanthocyanidines fait appel a
des mélanges hydroalcooliques, de maniere 4 éviter l'utilisation de solvants organiques

considérés comme nocifs pour la santé.

Une étude a été réalisée en 1989, a partir d'échantillons de pépins issus d'une cellule
expérimentale de I'INRA, Pech Rouge, en France (77).

Plusieurs variétés de pépins de raisins sont utilisées, le Chardonnay, I'Alicante-Bouschet
et un hybride de 3 espéces cultivées (Aramon, Temnturier, Grenache).

L'extraction est réatisée soit avec un mélange hydro-alcoolique pur, soit associ¢ a de

Facide tartrique pour optimiser le rendement.

Les pépins sont d'abord séparés des peaux et des rafles des raisins, puis ils sont netioyes
sur un papier filtre humide, séchés sous CO, et conservés a une température inférieure 4 5°C.
L'extraction des catéchines et des proanthocvanidines difigre selon les variéiés des

pépins.
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Ici nous considerons fe cas des pépins tssus de la variété Alicante-Bouschet et ceux de
ta variété Chardonnay, dans les deux cas environ 10 grammes de pépins sont places dans un

récipicnt en verre avee le volume défing de solvant.

2-Analvse

Aprés l'extraction, les échantillons sont centrifugés 4 3000 g pendant 10 minutes.

Une part aliquote de 10 ml est désalcoolisée sous vide a 3°C, a l'aide d'un évaporateur
rotattf.

Le résidu aqueux est ajusié 3 pH 7 avec NaOH puis dilué jusqu'a 20 mi avec de T'eau
distillée.

L'analyse est faite par HPLC a 280 nm et la détermination des catéchines et des
proanthocyanidines est faile en utilisant des témoins de (+)-catéchine, de (-)-¢picatéchine et

des procyamdines B1, B2, B3, B4 ¢t C1.

~Pour_les pépins issus de la varigté Alicante-Bouschet, lextraction s¢ fait avec des

soluttons aqueuses contenant 20, 40, 60 et 95% d'éthanol sur des périodes de 3, 6 ou 12
heures 4 température ambiante (environ 20°C).

Les résultats d'extraction sont donnés dans le tableau 7.
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éthanol (%) temps (heures) CAT  EPI Bl B2 B3 B4 Cl
3 48 62 18 31 7 14 14
20 6 184 250 73 96 35 48 95
12 275 337 t41 154 86 95 227
3 63 63 19 34 3 26 19
40 G 289 374 122 208 73 152 228
12 396 575 161 34 111 (81 385
3 86 117 29 52 21 40 29
60 6 328 493 147 279 89 189 341
i2 450 Gl4d 177 385 142 218 474
3 406 462 114 256 68 24 283
95 G 451 618 200 453 126 235 516
i2 471 730 238 509 164 262 609
Tableau 7: Extraction des catéchines et des proanthocyanidines des pépins

d'Alicante-Bouschet par des mélanges cau/éthanol (77).

Les résultats correspondent & la moyenne obtenue avec irois essais et
ils sont exprimés en mg/kg, CAT,; (+)-catéchine ; EPIL (-)-épicatéchine ;
B1: procyanidine B1 ; BZ: procyanidine B2 ; B3: procyanidine B3 ;

B4: procyanidine B4 ; C1: procyanidine C1.

fLes valeurs du tableau 7 indiquent que T'extraction est plus efficace lorsque le temps
d'extraction et la concentration en éthanol augmentent, mais 'évolution r'est pas toujours
lindaire.

Ea effet, Fextraction est trés faible pour les 3 premiéres heures d'extraction, sauf avec
95% d'éthanol puis elle augmente fortement entre 3 et 6 heures el de maniére plus progressive
entre 6 et 12 heures.

Ces variations peuvent s'expliquer par les temps de contact entre les pépins et le sofvant
ct par {'eftet de saturation du solvant,

Les tubes dextraction n'ctant pas changés, un ¢état d'équilibre peut &tre atteint au bout
d'un certain temps. Le rapport enire Faugmentation d'extraction entre 3 et 6 heures ot
laugmentation dextraction de la période 612 heures peul &tre utilisé comme index

d'apparition de cet état d'équilibre.
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Alinsl, ces constatations permettent de dire gue Uefficacité d'extraction des catéchines ot
des proanthocyanidines réalisée a partir des pépins Alicante-Bouschet peut étre considérée
comme ¢tant fonction du temps de contact d'une part et de la richesse en éthanol du solvant

d'autre part.

-Pour les pépins de la variété Chardonnay, les solutions agqueuses coutiennent 8, 10 ou
12% d'¢thanol additionné a de l'acide tartrique (4, 6 ou 8§ g/1), sur des périodes de 7, 10 ou 14
Jours a température ambiante,
Les résultats d'exiraction obienus avec les pépins de raisin Chardonnay montrent que
l'extraction est fonction:
~du degré alcoolique,
-de fa concentration en acide tarlrique de fa solution,

-de la durée de contact entre les pépins et le solvan.

'eftet du degré alcoolique est étudié a l'aide dune séric d'expériences menée sur 7
Jours, avee des solutions contenant 4 g/l d'acide tartrique ¢t §, 10 ou 12% d'éthanol.

Les résultats d'extraction des 4 composés majeurs ({+)-catéchine, {-)-¢épicatéchine,
procyantdine B1, procyanidine B2) sont similaires (figure 27).

L'analyse des résultats montre que pour les 4 composés, la quantité extraite augmente

avee le degré alcoolique des solutions.



99

mg/kg
3000
—
2800
2600 8% ethanol
—
% ethanol
2400 |- . 10% ethano
12 %, ethanot
2200t
5000 s :
CAT EPL BI B2
Figure 27: Influence du degré alcooligue sur {e taux d'extraction (77).

De méme, lefiet de fa concentration en acide fartrique de la solution est étudié.
Plextraction est mende sur 7 ¢ 10 jours avee des solutions contenant 8% d'éthanol et des
quantités différentes dacide tartrique.

Les résuttats obtenus pour 1a () épicatéchine et la procyanidine B2 sont présentés sur la
figure 28, ils montrent gue l'augmentation de la quantité extraite est lice 3 l'augmentation de

la concentration en acide tartrigue.
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Higure 28: Extraction de (-)-¢picatéchine et de procyanidine B2 a partir des pepins

Chardonnay en utilisant des solutions contenant 8% d'éthanol et

des quantités différentes d'acide tarteique sur 7 et 10 jours (77).

Le dernier effet éiudié est l'effet de la durée de contact entre les pépins de raisin et le
solvant. L'expérience menée avec des concentrations variables en acide tartrique ot décrite ci-
dessus a permis également d'observer si la durée de contact intervient dans les différences
d'extraction.

La conclusion est que, entre 7 et 10 jouss de contact, aucune différence significative n'a
¢i¢ notée (figure 28).

Des expériences supplémentaires ont ¢t¢ menées sur 14 jours avec des composilions
variables de solvant. D'une maniére générale, les quantités extraites de catéchines et de
procyanidines aprés 14 jours sont inférieures  celles obtenues aprés 7 et 10 jours de contact.

Cette constatation peut étre la conséquence de réactions de condensation, mais ¢ecl

n'est qu'uac hypothése proposée par les auteurs (77).
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Les résultats de ces difigrenies expériences montrent que {'efficacité de lextraction est
augmentée par un degré alcoolique et une concentration cn acide tartrique plus élevés, mais

par contre un temps de contact ptus long n'est pas bénéfigue.

HH-MIETHODES UPHISANT DES SOLYANTS ORGANIGUES

Plusieurs méthodes d'extraction sont basées sur utilisation de solvants organiques tels
que l'acétate d'éthyle ou l'acétone, ou sur T'utilisation de mélanges de solvants organiques avec
de Heau (61, 72, 73, 108).

Les extractions des proanthocyanidines obtenues avec le mélange acétone/eau sont
souvent présentées comme &tant les plus efficaces. Cependant, ces extractions ne sont pas
souvent tres selectives et les procedés de purification sont difficiles et diminuent les taux

extraits des proanthocyanidines.

L'¢tude décrtte ci-apres compare les extractions menées avee l'acétate d'éthyle ou avee
le mélange acétone/eau et analyse l'effet des taux dhumidité utitisés pendant les expériences,
sur les résultats d'extraction.

Ces derniers ont montré que l'utilisation des pépins de raising concassés diminue le
temps d'extraction malis également la sélectivité des produits extraits, aussi, dans cette ¢tude

les pépins utilisés sont eatiers (73).

i-ltude de Mnfluence du favy d humiditd sur Fextraction

L'acéiate d'é¢thyle utilisé seul ne permet pratiquement pas dexiraire  les
proanthocyanidines des pépins de raisins. Cecf est la conséquence de Ia faible perméabilité
des tissus des pépins envers l'acétate d'éthyle, solvant peu polaire,

L'ajout deau a lacdlate d'éthyle augmente le rendement de lextraction car elle
augiiente la perméabilité tissulaire el favorise le transport des substances par diffusion

moléculaires.
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La figure 29 présenic lfes ésultats dexiraction obtenus avec lacétate d'éthyle et

différentes concentrations en eau (73).

g de procyamnidines par kg de pépins

12 =z FOAc aves 3,3% dea,t .
| h EtOAc aves 5,0% ¢’can e
: FIOAC avee l(},()g/o d’eau /“.,///f:"—-"'““a
e FiOAe avee §3,0% d’eau
T = EOAe sves 20.0% d’eau
8
4 ] _‘,_4“
P
’__-"‘
e F S '--"‘"M'—-‘”-F -
0 e T
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0 10 20 temps (heures)
Figure 29: Influence de la concentration en cau dans la fraction de
- ]

l'acétate d'é¢thyle sur le taux et le temps d'exiraction des procyanidines

(73).

['analyse de cette figure monire que l'augmentation du taux des proanthocyanidines
exiraites avec de Pacétate d'éthyle saturé en can {3,3% d'eau) ou avec un mélange acétate
d'éthyle/eau (95:5) est lindaire. Par contre, aprés 24 heures d'extraction, le taux obtenu avec
acétaic d'éthylefecan (95:5) est 2,3 fois plus ¢levé que celui obienu avee l'acétale d'éthyle
saturé en cau.

Les courbes de cinétique dexiraction obtenues avec lacétate d'éthyle et des
concentrations en eau de 10, 15 ou 20% oni une forme parabolique. La premiére partic est
Jindaire (jusqu'a § h d'extraction), puis la penic saccentue ce qui correspond & une baisse
d'extraction. Bnsuite, la pente ainsi que l'extraction des proanthocyanidines se stabilisent et la

courbe se termine par une asympiote.



Les quantités extraites avee les mcélanges acétate d'éthyle/eau (85:15) ou acétate
d'éthyle/can (80:20) sont simifaires aux temps respectils 7,5 el 7,6, Par conire, les uantités
des proanthocyanidines obtenues aprés 24 heures d'extraction avec le mélange acétate
d'éthyle/eau (90:10) sont 73 fois plus élevées que celles obtenues avee l'acétate d'dthyle saturé

en calk

i.a forte augmentation d'extraction ebtenue avee l'acétate d'éthyle et des concentrations
croissantes en eau peut s'expliquer par une augmentation de perméabilité des pépins qui se
réalise jusqu'a ce que le solvant soit enfigrement saturé en eau.

En se basant sur le fait que l'acétate d'éthyle est saturé avec 3,3% d'eau, et que les
pépins saturés en contiennent 33-35%, on peut conclure que le systéme d'extraction acétafe
d'éthyle/ean/pépins est saturé en eau lorsque le solvant est le mélange acétale d'éthyle/eau
(90:10).

Une concentration supéricure en cau dans fe solvant (15 ou 20%) fournit seulement une
faibie augmentation du rendement de fextraction (2 & 3%). Par contre la sélectivité de
lextraction est alors trés affaiblie, car la présence "d'eau libie™, solvant (rés pelaire, conduii a
Fextraction de quantités importantes de substances concomitantes,

Pour préciser les données concernant l'effet de leau sur le taux dexiraction des
proanthocyanidines, des ¢tudes ont ét¢ mences avee difiérents taux d'humidite et en utilisant
Facétate d'éthyle sans addition d'eau.

Pour obtenir fes pépins de raising avee différents taux d'humidité, des pépins frais ont
¢té séchés en fines couches a température ambiante (22°C). Les taux dhumidité des pépins
ont ¢t¢ défims avant séehage ot aprés chaque jour dextraction, & la méme heure, jusqua 4
jours de séchage,

Les résultats obtenus aprés 8 heures d'extraction des pépins séchés a différents stades
sont préseniés dans le tabicau 8. lls confirment quiune extraction mende avec un taux
maximal dhumidité permet d'obtenir un tawx inférieur de proanthocyanidines qu'une

extraction menée avec te mélange acétate d'éthyle/eau (90:10).
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L'analyse du tableau 8§ montre ausst que les quantités cxtraites de proanthocyanidines

diminuent fortement torsque e taux d'humidité des pépins diminue,

Concentration en eau Taux d'humidité dans les pépins (%)
dans l'acétate d'éthyle (%)
33,2 (0 192 (1) 11,82 7.5(3) 6,1 (@)
Taux de proanthocyanidines des pépins
(g'ke)
0 3,196 1,146 0,160 0,123 0,113
L0 5,360 5,226 5,210 5,228 4,980
Tableau 8: Résultats d'extraction des pépins avee différents taux d'humidité

(temps d'extraction 8 heures) (73).
& les chiffres entre parenthéses correspondent aux temps de séchage des pépins

(en fours),

2-Sehéma dextraction (73, 79)

Zed-Avee de Vacéinte d'éthvie

100 g de pépins de raisin sont extraits par 400 ml d'acétate d'éthyle contenant 10% d'eau
dans des réeipients de | litre, durant 24 heures, sous agitation,

['extrait est ensuite séparé par décantation, séché avec 20 g de sulfate de sodium
anhydre (Nay50,) et environ 90% du solvant est éliminé par évaporation sous pression
rédulte.

Uexirait est repris avee 1/5éme de volume d'éther de pétrole, il se forme un précipité
qui est séparé par filiration puis séché dans une cuve de dessiceation.

Cette extraction conduif 4 une préparation brute de proanthoovanidines (CP-PROY.
Y




2-2-Avee le mélange caw/actione

Les pepins sont extraits de fa méme manicre en utilisant un mélange acétone/eau (2/3)
comme solvant.

Apres 24 heures d'agitation, 'extrait est séparé par décantation et 'acétone est ¢liminé
par distillation sous pression téduite.

La solution aqueuse est refroidie 3 heures a4 +4°C, i se forme un précipité qui scra
élimminé par centrifugation. A cetie solution est gjouté du chierure de sodium (NaCl) & raison
de 40 g pour 100 ml. Apres dissolution du NaCl, suivi d'un refroidissement (3 heures 4 -+4
°C), le surnageant est séparé du précipité par centrifugation puis 11 subit un partage
liquide/hquide avee de l'acétate d'éthyle.

La phase organique est séchée avec 20 g de sulfaie de sodium anhydre (Nay50,) puis la
procédure st identique a4 celle utilisant Pacétate d'éthyle.

Cette extraction conduit & une préparation purtfice de proanthocyanidines (PP-PRO).

1extrait see (PP-PRO ou CP-PRO) est dissous dans du méthansl et la concentration en
proanthoeyanidines cst ensuite déterminde par analyse spectrophotométrique ou par HPLL,

[lanalyse spectrophotométrique  uiilise un  réactif a la  vanilline préparé
extemporanément en mélangeant & volume égal une solution de mcéthanol contenant 30%
d'acide sulfurique (F,50,) et une solution de méthano! renfermant 1% de vaniliine,

L'extrait sec (CP-PRO ou PP-PRQ) dissous dans du méthanol est mis en présence avec
le réacttf & la vaniltine of l'absorbance est mesurée aprés 5 minutes 4 510 nm.

La concentration totale en proanthocyanidines est déterminée sur la base des
absorbances mesurées ainsi que sur Futilisation d'un graphe tmoin obtenu en utilisant la (1)
catéchine.

L'analyse par HPLC est réalisée sur une colonne C18 (phase inverse), en utilisant un
gradient linéalre d'acide acétique 4 10% {solvant A) dans de Jeau (solvant B) comme le

montre le tableay 9.
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Temps {min) Bébit (ml/mn} Solvant A (%) Solvant B (%)
0 0.8 10 90
47 0,8 82 18
35 0,8 100 0
65 0,8 100 0
70 0.8 10 90
Tableau 9: Gradient linéaire utilisé dans U'analyse HPLC des catéchines et des

proanthocyanidines (73).

La quantification des catéchines et des proanthocyanidines est basée sur un protocole
utilisant un témoin externe. Les catéchines et fes proanthocyanidines sont identifides a l'aide
de teurs temps de rétention déterminés auparavant (79).

Les taux de proanthocyanidines, leurs compositions qualitatives et quantitatives

déterminés par ces méthodes sont résumés dans le tableau sutvant.

teneur en gkg de pépins PRO en concentration relative %

2/100 g de préparation
Préparation PRG totales « £ Bl B2 B3 B4 Cl
CP-PRO 11,03 5,18 47,0 357 247 9,6 11,7 1,843 127
PP-PRO 4,77 2,67 56,0 29,1 21,8 33 13,0 45 2,9 755

Tableaw i Tableau comparatif des proanthocyanidines extraites par de l'acétate
d'éthyle (CP-PROY et le mélange eaw/acétone (PP-PRO) (73).
PRO: proanthocyanidines ; C: {+)-catéchine ;, Ii: (-)-épicatéchineg ; B: diméres ;

Cl: trimere.
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Le taux des proanthocyanidines totales obtenu avee l'acétate d'éihyle (CP-PRO) est 1,9
fois plus élevé que celui obtenu avec le mélange acetone/eau (PP-PRO).

Cette constatation est lide 4 la procédure complexe de purification réalisée avee le
mélange acétone/eau qui conduit & des pertes successives de proanthocyanidines, mais qui ne
permet pas d'obtenir une pureté finale supéricure a celle obtenue avec lacétate d'éthyle.

Cecl est confirmé par les chromatogramimes obtenus aprés HPLC (figure 30). Les
spectres ne différent que dans leur partie initiale (TR: 9 mn) et leur partie finale (TR: 37 mn),
ce qui correspond aux flavan-3-ols de hauts poids moléculaires (tétra et pentaméres) qui sont

présents dans PP-PRO mais pas dans CP-PRO.

b . 1 1 1 i
TR T R 50 min

Higure 30 Chromatogrammes des préparations de proanthocyanidines
4280 nm {73).
(A) CP-PRO; (I3) PP-PRO ; (1) procyanidine B3 ; (2) procyanidine B1 ;
{3) (+)-catéchine ; (4) procyanidine B4 ; (5) procyanidine B2 ; (6) (-)-épicatéchihe ;

(7 procyanidine €1
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Les concentrations relatives en flavan-3-ols sont également différentes dans ces
préparations (tableau 10). In effet, la concentration en monoméres fotaux est supéricure de
8,9% dans CP-PRO, celle du dimére B est supéricure de 3,7% et celle du trimére est
inléricure de 12,3% par rapport aux concentrations obtenues dans PP-PRO.

l.a présence de proanthocyanidines de haut poids moléculaire dans PP-PRO peut
paraitre ¢trange puisque la derniére étape de leur obtention est basée sur Pextraction d'une
solution aqueuse par de Pacétaie d'éthyle. En fait, ceci est réalisé grice au chlorure de sodium
gui sature la solution aqueuse, ¢e qui provogque un changement de distribution des
proanthocyanidines entre les phases aqueuse et organique.

Cetle étude a donc montré quentre f¢ mélange acétate d'éthyle/eau et le mélange
acétone/ean, le premier avec un rapport 90/10 permet de réaliser une extraction optimale et
sélective des flavan-3-ols des pépins de raising, avec les monoméres, les diméres et les

friméres.

I existc de nombreuses méthodes de  préparation des  exiraits doligomeres
flavanoliques, on peut citer par exemple plusieurs brevets: FR-A-1 427 100, FR-A-2 092 743,
FR-A-Z 372 823, FR-A-Z 643 073, US-A-4 698 360, EP-A-348 781, en plus des méthodes
cltées auparavant.

Les extraits obtenus contiennent souvent des taux non négligeables de monoméres
moins actifs que les oligomeres, de polymeres dont les propriétés sont trés différentes de
celles des oligoméres et souvent de produits phytosanitaires dont la présence est inacceptable
dans des préparations destinées a des fing pharmaceutiques ou cosmétiques.

Il est done intéressant de trouver des méthodes de préparation qui permettent & la fois
de lLimiter la présence des monomeres ot des polyméres ef d'éliminer les produits

phylosanitaires (72),
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B METHODES D'EXTRACTION DLS BREVETS

FMETHODES PERMETTANT DE LEMITER LE TALX DES

MONOMERES

Plusieurs méthodes ont ¢té mises en osuvre dans le but de limiter le taux des
monomeres, louiefois certaines sont coilteuses et ne tiennent pas compte des produils
phytosanitaires qui peuvent &tre présents.

Nous pouvons citer le brevet IP-A-348 781, procédé de traitement dun extrait de
pépins de raisins permeitant de limiter e taux des monoméres & un pourcentage tres faible
(inférieur a 1%).

Ce résultat est obtenu soit par ultrafiltration d'un concentré aqueux sur membrane
tubulaire, soit par vltrafiliration, suivie d'une extraction du filtrat par l'acétate d'éthyle aprés

concentration par osmose inverse.

Dautres techniques réussissent a la {ois 4 contrdler le taux des monomeres, a éliminer
les polyméres et 4 réduire au maximum la présence des produits phytosanitaires.

Nous pouvons citer, par exemple, les brevets EP-0 692 480 A1 (72) et 9307140 (108)
dont les méthodes d'¢limination des polymeéres sont basées sur des techniques de précipitation
par du chlorure de sodium 4 saturation.

Ce procédd d'extraction des fractions oligoprocyanidoliques (OPC) est réalisé a partir de
la mafiére végétale, par une solution aqueuse saturée en chlorure de sodium.,

[lextraction est basée sur une double opéralion, une exiraction par un solvant des
oligoméres (acétate d'éthyle) et une précipitation des OPC par un solvant chloré (chloroforme,
chlorure de méthylene) ajouté en excés.

Apres filtration, lo précipité est repris par de tacétate d'¢thyle puls soumis 4 une
purtfication suppiémentaive par des cyeles successils de reprécipitation par du chiloroforme en
exces, reprise par de ['acétate d'éthyle.

Ala fin e selvant est évapore.
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Les différentes étapes de ce schéma d'extraction sont les suivantes (72, 108):

Le végétal, broyé ou non, est extrait pendant un temps trés court par de T'eau chaude 4
une température comprise entre 75 et 85°C.

Les tanins de la phase aqueuse sont précipités par addition d'un sel minéral, de
préférence le chlorure de sodium, La précipitation cst effectude 4 une température comprise
entre 60 et 80°C. Le précipité est éhiminé par [iltration, réalisée sous pression et & fempérature
ambrante.

Le filtrat salé est traité par de l'acétate d'éthyle, solvant organique polaire susceptible de
dissoudre préférenticlicment les oligomeres. La phase organique est ensuite concentrée sous
pression réduite puis reprise avee de l'eau distillée.

L'acétate d'éthyle restant est ¢limuné par évaporation sous pression réduite. Cetle étape,
réalisée & une température comprise entre la température ambiante et 50°C, permet d'obtenir
un extrait agqueux.

[a phase aqueuse est favée au moins une Tois avec un solvant chloré, non miscible a
'eau et susceptible de dissoudre les produits phytosanitaires. 1 peut sagir du chloroforme ou
du chlorure de mcéthyléne.

Le solvant chloré est ensuite éliminé par évaporation sous pression réduite, 4 une
température ne dépassant pas 50°C et fe concentré aqueux est séche par lyophilisation. Ce
séchage permet d'obtenit un extrait qui peut &tre commercialisé tel quel ou qui peut subir un
trattement supplémentaire desting a réduire encore le taux des monomeres.

Ce traitement peut correspoadre & une precipitation ou 4 une extraction solide/tiquide, 1l

permet d'obtenir un extrait purtfié avec un taux conirdlé en monomeres.
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1~ Eraitement suppitmentaire par wrécipitation

L'extrait est dissous dans une quantité minimale d'acétate d'éthyle pour dissoudre les
oligomeres.

La solution est filtrée, puis un grand volume de solvant chloré est ajouté de maniére a
précipiter les oligoméres. Cette étape est réalisée a température ambiante.

Le précipité est [ittre, séché a une température inféricure a 40°C, afin d'obtenir un
extrait purifié¢ avec une teneur mintmale en monomeres.

2- Traitement suppiémentaire par extraction solide/liquide

Cette méthode est basée sur un traltement continu ou discontinu de l'exirail par un
mélange de 2 solvants organiques {acétate d'éthyle qui dissout les oligoméres et le
chloroforme cu le chlorure de méthyléne pour les précipiter.

La proportion utilisée entre les deux solvants dépend du taux de monoméres accepté.

Le produit insoluble obtenu est séohé 4 une température inféricure & 40°C, conduisant &

Pextrait purifié avec un taux contrdlé en monoméres,

3-lxemple de mise en geuvie do co procdde dextraction (72)

I kg de pépins de raisins sces non broyés, sont mis en suspension dans 5 fitres d'cau
contenant du bisulfite de sodium. Le mélange est porté 4 Vabri de la lumiére, 4 8§0°C. La
température est maintenue pendant 30 minutes.

[.e mélange est filtré & chaud, saturé cn chlorure de sedium, puis laissé revenir &
temperature ambiante. Le précipiic riche en tanins est Altré, le filirat limpide est épuisé par de
lacciate d'éthyle {volume: 1/3 de la phase aqueuse).

La phase organique est concentrée sous pression réduite, sans dépasser 40°C, jusqu'a un

tatx de matidres séehes de 20%.



Le concentré est repris par de Peau distitlée (2 fois le volume), puts le mélange est
concentré sous vide jusqu'a ¢limination totale de V'acétate d‘éthylg_

La phase aqueuse est lavée 3 tots par du chloroforme exempt de pesticides, puis elle est
concentrée sous vide pour €himiner le chloroforme, jusqu'a un taux de matieres seches de
30%.

Le concentré obtenu est séché par nébulisation, le nébulisat cst ensuite mis en
suspension dans un mélange acétate d'¢thyle/chioroforme (7/3), maintenu a 56°C sous
agitation, pendant une heure.

Le métange chaud est tiltré sous pression, puis le solide est seché.

Le filtrat nc contient que de la {+)-catéchine ot de la (-)-épicatéchine.

Un tel procédé dextraction limite [e taux des monoméres, comme le brevet évoqué
auparavant (EP-A-348 781), mais a ['avantage par rapport a ce dernier d'éliminer les produits
phytosanitaires de Vextrait de maniére 2 pouvoir utiliser celui-ci & des fins thérapeutiques ou
cosmétigues.

Yar contre, ces méthodes présentent finconvénient de provoquer des relargages massifs
de solutions salines dans l'environnement ct elles ne permetient pas de récupérer les tanins

comme sous-produits.

AT RO, PRRMITTANT DI LIMINER LS POLYMERES

L.a technique développée dans le brevet 0384796 Al, permet d'obtenir un extrait riche
en oligomeres Havanoliques tout en évitant les inconvénients cités auparavant (61).
Le solvant wtilisé pour lextraction est T'eau, clle est choisie pour sos nombreux
avaniages:
-extraction d'un large éventail d'oligomeres procyanidoliques,
-exelusion des hauts polyméres.

-colit fatble par rapport aux solvants organiques.
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Le schéma d'extraction suit les étapes suivantes.

La matiere végetale est épuisée par l'eau.

Le volume d'eau utilisé dépend de la maticre végélale et Ta température est choisic en
fonction de la concentration présumée en oligomeéres, définie par des essais préliminaires. Le
rendement est intluence par {a durée de l'extraction car les oligomeéres ne suppottent pas un
long séjour & température ¢levée. Alnsi, plus la température sera élevée, plus le traitement
sera court.

Le pH doit rester inférienr 4 6 pour respecter le pll du contenu cellulaire végétal et pour
ne pas détruire les oligomeéres,

Une substance réductrice, tel que le sulfite acide de sodium 4 raison de 0,5 g/l doit étre
ajoutée pour éviter l'oxydation des oligomeres. 1 est conseillé dutiliser de l'eau distillée ou
désionisée pour éviter une auto-oxydation des polyméres par le fer ou le cuivre.

La solution aqueuse obtenue est ensuite épuisée par l'acétate d'éthyle, solvant organique
sélectif des oligomeres qui ne dissout pas les taning. De plus, son utilisation permet d'éviter la
saturation de {a solution agueuse par NaCl.

Le rapport votume de la selution aqueuse/volume d'acétate d'éthyle, varie en fonction de
ta richesse du végétal en oligomeres et des impératils industriels de rendement.

Llacétate d'éthyle est évaporé sous pression réduite, cetie évaporation est poursuivie
Jusgu'a obtention d'un résidu aqueux privé de toute trace de solvant organique.

La solution est ensuite lyophilisée pour obtenir un exirait desting aux utilisations
diététiques et cosmétologigues.

Pour Putilisation pharmaceutique, une purification supplémentaire est nécessaire. Elle
est réalisée par dissolution dans de 'acélate d'éthyle puis par précipitation par un solvant
organigue tel que le dichlorométhane. Cetle purification peut &tre renouvelée une seconde

fois st nécessaire,
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Un dosage spectrophotométrique est réalisé pour appiéeter le rendement de Textraction
et te titre en oligoméres de l'extrait. Le spectre de Vextrait est comparé avee cetui d'un produit
de référence.

LAdentification des extraits est réalisée par a réaction de Bate-Snith qui consiste a faire
réagtr 10 ml de solution aqueuse de l'extrait 4 1% avec 2 ml d'acide chlorhydrique pur. Ce
mélange est chaulté au bamn-marie boullant. En quelgues minutes, il v a formation d'une
coloration rouge intense, il sagit de la transformation des oligoméres en anthocyanes
correspondants. A ce titre, la réaction est spéeifique et permet de caractériser les produits

obtenus.

1-Mise en eewvie du procédé 2 partiv de YVitls vinifera 1.

200 g de pépins entiers de raisins sont mis dans 2 | d'eau distili¢e contenant 0,5 g/l de
sulfite acide de sodium. Cette dtape est réalisée a 80°C, sous agitation constante. Le mélange
est filtré 4 chaud. Le filtrat séjourne une nuit & +4°C, puis il est centrifugé.

Le culot de matieres insolubles est ¢liminé et le surnageant est épuisc par de Pacétate
d'¢thyle. L.a phase organique est évaporée sous pression réduite a une température inférisure 8
50°C. De l'eau est ajoutée au résidu aqueux.

La lyophilisation de cette solution fournit un produit sec qui constitue Uextrait destiné
aux emplois dic¢tétiques ot cosmétologiques. Le rendement obtenu est de 9,55 g/kg de pépins
secs. A tiire de comparaison, l'extraction selon une technique conventionnelle incluant un

telargage par te chloture de sodium ne livre que 4,78 g d'extrait.

Z-Mige en geuvre du proctdd & naviir de Pirus maritime L.

200 g d'écorces de pin grossidrement concassées subissent un traitement identique &
celui déerit pour Vidis vinifera 1.,
Le rendement est de 6,07 g/kg, ct, toujours a Llitre comparatif, l'exiraction par la

technique conventionnelle fournit seulement 3 grkg,



3-Pour un wsage pharmacentigue

5 g d'extrait lyophilisé sont mis en solution dans 100 ml d'acéiate d'éthyle, puis sont
ajeutés 200 mi de dichlorométhanc.
Les oligomeres précipitent aussitdt, 1ls sont récupérés par filtration sur verre friité.

e filirat contenant les impuretés cst distillé pour récupérer les solvants.

C-METHODE D'EXTRACTION DES OPC GLYCOSYLES

I3 Y

L'extraction des dérivés glycosylés est réalisée a partir de 1a matiére végétale par des
méthodes proches de celles décrites ci-dessus. L'extraction peut étre réalisée par de F'eau, par
un alcool tet que Péthanol ou e méthanol, ou par un mélange cav-acétone (2/3). |

Aprés lavage par de l'acétate d'éthyle, 'extrait est remis en solution aqueuse.

Puis une extraction liquide/liquide est réalisée avec du m-butanol qui sera ensuile
élimmé par ¢vaporation.

Le residu est ensuite soumis & une purification chromatographique 4 contre-courant.

Selon les techniques d'extraction utilisées, les OPC extraits comportent un motif sucte

sous Forme d'un ose (glucose ou galactose) ou d'un polvose (1081
3 PO
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Nous venons de voir, au travers d'un certain nombre d'exemples, que plusicurs
mcthodes d'extraction des oligoméres procyanidoliques existent.
Le chotx du selvant et des conditions d'extraction seront fonction des impératifs de

sélectivité et de rendement que l'on simpose. Aussi, les solvants sont de nature variée.

Les methodes qui utilisent un aleool seul, tel que {e méthanol, sont surtout intéressantes
pour étudier les structures des oligoméres estérifiés. Cependant, ces techniques privilégient
l'obtention des monomeres qui présentent peu d'intéréts en thérapeutique.

L'extraction séquentielle par différents taux de méthanol ou par de l'acétone permet de

guantifier les oligoméres.

L'extraction peut aussi &tre réalisée par un mélange hydro-alcoolique. Les avantages de
cetie technique résident principalement dans l'optimisation du rendement qui peut étre

augmenté encore part I'ajout d'acide tartrique.

Daprés les Studes ciides, de nombreuses extractions sont basées sur l'utilisation de
solvants organiques.

Le melange eau/acétone est souvent considéré comme étant le plus efficace avec un
rendement optimal pour les tissus frais ou congelés. Cependant, nous avons vu que ce
melange est peu sélectif. Aussi, pour obtenir les oligoméres procyanidoliques, il faut eéaliser
des purifications en commengant par ¢liminer acétone par distillation. La phasc aqueuse
restante est débarrassée des pigiments et des lipides par un solvant tel que le chloroforme ou le
dichlorométhane. Les OPC sont ensuite extraits par de l'acétate d'éthyle,

Le mélange eav/acéiate d'éthyle est plus intéressant, 11 permet dlobtenir des extractions
beaucoup plus sélectives et le rendement est optimisé par la présence d'eau en quantité

suffisante pour saturer le sysiéme solvant/véodtal.
e
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De plus, nous avons vu qu'il existe des méthodes permettant d'optimiser extraction des
oligomeéres.

Ces méthodes timitent soit la présence des monomeres tnactifs, soit la présence des
pelymeéres indésirés. Ces techniques sont souvent coliteuses, complexes et entrainent des
relargages massifs de chlorure de sodium. En effet, etles utilisent le chlorure de sodium 2
saturation pour ¢liminer les tanins, suivi d'un double trattement par deux solvants organiques
pour limiter la présence des monomeéres. Le premier, lacétate d'éthyle, permet dextraire les
olipomeres et le second, le chloroforme, entraine leur précipitation.

Cependant, i exislc une variante permettant de pallier aux inconvénients de ces
techniques.

Le solvant utilisé est l'eau. Ceci présente Havantage d'un faible colt et évite les
relargages massifs de chlorure de sodium dans lenvironnement. La purification de l'extrait
obtenu est réalisée de la méme manicre que dans la technique précédente, par un traitement

par deux solvants organigues.



CHAPITRE TV

PREPARATION DES EXTRAITS EN VUE
PE LEUR UTILISATION EN THERAPEUTIQUE,
COSMETIQUE BT DIETETIQUE




Les oligoméres des [lavan-3-ols possedent des proprictés antiradicalaires qui leur
conitrent de nombreuses applications.

Alnst, ces composés peuvent éire la base de formulations pharmaceutiques, cosmétiques
ou diététiques, orales ou topiques, destinées a protéger [homme des méfaits des radicaux
libres.

Cependant, leur utilisation pratique se heurte & leur stabilité, hice 4 la présence de
groupements phénoliques libies. Ceci favorise une oxydation conduisant & une coloration
brune ou rose ingompatible 4 de nombreuses utilisations. De plus, ces produits sont
hydrosolubles ce qui pose des problémes d'incompatibilités avec de nombreux excipients qui
sont liposolubles.

La recherche de techniques permettant de stabiliser ces substances et de les rendre
liposolubles, a mis en évidence l'importance de l'estérification pour protéger tes groupes -OFH

tibres (3, 61, 72).

Linvention décrite dans le brevet 93 07140 a pour but de fournir des dérivés
phénoliques stables par 'miermédiaire d'une mise en oeuvre aisée et e¢xploitable & I'échelle
industrielle. Ces composés renferment au moins un groupe phénolique protégé: -OCOR,
(108).

[/invention vise en particulier des compositions flavanoliques caractérisées par un motif

cster de flavanol. Leur structure répond & la formule T suivante, il s'agit du premier groupe.

(OR)N;

1, (RO} ,
4 OR

Formule |
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Dans cette formule au moins un des substituanis R représente un groupe -CORy.

-R est un radical alkyle d'au moins deux atomes de carbone, lin¢aire ou ramifié, saturé
ou insaturé. Il peut s'agir d'un radical aryle, aralkyle ou aralkyléne,

-le ou les autres représentants R éventuellement présents représentent un atome
dhydrogene, un groupe galloyle -Q-CO-CgH,-(OH),, un ose ou un polyose. |

-ny et n,, identiques ou différents Fun de lautre, sont des nombres de 1 & 3,

correspondant au nombre de substitutions sur ce cycle,

Cette invention peut sappliquer 4 un deuxiéme groupe de produits correspondant aux

oligomeres et aux polymeéres des esters du premier groupe. s répondent a {a formule II:

(OR)n,

(OR)ng

OR

Formule {1

[ans cette formule R est tel que défini ci-dessus.

-0y & ng, identiques ou différents les uns des autres, sont des nombres de 1 & 3
repreésentant le nombre de substituants sur un cycle,

~N est un nombre de 0 a 100 représentant fa taille de Foligomére ou du polymere.

Dans une famille de oe fype, les liatsons interflavanoliques font intervenir les atomes de
carbone des motifs successifs. Elles sont situées entre les carbones C4 et C6 ou entre les

carbones C4 et C8,



Dans certains groupes de produits, fes compositions sont en mélange et renferment des

csters monomeres et des esters oligoméres et/ou des esters polyméres.

Dans les compositions phénoliques du brevet, Ry représente un radical d'acide gras
satureé ou insaturé. Des exemples dacides gras sont donnés ci-aprés. Selon la nomenclature
classique, on indique pour chacun d'eux le nombre d'atomes de carbone C, puis le nombre de
doubles laisons, et 'emplacement de ces doubles liaisons. Le nom des acides gras est indiqué

pour les plus classiques.

I} s'agit des radicaux des acides:

butyrique C4:0 , valérique C5:0 , hexanique C6:0 , sorbique C6:2(n-2) , C&:0, C11:1 . Cl1:2,
laurique C12:0 , C13:0 , C13:2 , C14:0, CI15:0 , C15:2 , palmitique C16:0 , C16:1(n-7) ,
Cle:2(n-4), C16:2(n-7), C16:3(n-4) , C16:4 , CI7:0 , stéarique C18:0 , oléique C18:1(n-9) ,
CI8: {(n-7) , linoléique C18:2(n-6) , y-linolénique C18:3(n-6) , o-linolénique C18:3(n-3) ,
C184(n-3) , C20:0 , C20:1(n-9) , C20:2(n-6) , C20:3(n-6) , C20:4(n-6) , arachidonicue
C20:4(n-3) |, édicosapentaénoique C20:5(n-3) , C22:0 , C22:1 , C22:1(n-5) , €22:3(n-3) ,
C22:4(n-6) , CI2:4(n-3) , C22:5(n-3) , C22:5(n-6) , docosahexaénoique C22:6(n-3} et
C24: 1 (n-9).

Les radicaux des acides gras en C18 et au deld sont particulicrement peéférés en vue
dapplications en cosmétologic. A c6té du radical d'acide gras saturé ou insaturé, cas le plus

feéquent, R peut également représenter, comme nous f'avons déja cité, un groupe aryle.

Alnsi, les compositions définies ci-dessus sont obtenues en faisani réagir des
compositions phénoliques avee un agent d'acylation susceptible de fournir le radical-COR |,
dans des conditions permettant la substitution d'au moins un groupe -OH Jibre par un radical

acyle -COR .



Les dérivés polyphéneliques en phase aqueuse & un pl de 7.5 4 12, sont mis en
présence de l'agent acylant dissous en phase organique et d'un agent de transfert de phase.

L'agent d'acylation est cheisi parmi les acides ou les dérivés de tels acides, en particulier
les  chlorures, les anhydrides ou les esters. Les solvanls sont choisis parmi le
tétrahydrofuranne (THF), des dérivés halogénés comme le chloroforme ou une amine telle
que la pyridine. Les agents de transfert de phase sont des halogénures.

Lorsque l'acide est utilisé comme agent d'acylation, la réaction est réalisée en présence
d'un agent dactivation qui est en général le dicyclohexylearbediimide (DCC). D'autres agents
peuvent &tre utilisés comme le ter-butylchloroformiate. La réaction est réalisée 3 la

temperature de reflux du solvant.

Les dérivés acylés oblenus sont séparés du milicu réactionnel et purifids en vue des
applications envisagdes. L'invention vise en particulicr les esters de motifs flavanoliques
isolés a partir de la vigne rouge ou du pin maritime. Les compesitions flavanoliques ainsi
estérifices sont d'une grande stabilite. Elles peuvent élre conservées pendant au moins 2 ans

dans des conditions normales de conservation (lempérature de 10 4 22°C, en conditionnement

protégeant de la lumicre, hygrométrie 40-30%).

Les travaux réalisés sur de telles compositions phénoliques ont montré que la présence
de groupes csters profecteurs favorise le transpori de ces compositions au travers des
membranes biologiques et permet d'atteindre localement des concentrations plus importantcs
gquavec des composés non acylés, selon le concept de prodrogue. En effet, au contact
d'estérases, présentes dans la plupart des milieux et tissus biologiques, les groupements
protecteurs esters sont ¢limings en gérérant la formation des composés phénoliques de départ
of des acides. Ces composés exercent Jeurs activités d'une maniére synergique et sont

caractérisés par une grande innocuitd,



Exemples destérification selon la méthode déerite dans le brevet 93 07140 (108);

Les  compositions  phénoliques  de  départ  sont des fractions d'oligomeres
procyanidoliques extraites & partir de la vigne rouge ou du pin maritime, extraites par une
méthode, décrite précédemment, basée sur l'utilisation d'une solution aqueuse saturée en

chlorure de sedium.

Exemple 1: Synthése de stéarates de flavanols.

On fait réagir 1 g dune fraction OPC avee 9 g dacide stéarique, 7 g de
dicyclohexylcarbodiimide ¢t 100 mi de THEF.

Le mélange est porté au reflux sous agitation pendant 24 heures.

I s¢ forme un précipité qui est éliminé par filtration. La phase organique est évaporée
en grande partie. La part restante est reprise par du chloroforme (CHCly) et le résidu est
soumis & une purification chromatographique.

Lixemple 2; Variante de synthése de stéarates de flavanols,

On fait réagir 1 g de la méme fraction dOPC que celle utilisée dans texemple 1 aveo
17.5 g d'anhydride stéarique ou 9,5 g de chiorure de stéaroyle dans 100 ml de pyridine.

Le melange est porté 4 80°C sous agitation pendant 24 heures. La pyridine est éliminée,
en majeure parlic, par ¢évaporation et la phase restante est reprise par du chloroforme. Le

résidu obtenu est purifié par chromatographic.

Un procedé identique a4 celui de lexemple 2 peut &tre utilisé pour synthétiser des
oléates, des sorbates ou des hexanoates de flavanols.
11 suffit pour cela, de remplacer l'ashydride stéarique ou le chlorure de stéaroyle pac

Fanhydride ou le ehtorure correspondant 4 Pester désird.



Les compesitions obtenues grice & cette invention sont particulirement appropriées
pour I'élaboration de préparations pharmaceutiques dunce composition [(lavanolique en
association avec un véhicule pharmaceutique inerte. Certaines préparations pharmaceutiques
renferment ces dérivés sculs ou en association avec des médicaments & effet profecteur vis &
vis des réactions d'oxydation, comme par exemple le B~caroténe ou la vitamine E.

Ces dénvés, de par leurs propriétés anti-radicalaires ot anti-oxydantes peuvent
¢galement &lre utilisés pour l'élaboration de préparations cosmétiques. Dans ces préparations,
ics produits sont associés a des véhicules appropriés 4 un usage externe, Leur caraciére
liposoluble favorise leur incorporation dans les formes galéniques habituellement utilisées en

cosmetologic.
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CHAPITRE V

ETUDE DES PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES
DES COMPOSES FLAVANOLIQUES




Les radicaux libres sont issus du métabolisme de Toxygene. s sont responsables des
attaques oxydatives au niveau des vaisseaux et du derme. Leurs cibles privilégides sont les
acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires ¢t les éléments structuraux des tissus
conjonctifs.

lis sont en particulier impliqués dans le développement de l'athérosciérose et des

maladies cardio-vasculaives qui en découlent ainsi que dans fe vieillissement cutané.

Les flavonoides au sens large sont des pidgeurs de radicaux libres, molécules ou atomes
formés naturellement lots de diverses réactions biochimiques au sein de la cellule.

Les flavonoides, dont les oligoméres procyanidoliques ont ¢galement montré, grice &
une ¢tude in vitro, leurs propriétés d'inhibiteurs enzymatiques (15):

-inhtbition de U'élastase ct de la collagénase, enzymes de dégradation des fibres
¢lastiques qui constituent les tissus conjonctifs,

-inhibition de la hyaluronidase ce qui permet de conserver liniégrité de la substance
fondamentale de la gaine vasculaire.

-inhibition de la lipoxygénase et de la cyclo-oxygénase ce qui est en relation directe
avec leur capaciié A pieger les radicaux libres. Ces propriétés démontrées in vifro peuvent
expliquer leurs activités anti-inflammatoires, anti-allergiques et leur action sur l'activiié
plaquettaire.

Plus rarement, certains flavonoides comme les oligomeéres flavanoliques peuvent
stimuler une activité enzymatique et notamment celle de fa proline hydroxylase. Cette activité
favoriserait l'¢tablissement de pontages entre les fibres de collagéne, renforcant ainsi leur
solidité, feur stabilité et s'opposant a leur dénaturation. De plus, 'anion superoxyde semble
mmpliqué dans la protéolyse non enzymatique du collagéne et, in vitro, les oligomeéres
lavanoliques inhibent ce processus. Ces propriétés mettent en valeur les indications
potentielles des oligomeéres flavanoliques en cosmétologie ot notamment dans la protection

cutanée contre le vieillissement (15).
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L'ensemble des proprié¢tés anti-radicalaires des oligoméres procyantdoligues est résumé

dans le tableau suivant (62).

MECANISMES CONSEQUENCES
effet réducteur protection de:
sur Jes molécules oxydables vitamine ©

vitamine B
acides gras polyinsaturés

effet capteur radioprotection cutance

sur {es radicaux libres exogénes effel anti-inflammatoire

effet capteur protection des membranes

sur fes radicaux libres endogénes celludaires, du tissu conjonctif,
de 'ADN,

Les propriéiés des procyantdines expliquent leur capacité de protection des vaisseaux et
du derme envers les attaques oxydatives des radicaux libres. Fin fait, ce sont principalement
feurs propriciés antiradicalaires et inhibitrices enzymatiques qui leur permettent de luiter
contre l'athérogénese et le vicillissement cutané. Lewrs modalités d'action peuvent 8tre
divisées en trots pdles,

En premier licu, les procyanidines grice a leur capacité antiradicalaire, bloquent la
peroxydation lpidigue au niveau des acides gras polyinsaturés des membranes cellulaires.
Cetle action est mise a profit 4 la fols dans la lutle contre Fathérogénése et dans la lutte contre
le vieillissement du derme,

De méme, les procyanidines sont inhibitrices enzymatiques envers les protéases et
envers les enzymes de dégradation des fibres conjonctivales. Ainsi, elles protégent les
vaisscaux et le derme de la dénaturation.

Le dernier pble d'action des procyanidines leur permet de s'opposer au développement
des maladics cardiovasculaires gui découlent de l'athérosciérose. Fn effet, elles favorisent a
vasoditatation ¢t diminuent la perméabilité des capillaires ce qui leur permet de tutter contre

Fhypertenston artérielle et d'avoir une action angioprotectrice.



Dans un premier temps sera étudiée sous forme de rappel, la formation de ces radicaux
libres atnsi que les différents systémes de protection antiradicalaires endogéne et exogene.
Une attention plus particulicre sera apportée aux propriéiés antioxydantes du vin rouge afin
de deéfinir les composés responsables de cetic action dont la conséquence est communément
appelée le "French Paradox".

Dans un second temps sera étudiée l'action des procyanidines & différents niveaux, en
commengant par la physiopathologie de l'athérosclérose. Puis, viendront les propriétés
protecirices des procyanidines, soit par inhibition de la peroxydation lipidique, soit par une
inhibition enzymatique avec un intérét particulier dans le vieillissement cutané, soit par un

effet au niveau cardio~vasculaire.

A AU NIVEAY DES RADICAUX LIBRES PROPREMENT DIT

- RAPPEL SUR LES BADICAUX LEBRES

Un radical fibre se définit comme un atome, un groupe d'atomes ou une molécule
possédant un électron non apparié, dit électron célibataire, en mouvement sur lorbitale
externe.

En conséquence, ce sont des corps irés instables, de demi-vie trés courte, mais d'une

grande réactivité chimique (16).

Les cellules de notre organisme ont besoin d'oxygéne pour fonctionner mais elles n'en
utilisent que 98% et la part restante va &tre réduite en radicaux libres.
Les réactions radicalaires peuvent &tre décrites en trois tapes:

-la_phase dlinitiation, au moment de la formation des premicrs radicaux. Les atomes

d'oxygéne Inusités vont perdre un électron & la périphérie de leur noyau. s deviennent alors
toxiques en recherchant cet électron manquant sur les acides gras des membranes cellulaires

ou sur les glycoprotéines du collagéne.
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-la_phase de propagation, ot les premiers radicaux formés engendrent ia production de

nouveaux radicaux. Lin effet, ces molécules privées d'un électron en recherchent un sur les

celivles voigines ot deviennent a leur tour des radicaux libres.

-la_phase de terminaison, au moment ol deux radicaux libres se recombinent. Ces

radicaux libres peuvent étre neutralisés par deux types de processus {16, 107}

Une production non négligeable de radicaux libres est associée 4 la respiration ol
l'oxygéne, oxydant par un échange monoélectronique, est transforme en anion superoxyde
O, Celte production est assurée par différentes enzymes comme la xanthine oxydase, la
NADP eytochrome réductase (14, 27).

Bien que l'anion superoxyde réagisse lentement avece les acides gras insaturds, il a été
montré que sa présence esi lide a Tapparition des peroxydes lipidiques. Plusieurs hypothéses
ont €t¢ émises pour expliquer ce phénoméne:

-L'anion superoxyde pourrait permetire la production des radicaux hydroxyles selon la
réaction de Haber et Weiss:

Oy +H,y0, > OQH -+ O+ O,

Mais cette réaction est tres lente et la production des radicaux hydroxyles semble pluidt
&tre assurée par une réaction dérivée, en présence de deux protons H':

Oy -+ Oy~ =+ Hy0, 1+ O,

HoO, o+ Fet > Fe™ 4 O o+ OF

{/abondance des ions ferreux a l'échelle cellulaire favorise cefle production et les

radicaux hydroxyles, trés réactifs, sont connus en tant qu'initiateurs de peroxydations (14, 27).

L'mflammation provoque aussi la formation de nombreux radicaux libres tels que les
anions superoxydes produits par la NADPH-oxydase membranaire des leucocvies on le

radical hydroxyle formé par dismutation en présence dions ferreux (14, 27).



L'awto-oxydation lipidique, en général amorcée par un radical hydroxyle conduit 4 la
formation de peroxydes selon la réaction globale suivante:

LH + O, — LOOH

Le mécanisme de cette réaction radicalaire peut Etre explicité comme suit:

Le radical tnitiateur Re, par transtert d'un atome I, crée un site radicalaire L au sein
d'une molécule lipidigue L, il s'agit de la réaction d'initiation:

R+ LH — L+ RH

L'oxygene, de par sa nature biradicalaire, réagit rapidement sur ce site pour former un
radical 1O, qui peut alors réagir 4 son tour sur une molécule liptdique LI assurant la
propagation de la chaine de peroxydation:

Lot Oy = LOy

LOy + LH —LOOH -+ L

Le radical LO,* peut également réagir avec un autre radical libre LO," ou R* assurant la
terminaison de la chaine, selon les réactions suivantes (27):

LOy -+ LOy —LOOL + O,

LOy + R LOOR

Les dilférentes possibilités de protection de l'organisme vis & vis de ces radicaux libres
sont représentées par une régulation cnzymatique endogene ef par une protection exogéne.

La premicre protection antiradicalaire est contenue dans l'organisme, il sagit dun
systeme de régulation enzymatique avec:

-les superoxydes dismutases (85.0.D2) qui neutralisent les radicaux  superoxydes,
cependant la production de ces erizymes diminue avec 1'4ge.

-la catalase et les diverses peroxydases dont la plus active, la glutathion peroxydase
sélénodépendante (Se(ilPx) agit en synergie avec fa vitamine E pour détruire los peroxydes

(14, 27).



Ce systéme de régulation endogéne agit de la maniére suivante:

La superoxyde dismutase catalyse une réaction extrémement lente, en présence de deux
protons H™:

Oy b Oy > HyOy + O,y

L'eau oxygénée a des propri¢iés analogues a celles des peroxydes et est capable de
générer des radicaux tibres OH* tres toxiques.

La régulation de I'eau oxygénée implique deux mécanismes, d'une part la mise en jeu
d'une enzyme, la catalase, qui catalyse la réaction;

24,0, = 21,0 + O,

ct d'autre part I'action des peroxydases, et en particulicr de la glutathion peroxydase, qui
calalyse la réaction:

2 GSH + H,0, > GS5G + 2H,0

LLes divers radicaux initiateurs sont pris en charge par la glutathion peroxydase selon la
réaction:

FSH -+ R = R+ G5

Le radical GS* formé va réagir préférentiellement sclon fa réaction:

2G5 > (556G

Le deuxiéme systeme de protection antiradicalaire est exogéne. Ul s'agit de piégeurs de
radicaux fibres tels que les vitamines A, C, E, certains oligo-¢léments (sélénium, zinc) ot les
flavonoides avec en particulier tes oligoméres procyanidoliques. Ces derniers présentent
lavantage de posséder une activité antiradicalaire supéricure 3 celles des vitamines
antioxydantes classiques, la vitamine C et la vitamine B (respectivement 20 et 50 fois). Hs
permettent ¢galement de protéger les autres anttradicalaires de l'oxydation et dagiv en

cofacteur de la vitamine C (16, 107).



Rl MUSE N EVIDENCE DES PROPRICTES ANTIRADICALAIRES

[leffet antiradicalaire des procyanidines peut 8tre analysé in vive dans Porganisme
humain grace au test au dithranol.

Le dithranol est une substance qui, & tres [aible dose, provoque des Iésions cutanées
secondaires 4 la formation de radicaux libres.

Le test consiste 4 déposer en deux endroits distincts de la face interne de Yavant bras de
volontaires, 10 pl d'une solution de dithranol chloroformique a 2%0 sur une aire circulaire de
5 mm de diamétre.

Apres évaporation du solvant, 10 ul d'une selution alcooligue 4 1% de l'extrait a tester
sont déposes sur l'une des deux surfaces.

Aprés 24 heures, la surface témoin est le siége d'une forte réaction inflammatoire due &
la production de radicaux libres oxygénds. Par contre, sur la surface traitée par les
procyanidines, fa réaction inflammatoire est irés nettement diminuée voire absente.

Ce test, au cours duquel un méme sujet sert a la fois de témoin et de traité, prouve le
pouvolr antiradicalaire des procyanidines, confirmant ainsi les propriétés déja définies in

vitro (35, 61,63, 64).

De nombreuses études ont recherché in vitro les capacités antioxydantes d'une
substance en créant une peroxydation expérimentale et en évaluant les effets de cetie

substance. Pour ces études, plusicurs méthodes peuvent &tre appliquées:

-la mesure des radicaux fibres produits:

Cetie mesure peut se fatre par l'intermédiaire de réactions de réduction (réduction du
bleu de tétrazolium, réduction du eytochrome ), ou par une mesure de chimiluminescence.
Les réactions de peroxydations produisent une lumiére de 1rés basse énergie dont la mesure
directe est difficile. Bo général, une chimiluminescence indirecte est réalisée grice A des
composés organiques tels que fe luminol ou la lucigénine qui vont amplifier la lumiére émise

au cours des réaclions radicalaires (16, 27, 59, 83).
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-la mesure des peroxydes lipidiques:
Cette mesure peut étre réalisée par une mesure de chimtluminescence (27).
-la mesure des produits secondatres des réactions de peroxydation:

Il s'agit en général, du dosage des diénes conjugues ou du dosage du malondiaidéhyde
(MDA), Les dicnes conjugués sont des composés formés au cours des peroxydations
lipidigues par réarrangement des doubles [iaisons des acides gras peolyimsaturés. Leur dosage
s¢ fait en mesurant leur absorption dans les UV a 235 nm.

Le dosage du MDA est classiquement uiilisé pour évaluer les peroxydes lipidiques. En
milieu acide {(pH 3.,5) et a chaud (95-100°C), le MDA [orme avec deux molécules d'acide
thiobarbiturique, une base de Schiff, molécule colorée, exiractible par les solvants organiques

¢t absorbant 4 532 nm (27, 66).

- COMPARAISON DES CAPATTTES ANTIOXYDANTES

DES PROANTHOOYANIDINES, DES VITAMINES ET DES ENZYMES

Les proanthocyanidines sont douces de propriéies aniiradicalaires au méme titre gue
plusicurs vitamines et enzymes. Plusieurs études ont ét¢ mendes pour comparer les pouvoirs
antiradicalaires de ces différentes substances dont les intéréts thérapeutiques, de par leur
caractére anttoxydant, sont reconnus (110, 113, 116).

Ces propriétés sont confirmées par plusieurs travaux ¢t notamment par ceux de
UCHIDA et al. qui ont démontré que la concentration nécessaire pour faire diminuer de 50%
Toxydation cellulaire éfait 50 fois moindre avec les oligoméres procyanidoliques quavec Ia
vitamine 12 (107),

De méme, une étude a montré que les oligemeres procyanidoliques ont une activité
anti-radicalaire  supérieure 4 celle des anti-radicalaires classiques, comme le cas d'un

complément alimentaire ot de la vitamine E (16).



Les travaux suivants comparent les capacités antioxydantes des procyanidines avec
celles des vitamines et des ertzymes,

L'étude de BAGCHI et al. a comparé les capacités antiradicalaires des
proanthocyanidines extraites des pépins de raising (GSPE = grape seed proanthocyanidin
extract) avec celles de ta vitamine C, du succinate de vitamine F (VSE), de la supcroxyde
dismutase et de la catalase (7).

Leurs pouvoirs antiradicalaires ont ét¢ étudics vis a vis de lanion superoxyde et du
radical hydroxyle générés biochimiquement. Les résultats sont suivis par un essal de
luminescence chimique et par la réduction du eytochrome C.

L'inhibition obtenue avec les proanthocyanidines est dépendante de la concentration. A
une concentration de 100 mg/l, Finhibition des deux radicaux varie de 78 4 81%.

Dans les mémes conditions, la vitamine C ne permet d'inhiber que 12 4 19% des deux
radicaux libres oxygénés ¢t la vitamine E crée une inhibition de 36 4 44%. Quant &
Fassociation des deux enzymes, superoxyde dismuiase et catalase, clle fournit unc inhibition
de 83% de l'anion superoxyde.

Les résultats obtenus montrent que les proanthocyanidines des pépins de raising
fournissent une inbibition des radicaux libres supéricure 4 celles obtenues avec les vitamines

C et B, et de méme importance que celle créée par les deux enzymes associées.

Une autre ¢tude a comparé les effets protecteurs des extraits proanthocyanidoliques des
pépins de raising (GPSE) et ceux des vitamines C, I et du B-caroténe (6).
Cetie ¢tude a analysé les effets de ces produits sur une peroxydation lipidique induite
par du tétradécanoyiphorbol-13-acétate (TPA) dans les conditions suivantes:
-GPSE: 25 4 100 mg/kg
~Vitamine C: 100 mg/kg
-Suceinate de vitamine £ (VS 100 mgikg

-B-carotene: 50 mgikyg



Les effets peroxydatifs sont analysés en fouction de la fragmentation d'ADN créée sur
des tissus hépatiques et cérébraux de souris ainst quien fonction de la production de radicaux
fibres provoquée par cette peroxydation lipidique chez des sourts.

Un traitement des souris par les substances ¢tudices entraine une diminution de la
production TPA-induite des radicaux libres. Cetie baisse est mise en évidence par une
diminution de la réponse par chimiluminescence des macrophages péritonéaux ¢t par une
diminution de la réduction du cytochrome C, par comparaison avec des témoins. Les vateurs
préseniges dans le tableau ci-dessous correspondent aux baisscs obtenues grice 3 chague

substance (6).

chimiuminescence

réduction du cytochrome C

GPSE
vitamine C
vitamine

fi-caroténe

TO%
18%
A7%
6%

65%
15%
37%
19%

e méme traitement fournit une baisse de fragmentation dADN TPA-induite au niveau
des tissus hépatiques et cérébraux. Les valeurs présentdes dans le tableau sutvant

correspondent aux baisses de fragmentation d'ADN obtenues aprés traitement par les

différentes substances antioxydantes et aprés comparatson avec les contrdles.

tissus hépatiques

tissus cérébraux

GPSE 47% 50%
Vitamine 10% 1494
Vitamine B 30% 31%
B-caroténe % 1%
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Ainsi, fous ces antioxydanis fournissent une protection cfficace contre les dommages
oxydatifs TPA-~induits. Mais, seules les proanthocyanidines fournissent des immhibitions dose-
dépendantes envers fa lipoperoxydation, la formation des radicaux libres ct la fragmentation

de TADN.

Une ¢tude, réalisce par FRANKEL, a déterminé les capactiés antioxydantes de
différents jus de raising (38).

Cette étude a testé in vitro, les pouvoirs antiradicalaires de plusieurs jus de raisins
envers une oxydation cuivre-induite des lipoprotéines humaines de basse densité (LDL) et a
déterming l'effet de fa vitamine C sur cette activité antioxydante.

Pour comparer les vésultats, les ¢chantillons sont standardisés & unc concentration
phénolique de 10 M d'équivalent en acide gallique (GAE). Seclon le jus de raisin, 'inhibition
de P'oxydation des LDIL varie de 62 a4 75% mais les résultais de cette étude ont surtout montré

que la vitamine C n'a pas d'effet significatif sur {'activité antioxydante des jus de ratsin testés.

Toutes ces dtudes montrent que fes procyanidines issues des pépins de raising sont
nettement plus antioxydantes que es vitamines classiques.

De plus, certains auteurs ont montré que les oligoméres procyanidoliques sont des
cofacteurs de la vitamine C qu'ils protegent de T'oxydation. Hs permetient ainsi & ta vitamine
C dexercer son effet activateur de synthése de collagéne par les fibroblastes et doptimiser
l'action préventive des oligomeéres procyanidoliques.

Ces notions mettent en valeur l'intérét des procyanidines en thérapeutique antioxydante,
d'une part grice & leur propre activité qui apparait éire 20 fois supérieure 4 celle de la
vitamine C et 30 fois supéricure a celle de la vitamine B et d'autre part grice a leur action

synergique avec la vitamine C (62, 107).



Y- ACTIVITE ANTIGHYDANTE BU VIN BEE ALCOGL,

Les propriétés antioxydantes des composés phénoliques présents dans le vin sont
connues. lls permettent de prévenir l'oxydation des LDL humaines par augmentation du
pouvoir antioxydant réactif total (TRAP) du sérum aprés leur ingestion. Cette propriété est
due 4 la grande proportion des composés phénoliques présents dans le vin.

Pour confirmer cetle propricté, plusicurs ¢tudes ont ¢i¢ menées pour évaluer les
capacités antioxydantes des différentes fractions pelyphénoliques des vins et pour analyser le
r0le de ['alcool dans ces capacités.

Certaines de ces ¢tudes ont ¢valué la capacit¢ antioxydante des phénols présents dans
ces vins en déterminant leur valeur TEAC (Trolox® Equivalent Antioxidant Capacily) aprés
fes avoir extraits et identifiés par HPLC (76, 90, 117).

Trolox® est le nom commercial du 6-hydroxy-2.5,7 8~tétraméthylchroman-2-acide
carboxyligue. Ce composé, possédant une activité antioxydante, est souvent utilisé comme

référence dans les études cherchant 4 monirer les propridtés antioxydantes de produits,

Une de ces é¢ludes a ¢té réalisde sur 9 vins italiens, les quantités des composés

phénoliques et leur valeur TEAC respective sont présentées dans le tableau 1 (1),
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Vin phénols flavanols TEAC?
totaux totaux (mM/Trolox)?
(mg/D! (mg/)>
Cabernet Sauvignon rouge, 1994 3365 805 28,1
Corvo Rosso, rouge, 1993 2173 461 19.3
Barbaresco, rouge, 1991 1850 321 16,8
Barbera d'Alba, rouge, 1993 1684 310 15,2
Barbera Olivepo, rouge, 1992 1801 307 17,4
Barbera Oltrepo desalcoolisé, rouge, 1992 1781 285 16,7
Chianti, rouge, 1994 2180 496 [8,6
Gewurtzeraminer, blanc, 19935 208 11 3.8
Colomba Platino, blanc, 1994 327 49 4.0
Torre ¢ Giano, blanc, 19953 219 12 3.6

k]

Tableaw 11:  Concentrations phénoliques et capacité antioxydante en équivalent

Trolox® (TEAC) des vins italiens (91).

1phc’mols totaux exprimés en équivalent d'acide gallique, 2 valeurs exprimées en

équivalent de {+)-catéchine, 3TEAC capacité antioxydante en

équivalent Troloxt

La figure 31 montre la corrélation qui existe entre la présence des phénols et la capacité

antioxydante.

TEAC (mM Trolox®)
30

24

0 o o o s PRIt
0 500 000 1500 2000 2500 3000 500 400

Phénols totaux (mg/f d'équivatent en acide pallique)

Higure 311

corrélation= 0,99 |, risque admis 5%.

Corrélation entre les phénols totaux et fes TEAC (91).
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L'analyse de la figure 31 et des valeurs présentées dans le tableau 11 montre que les
phénols et notamment les flavanols, de par leur forte concentration, jouent un rdle majeur
dans le pouvoir antioxydant.

Les résultats obtenus avec Barbera Oltrepo rouge alcoolisé et desalcoolisé suggerent

que I'alcool n'affecte pas les valeurs THAC.

Une autre étude a comparé les activités antioxydantes de 8 fractions polyphénoliques de
vin rouge et a cherché si I'éthanol présent était responsable de cette activité (50).

Pour réaliser cetie ¢tude, 10 volontaires sains ont consommé de la Vodka (49%
d'éthanol) pendant 2 semaines (jours -14 a 0) puis du vin rouge pendant 2 semaines (Jours 0 a
14). La quantité d'éthanol a éié régularisée a 0,8 g par jour.

Pendant Fexpérimentation, tous les volontaires ont suivi un régime alimentaire controlé
en apport nutritif et calorique, des prélévements sanguins ont été réalisés a jelin aux jours -14,
0, 14.

Les substances polyphénoliques sont séparées par chromatographie liquide et identifices
par des tests colorimétriques & la vanilline.

La capacité antioxydanie de chaque fraction est évaluée par deux méthodes:

-par la mesure de leur capacité & fixer les radicaux hydroxyles OH' ot DPPH (1,1-
DiPhényl-2-PicrylHydrazyl).

-par la résisiance d'apparition des diénes conjugués obtenue (mesure du "lag tume”),

La peroxydation lipidique utilisée dans cette étude est induite par une substance azoique
el la mesure de la résistance dapparition des dienes conjuguds ("lag time") est évaluée par la
mesure de la densifé optique & 235 nm. Cette technique est classiquement utilisée pour

mesurer le degré de peroxydation lipidigue.
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Le "lag time" des LDL déterming au jour 14, 4 la fin de la période de consommation de
vin (54,7 +/- 2,6 minutes), est significativement plus long que ceux déterminés aux jours O,
avant consommation de vin rouge (49,1 -+/- 2,2 minutes), et -14, avant consommation de
Vodka (50,4 -+/- 2,5 minutes). Ces résultats prouvent que des substances, avtres que I'éthanol,
sont responsables d'une inhibition de Poxydation des LDL.

{.a mesure des capacités des fractions phénoliques & fixer les radicaux OH' et DPPH
montre que Factivité a plus forte est obtenue avec la fraction correspondant aux masscs
moléculaites les plus élevées. La capacité de cette [raction & fixer le radical DPPH' est aussi
forte que celie de la catéchine.

Par contre, en prenant comme base la concentration en polyphénols pouvant fixer 50%
du radical O (C.F. 50%), la fixation du radical O est plus forte avee cette fraction quavee
fa catéchine. La quantité néeessaire de la fraction est de 0,28 pg/ml et la quantité nécessaire
de catéching est de 0,64 pg/mi.

Les résultats des tests colorimétrigues montrent gque cette fraction contient

essentiellement des procyanidines oligomeéres.

Une élude plus récente a montré que les effets antioxydants bénéfiques du vin rouge
existent dans un concentré de jus de raisin rouge non-alcootisé (20).

Dans cette dtude, 7 sujets ont consommé quotidiennement 125 ml de ce concenti¢
pendant 7 jours. Aprés fa premiére injestion, ta capacité antioxydante totale (TAC) du sérum
variait de 441 4 478 umol/l aprés 60 mn. Au 8¢ jour, Tes valeurs de TAC avaient augmenté
de 50 prnot/l.

Ainsi, lingestion quotidienne de ce concentré a permis daméliorer la capacité

antioxydanie totale du sérum et de protéger les LDL de 'oxydation.

L'ensemble de ces études montre que les effets antioxydants du vin ne sont pas dis a
l'alcool présent mais aux composés phénoliques ot principalement aux  oligomeres

fiavanoliques.



V- COMPARAISON DES ACTEIVITES ANTIOXYDANTES DES COMPQOSIS

ISSUS U VIR OU DES RABING

Plusteurs études ont comparé les capacités antioxydantes des composss phénoliques du
vin, seules les techniques utilisées varient.

Une ¢tude réalisée par TEISSEDRE ct al. a compard in vitro les capacités antioxydantes
des fractions phénoliques issues du vin Petite Sirah ot des pépins de raisins sur l'oxydation des
LD (102).

Les procyanidines diméres el triméres sont extrattes des pépins de raisins puis elles sont
isolées et identifides par HPLC.

Le vin Petite Sirah est concentré 10 fois par évaporation sous vide a 25°C puis il est
injecté dans un systéme HPLC. Les fractions phénoliques sont collectées a 6 minutcs
d'intervalle.

Ll'eflet antioxydant est suivi par la production d'hexanal au niveau de la téte de colonne
du systéme HPLC, aprés une oxydation cuivre-induite sur des LIDL humaines préparées

exiemporanémert.

Les inhibitions relfatives obtenues sont exprimées en % d'inhibition, d'aprés la relation:
(C-5)
3% 1 00
C

C: hexanal Tormé avee le contrdle, S: hexanal formé avec I'échantilion,

Les résultats obtenus dans cetie étude permettent de classer les substances en fonction
de feur activité antioxydante.

L'activité antioxydante la plus élevée est oblenue avee les monomeéres catéchine et
épicatéchine, le flavonoide myricétine, les diméres B2 et B8 ainst que e trimeére C1.

Une activité moings ¢levée est obtenue avee les diméres 33, B4, B6, avece le trimére C2,
avee les flavonoides rutine ¢t quercétine ¢f avee les acides phénoligues suivants: T'acide

cafdigue, 'acide ellagique, l'actde gatlique et l'acide sinapique.
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Lactivité la plus basse est obtenue avee I a-tocophérol.

Les pourcentages d'inhibition les plus élevés, de 60 a 70%, sont obtenus pour 3 fractions
contenant des composés de la famille des [lavan-3-ols. Ces f{racttons renferment les
meonomeres catéchine et épicatéchine, les diméres B1, B2, B3, B4, B6, BE et les triméres C1

ot C2 (5, 43, 102).

Plus récemment, une ¢tude a recherché les activités antioxydantes d'extraits phénoliques
issus de 14 variétés différentes de raisin frais par la mesure, irn vitro, de linhibition dc,
l'oxydation des LI humaines {70).

Les résultats de cetie étude montrent que l'activité antioxydante relative envers les LDL
est lide & la concentration totale des extraits en phénols, exprimée en équivalents d'acide
gallique (GAE). Amsi, pour 10 uM de GAE, l'inhibition des LDL. varie de 22 4 60% ct pour
20 uM de GAE, I'nhibition varie de 62 & 91%.

Les mémes expériences sonl mendes avec des exiraits obtenus & partir de pépins de
raising ¢orases et des temps d'extraction plus longs qu'avec des raisins frais.

Ces conditions expérimentales permettent d'extraire des quantites plus importantes de
flavan-3-ois. Avec de tels extraits, l'action inhibitrice envers les LI est plus intense.

Cetle étude a permis de Taire la relation entre la présence des flavan-3-ols et le pouvoir

anttoxydant des vins (31, 70).

Touwjours dans T'optique de comparer les effets antioxydants de divers composants 1ssus
du vin, les auteurs des études suivantes ont analysé, d'une part Tes résultats diinhibition des
peroxydations lipidigues induites par une irradiation et d'autre part, les effets antiradicalaires
des composanis étudiés (13, 66, §8).

Une de ces études s'est attachée 4 différencier les effets antioxydants des

proanthocyanidines, des monoméres épigallocatéchine et gallate d'épigallocatéchine (13).
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Les effets antioxydants de ces substances sont étudiés dans 3 modéles in vifro. Des
acides gras polyinsaturés en solution aqueuse et des microsomes de foie et de cerveau de
souris sont utitisés comme substrats oxydatifs, une irradiation par UV sert de systéme pro-
oxydant.

L'anatyse de la peroxydation lipidique induite par les UV s'appuie sur deux méthodes:

-une analyse des acides gras polyinsaturés résiduels.

-une analyse des substances relargucées et réactives 4 l'acide thiobarbiturique,

Les résullats de cette étude, donnés par ces deux méthodes, montrent que la
peroxydation des acides gras est inhibée par de faibles concentrations de proanthocyanidines
issues des pépins de raising (2 mg/l). Par contre, Jes monoméres épigallocatéchine et gatate
d'épigallocaiéchine  pour des quantités équivalenies d'épicatéchine, nc présenfent aucune
ctficacité dans les conditions expérimentales utilisées,

Ces conclusions peuvent s'expliquer, d'aprés les auteurs, par une action synergique des
monomeres flavan-3-ols, des dimeres et des triméres contenus dans Fextrait des pépins de

FAESINS.

Ces ¢ludes metient en évidence Pexistence d'une relation entre la quantité globale des
polyphénols et les activités antioxydantes obtenues. Ce sont les oligomeres flavanoliques qui

posscdent l'activité la plus forte (13, 66, 88).

Une étude, mence par WATERHOUSE et al, a cherché a déterminer si une
consorumation usuclle de vin peut changer la concentration plasmatique de catéchine. La
catéchine est le principal composant des flavan-3-ols présents dans le vin (114).

Pour cette étude, les sujets volontaires ont évité une alimentation riche en flavonoides
pendant l'expérience qui a débuté 48h avant toute consommation de vin.

Les cohantilions de plasma sont recueillis au début de 'expéricnce, puis immédiatement

avant la consomimation de vin et enfin Th, 3h, 8h et 24h apecs la consommation de vin.
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Les concentrations de caiéchine sont ¢tablics par extraction a partir du plasma frais
suivie d'une concentration et d'une analyse HPLC de Vexirait concentré,

Les concentrations initiales (-48h) varient de 2,6 4 4,7 uM. Le régime pauvre en
flavoneides provoque une baisse de concentration pendant los 48h. A la fin des 48h (Oh), les
concentrations varient de 0,2 8 1,4 uM ce qui correspond a 7,7 4 31,2% des valeurs initiales.

th apres la consommation de 300 ml de vin rouge, les concentrations augmentent 2,1
fois par rapport aux valeurs obtenues a Oh. Le pic plasmatique est obtenu 3h aprés la
consommation de vin rouge, il varie de 4,5 & 12 uM. Ces concentrations correspondent 4 une
augmentation de 5 fois des valeurs obtenues a Oh.

Chez tous les sujets, les concentrations de catéchine diminuent, ensuite approchent des

valeurs initiales (-48h} au bout de 24h.

Celic ¢tude monire qu'un apport de 300 ml de vin rouge correspond 4 80 mg de
catéchine, le taux plasmatique dépasse alors | uM chez tous les sujets durant les 24h qui
suivent. Cecl permet de relier une augmentation plasmatique des substances antioxydantes
(catéchine) par une consommation de vin rouge.

Ainsi, la concentration plasmatique des substances antioxydantes commence a
augmenter une heure aprés la consommation de vin rouge et le pic est atieint au bout de 3
heures. Cette concentration décroit ensuite pour atteindre le taux initial au bout d'environ 24

heures,

Ces résultats confirment la notion de "French Paradox" selon laquelle une prise
journalicre de vin rouge, équivalente a deux verres, est associée 4 une diminution de
lincidence des maladies cardio-vasculaires, sachant quune consommation journalicre

supcricure est reliée 2 une augmentation du risque d'infarctus du myocarde (18, 54).
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tn effet, nous venens de voir qu'un apport journalier est néeessaire pour maintenir une
concentration plasmatique sufTisanie en catéchine ot en oligoméres procyanidoliques, Ces
substances pourront alors inhiber la peroxydation lipidique et agir en tant qu'antiradicalaires
(1i5).

Ce phénoméne est retrouvé dans des pays tels que la France ou 'ltalie, principaux
producteurs et consommateurs de vins rouges ou t'incidence des maladies coronariennes est
plus faible que dans les autres pays dBurope et qu'en Amérique du nord malgré une
alimentation riche en lipides.

Cette propri¢té est lice aux polyphénols présents dans le vin rouge, et notamment aux
propriétés inhibitrices des procyanidines envers la peroxydation lipidique (11, 41).

Des études épidémiologiques réalisées dans des populations mixtes ou des populations
du méme sexe, ont montré que ce pouvoir ¢st indépendant de ["age et du sexe des personnes

(45).

L'analyse des différents travaux nous montre les pomts suivanis,

L'étude comparative des proprictés antioxydantes des procyantdines, des vitamines et
des enzymes antioxydantes classiques révéle fa supériorité des procyanidines. En effet, celles-
ci, présentes dans le vin rouge, ont un pouvoir antioxydant netlement supérieur & celui de la
vitamine C, de la vitamine E et équivalent au pouvetr de la superoxyde dismutase associé a
celui de la catalase. De plus, les procyanidines sont présentées comme cofacteur de la
vitamine C mais feur pouvoir antioxydant est indépendant de sa présence.

Ces données metient en valeur fes capacités antioxydantes du vin rouge et plusieurs
études ont montr¢ que Halcoo! n'intervient pas, Celte propri¢té du vin rouge est reliée a la
présence des composés phénoliques et plus préeisément aux proanthocyanidines.

Certains autours onl évoqué une action synergique entre les monomeéres, les dimeres et
les triméres, L'analyse des fractions phénoliques les plus actives a permis de montrer que ce
sont principalement les oligomeres flavanoliques qui sont responsables du  pouvoir

antioxydant du vin rouge.
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B- ACTHONS DES PROCYANIDINGES

ELATHEROSCLEROSE BV LES PROCYANIDINES

[/athérosclérose est une affection dégénérative d'évolution progressive, caractérisée par
un Epaississement de la paroi artérictie. Cet épaississement est dfi 4 une accumulation de
lipides et 4 une prolifération des cellules musculaires lisses et du tissu conjonctif,
L'athérosclérose touche essenticllement Fintima de la paroi et concerne particuli¢rement
taorte, les coronaires et les artéres cérébrales.

La présence de la plaque d'athérome dans la lumire artérielle entrave la circulation
sanguine et diminue l'oxygénation du tissu cnvironnant. Ceci favorise la nécrose, appelée

également infarctus, du tissu ou de 'organe irrigué par l'artére obstrude (23).

L'athérosclérose se développe lentement, on peut distinguer trois stades.

La lésion athéroscléreuse la plus précoce est la strie lipidique caractérisée par un dépdt
de lipides dans tes macrophages, dans le tissu conjonctil et dans les cellules musculaires
lisses. Ces macrophages, gorgés de lipides, sont nommeés "cellules spumeuses”.

Le deuxiéme stade de I'athérosclérose correspond 4 Fapparition d'une plaque fibreuse au
niveau de l'intima, sous la couche endothéliale. Cetie plague libreuse est constituée de dépdts
lipidiques infra- ot oxtracellulaires, entourés de cellules musculaires lisses et de tissu
conjonchf Contrairement & la strie lipidique, elle fait saillie dans la lumiére artérielle.

Au dernier stade d'évolution de lathérosclérose, la plaque, appelée thrombus, est
constituée d'un noyau parfois calcific, de débris cellulaives, de cristaux de cholestérol
ceinturés de cellules spumecuses et de tissu conjonctil. La tumigre endothéliale est souvent

uleerée (23).
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Plusteurs comportements 4 risque sont a lorigine de l'athérosclérose et des maladies
cardio-vasculaires qui en découlent. Nous pouvons citer notamment une consommation trop
importante de graisses saturées qui favorise l'augmentation du LDL-cholestérol ("mauvais

cholestérol") au dépens du HDL-cholestérol ("bon cholestérol™).

Les LDIL (low density lipoproteins) sont des lipoprotéines de taille moyenne riches en
cholestérol et en apolipoprotéine B100. Elles sont trés athérogénes du fait de leur
métabolisme intravasculaire, elles assurent le transport du cholestérol 4 toutes les cellules et
tissus. Les HDL (high density lipoproteins) sont des particules de petite taille riches en
lipoprotéine A. Elles assurent le retour du cholestérol tissulaire en exceés vers le foie, elles

sont donce protectrices vis a vis du risque vasculaire (14),

Ainsi, le processus de l'athérogénése est étroitement 1ié & lattaque de lintégrité de
Fendothélium vasculaire et a l'augmentation de ces lipoprotéines 1.0,

A Tétat normal, l'endothélium vasculaire est caractérisé par une continuilé et est doué de
propri¢iés antithrombotiques par la synthése de prostacycling (PGl,y). Mais, au cours de oe
processus  dégénératif, une lésion de la surface endothéliale se produit. Cette lésion
notamment lice au vielllissement normal des vaisseaux, a une origine encore aujourdhui mal
connue. Elle met & nu fe sous-endothélium riche en collagéne et provoque une activation et
une agrégation plaquettaires. Le phénoméne va &tre auto-entretemy, il se forme alors dans le
vaisseau, un caillot qui va subir une infiltration tipidique lide 4 Foxydation des LDL.

Lin cffet, au cours de I'athérogénese, des enzymes, les ipoxygénases oxydent les acides
gras insaturés de la partie lipidique des lipoprotéines LDL. Ces LDL oxydées ne sont plus
reconnues par les réeepteurs classiques mais par des récepteurs "scavengers” de 'épithélium
vasculatre. Elles vont se lixer sur ces récepteurs, pénéirer dans T'endothélium vasculaire ot
saccumuler, provoquant ainsi fa formation de dépdts tipidiques dans les capiflaires of les

arféres.
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Les LDI, oxydées ont une action cytotoxigque sur endothélium ct sar les cellules
musculaires lisses. [lles agissent par peroxydation lipidique et par action toxique des
radicaux lfibres qui vont entrainer une mort cellulaire, des Iésions membranaires et une
perméabilité anormale de la parol. Elles favorisent aussi fagrégation plaquettaire ct, en
modifiant les propriétés vasomotrices des vaisseaux, elles participent a l'hyperiension

artérielle.

Toutes ces actions expliquent les symptémes de 'athérosclérose qui se définit par un
durcissement et un rétrécissement des artdres concernées dus aux dépdts lipidiques, fes
athéromes. Ces athéromes augmentent le risque de thrombose qui s'associe a I'hypertension

pour favoriser le développement de maladies cardio-vasculaires ischémiques (27).

De plus, un processus inflammatoire se développe au niveau de l'endothéhium lés¢. Le

o

fibres élastiques et fes membranes des celtules endothéliales vont alors étre endommagées par
les protéases cf les radicaux tibres {ibérés.

Dans un prentier temps, les protéases et les radicaux libres ont un effet bénétique sur le
site inflammatoire. Fn effel, anion superoxyde intervient dans a phagocytose en tant que
précurseur d'espéces bactéricides (OH°, H,O,), puis en tant que générateur d'un processus
chimiotactique qui conduit fes phagocytes sur le lieu de production des antons superoxydes,
c'est a dire sur le site de P'intlammation. Malis ces substances radicalaires et les protéases ond
ensuite une action réfaste lorsque les équilibres sont rompus entre la production et
l'utilisation. Les protéases, dont '€lastase, peuvent alors détruive les fibres ¢lastiques des
membranes vascutaires et les radicaux libres peuvent agresser les membranes cellulaires par
les processus de lipoperoxydation (9). Les celtules endothéliales et notamment Pendothélium

vasculaire sont fes plus exposés.
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Ces processus pathologiques expliquent les divers pbles d'action des procyanidines qui
vent pouvolr agir de par leur action sur la peroxydation lipidique, leurs propriétés inhibitrices
enzymatiques ct feur activité anti-radicalaire. Ces propriéiés sont connues sous le nom de
“trench paradox”, correspondant comme nous l'avons déja évoqué, & une moindre incidence
des maladies coronariennes en France par rapport & dautres pays développés malgré une
alimentation riche en lipides athérogénes.

Celle notion est altribuée & une consommation quotidienne et modérde de vin rouge,

riche en composcs phénoliques (52, 112).

- BERET ANTIRADICALAIRE ET INHIRITION DE LA PEROXYDATION

LAPIDIOUE PAR LES PROCYANIDINES

Les propriciés antiradicalaire, antioxydante et inhibitrice de la peroxydation lipidique
sont etroitement lides. 11 est difficile sinon impossible de dissocier ces effets. Ainsi, fes tudes
analysées dans ce paragraphe concernent I'une ou l'autre propriéié et souvent l'ensemble des
trois, Certaines techniques, utilisées dans ces études, pour la mise en évidence de ces effets
ont ¢t¢ deja citées dans le paragraphe "mise en évidence des propriétés antiradicalaires” { voir

page 132 ). Ces techniques seront vies de mani¢re plus détaillée 3 ce niveau.

Comme nous l'avons déja dvoqué précédemment, plusicurs études suggerent qu'une
consommation modérée de vin réduit le taux de mortalité lié¢ aux maladies cardio-vasculaires,
Lleffet bénéfique du vin rouge viendrait d'unc inhibition de Foxydation des LDL, base

méme de Fathérogénsse, par les polyphénols (11, 70, 94, 102).



Ln effet, au cours de lathérogénése, les lipides membranaires constitvant les
membranes biologiques sont susceptibles de subir au niveau des acides gras polyinsaturés, des
réactions de peroxydation qui aboutissent 4 limplantation sur la melécule lipidique d'un
groupement hydroperoxyde -OOH ou d'un chainon peroxyde, comme par exemple ce type de

chainon:

o0

Ces réactions de peroxydation lipidique sont vesponsables de profonds désordres
structuraux ¢t fonctionnels. Aussi, de nombreuses éludes soulignent les intéréts d'une
consommation modérée de vin ou les propri¢tés antiradicalaires des oligoméres flavanoliques
viendraient renforcer leur action  antiprotéasique pour protéger les vaisseaux de

Jathérosclérose (37, 49, 67).

Plusieurs études ont cherche a définir les propriétés antioxydantes des procyanidines en
mesurant leur effet inhibiteur envers la lipoperoxydation et leur pouveir antiradicalaire.

La plupart de ces études utilisent une peroxydation lipidigue induite par un métal. Nous
citerons un aulre modele de lipoperoxydation, induit par les ultra-sons, qui est plus rarement
utthise.

['effet antirachcalatre des procyanidines est aussi ¢tudic en recherchant leur capacité de

protection voire de réparation des dommages oxydatifs créés sur des cellules ou de 'ADN.

La plupart des auteurs évaluent les effets antiradicalaires des procyanidines en utilisant
un modele peroxydatif induti par un métal (4, 13, 53, 57, 66, 67). |

Une de ces ¢tudes a analysé l'activité antioxydante des procyanidines par la mesure de
leur propricie:

-de pidgeur des vadicaux libres envers 'anion superoxyde, généré par la réaction de ja

phénazine méthosulfate en présence de NADH ' et d'oxygéne moléeulaire.
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-d'inhibiteur de la perexydation lipidique induite par le systéme ADP/ascorbale de fer

(FE™Y} sur des microsomes de foie de rat.

Cefte expérience a ét¢ mende avec des extratts d'oligomeres procyanidoliques issus de
pépins de Vitis vinifera 1. (Endotelon®) et de galbules do Cupressus sempervirens 1.
(Vascuton™). Les preduits utilisés sont les principes actifs de spécialités, produits purs sans

excipient se présentant sous forme d'une poudre hydrosoluble (67).

-Mesure de l'eflet antiradicalaire nar la réaction de la phénazine méthosulfate:

La mesure du pouvoir antiradicalaire sur 'anion superoxyde est réalisée in vitro grice 3
ta technique de Slater ¢t Eakins. Le milieu réactionnel utilise les interactions du NADH + H',
de la phénazine méthosulfate (PMS), de Poxygéne moléeulaire et du bleu de nitrotétrazolium
(NBT),

Le radical superoxyde est formé par oxydation de la phénazine méthosulfate par
Poxygeéne de lair. Le bleu de nitrotétrazolium est réduit en formazan, moléeule colorée, cﬁ
présence de T'anlon superoxyde (O,7). La présence intermédiaire du radical libre est
contirmée ep utilisant la superoxyde dismutase qui inhibe la réduction aérobie du bleu de

nitrotétrazolium.

Le milieu reactionnel utilisé comprend:

-200 pl de tampon phosphate 76 mM, pit 7,4

~200 pl de phénazine méthosutfate 4 10,8 uM

-200 ut de bleu de nitrotétrazolivm 4 172 uM

<200 pl de NADH -+ H™ 3 360 uM

Le milieu réactionnel cst soumis 4 une agitation pendant 5 minutes, puis absorbance de

la coloration bleue du formazan est mesurée par spectrophotométric 2 578 am.



Pour éludier Pactivité de chaque extrait, des solutions de concentrations différentes sont
utilisées dans une solution de tampon phosphate. Les 200 pl de tampon du milieu réactionnel
sont alors remplaces par 200 ul de solution tamponée de 'extrait 4 étudier.

En parallcle, des dosages blancs et tmoins sont réalisés en remplacant les 200 pl de

NADH + H* par 200 ul de solution de tampon phosphate,
Les tésultats obtenus montrent que les procyanidines fes plus actives contre Ianion
superoxyde sont celles issues de Vitis vinifera 1. ( [Cs = 0,01 mg/ml) suivies par celles issues

de Cupressus sempervirens 1.

-Mesure de Uinhibition de la peroxvdation lipidigue:

La mesure du pouvoir antiradicalaire sur la lipoperoxydation utilise une peroxydaﬁor;
lipidique induite par le complexe ascorbate de fer (Fe™ VADP, dans des microsomes bouillis
de foie de rat.

Ce systéme produit des radicaux hydroxyles O qui altaquent les acides gras
polyinsaturés des membranes microsomiales et qui induisent un cycle dauto-oxydation des
acides gras. Le malondialdéhyde (MDA libéré par 1a dégradation des lipoperoxydes formés,

est ensutie dosé.

Les microsomes de foie de rats sont préparés selon un protocole bien défini, puis ils
sont mis en suspension dans un tampon phosphate de potassium 0,1 M a pH 7.4

Le milieu réactionnel se compose de:

-0,2 ml de solution microsomiale

-0,2 ml de tampon phosphate de potassium 0,1 M, pH 7,4

-0.2 ml de solution d'adénosine 5'-diphosphate de sodium & 2 mM

-0,2 ml de solution de sulfate ferreux & 16 v

.2 ml d'ascorbate de sodium 0,5 mM

Aprés agitation, le milieu réactionnel est incubé 4 37°C pendant 90 minutes.



La réaction de lipoperoxydation est stoppée par addition de 0,5 ml dacide
trichloracétique 4 20% et le MDA formé est dosé par réaction avee I'acide thiobarbiturique.

Comme pour [a mesure du pouvoir antiradicalaire, des solutions de concentrations
différentes sont préparées dans une solution tampon phosphate de potassium. Les 0,2 ml de
tampon du milieu réactionnel sont remplacés par 0,2 mi de solution tamponnée de ('extrait &
Ctudier, En parallele, des dosages blancs ct témoins sont réalisés en remplacant 0,2 ml

d'ascorbate de sodium par 0,2 ml de solution tampon phosphate de potassium.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d'activité restante. Aprés avoir calculé la
moyenne des resultats expérimentaux et l'erreur standard, il a été déterming la Cly, de chaque

extrait (tableaux (2 et 13).

Produits expérimentés Vitis vinifere Cupressus sempervireny

Concentration d'extraits
en mg/mi
de milicy réaciionnel

Clgy 0,010 mg/mt Clgpy 0,041 mg/mi

0,1000 M +/- Am 0 18 +/- 1
0,0500 M /- Am 12442 38 4/ 5
0,0250 M+ Am 23 4/ 2 85 -0
00125 M e Am 45 /-4 99 +/- |
0,0063 M- Am 8G /-6 100

Tablean 172:

Fanion superoxyde (67).

Pourcentage d'activité restante aprés action des différents extraits sur




Produits expérimentés Viiis vinifera Cupressus sempervirens
Concentration d'exiraits Clsy 0,016 mg/ml CY 55 0,075 mg/mi

en mg/ml
de milieu réactionnel

10000 M +/- Am
0,5000 M /- Am
02500 M /- Am
0,2000 M4/ Am
0,1250 M/ Am

0.1000 M /- Am [0 +-2
0,0750 M - Am 30+
0,0630 M +/- Am

G,0500 M +/- Am 2 -1 75 /-2
00250 M /- Am [3 4/ 4 a0 /- |
0,0125 M+ Am BG4/~ 3 95 +/- 2
0,0063 M 4/ Am 86 /- 2

0,0032 M +/- Am 04 +/- 3

‘Tableaw 13:  Pourcentage d'activité restante aprés action des extraits a différentes

concenirations sur la lipoperoxydation {67),

Les résultats montrent que fes oligoméres procyanidoliques issus de Viris vinifera L.
sont, 101 encore, plus actils (Clgy: 0,016 mg/ml) que coux issus de Cupressus sempervirens L.
Les deux sources de procyanidines étudices ont des propriétés antioxydantes qui se
manifestent par leur capacité 4 pidger l'anion superoxyde 0,7 et & inhiber fa peroxydation

lipidique des membranes.

Plusicurs autres ¢ludes, plus récentes, ont également utilisé une peroxydation métal-
indulte pour analyser les capacités antiradicalaires des procyanidines.

KANNER et al. ont étudi¢ fes elfets antioxydants de 3 variéiés de raising ¢t de 2 vins
FOUEES.

Les clfets des trols variétés de raising sont suivis grice 4 une peroxydation lipidique
induite par le cuivre, lascorbate de fer ou le cytochrome €. Les ICs, obtenues sont

respectivement ¢gales 2 0,2, 0,35 et 0.9 g de phénols/ml.




,

Les elfets antioxydants des deux ving rouges sont également suivis par inhibition de
Foxydation cuivre-induite des LDL et les résultats obtenus sont comparés 4 ceux donnés par
l'o-tocopherol. 11 en résulte des inhibitions 1Cs inférieures 8 1 uM pour les vins phénoliques

et inférieures 4 2 WM pour l'a-tocophérol (53).

LONNINGHAM FOSTER et al. oot cherché 4 déterminer si un exirait de raisin
contenant une fraction polyphénolique est capable de bloquer l'oxydation des LDL humaines
induite par le cuivre (57).

Pour cela, Foxydation des LDL est surveillée par la mesure spectrophotométrique de la
différence d'absorption 4 235 nm. L'incubation des LDL (0,05 mg de protéines/ml) avec 1,66
uM de chlorure de cuivre produit un retard de 130 mn du début de la phase de propagation
pendant laquelle les acides gras polyinsaturés subissent une transformation en diénes
CONfUZUES,

Ein présence de l'extrait de raisin, le retard de phase obtenu est fonction de la dilution de

extraii.

dilution retard de phase
8000¢ 185 mn

4000° 250 mn

2000¢ 465 mn

1000° 10 h au minimum

Plus récemment, AVIRAM et al. ont mis en évidence les propriétés inhibitrices des
composés pheénoliques du vin rouge envers une oxydation cuivre-induite des LDL. Pour cela,
les auteurs ont comparc chez des souris, les oxydations cuivre-induites des LDL plasmatiques
obtenues avant et aprés traitement par 50 ug do polyphénols par jour sur une période de 6
semaines, Les résultats de cetie Stude montrent une baisse de 54% de concentration des

dignes conjuguds (4, 20).
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Un autre modele de peroxydation lipidique, mduit par les uliva-sons, a ¢galement été
uttlis¢ pour différencier les phases du procédd peroxydatit (10, 60). Comme cité auparavant,
fes réactions radicalaires se déroulent en trois étapes:

-une phase d'initiation ot se forment les premicrs radicaux,
-~une phase de propagation ol les premiers radicaux formeés engendrent la formation de
nouveaux radicaux,

-et une phase de terminaison ot deus radicaux libres se recombinent.

['action des procyanidines sur une peroxydation lpidique induite par les ultra-sons
permet d'analyser leur effet aux différenies étapes du procédé peroxydatif. Les auteurs oni
également ¢tabli une comparaison des effets inhibiteurs des procyanidines obtenus avec un
systeme peroxydatif classique (induit par e fer) et obtenus avec leur modéle induit par les

ultra-sons. Les résultats sont présentés dans le tableau 14,

modéle expérimental Progyanidines 1Cy, a-Tocophérol ICs,
(pmol/) (uwmolfl)
Peroxydation lipidique 2,5 indétectable

induite par le fer

Peroxydation lpidique induite
par les ultra-sons;

Activité antioxydante totale 0.1 indétectable
Action sur la phase dinduction 0,1 L5
Action sur la phase de propagation 0,05 1,25

Fableaw 14:  Activiié antioxydante des proeyanidines aux différentes étapes du

systeme peroxydatif (60).

Les résultats monirent que les procyanidines sont capables de réduire nettement la
formation des dicnes conjugués dans [a phase dinduction (ICg,: 0,1 pmol/). e méme, elles
provoquent une inhibition dosc-dépendante pendant la phase de propagation (IC;, 0,05

pumol/1).
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Les concentrations inhibitrices de ce modeéle peroxydatil’ sont nettement inféneures a
celles obtenues dans un systéme classique ler-induit. L'a-tocophérol est nettement moins actif
dans les deux phases.

Ainsi, les procyanidines semblent inhiber la peroxydation lipidique a tous les stades ct
apparaissent méme avoir une activité supéricure a la vitamine I pour les deux premiéres
phases,

['effet des procyanidines est probablement dii & une interaction directe avec les
radicaux OH . Ceci est confirmé par 'analyse par résonnance paramagnétique €lectronigue du
radical hydroxyle. La comparaison du spectre contrdle (sans procyanidines) et de ceux
obtenus avee différentes concentrations de procyanidines montre l'effet inhibiteur qu'elles

exercent sur fe radical (figure 32).

contrdle

procyanidines
W%M» 20 uM
NMN’}‘\[\' MW\M}W“ 30 pM

Wm 40 M

Wiguwre 32: Spectre RPE du radical OH" piégé par le 5,5-diméthyl-1-pyrroline-N-
oxyde (DMPO) en Fabsence (contrdle) ou en présence de

différentes concentrations de procyanidines (60).



D'autres auteurs ctudient les propridiés antiradicalaires des procyanidines en évaluant
teur capacité & reduire fa mortalité celtulaire ou 4 réparer les iésions oxydatives induites par
des radicaux libres (16, 71, 83, 85).

Une de ces ¢tudes a été réalisée pour tester les capacités antioxydantes d'un complément
nutritionnel & base d'oligomeéres procyanidoliques issus de pépins de raising (OPC),
EONGELIA, des laborateires Sarget Pharma (16).

Les propriéiés antiradicalaires de ce produit ont été étudides sur des cultures de
fibroblastes de peau humaine.

En premicr ltcu, une production in vitro d'un flux extracellulaire de radical superoxyde
ot de peroxyde dhydrogene a été réalisée en associant sclon un protecole bien établi, de
Phypoxanthine (HX) et de la xanthine oxydase (XO).

Les radicaux libres ainsi générés sont responsables de diverses réactions en chafne de
destruction de molécules organiques, notamment des acides gras polyinsaturés des
membranes ce qut va entrainer la mort cellulaire.

Pleffet antiradicalaire des OPC est évalué in vitro par la mesure de leur capacité a
piéger le radical hydroxyle. Il en résulte une réduction de la mortalité cellulaire induite par les
radicaux libres. Le produit a tester est utilisé & unc concentration non cytotoxique. Linnocuité
a préalablement €t¢ déterminée par le test classique de viabilité du 3-(4,5 diméthylthiazol-2-

yh)-2,5 diphénylicirazolium bromique (MTT).

Pour évaluer 'tnfluence de produils présumdés profecteurs envers l'attaque des radicaux
libres générés par hypoxanthine (HX) et xanthine oxydase (XO), les cellules sont pré-
incubdes pendant une heure avec:

~Hypoxanthine (100 nM) seule; HX,

~Hypoxanthine {100 uM) en présence de catalase (500 Ul/ml)

{contrdle positit de référence); HX/Cal.
~Hypoxanthine en présence de vitamine 1 (5 x 1074 uM) (contréle comparatif de

rétérence ) HX/ViL I
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-Hypoxanthine (100 uM) en présence des OPC a la dose non cytotoxique définie

préalablement: HX/OPC.

La xanthine oxydase est ensuite ajoutée aux concentrations suivantes: 0, 2, 4, 6 mU/ml.

L'incubation dure une heure. Le mélange expérimental est ensuite substitué par un
milieu de culture tamponné a pH 7,35 pour assurer la croissance et la multiplication des
cellules.

La culture est réalisée pendant 5 jours et le test de viabilité au MTT est réalisé a l'issue
de chaque jour. L'activité antiradicalaire des produits étudiés est évaluée par leur capacité a
lever l'inhibition de croissance induite par les radicaux libres.

Les effets des divers produits sont présentés sur les figures 33, 34, 35 et 36. Chaque
figure correspond au jour de culture J1, J2, J3 et J5 aprés l'intoxication qui a lieu au jour 0.

La mortalité cellulaire est exprimée en pourcentage par rapport aux cellules témoins et
en fonction de la concentration en xanthine oxydase (les cellules témoins ayant été incubées

durant l'expérimentation avec les mémes produits, mais sans xanthine oxydase).

—B—HX
~@— HX/OPC
—@-—HXNit E
—&—HX/Cat

100

% mortalité cellulaire

XO (mUimL)

Figure 33: Cellules a J1 (16).
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100 +

—f— HX,
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Figure 34: Cellules a J2 (16).

100 +

—E—HX
—#—HX/OPC
—&—HXNtE
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-20 + t ; 4 } {

2 3 4
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Figure 35: Cellules a I3 (16).
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Figure 36: Cellules a J5 (16).

L'étude des figures montre que:

le systéme HX/XO, dans les conditions contréles, est remarquable pour induire la
formation de radicaux libres oxygénés, ce systéme entraine une mortalité cellulaire
augmentant avec la quantité de xanthine oxydase présente et avec le temps.

La catalase, produit de référence, présente un effet protecteur important quelle que soit
la quantité de xanthine oxydase présente dans le milieu d'incubation. Cette protection persiste
jusqu'au cinquiéme jour apres le traitement.

La vitamine E, dans ces conditions expérimentales présente un faible effet protecteur
avec des effets proches de ceux du systeme HX/XO en l'absence d'agent protecteur. Ces
résultats sont probablement diis au long temps d'action de ce protecteur. En effet, la vitamine
E est connue comme présentant un effet anti-radicalaire, sur les fibroblastes de peau humaine
en culture, seulement au bout de 12 a 14 heures de prétraitement. Or, le temps d'action des
conditions expérimentales utilisées ici est de 1 heure.

Le produit OPC testé présente un effet protecteur important quelle que soit la quantité
de xanthine oxydase présente et cet effet persiste jusqu'au cinquiéme jour de traitement. Ces
effets ne sont pas significativement différents de ceux obtenus en présence de catalase mais

sont supérieurs a ceux obtenus avec la vitamine E.
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Une autre dtude a analysé l'effet antioxydant des procyanidines extraites de Pinus
maritima L. en pilisant le méme test de viabilité cellulaire que précédemment (test au MTT)
(83).

La capacité antivadicalatre de ces procyanidinegs a €t¢ évaluée in vifro en utilisant des
cellules de Pendothélium vasculaire d'une artére pulmonaire bovine.

Ces cellules sont mises & incuber avee différentes concentrations de procyanidines
pendant 16 heures puis clles sont lavées et exposées a un oxydant organique, le t-butyl
hydroperoxyde (tBHP), pendant 3 ou 4 heures.

L'attaque cellulaire est suivie par la mesure de la viabihité cellulaire et par la
détermination du relargage de lactate deshydrogénase (LDIH). Les produits de pemxydatéor_l
liptdique des cellules sont surveillés par la production du malondialdéhyde (MDA) avec un
test a ['acide thiobarbsturique.

Les résuliats de cette étude montrent que l'incubation des cellules avee différentes
concentrations de tBHP (75, 100 ou 125 uM) diminue leur viabilité, augmente le relargage de
LIH et a production de MDA,

Par contre, une préincubaiion des cellules avec les procyanidines (10 4 80 ug/mi) avant
Fexposition 4 Toxydant augmente la viabitité cetiulaive, diminue le relargage de LD et réduit
fa production de MDA.

Ces résuitats moatrent que les procyanidines peuvent protéger les cellules de
Fendothélium vasculatre contre une attaque oxydante ef sugpgérent ainsi que les procyanidines

peuvent Etre utiles dans la prévention des désordres associés aux dommages oxydatifs (83).



Une élude récente a analysé les propriéiés antiradicalaires des procyanidines issues de
pépins de V. vinifera 1. par différentes méthodes classiques et par immuno-fluorescence.

Llextrait étudié contient un mélange de procyanidines dimeres (85).

En premier lieu, les auteurs ont évalué la concentration ICs(, des procyanidines diméres
envers les anions superoxydes (O, ") générés par un systéme hypoxanthine/xanthine-oxydase,
Les résultats obienus ont montré que les procyanidines diméres inhibent les anions
superoxydes de maniére dose-dépendante. La concentration 1Cs, est de 52 uM/L.

Puis, les auteurs ont étudic les effets de ces procyanidines sur dautres radicaux libres
tels gue le radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl {DPPH") et les radicaux hydroxyles.

L'¢tude concernant le radical DPPH se fait par la mesure de la différence d'absorption &
515 am. En effet, sous sa forme radicalaire, DPPH: absorbe a cette longueur d'onde. Lorsqu'il
est réduit par un antioxydant tel que les procyanidines, l'absorption 4 515 nm est
proportionnelie 4 la quantité de radical DPPH- restante, Les résultats obtenus montrent que les
procyanidines ont un effet inhibiteur envers le radical DPPH (1Cq,: 61 ubi/l) comparable &
celul gu'elles ont envers les radicaux superoxydes (1Cqq: 52 p/l).

Cetie étude a montré que e pouveir antivadicalaire des procyanidines est proportionnel

a leur congentration et qu'tl ne dépend pas de la nature chimique des radicaux libres.

Pour les auteurs de cette étude, les procyanidines sont capablies de prévenir et de traiter
les dommages ccllulaires dus aux radicaux libres. Pour montrer cela, ils utifisent le test 3D
{Damaged DNA Detection). Ce test permet de détecter Jes 1ésions créées au niveau de 'ADN
par une attaque oxydative. Les réparafions obtenucs aprés traitement par un antiradicalaire
sont ¢galement évaludes.

L'attaque oxydative est réalisce par des radicaux hydroxyles générés par du peroxyde
d'hydrogéne en présence de fer (FeCly) sefon la réaction de Fenton:

HoOy + Fe?T s "OH + O + Fed!,
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[ADN est adsorbé sur une matrice renfermant un substrat, te méthyl-umbellyféryl-
phosphate. Aprés avoir provoqué des Iéstons par les radicaux libres, T'extrait contenani les
procyanidines est jouté pour indutre la réaction de réparation. Cet extralt contient aussi une
phosphatase alcaline conjuguée & un anticorps specifique du substrat présent dans la matrice.

Une réaction se produit, sur fes sites non réparés de la matrice, entre la phosphatase
alcaline conjuguée et le substrat. Cette réaction donne naissance a une fluorescence qui est

donc inversement proporiionneile 4 la capacité de réparation des procyanidines.

La figure 37 montre 'importance des Iésions dADN obtenues apres traitement oxydatif
et la [igure 38 montre 'effet inhibiteur des procyamidines diméres sur la production de 1ésions

oxydatives sur de PADN.

% des léstons
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Figure 37 [ntensité des lésions d'ADN générées par les radicaux hydroxyles (85),
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Figure 38: Effet inhibiteur des procyanidines dimeres sur la production des Iésions

d'ADN (85).

Cette ¢tude confirme Phypothése émise sclon laquelle les procyanidines possédent d'une
pari, un effet antiradicalaire indépendant de fa nature des radicaux ct dautre part, un cffet

réparateur sur les domimages provoqués par ces radicaux.

Toutes les techntques citées tendent & mettre en valeur les propriciés antiradicalaires
des procyanidines, soit dircetement sur des radicaux libres générés, soit sur une peroxydation
lipidique induite. Scules les modalités des études différent, I} peut s'agir de la mise en
évidence d'une baisse d'activité des radicaux libres, d'un retard de phase peroxydative ou d'une
baisse de concentration des diénes conjuguds. D'autres études évaluent leur capacité a réduire
ta mortalite cellulaire ou & réparer les [€sions oxydatives induites par les radicaux libres.

Llapalyse de l'action antiradicalaire des procyanidines par résonnance paramagnétique
¢lectronique a conflrmé leur effet inhibiteur envers [es radicaux fibres.

Toutes ces techniques se rejoignent pour démontrer que les procyanidines issues des
pépins de raisins soni de puissanis antiradicalaires, plus cfficaces que celles issues des

galbules de cyprés ef plus eflicaces que fa vitamine .



Bl ACTTYITES INHIBITRICES ENZYMATIQUES BES PROUYANIDINES

I- 1o vigiliissement entané et les procvanidines

Le derme est e tissu de soutien de la peau, il sagit d'un tissu conjonetif fibreux. Ses
cellules, les fibroblastes, ont la propriété de fabriquer de I'élastine et du collagéne qui sont
responsables de l'élasticité ct de l'extensibilité de la peau. Ces fibroblastes sont noyés dans
une substance fondamentale constituée d'ecau et dacide hyaluronique. Avec 'dge, c'est au
miveau du derme que les rides apparaissent car ies fibres d@lastine ¢t de collagéne se
raréfient, perdent de leur élasticité et le derme ne peut plus jouer son rble de soutien de
Iépiderme. Ce phénomene physiologique est accéléré par une production accrue de radicaux
libres liée 4 une alimentation déséquilibrée, une exposition solaire intense...

Les procyanidines vont agiv en s'epposant a la peroxydation lipidique au ntveau du
derme, empéchant ainsi ta dégradation des tissus eutanés. |

De méme, 'affinité des procyanidines pour les protéines et en particulier pour un acide-
aminé, ia proline, explique l'effet protecteur de ces composés envers le collagéne et I'lastine
qui ont une feneur élevée en cef acide amind. Les procyanidines vont créer des ponts
supplémentaires entre les fibres de collagéne.

[es procyanidines vont Sgalement inhiber les enzymes de dégradation du collagéne, les
collagénases, de 'élasting, les ¢lastases et de 'acide hyaluronique, ta hyaluronidase (23).

Ces propri¢tgs mettent en valeur les possibilités d'utilisation des procyanidines en

cosmetologic.
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Z- Activités antiprotfasigue of antidiastasigue des OPL

Au cours d'un processus inflammatoire, les cellules conjonctives Iésces vont libérer des
protéases lysosomiales et de nombreuses formes de radicaux libres. Ces protéases et ces
radicaux libres, présents en quantité anormale peuvent endommager les fibres ¢lastiques et les
membranes des cellules endothéliales, Ce phénoméne se produit au cours de T'athérogénése
mals est ausst responsable d'attaques oxydatives au niveau du derme.

Les procyanidines en tant que substances antiradicalaires peuvent étre une base de
trattement de par leur action vasculoprotectrice et leurs propriétés antiprotéasiques (9, 42, 46
80).

Ces propriétés peuvent éire mises & profit en thérapeutique vasculaire et dans certains

cas en cosmétologie comme nous allons e voir au travers de plusicurs études.

L'effet protecteur des oligomeres procyanidoliques sur les fibres ¢lastiques au niveau
pancréatique a ¢t éludié avee des procyanidines extrattes de Cupressus sempervirens L., (7T2).

['étude citée a mis en évidence une interaction des oligoméres proanthocyanidoliques
{OPC) sur 1'¢lastase et sur {¢lastine par formation de complexes.

L'effet mhibiteur envers Iélastase est représenté par une Clgy de 0,05 mg/ml. Cette
inhibition est dug & la formation d'un complexe insoluble OPC/élastase, obtenu avec un
rapport de concentration de 2 mg/ml d'oligoméres pour T mg/ml d'élastase.

De méme, élastine fixe environ 150 mg d'oligoméres par milligramme d'é¢lastine, mais
cette dernicre n'est que particllement protégee de P'action ultéricure de I'élastase. Le complexe
oligoméres/élastine semble 8tre plus stable que celul formé avec 1'¢lastase ol 'enzyme peut

retrouver une partte de son activité estérasique.
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Diautres ¢tudes ont montré que les oligomeres Mavanoliques de Cupressus sempervirens
L. peuvent inhiber jusqu'd 50% lactivité de 'élastase pancréatique (51, 69).
['une dientre-clles a 6té réalisée sur une ¢lastase pancréatique de pore, vis 4 vis
d'un substrat synthétique, ¢ N-succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-alantne-p-nitroanilide  {suc
(Ala);pNA) (51,
Lactivité de lenzyme a ¢té mesurée sclon la technique de Bieth et al, le milieu
réactionnel comporte:
-0,5 wl de tampon & pH 8
-1 ml de solution enzymatique 4 0,5 Ul/m]
-1 ml de solution extemporanée de substrat suc (Ala), pNA a 2,5 mM.
I'¢lévation de Pabsorbance par minute, due & la libération de la p-nitroaniline, est
mesurée a 410 nm ct 4 +25°C. La moyenne des élévations d'absorbance est effectuée sur 3

minutes.

Les procyanidines testées sont divisées en deux groupes:

-les monoméres avee la (+)-catéchine, la (-}-épicatéchine et le (+)-cyanidanol-3 qui e
différent que par Visomérie.

~les oligoméres comprenant une fraction P, plus polymérisée qu'une fraction P et un
mélange a parties égales de P et Py,

Pour chacune des fractions, 4 sofutions de concentrations différentes ont &t utilisées.

Aprés un contact de 15 minutes, factivité enzymatique restante est mesurée ot les
pourcentages sont indiqués pour chaque concentration,

L'examen des rtésultats (tableau 13) monire le trés faible pouvoir inhibiteur des

monoméres éludiés: (+)-catéchine, (-)-épicatéchine, (+)-cyanidanol-3.
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Activité restante %

Concentration {ing) (+)-catéchine {-)-épicatéchine (+}-cyamdanol-3
m Am m Am m Am
(3,40 (00,0 - 95,3 2,0 97,3 0,8
0,80 92,8 1,6 90,5 3.9 95,4 1,2
ele) 88,2 2.5 86,7 3,1 90,6 3,0
3,20 84,5 3,1 82,0 2.3 86,3 2.4

Tablean 15:  Activiie de I'¢lastase, exprimée en pourceniage d'activité restante, aprés
action de la {(+)-catéchine, de la (-)-épicatéchine et du {+)-cyanidanol-3
(51).

ny moyenne de 3 mesures ; Am: intervalle de conflance au risque admis de 5%

Linhibition relevée en présence des oligoméres cst au contralre trés importante et cecl
pour chacune des trois {ractions ¢tudides (tableau 16).

Pour la concentration la plus ¢levée (0,6 mg), l'nhibition est presque totale et la
diminution d'activité est sensiblement rectiligne, indiquant une forte affinit¢ des oligomeres.

Pour les fractions Py, Py, PP, les doses [Cgpy sont sensiblement identiques et sont
respectivement de 0,06 mg/ml, 0,05 mg/mi et 0,04 mg/ml, Ces résultats suggérent qu'a partir
dun certain degré de poltymérisation (3 ou 4 maillons), T'activité inhibitrice est peu modifice
et que ce sont les petits polyméres (dimeéres ou triméres), existant a l'dtat paturel, qui

présentent |a plus forie activite inhibitrice vis 4 vis de l'¢lastase.
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Activité restantec %

Concentration {mg) Fixt. de Cupressus sempervirens L.
fraction P, fraction P, fraction P+ Py
m Am n Am m Am
0,075 746 5,9 56,4 4,1 59,5 2.8
0,15 50,5 43 43,9 4.4 317 37
0,30 31,1 [,2 178 22 197 2.8
0,60 1,9 08 5,6 £7 11,5 1.5

Tableaun 16:  Activité de V'élastase, exprimée en pourcentage d'activité restante aprés
g Py -t I > > 3.
action des fractions Py, Py, P -+ P, (51).

m: moyenne de 5 mesures ; Am: intervalle de confiance au risque admis de 5%

[a nature de l'interaction cnzyme-inhibiteur n'est pas connue. lgi, il sagit dune
mhibition non compétitive et non spécitique putsque d'autres protéases sont mnaclivées a des
degrés divers. Ceite inhibition serait attribuable a l'affinité des inhibiteurs examings pour les
protéines (51).

L'etfet inhibiteur de Vélastase a déja ét€ rapporté par les mémes auteurs pour les
oligomeres flavanoliques de Viris vinifera 1. Ces oligoméres présentent une 1Cq de 0,015
mg/ml peur la fraction renfermant le trimeére, done beaucoup plus faible que celles des
fractions de Cupressus sempervirens L.

L'int¢rét pharmacologique de ces oligomeéres favanoliques, inhibiteurs de 'élastase et
des protéases, réside done dans la protection des tissus conjonctifs et élastiques qu'ils

assurent,



Au cours d'un processus inflammatoire, les polynuctéaires neutrophiles (PMN} sont
aitirés par chimiotactisme sur le site 18sé. Ils vont libérer par dégranulation, des enzymes
fysosomiales (les protéases) et des radicaux libres qui participent, comme nous Favons déja
évoqué, 4 la dégradation des tissus conjonctifs. Aussi, un conirdle de l'activation des

neutrophiles est un élément essentiel dans la prévention des attaques oxydatives.

Jes notions introduisent I'étude suivante qui a mis en valeur les propridtés anti-
inflammatoires des procyanidines issues de pépins de Vitis vinifera L. (30).

Cette ¢tude a évalué les propriétés d'une fraction, hautement purifice, d'oligoméres de
procyanidines par comparaison avec la catéchine et la quercétine. Les auteurs ont étudié en
particulier, la capacit¢ de cette fraction & inhiber le relargage des enzymes lysosomiales: la
myéloperoxydase, la B-glucuronidase et l'élastase.

Les PMN utilisés sont 1solés de souches leucocytaires humaines. La production de
'anion superoxyde ainsi que le relargage des enzymes sont quantifiés et comparés aux valeurs
obtenues avec des PMN controles.

Les eésultats (Figure 39) montrent que les procyanidines sont capables d'inhiber la
formation de l'anion superoxyde de fagon dese-dépendante, avee une conceniration minimale
efficace de 0,05 pM (11,3% d'inhibition). L'inhibition maximale de 78% est obtenue 4 la
concentration de 20 nM et la concentration [Csp est de 7,2 pM.

Llunité monomére catéehine st significativement moins active que les procyanidines.
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Figure 39: Effet des composés sur la production de l'anion superoxyde (30).
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Figwre 40: [iffet des procyanidines sur la dégranulation des neutrophiles (30).

La figure 40 présente lUeffet des procyanidines sur la dégranulation des neutrophiles et
montre que les procyanidines inhibent de maniére dose-dépendante le relargage de I'tlastase
(IC54:5,4 pM), de la myéloperoxydase (1Cs,7,2 uM) et de la B-glucuronidase (IC54:13,9
uM). Les concentrations minimales efficaces respectives sont de 0,5 pM (10% d'inhibition) et
de 2 M (17,5 et 4,5% dinhibition respectivement). Le pouvoir dinhibition des procyanidines
est largement supérieur & celui de la catéehine et de la quercétine. L'effet inhibiteur obtenu

avec ces deux composés, uliliscs ensemble, n'est pas dose-dépendant.
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Les activités de {¢lastase ot de la P-glucuronidase ne sont pas affectées par 1 a 50 uM
de procyanidines, alors que lactivité de la mycloperoxydase diminue de maniére dose-
dépendante, 21% d'inhibition a | uM, 52% d'inhibition 4 2 pM, 74% dinhibition 4 3 pM.
Linbibition maximale, 82%, est obtenue 4 5 uM et la concentration [Ce est de 2 pivl,

tin conséquence, les procyanidines w'inhibent pas la dégranulation des PMN seulement
par un effet sur la membrane cellulaire mais aussi par une activité spéeifique sur la

my¢loperoxydase refarguce.

Les mémes auteurs ont démontré que les procyanidines exercent une puissante
inhibition de la collagénase, de '¢lastase, de la hyaluromidase et de la B-glucuronidase
(tableau t7).

Ces enzymes sont impliquées dans ta dégradation du collagene, de ['¢lastine et de l'acide
hyaluronique, principaux constituanis des tissus conjonctifs que Uon retrouve au niveau des

vaisseaux et du derme (9).

Enzyme Procyanidines Enzyme Procyanidines
IC s (umoi/l) 1Cq, (umoi/l)

Xanthine-oxydase 2.4 Hyaluronidase 80,0

Elastase 472 B-Glucuronidase i1

Collagénase 38,0

Tablean 17:  Inhibition enzymatique des procyanidines (9).

D'apres cetie étude, les procyanidines agissent en pidgeant les radicaux libres et en
modulant Factivité des enzymes protéolytiques telles que la collagénase et 1'8lastase. De plus,
ces composés protégent Mntcgrite de lacide hyaluronique en maintenant cette macromolécule
sous une forme hautement polymérisée. Pour cela, elles inhibent les systémes enzymatigques
spéctfiques  (hyaluronidase) et non spécifique {(B-glucuronidase) tmpliqués dans sa

depotymdrisation physiotogique (9).
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Ainsi, les procyanidines peuvent prévenir les désordres oxydatifs qui attaquent
I'intégrite de Pendothélium. Cetie ¢tude montre que les procyanidines présentent un interél en
thérapeutique vasculaire mais aussi en cosmétologie comme le signale les études qus suivent

(64, 63).

Dans ces dtudes, des fibres de collagéne plongées dans de P'eau a 75°C subissent une
dénaturation se traduisant par une brusque contraction dont la force et la durée sont mesurées.

Comme les fibres témoins qui raccourcissent de 6 em en moins de 10 secondes, les
[thres sont mises 4 mcuber préalablement pendant 24 heures avec des solutions agqueuses a |
mg/ml d'OPC.

Les résultats obtcnus montrent une réduction significative de la puissance et une
augmentation de la durée de la contraction des fibres de collagéne pré-traitées ce qui
confirme le pouvoir protecieur des OPC envers une dénaturation thermique des fibres de

collagene.

Le méme effet protecieur a été obtenu avee I'élasting in vivo chez le Tapin. L'expéricnce
a consisté a injecter une solution d'OPC en tra~-dermique avant d'injecter au méme endroit

de ['¢lastase. Les résultats ont montré & {'examen microscopique et par comparalson avec des

témoins, une réduction de 70% de la dégradation des fibres élastiques de ta peau (64, 65},

3-Activité antiagrépanic nlaguetitaire des procyanidings

X

f.e vin rouge assure une protection vasculaire contre l'athérogénése par une action
antiagrégante plaquettaire. Cette propricté est lie 4 une action inhibitrice des procyanidines
cnvers le métabolisme des phospholipides membranaires ¢l notamment cclui de Tacide
arachidonique qui est régulé par deux voles enzymatiques, la voie de fa cyclooxygénase et la

voie de fa lipoxygénasce.



La voie de la cyclo-oxygénase permet la libération d'une substance trés agrégante par les
plaqueties, le thromboxane, dune substance anti-agrégante plaquettaire, la prostacycline,
libérée par l'endothélium vasculaire ot de prostaglandines pro-inflammatoires. La régulation
principale de Fagrégation plaquettaire passe par fantagonisme qui existe entre le thromboxane
et la prostacycline.

La voic de la lipoxygénase permet la libération de leucotriénes, substances tmpliquces
dans les phénomenes allergiques, et elle exercerait une action freinatrice sur la libération de
thromboxane.

Les procyanidines vont, par leur action inhibitrice envers eces deux voies enzymatiques,
lutter contre fa libération de thromboxane el donc contre l'agrégation plaquettaire qui

intervient dans le processus de lathérosclérose (14, 15,27, 115).

Une étude a mis en valeur les capacités anti-agrégantes plaquettatres du vin rouge grice
a une inhibition de synthése du tromboxane (100).

Cette étude sur la proprié¢ié anti-agrégante plaquettaire du vin rouge, a porté sur 24
hommes sains, dgés de 26 4 45 ans, Chacun a consommé fes boissons suivantes pendant 4
semaines: un vin rouge, un vin blane, un jus de raisin commercial ¢t le méme jus de raisin
entichi en resvératrol. A part pour cette derniére boisson, une période de 2 semaines
d'abstinence est maintenue avant de commencer le programme.

Du sang est préleve au début et 4 1a fin de chaque programme de maniére a doser dans
Je plasma fe thromboxane B2 (TXB-2) et les concentralions 1Cy, nécessaires pour obtenir
50% d'agrégation plaquettaire induite par 'ADP et la thrombine.

Les résultats ont montré que la synthése de thromboxane 32 par les plaqueltes est
1¢gerement augmentée par les deux jus de raisin et fortement inhibée par le vin rouge. Le vin
blanc ne présente pas d'effet significatif. Cecl est en accord avee les concentrations 1Cq,
obtenues montrant que 'agrégation plaquettaire induite par ADP et la thrombine est
moeddérément augmentée par les deux Jus de raising, forlement rédutle par le vin rouge et pas

du tout par e vin blanc.
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Yo BEFFETS PROTECTEURS DES PROCY ANEDINES

ENVICRS LES MALADIES CARDIO-VASCULAIRES ISCHEMIQUES

1-Effets vaspdilatatenrs des OPC

Deux ¢tudes ont considére les effets vasculaires dextraits de Vitis vinifera L. contenant
des OPC (1, 36).

Cependant, peu d'études oni observé les effetls directs de ce type de composés sur la
réactivité cellulaire. Recemment, 1l a été rapporté que certains polyphénols sont capables
d'entrainer un relichement vasculaire dépendant de la présence de l'endothélium et faisant
mtervenir le monoxyde d'azote (NO) (1, 39).

Une de ces deux ¢tudes a caractérise Peffet relaxant de différents composés ct a étudié
l'implication du NO d'origine endothéliale dans cet effet. Les composés étudiés comprennent
un extrait de vin rouge envichi en dérivés polyphéneliques, le leucocyanidol (tétrahydroxy
5,7,3' 4" flavanediol-3,4), 'fndotélon” (oligoméres de procyanidines) et un extrait commercial

riche en anthocyanes (Fnocianina) (1),

Dans un premier temps, les auteurs ont analysé Peffet relaxant de chaque composé,
L'dtude est réalisée sur des anneaux d'aortes de rat pourvus ou non dendothélium. La
participation du NO dorigine endothéliale est vérifide en présence d'un inhibiteur de la NO-
synthase, le N®-nitro-L-arginine-méthyl-ester (L-NAME).

Tous les composés étudiés ont produit, & de taibles concentrations, un effel relaxant en
présence de l'endothélium. Le role du NO dorigine endothéliale a été vérifié par une
nhibitien totale de 'effet relaxant en présence de l'inhibiteur de la NO-synthase.

Chaque composé a ¢galement ciréd un effet relaxant en l'absence d'endothélium, avee
des concentrations 100 & 1000 fois supcricures 4 celles produisant une relaxation en présence

d'endothélium.
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Atnst, l'effet relaxant bénéfique de ces composés ne semble pas pouvoir éire attribué
2

seulement a la relaxation dépendante de {'endothélium,

Dans un second temps, les auteurs ont envisage ditférentes hypothéses pour expliquer
l'effet relaxant dépendant de Pendothélium.

La premicre hypothése est quil existe une amplification de l'effet de NO d'origine
endothéliale. La seconde hypothése est une augmentation de la libération de NO par
Fendothélium, cette augmentation pouvant étre scule ou combinée a l'amplification de l'effet
de NO d'origine endothéliale.

Selon les auteurs, cette amplification peut &tre due 4 la capacité des procyanidines du
vin a capter les radicaux libres, tels que les anions superoxydes, responsables de la
dégradation du NO. Cette protection extracellulaire permettrait damplifier indirectement
effet relaxant du NO d'origine endothéliale.

Pour ¢valuer importance de cetle protection, les auteurs ont comparé les eflels de la
superoxyde dismutase (enzyme de dégradation des anions superoxydes), de lextrait de vin et
des dérivés polyphénoliques (4 des concentrations o ils n'ont pas d'effet relaxant par cux-
mémes) sur P'effet relaxant d'un donneur exogene de NO. U'effet a été étudié sur des anneaux
d'aortes pourvus ou dépourvus dendothélium. Les résultats obtenus en présence et en
fabsence de l'endothélium permetient de différencier les modalités daction des différents
composés cudiés.

Aunsi, en l'absence d'endothclium ef contrairement 4 la superoxyde dismutase, lextrait
de vin ainsi que les autres produits étudiés ne modifient pas l'effet relaxant du donneur
exogene de NO. Ceci suggére que l'effet relaxant de ces composés n'est pas lié a4 unc
protection extraccllufaire du NO vis a vis des anions superoxydes. L'hypothése d'une
proteciion intracellulaire de NO n'est ecpendant pas & exclure. Par conséquent, I'hypothése la
plus probable serait que l'extrait de vin polyphénolique et le leucocyanido! stimulent la

production de NO par 'endothélium.



Les résulfats ont également montré que, en présence d'un endothélium, I'Hadotélon™ et
'exirait riche en anthocyanes possédent un effet supplémentaire par rapport & T'extrail de vin
ct au leucocvanidol. Cet effet, li¢ & 'amplification de f'effet relaxant du NO, ne semble pas
&tre 1a conséquence d'une protection extracellulaire de NO vis & vis des anions supcroxydes.
En effet, méme en présence de superoxyde dismutase, les composés concernés sont toujours
capables de potentialiser l'effet du NO.

Cette éiude montre que l'extrait de vin et les différents composés polyphénoligues
¢tudics entralnent une relaxation dépendante, sculement en partie, de la présence de

I'endothélium vasculaire.

Une autre étude s'est intéressée aux effets vasodilatateurs in vitro des oligomeres
procyanidoliques (OPC) extraits des pépins de raisins (39).

Les auteurs ont utitise des anneaux d'aortes de rat auxquels U'épithélium avait été, soit
enfeve (-E) soit garde intact (+E).

Les anncaux sont mis dans une solution saline physiologique. Ulintégrité de
I'endothéliun (+E) est vérifice par Padministration dacéiylcholine et aprés lavage, les
anncaux sont contractes par injection de noradrénaline,

La contraction et la relaxation des anneaux sont assurées par des tensions soumises
régulidrement, les réponses sont ensuile cnregistrées (figure 41).

Les OPC sont ajoutés sous forme de solutions aquecuses dans le bain, & des
concentrations allant de 0,1 4 30 mg/ml.,

Pour fes anneaux +E, fes OPC provoquent une relaxation alors qu'ils sont dénués d'effet
sur les anneaux -k L'effet maximal est oblenu pour unc coneentration comprise entre | et 3

mg/l COPC.
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De maniére 4 déterminer si le relargage de NO est impliqué dans cette relaxafion, un
inhibiteur chimique de la NO-synthase, nommé le N®-nitro-L-arginine-méthyl-ester (L~
NAME), est utilisé. Ajouté au bain 4 la concentration de 104 M, ce composé inhibe la
relaxation induite par les OPC de 84 +/- 7%. De plus, les effets de L-NAME sont
particllement réversibles apres addition de L-Arginine, substrat endogéne de la NO-synthase
conduisant au NO. Ces données confirment que le monoxyde dazote est principalement

impliqué dans la relaxation induite par les OPC.

PCO PCO PCO L-NAME | Arg
AcCho 10-7 6 PCO . 105M)
(105 M) (QV) Uy o) 0P Peo ¢ o7
Y (103 (3.10-%

[CNa 1 NA (3.107 M) |

Figure 41z Tracés montrant les cffets vasorelaxants des OPC sur -+ et -E (39).
Les concentrations des OPC sont exprimées en ¢/l les concentrations des auires
substances sont exprimées en M.
NA: noradrénaline, AcCho; acétylcholine, L-arg: L. arginine,

W lavage

Les résultats de cette étude mentrent que les OPC issus des pépins de raising peuvent
induire une relaxation artérielle dépendante de Pendothélivm par Uintermédiaire du NO. Cette

aclivité contribue aux etfets bénéfiques du via sur fe systéme cardiovasculaire.



Récemiment, deux études ont montré que les procyanidines 1ssues de Pinus maritima L.,
peuvent agir en tant que picgeur de radicaux libres ot comme régulateur du métabolisme du
monoxyde d'azote (56, 111).

Les auteurs ont montré qu'une production excessive de monoxyde dazote dans
Forganisme favorise le développement de divers ¢tats pathologiques. Aussi, ils ont étudié
Peffet des procyanidines 1ssues de Pinus maritima 1., sur une production accrue de NO lide a
une attague bactérienne, sur des macrophages sensibilises, Les résultats oblenus ont montié
qu'une pré-incubation des cellules par les procyanidines permet de réduire la production de

NO (56, 111}

Z-Activité angioprotectrice des QP

Beaucoup d'études ont été faites pour montrer l'efficacité des procyanidines dans le
domatne vasculalre.

Ainsi, certains auteurs ont mis en évidence etfet angioprotecteur des procyanidines qui
redutsent Taugmentation de permdéabilité des capillaires induite par unc injection intra-
dermigue d'histamine (9).

D'autres auteurs ont ¢tudié l'activité des procyanidines chez des rats dont la perméabilité
des capillaires cérébraux ot cardiaques a ét€¢ augmentée par administration intra-veincuse de
collagénase. Il résulic de ces études gu'un traifement oral préalable par 50 mgkg/] de
procyanidines pendant 21 jours, offre une protection totale contre Faugmentation de cette

perméabilité induite {9, 26).

Une élude a montrd in vive activité angloprotectrice des oligoméres flavanoliques chez
le rat a Vatde du test de Beach et Sfeinetz (51),

Ce fest permet de mesurer la permdéabilité capillaire en uttlisant la diffusion d'un
colorant atoxique ¢t macromoléeulaire, e bleu Evans. I est classiquement utilisé pour

apprécier les effets d'agents réduisant fa perméabilite capillaire.
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Pour cetle ctude, des rats males sont soumis 4 un méme répime alimentaire et sont mis 4
Jeln 24 heures avant le début de l'expérimentation. Puis, il regoivent une injection intra-
veineuse de bleu Evans. Aprés 15 minutes, du sang est prélevé au niveau du sinus rétro-
orbitaire ot aprés centrifugation la quantité de colorant restant dans le plasma cst évalude.
Ladminstration d'un facteur angioprotecteur retarde 'élimination du colorant hors de la

circulation générale.

Le protocole expérimental est e suivant

- A To -Th: les témoins regotvent en mira-péritonéal une solution aqueuse de chlorure
de sodium a 0,9% 2 raison de 0,5 ml pour 100 g de poids corporel. Les animaux traités
regotvent dans les mémes conditions fa solution isotonisée 4 tester,

- A To tous les animaux regoivent par voic infra-veineuse une solution 4 1% de bleu
Fvans isotonisée par du chiorure de sodium, a raison de 0,25 m!l pour 100 g de poids corporel.

- A To -+ 15 mn: le sang des animaux est prélevé au niveau du ginus rétro-orbitaire en
vue du dosage du colorant. Le sang est centrifugé pendant 2 minutes 2 1 800 g 50 i de
surnageant sont prélevés puis dilués dans 2.5 ml de selution isotonique de chlorure de
sodium. Lintensité de la coloration du plasma dilué est appréciée par lecture des densités

optiques au spectrophotomelre 2 623 am,

Les oligoméres [Tavanoliques testés sont obtenus a partir de Cupressus sempervirens L,

Trois fractions sont utilisées comme dans le cas de I'é¢tude de propriété anti-élastasique
vue précedemment: une fraction Py, une fraction Py plus polymérisée que la fraction Py et un
mélange a parties egales de Py et P,, ceci en comparaison avee des monoméres,

Les résultats sont présentés sous forme des moyennes, m, des valeurs oblenues
accompagnées de leur intervalle de confiance Am au risque 5%. Les pourcentages de
vartation dactivit¢ sont évaluds aprés trattement angioprotecteur par comparaison avec des

rafs témaoins,
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Les variations de Vactivitd angloprotectrice aprés administration des monomeéres ot des
extraits de Cupressus sempervirens (fractions Py, P, P, +P,) sont présentées dans le tableau

16.

Substances doses nombre .0 Variations
expérimentées mgkgfip. d'expéricnces d'activité angio-
m Am protectrice en %
Témoins ] 0,430 0,004
{-+)-catéchine 50 e 0,380 0,003 0,0
{-)-épicatéchine SO 10 0,526 0,005 +22.3
{+)-cyanidanol-3 50 16 0,420 0,003 0,0
100 ¢ 0416 0,004 0,0
Extrait de 25 (¢ 0,520 0,004 +21,0
Cupressus 50 1} 0,570 0,003 +32.5
SCIHPCFVIFERS 100 10 0,555 0,004 +29.0
(fraction P )
Extrait de 25 10 0,470 0,004 +9.3
Clupressus 50 ) 0,529 0,004 +23.2
SeRIpervirens 1G0 0 0450 0,004 +4.9

{fraction P}

Fixtrait de 25 19 0,410 0,005 0.0
Cupressis 50 4] 0,530 0,004 +23.2
sempervirens 160G [0 0,525 0,003 1224

(fraction P -+Py)

Tablean 18:  Vanations de Pactivité angioprotectrice chez le rat aprés administration
de catéchings ot d'extraits de Cupressus sempervirens L.

(fractions P\, Py, Py+P,) (51).

L'analyse de ces résullats montre que les oligomeres flavanoliques présentent une plus
forte activité que fes monomeres, inactifs 4 I'exception de la (-)-épicatéchine (Taible activité 4

50 mg/kg).




Par comparaison avec les lots iémoins, les lois testés avec 1a fraction Py possédent une
activité angioprotectrice supérieure a celle relevée pour les fractions P, et P+P,. La dose
opttmale pour la fraction P, est de 50 mg/kg.

Ces composeés diminuent donc la perméabilité des capilfaires grace a4 un mécanisme rés
complexe. Pour fes oligoméres flavanoliques, les auteurs pensent qu'ils agissent gréace a leurs
activités anti-¢lastase, anti-protéase et anti-hyaluronidase. Ces effets inhibiteurs enzymatiques
leur permettraient de protéger l'intégrité¢ des capillaires et de hmiter la libération de

prostaglandines vasodilatatrices.

Récemment, une étude a recherché l'effet des procyanidines, isolées de péping de
raising, sur une 1ésion myocardique (29).

Cette ¢lude a éi¢ réalisée sur un coeur isolé de lapin, la lésion myocardique 2 été créde
par une ischémie de 40 minutes a bas débit (1 ml/mn).

Les auteurs ont montré gu'une perfusion de 200 ug/ml de procyanidines, au cours des
périodes pré- et post-ischémique, est bénéfique pour lutter contre Irrégultarniié du rythme. Les
procyvanidines agiraient en piégeant les radicaux libres impliqués dans les troubles de

l'ischémie.

Une autre étude a analysé V'inhibition comparative de l'angiotensine | de l'enzyme de
conversion par les procyanidines issues de Vidis vinifera 1. et de Cupressus sempervirens 1.
(68).

Le systéme rénine/angiotensine/aldostérone est 'un des principaux systémes hormonaux
tmpliqués dans la régulation de la pression artérielle. Awssi, les mhibiteurs de ce systéme
parmi lesquels se trouvent les inhibiteurs de tenzyme de conversion (IEC) soni des
antithypertenseurs potentiets.

Ces inhibiteurs, en agissant sur l'enzyme de conversion, empéchent la transformation de
fangiotensine [ en angtotensine 11 L'angiotensine [T étant responsable de la vasoconsiriction
et de l'augmentation de la pression artériclle, cotte inhibition permet d'obtenir des effets

mverses soit une vasodilatation et une baisse de la pression ariériclie.
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Le but de cetle ¢tade est de déterminer, au cours d'expéricnces in vitro ot in vivo si les
oligomeres procyanidoliques peuvent éire intéressants comume tnhibiteurs de cette enzyme et
donc comme adjuvants des traitements antihypertenseurs.

Les oligomeéres procyanidoliques ¢tudiés comprennent deux fractions issues de Vitis
vinifera L. (une [raction A constituée de monomeres, de dimeres et d'une faible quantité de
triméres et une fraction B formée de monoméres et de diméres) et trois [ractions de
Cupressus sempervirens L. (P, Py, Pyt Py). Les différentes fractions sont étudices en

comparaison avec les monomeres (+)-catcchine et {-)-épicatéchine.

L'¢tude in vive consiste a mesurer l'inhibition des réponses pressives chez le lapin aprés
injection des angiotensines | et 11 (Ang 1 et Ang 11).

Les lapins, pesant environ 3 kg, sont privés de nourriture solide pendant 12 heures. s
sont anesthésics, fa veine saphéne est canulée pour l'injection intraveineuse ct la carotide est
canulée pour cnregistrer la pression artériclic,

Lorsque la pression sanguine est stabilisée, Ang 1 (100 ng/kg) et Ang 1 (100, 200 et 400
ng/kg) sont injectées par vole intra-veineuse. Les oligoméres procyanidoliques sont ensuite
injectés a raison de 5 mg/kg. Puis, Ang It est & nouveau injectée suivie de Ang [ aux mémes
doses que précédemment (toutes les solutions sont réalisées dans du NaCl 2 0,15 M).

Un exemple des réponses vasopressives aux angiofensines [ et T, avant et aprés
njection intra-veineuse de la fraction A de Vitis vinifera L. et de la fraction P, de Cupressus

sempervirens L. est donnd sur la figure 42.
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Angl 100 200 400 ng. kg

Py smakg  Anglt 160

Figure 42: Efiets de fadministration intra-veineuse de Ang I (100 ng/kg) ef Ang |
{100, 200, 400 ng/kg) seules, ou avec la fraction A de Vitis vinifera L.
ou la fraction P, de Cupressus sempervirens L., sur la pression

artériclle d'un lapin (68).

[L.es injections intra-veineuses d'Ang | aux doses de 100, 200 et 400 ng/kg produisent
une augmentation graduclie de la pression sanguine. Aprés administration de la fraction P, la
réponse vasopressive 4 I'Ang [ est inhibée d'environ 40%. Cetie inhibition est moindre (20%)

aprés administration de la fraction A (tableau 19),
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% d'inhibition de la réponse hypertensive

fractions Ang 11 Ang |
100 ng/kg 100 ng/keg 200 ng/kg 400 nglkg
Oligoméres
procyamdoliques 15,4 +/-3.9 (8,0 +/- 7,6 16,5 +/~ 5,9 22,0473

de Vitis vinifera
(fraction A)

Oligomeéres

procyanidoliques 38,1 +/- 89 46,4 +- 6,6 46,9 -+ 14,8 39,5 +-09
de Cupressus sempervirens

(fraction Py}

Vablean 19:  Iiffets des oligoméres procyanidoliques sur les réponses hyperiensives
de Ang [ et Ang Il chez le lapin (68).

Les valeurs présentées correspondent aux moyennes, +/- un intervalie de
confiance, obtenues aprés 4 expériences.

Pour les deux sources d'oligomeéres, inhibition persiste et méme augmente légérement
apres d'autres séries d'injections d'Ang [

Par ailleurs, Tangiotensine 1 est inhibée plus ou moins proportionnellement ce qui
suggere une action supplémentaire, avant ou aprés Pinhibition de l'enzyme de conversion. 1l
pourrait s'agir de la formation de complexes entre Ang I, Ang 1f et les oligoméres
procyanidoliques. Les angiotensines, présentes dans ces complexes, ne pourraicnt plus sc
fixer sur leurs récepteurs physiclogiques et agir en fant qulagents hypertenseurs. Ainsi, la
formation de ces complexes permettrait aux oligoméres procyanidoliques de Himiter Faction
des angiotensines.

Pour véritier cette hypothese, les auteurs ont réalisé une étude in vitro. Cette Stude a
consisté 4 mélanger des concentrations de Ang I, Ang 11 ot d'oligoméres procyanidoliques,

?

superieures a celles utilisées pour Paralyse in vivo des dilférentes substances.



Ceei a conduit a la Termation de préeipilés qui sont séparés par centrifugation. La
quantité de peptides (Ang [ et Ang I) restant dans e surnageant est dosée el le pourcentage
de peptides complexés est caloulé. Les résultats obtenus avec la fraction A de Vitis vinifera

sont présentés dans le tableau 20.

% de complexes formés

Angl 2,5 mg/ml Ang IT 2.5 mg/ml
Oligomeéres
procyandoliques
de Vitis vinifera (fraction A)
0,5 mg/ml 17,2 +{« 6,8 22,0 +/- 13,7
| mg/ml 37.2+-113 45,0 +/- 11,2

Tableaw 20 Pourcentages de complexes formés avee les oligomeres
procyanidoliques de Vitis vinifera (fraction A) (68).

Chaque valeur correspond a la moyenne des résultats obtenus aux 3
experiences, M- an intervalie de confiance.

L'activile enzymatique du systéme angiotensine est mesurée en utilisant la technique de
Shinabt et Scaro (90) avec hippuryl-histidyl-leucine (HHL) comme substrat,

Le milicu réactionnel contient un tampon a pH 8,3, le substrat HHIL (2,55 mM) et la
solution enzymatique, préparée 4 partir de poudre de poumon de lapin. Cette solution conticnt
125 pg de peptides et les substances étudides 4 différentes concentrations. La réaction est
menée a 37°C pendant 20 minutes, Lorsque Pincubation est terminée, l'acide hippurigue

forme est extrait puis mesuré par HPLL
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La figure 43 présente les inhibitions du systéme angiotensine d'un homogénat de
poumon de lapin, oblenucs avec les catéchines monomeres et les  oligomeres

procyanidoliques.

% d'activité restante

100,

50

© 025 05 inhibiteurs mg/ml
ligure 43 [nhibition de 'enzyme de conversion par les catéchines et
les oligoméres procyanidoliques sur un homogénat de poumon de fapin

(68).
(+)-catéchine (4), (-)-épicatéchine (A), fraction A (®), fraction B (°), fraction P, (8),

fraction P, (), fraction P+ P, (X).

Les résultats exprimés en pourcentage d'activité restante montrent que les substances
Sludiées n'ont pas toutes la méme activité. L'inhibition obtenue est approximativement
proportionnelle 4 fa concentration en substance utilisée, aucune inhibition totale n'ctant
obtenue.

La substance la plus active est la fraction A des oligoméres procyanidoliques de Vitis

vinifera L. aves une soncentration [Cqpy de 0,08 mg/ml.
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Fin conclusion de cette dtude, les oligomeres procyanidoliques inhibent le systéme
angiotensine de manicére non competitive, (1 n'y a pas fixation sur le site actif de 'enzyme. Ces
oligoméres semblent agir & plusicurs nmiveaux. lls agissent sur Penzyme de conversion de
'angiotensine puisque son activité est inhibée en utilisant un substrat synthétique, sur Ang |
son substrat naturel et sur Ang Ii, le composé formé, Ces deux dernigres actions ont été

prouveées par la formation de complexes in vitro et par lewr action in vivo.

3- Etudes elinigues

Les propriéiés thérapeutiques des procyanidines, mises a profit dans le traitement de
I'insuftisance veineuse, ont également été vérifices par plusicurs ¢tudes cliniques (9).

Une de ces ¢tudes a €t¢ réalisée en double-aveugle sur 50 patients ayant des symptomes
d'insuffisance velneuse chrontgue. 25 patients ont recu pendant un mois des procyanidines
(150 mg/}) et 25 patients ont ét¢ traités, durant fa méme période avec une diosmine semi-
synthétique (450 mg/j). Des critéres subjectifs (paresthésies, douleur..) et objectifs
(varicosités) ont ¢té utilisés pour ¢valuer l'efficaciié de chaque drogue. Les résultats de ceite
¢tude ont montré que les deux drogues sont bien tolérées et sont efficaces sur l'insuffisance
veineuse périphénque. Les procyanidines semblent avoir un effet plus rapide et plus durable

(),

Une autre ¢tude chinigue comparable a ¢t¢ réalisée en double-aveugle, avee un contrdle
par un placebo, sur 92 patients ayant des manifestations fonctionnelles d'une insuftisance
veineuse périphéricue. Les procyanidines (300 mg/j) administrées pendant 28 jours ont
amehierd la fonctionnalité veincuse en réduisant de plus de 50% les valeurs initiales des
parametres cliniques (douleur, crampes nocturnes, oedéme) utilisés pour évaluer l'elficacité
du trattement. Cette efficacité du traitement par les procyanidines est observée chez 75% des
patieats traités, cc taux dtant significativement supérieur 8 celui observé dans le groupe

placebo (41%) (9).



190

Ainsi, les procyanidines agissent a différents niveaux pour lutter contre les effels
radicalaires impliqués dans Fathérogéngse, les maladies cardio-vasculaires qui en découlent et
les attaques oxydatives au niveau du derme.

Fin premier licu, les procyanidines inhibent ta peroxydation lipidique par leur propriété
antiradicalaire. Cette action est bénéfique a la fois pour lutter contre l'athérogenése et pour
tutter contre le vieillissement cutané.

Par ailleurs, les procyanidines agissent, de par leurs actions antiprotéasique ot
inhibitrices enzymatiques, pour protéger les fibres conjonctivales des attaques enzymatiques
ot radicalaires. Les procyanidines, qu'elles soient issues de Cupressus sempervirens L. ou de
Vitis vinifera L., exercent cet effet par inhibition de 1'élastase et en protégeant ['lastine par
formation de complexes. Mais, il faut remarquer que les procyanidines issues des pépins de
raisin sont plus efficaces dans cette protection, comme l'ont montré les valeurs des [Cep. Ces
propriétés d'inhibition enzymatique expliquent I'effet protecteur des procyanidines envers les
tissus conjonctifs, les capillaires et le derme. De la méme fagon, le vin rouge, par inhibition
enzymatique, offre une protection conire l'athérogénese en s'opposant a Tagrégation
plaquettaire.

Enfin, l'effet vasoditatateur ot angioprotecteur des procyanidines leur permet de lutter
contre fes maladies cardio-vasculaires ischémiques qui découlent de Nathérosclérose.

Leur effet vasodilatateur fait intervenir le monoxyde d'azote. Le mécanisme d'action est
complexe. [l associe une action directe sur l'endothélium vasculaire et une action
indépendante de la présence de Pendothélium. L'action dépendante de Pendothélium semble
lice & une amplification de leffet relaxant du monoxyde dazote. Quant 4 Taction
indépendante de l'endothélium, elle parait hide 4 unc stimulation de la production du
monoxyde d'azete.

Diautres auteurs relient Velfet vasodilatateur des procyanidines au monoxyde dazote

mais seulement en présence d'un endothélium,



L'action des procyantdines, issues de Pinus maritima L. ou de Vitis vinifera 1. sur le
métabolisme du monoxyde d'azote est donc connu muais les modalités daction ne sont pas
encore bien délinies. 11 est cependant bien établi que les procyanidines agissent sur les
vaisseaux en favorisant une vasodilatation. Cet effet trouve tout son intérét dans le traitement
des troubles vasculatres.

Dans l'optique du tratfement des maladies cardio-vasculaires liées a l'athérogénese,
certains auteurs ont étudié l'effet des procyanidines en tant qu'agent angioprotecteur. lls ont
montré que les oligoméres procyanideliques du cyprés diminuent la perméabilité capiltlaire
grice a leurs propriétés d'inhibiteurs enzymatiques. Ces effets sont confirmés par une autre
étude réalisée avee des procyanidines issues de pépins de raisin.

Le développement de 'athérosclérose favorise une hypertension artérielle, source de
complication des maladies cardio-vasculaires qui en découtent. Ausst, I'étude de l'action des
procyanidines sur lun des systémes de rwégulation de {'hypertension, le systeme
rénine/anglotensine/aldostérone a montré qu'elles agissent, 1ci encore, en tant qu'inhibiteur
enzymatique. Elles bloquent laction de lenzyme de conversion, empéchant ainsi la
transformation de Tl'angiotensine 1 en angiotensine [ La concenfration en angiotensine [l
diminue, développant ainsi les effets contraires c'est & dire une vasodilatation et une baisse de
la pression artérictle.

Cet effct est compléteé par une action directe sur Fangtotensine [ et sur Pangiotensine [T
par formation de complexes. De cetle fagon, les angiotensines ne peuvent plus se [txer sur
leurs sites de liaison physiologiques et leurs actions sont done inhibées.

Toutes ces propriétés confirment l'effet protecteur des procyanidines dans les troubles
ligs a l'athérogénése ot dans les maladies cardio-vasculaires ischémiques. De méme, 'effet

protecteur envers le derme prend toute son importance.
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B ROLERANCE

La folérance des procyanidines a ét¢ tesiée chez des animaux de laboratoire pour défintr
leur toxicité aigué et chronique.

Les procyanidines ont éi¢ administrées oralement a la dose de 60 mg/kg/j pendant 6
mois chez des rats et pendant 12 mois chez des chiens.

la tolérance obtenue a 616 trds bonne puisqu'elles se sont avérées dépourvues d'effets
toxigues, d'effets mutagenes et tératogénes. Flles sont aussi sans danger pour la fertilité et les

périodes péri et post-natales (9).

- PHARMACOCINETIQUE BT METABOLISME

Les premiéres données concernant la biodisponibilite des procyanidines ont été
rapporiées par Lappara et al., puis revues par Masquelier et al (9).

Ces dtudes ont été réalisées a partic de procyanidines issues de Vitis vinifera L.,
marquées au carbone 14 et conservées pendant 40 jours dans une atmospheére de | 4(_'102 :

Aprés administration orale de 2 uCi chez des souris et administration intraduodénale
de 0,15 uCi chez des rats, la radioactivité cst mesurée dans le sang, les tissus des souris et fa
bile des rats.

Les taux sanguins de radicactivité mesurés chez les souris sont représentés sur la figure
44.

L'analyse des résultats montre que l'absorption gasirointestinale est rapide avec une
conceniration maximale, C .. de 45 minutes et une demi-vie calculée de 5 heures.

La cinétique de P'excrétion biliaire chez les rats (figure 45) montre que 14% de la

radioactivite administrée est éliminée dans la bile en 11 heures.
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% de radioactivité administrée
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frigure 44: Radioactivité sanguine aprés administration orale de procyanidines

marquées au C14 a des souris (9).
Chaque point représente fa moyenne des résultats obtenus chez 5 sours +/- un

intervalle de confiance.
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Higure 45: Fixerétion biliaire de la radioactivité des rats apres administration orale
de procyanidines marqueées au € 14 (93,

Chague valeur seprésente la moyenne obtenue chez 5 rats,
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Les résultats obtenus par fa mesure de la radioactivité dans les tissus sont présentés dans
le tableau 21. Ils indigquent que les procyanidines sont présentes en 2 sites de liaison
préférentiels, un non spécilique (sang, foie, reins..) li¢ au métabolisme et un spéeifique
{peau, paroi artérielle. ).

Les auteurs soulignent la pertinence de ces résultats en les reliant aux effets

pharmacologiques des procyanidines en tant qu'agents protecteurs vasculaires.

Tissus radioactiviié du tissu

% /8
Sang 6,310 -+/- 1,671 1,00
Muscles 6,885 -+~ 1,301 1,09
Coeur 7,459 +/- 1,588 {,18
Plagma 8,677 - 2,203 1,37
Poumon 10,424 +/- 2,220 1,65
Surrénales 11,370 4/~ 3,217 1,80
Rate 12,822 +/. 3,141 2.03
Cartilage 17,504 /-4 113 2,77
Peau 17,864 +/- 4,216 2,83
Reins 22,534 /- 6,399 3,57
Trachée 24 427 +/- 5,740 3,87
Foie 34,056 +/- 9,024 5,40
Bodénum 42 579 /- 10,346 6,75
Aorie 49,205 +/- 11,513 7.80

Tableau 21;  Radioactivité tissulaire des souris aprés administration ovale de
procyanidines marquées au C'* a des souris (9).
T8 rapport de radipactivité tissu/sang.
I.es valeurs présentdes correspondent aux moyennes des résultals des mesures

4/ un intervalle de confiance.

Ces données sont confirmées par les résuliats dune autre étude concerpant le
métabolisme et la distribution de procyanidines-C!% issues de Vitis vinifera L. chez des rats.
Les auteurs de cetic étude ont administeé oralement 50 me/kg de ces procyanidines-C'4 4 des

rats {9).
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Les résultats ont montré quenviron 70% de la dose administrée est éliminée dans les 24
premicres heures. Sur ces 70%, 6% sont excrétés sous forme de CO, dans Tair expiré, 19%
sont éliminés dans les urines et 45% sont ¢liminds dans les féees. Les principaux métabolites
urinaires sont l'acide hippurique, f'éthylcatéchol et T'acide m-hydroxyphénylpropionique. Le
pringipal métabolite {éeal est I'éthylcatéchol et les principaux métabolites biliaires sont Facide
vanillique et l'acide m-hydroxyphénylpropionique.

La distribution de la radicaciivite chez le rat confirme que la principale cible des

procyanidines est composée des capillaires.

Pfister a aussi cherché in vivo sur un cobaye, [es sites de liaison des procyanidines aprés
administration intrapéritondale de procyanidines marquées et analyse au microscope
électronique. Les procyanidines ont montré une affinité pour les membranes cellulaires ct
elles sont apparues lides 4 la laming densa de la membrane basale. Elles semblent promouveir
ta formation de microfibrilles de collagene (9).

Les auteurs de ces études suggerent que toutes ces données supportent V'activité
pharmacologique des oligoméres procyanidoliques sur augmentation de la résistance

capillaire.

Une autre étude a &té réalisée dans le but d'étudier la pharmacocinélique de la
catéchine,

Pour cela, fes auteurs ont analysé fes métabolites de la catéchine alimentaire par HPLC
et détection UV a 280 nm dans le plasma, la bile et les urines de rats nourris avec une
alimentation contenant 0,5% de catéchine. Les expériences ont ¢ié effectuées pendant 14
Jours (103).

Les métabolites plasmatiques (3-O-méthylcatéchine) ont ¢t trouves sous leur forme
conjuguce (gliucurono et/ou sulfo-conjugalson) et aucune trace de forme libre n'a été détectée.

De plus, ces métabolites disparaissent raptdement aprés fa période d'absorption (24 heures).
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Dans fa bile, aucune trace de forme tibre n'a éi¢ détectée. Seules les formes conjugudes
ont été trouvées 4 une conceniration supéricure a celle des métabolites plasmatiques. En effet,
la concentration en mdétabolites est 15 fois supéricure dans la bile que dans le plasma avec
une prédominance de 3'-O-méthyleatéchine (94%).

Au contraire, dans les urines, la catéchine est largement prédominante, avec une
conceniration 3 fois supérieure 4 celle de la méthylcatéchine. La faible biodisponibilité
plasmatique des métabolites est probablement due a leur forte élimination urinaire.

“es études confirment que la catéchine est absorbée rapidement et qu'elie est ¢liminée

du sang en 24 heures.

Les propriétés antioxydantes du vin rouge sont mises & profit dans la prévention des
maladies cardio-vasculaires, selon le concept du "French-Paradox". Cette notion relie une
moindre incidence des maladies cardio-vasculaires & une consommation modérée ot
journalicre de vin rouge.

I'importance d'un apport quotidien en procyanidines aniioxydantes est confirmée par
Pétude de leur cinétique. Celle-ci nous montre que le concentration plasmatique de la
catéchine, aprés une consommation usucllie de vin rouge, retrouve son taux de base 24 heures
aprés son administration. Ainsi, une consommation journaliére et modéree (2 verres de vin
rouge) sont nécessaires pour assurer une concentration efficace en composés antioxydants.

I'¢tude du métabolisme des procyanidines monire qu'elles ont une affinité particuliere
pour les tissus conjonctifs, le derme et les capillaires. Ceci confirme les pdles d'action des
procyanidines en thérapeutique vasculaire, en cosmétologie ot en thérapeutique antloxydante

nulritionnelle,
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CHAPITRE VII

APPLICATIONS THERAPEUTIQUES,
DIETETIQUES
ET COSMETIQURES DES PROCY ARIDINES
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Compte tenu des propri¢ics des procyanidines que nous venons d'étudier, et potamment
de leurs capacités antioxydantes et antiradicalaives, les applications thérapeutiques,

diététiques et cosmétiques de ces substances sont nombreuses (9, 108).

Seront cités ict les principaux produits commercialisés renfermant des oligomeres
procyanidoliques. En général, ces oligomeres proviennent des pépins de raisins mais s
peuvent aussi provenir des cones de cyprés ou de I'écorce du pin maritime.

Les produits seront séparés en fonetion de leur indication principale, ¢'est & dire soit des
spécialités indiquées dans les troubles veinolymphatiques, soit des produits cosmétiques, soit

des compléments alimentaires & visée antioxydante (55, 17, 87, 93).

L TRAITEMENT BES TROUBTES YVEINOLYMPHATIOURES

Les applications thérapeutiques, avec le traiterment des troubles cimtﬂatoires, de fa
fragilit¢ capillaire ¢t des crises hémeorroidaires sont mises a profit dans un brevet d'invention,
concernant les dérivés d'OPC esténlics, cité auparavant dans notre ¢tude (108).

Les auteurs de ce brevet ont évoqué les possibilités de fabrication des préparations
pharmaceutiques administrables par voic orale. Ces préparations peuvent renfermer 50 & 200
mg d'équivalent OPC par unifc de prise et de prélérence 100 a 150 mg. A titre indicatif, les
posclogies recommandées sont de 100 4 600 mg/} en deux prises pour ta phlébologie ct de
200 mg a 1 voire 2 g/} pour la crise hémorroidaire aigué.

Comme exemple de formulation, le cas dun médicament vetnotonique et
vasculoprotecteur est cité. Il se présente sous forme de gélules préparces a partir de 270 mg
d'ester hexanoigue dOPC (correspondant & 100 mg d'OPC) et d'excipients pour un enrobage

gastrorésistant comme 'acétophtalate de cellulose,
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ARTERASER du laboratoire PPDH est un médicament de phytothérapic renfermant

les constituants suivanis:

-composés phénoliques de cypres,
-extrait de préle,

-extrait d'ait,

-extrait de marron d'inde,

-excipients,

Ces comprimés sont utilisés dans les manifestations fonctionnelles de l'insuffisance
veinolymphatique et dans le traitement symptomatique des iroubles fonctionnels de la

fragilité capitlaire.

Pour linstant, une seule spécialité 4 base doligomeres procyanidoligues est
commercialisée par le laboratoire, Sansfi-Winthrop, ENDOTELONR cst commercialisé sous
forme de comprimés enrobés gastrorésistants dosés a 50 mg ou 4 150 mg. Ces comprimés
renferment un extrait purifi¢ de pépins de vaising standardis¢ en oligomeéres procyanidoliques.

Comme propriéics, ENDOTELONR est un vasculoprotecteur et un veinotonique qui
augmente la résistance des vaisscaux et diminue leur perméabilité. Les oligomeéres
procyanidoliques protégent les protéines fibreuses, collagéne el ¢lastine, contre la dégradation
enzymatique et protégent le collagéne d'une dénaturation thermique.

Ce médicament est principalement indiqué dans l'amélioration des symptdmes en

rapport avee V'insuffisance vemolymphatique (55).
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- PRODBUITS COSMETIQUES

Les proprictés antiradicalaires et antioxydantes des procyanidines peuvent &tre mises a
profit dans des préparations cosmétiques. Ces préparations peuvent étre conseillées dans e
cas des érythémes solaires.

Les autcurs du brevet concernant les OPC estérifids ont présenté les possibilités de
[abrication de telles préparations. Elles peuvent se présenter sous forme de créme, de
pommade, d'émulsion, de gel ou de lotion et elles peuvent renfermer de 0,5 & 5% de produit
actif.

Dans ces préparations, les compositions sont associées 4 des véhicules appropriés pour
un usage externe et feur caractére liposoluble favorise leur incorporation dans fes formes
galéniques classiquement utilisées en cosmétique (108).

Comme exemple de formulation, une émulsion antisolaire a propriété antivieillissement
cutané est présentée. Elle peut étre obtenue en mélangeant un {iltie solaire, un ester oléique
d'OPC a raison de 3% et des excipients.

Un autre exemple concerne une créme antiacnéique, astringente ef antiseptique pour

peaux grasses, elle contient un ester sorbique d'OPC a raison de 1% associc a des excipients,

Les applications cosmétiques des procyanidines ont également été soulignées par
Masquelier, concernant la création de cosmétiques ayant pour principe actil des
procyanidines encapsulées dans des liposomes. Ces préparations ont toujours pour objet de
protéger la peau, les cheveux ou les muqueuses des dommages oxydatifs créés par les

radicaux libres (2, 9).

Les produtts cosmétiques existant sur le marché ot renformant les oligoméres
procyanidotiques tendent & se développer de plus en plus. Seuls les produils vendus en
parapharmacie vont &tre cités ict. Dans la plupart des formules les oligoméres sont en

assoctation avee d'avtres composants (55}
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COLLOSOL du laboratoire Amide, renferme des polyphénols de pin.

11 s'agit d'une créme, sa formule est fa sulvante:

~collagéne marin, ~extrait de préle,
-polyphénols de pin, -extrait de citron,
-extrait de houblon, -extrait de romarin,
~excipients,

Cetic créme régénératrice posséde des propridiés antioxydantes qui lui permettent de

prévenir le vicitlissement cutané.
Le laboratoire Candatie a développé une gamme compicte de produiis cosmétiques a
base de polyphénols de pépins de raisins (17, 55).

Cette gamme de cosmétiques antioxydants comporte plusicurs formes.

Une créme antiride contour des veux qui renlerme dans sa formule les composants

suivants:

-polyphénols de pépins de raisins,  -calendutla,

-céramides, -liposomes,
-marron d'inde, ~polyols,
~hamameélis, ~protéines de blé,
-réglisse, -execipients.

Il s'agit d'une créme de soin antioxydant, anticerne, hydratant et tenseur.
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Un démaquitlant soin aux pépins de raisins composé de:

-polyphénols de pépins de raisins,  -lait d'avoine,

-cau de bleuet, ~huile damande douce,
-beurre de karifé, huile de jojoba,
-excipients.

Ce soin démaquillant est un protecicur antiradicalaire, adoucissant ¢t nourrissant.

Une eau de beauté visage aux huiles essentielles ot aux plantes renferme dans sa

formule les composants sutvants:

-polyphénols de pépins de raisin, -teinture de benjoin,
-teinture de myrrhe, -aleoolat de fleur doranger,
~afcoolat de rose, -huile essentielle de romarin,
~huile essenticlie de mélisse, -huile essentielle de menthe,

-cau de fleyr d'oranger.

Cette eau de beauté est décongestionnante, tonifiante, astringente, adoucissante ¢t

cicatrisante.
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Un lait corpore! aux polyphénols de pépins de raisins. Sa composition est la sutvante:

-polyphénols de pépins de raising,  -NMF (natural moisturising facior),

-acide hyaluronique, -extrait de Ginkgo biloba,
-huile de bourrache, ~gxcipients.

Ce lait est raffermissant, antiradicalaire et nourrissant. 1 est utilisé en prévention du

vielllissement cutane.

Une créme Hit8ge aux polyphénols de pépins de raisins: CAUDALIE C80

Cette créme renferme les composants suivants:

-polyphénols de pépins de raisins,  -acides gras essentiels,

~acide hyaluronique, -extrait d'avoine,
~hutle de sésame, -huile de macadamia,
-exclpicnts.

Cetle créme posséde un effet tenseur, antioxydant et hydratant. Blle proteége la peau

contre te viedlissement cellulaire.
Un baume labial aux polyphénols de pépins de raisins a la formule sutvante:
-pelyphénols de pépins de raisins,
~filtre UV,
-beurre de karite,

-gXcipients,

Ce baume labial est antioxydant, apaisant ¢t hydratant.
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Les procyanidines de pépins de ralsins sont également retrouvées dans un traitement
capitlaire du laboratoire Phytosolba.

Ze traitement capillaire, PHYTOCYANE, est composé de:

-procyanidols de pépins de raisins,  -ginkgo biloba,

~viburnum, -acides aminés soufrés,

-stimulaieur peptidique, ~polyoloside soufré d'origine marine,
~vitamine 6, ~panthénol,

-alcool, -excipients,

Cette lotion capitlaite est un traffement anti-chute pour femme. Flle active 1a micro-
circulation du bulbe pileux et favorise la production de kératine. Ceite fotion permet de

dynamiser la croissance capillaire et de régéncrer le cuir chevelu,

Hi- COMPELEMENTS ALIMENTAIRES

Les preparations renfermant des procyanidines ont un troisieme pole d'application mis &
profit en diététique. De par lews propri¢iés antiradicalaires, les procyanidines peuvent &tre
utifisées comme complément alimentaire 4 visée antioxydante, ceci pour compléter ct
améhiorer les traitements locaux cosmétiques ou thérapeutiques détaillés auparavant (3, 89,
[08).

Plusieurs laboratoires sont concernés pour ces compléments nutritionnels antioxydants

(17,55, 87,93).



Le laboratoire, Arkomédica, commercialise deux compléments alimentaives.

PHYTOBRONZ OPC:

-OPC extraits de pépins de raising,  -poudre de carotte,

~caroténoides, ~huile de bourrache,
~bltacaroténe, “yitamine 1,
-gxcipients.

Ces gélules antiradicalaires permettent de préparer la peau au bronzage, d'activer et de

prolonger le bronzage.

PHYTOPTIC ANTI-AGE OCULAIRE:

-OPC extraits de pepins de raisin,  -ginkgo,

~hamamélis, -7ine,
-vitamine C, ~vitamine E,
-huile de poisson, -gxcipients.

11 s'agrt de gélules antifge pour les yeux. Ce complément nutritionnel antioxydant et

protecteur vasculaire permet de protéger les structures membranaires de loeil,



Le laboratoire Caundalie complete la gamme de produits 4 base dOPC de pépins de

raising avee CAUDALIE OPC renfermant les constituants suivants:
-OPC de pépins de raisins,
-huile de soja hydrogénde,

-excipients,

Ce complément alimentaire est & visée antioxydanie et hydratante, i permet de luiter

contre le vieillissement cutand lié aux agressions telles que ta pollution ou le stress {17).

SUNLIFF, du laboratoire Distrivie est composé de:

-OPC de raisins, ~huile de bourrache,
-bétacaroténe, ~vitamine I,
-excipients.

Ces gélules aux OPC sont indiquées dans la préparation de la peau au soleil, au

bronzage et dans la prévention du vieillissement photo-induit.
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GEOFORM BEAUTE ANTIRADICALAIRE est commercialisé par fe laboratoire

Goomar. Sa formule est:
-OPC extraits de pépins de raisins,
~exirait de laminaire,
A

-gxcipients,

11 s'agit d'un complément nutritionnel antiradicalaire. Riche en oligo-¢1éments et en sels

minéraux, il est indiqué dans la prévention du vieillissement cutanc.

MEDICOMPLEX commercialisé par Métapharm, renferme les composants suivants:

-polyphénols de pépins de raisins,  -huile d'olive,

~huile de germe de blé, ~vitamine C,
~carette, ~tomate,
-ail, -vitamine 12,
-exeipients.

Ce complément alimentaire antioxydant se présente sous forme de capsules. [T permet

de protéger l'organisme du vieillissement.
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Le laboratoire, Catherine Morean, commercialise plusicurs compléments alimentaires
4 base de procyamdines.

AGEVIT AIDE MINCEUR:

-OPC de pépins de raisins, ~guarana,
-gluconate de magnésium, -vitamine B35,
-acide folique, -eXcipients.

Ce complément alimentaire est présenté sous forme de gélules. De par la présence de
magnésium et des procyanidols, il est indiqué dans la lutte contre le vieillissement, dans les

états de convalescence et comme adjuvant dans les régimes minceur.

AGEVIT A+ SILICE:

-OPC de pépins de raisins, -bétacaroténe,

-exiratt de carotte, -acides gras essentiels,
~huile de poisson, ~levure de bicre,
-silice, ~préle,

-excipients.

1 s'agit de capsules antidges, antiradicalaires, réparatrices et profectrices contre le

viciilissement cellulaire.
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AGEVIT CAPITAL JEUNESSIE

-OPC de pépins de ratsins, -levure de bidre,
~vitamine [32, -vitamine BS,
-vitamine B6, -exeipients.

Ces gélules sont utilisées dans la prévention des vicillissements cutané et photo-induit,

AGEVIT SENIOR OMEGA 3:

-OPC de pépins de raisins, ~huile de poisson titrée en oméga 3,
~vitamine E, -vitamine B6,

-huile essenticlle de basilic, -lécithine de soja,

-excipients.

Ces capsules alimentaires sont indiguées dans la prévention du vieillissement cellulaive

grice a leurs propriciés antiradicalaire ot antioxydante.

AGEVIT SOLE.:

<OPC de pépins de raising, ~bétacaroténe,
-oligo-éiéments, -gluconate de zine,
~vitaming A, -huile d'onagre,
~gxeipients.

Il s'agit de capsules préparatrices el réparatrices des expositions solaires grice aux

procyanidols et au bétacaroténe,



211

Le faboratoire, Pharma ef Plantes, commercialise SER ANTIOXYDANT renfermant

les constituants suivants:

~OPC de pépins de raisin, -mélisse,
-vitamine C, -ZIne,
-vitamine E, -exceipients.

Ce sont des gélules antioxydantes utilisées pour tutter contre le vietllissement cellulaire.

IN BEAUTY, du laboratoire Phiytodif est composé de:

-OPC de pépins de raisins, -huile de germe de ble,
~céramides, -hutle de toie de morue,
-lécithine de soja, -bétacarotene,
-exciptents,

Ces gélules antioxydantes sont riches en acides gras essentiels et en céramides. Ce
complément alimentaire antiradicalaire régénére, hydrate, nourrit el tonifie 'épiderme. i

permet ainsi de lutter contre le vieillissement, les rides et les ridules.
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KRETO-A du laboratotre, Plerre Fabre Santé csf une solution buvable composée de:

-extrait de vin, -concentré de raisin,
~huile d'olive, -vitamine C,
~yitamine E, -extrait de tomate,
-exeipients,

KRETO-A permet une supplémentation en polyphénols et en vitamines. Cette solution

antioxydante et antiradicalaire intervient dans la protection des membranes cellulaires.

Le laboratoire, Yves Ponroy, a ¢laboré ACTILIFT IRB, un complément alimentaire

antidge et antiradicalaire de formule suivante:

-OPC de pépins de ratsing, -huile de pépins de cassis,
~vitamine C, -bétacarolene,

~vitamine [, ~lécithine de soia,

-oxyde de zing, -vitamine B2,

~vitamine B8, -excipients.

LONGELIA est commercialisé par Sarget Pharma. Ce sont des gélules composées de:

~polyphénols extraits des pépins de raisins,

-excipients.

Ces gelules antioxydantes, antiradicalaires sont indiquées dans la prévention du

vicillissement cellulaire lié & la pollution, au stress, 2 une alimentation déséquilibrée (87).



213

Ie laboratoire Secopharm commercialise deux produits 4 base de procyanidols (93),

ELIMINYL, une solution buvable composée de:

-procyanidols de pépins de raisins,
-extrait sec de pissenlit,

-extrait sec de racine de fenoull,
~¢cau purifice,

~atomisat de betierave rouge,

-gxcipients.

Ce complément alimentaire est diurétique. Il favorise les fonctions d'élimination et les
proeyanidels antioxydants protegent le tissu conjonetif. Cette solution est indiquée dans

Insuffisance veinofymphatique et dans la rétention d'eau.

PROCYANIDYL OPC composé de:

LOPC extraits de pépins de raising,

~yitamine C,

-exeipients.

Ce complémeni alimentaite antioxydant se présente sous forme de comprimés. I est

utitisé dans la prévention du vieillissement cellulaire et cutanc.
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Le laboratoire, Taurget Pharma, commercialise un complément nutritionnel, le B.E.
REGENERATEUR PEAU.

Ce produit est constituc de trois phases dont ia composition est la suivanie:

~phase 1:
-huile de bourrache, ~huile de soja hydrogénde,
~ZiNG, ~tocophérol,
~-vitamine A, -vitamine B8,
-bloting, -¢xcipients.
-phase 2:
-huile de bourrache, -huile de soja hydrogénée,
~huile de germe de bl¢, ~tocophérol,
[¢cithine de soja, -vitamine B3,
~vitamine A, ~GXeIptents.

~phase 3.

~-polyphénets de raisins, -huile de germe de blé,
~vitamine C, ~bétacaroténe,
-vitamine E, -exeipients.

Ces capsules de supplémentation nutritionnelle ont une finalité cosmétologique. 11 s'agit
d'un programme beauté¢ en trots phases qui permet de lutter contre le vieillissement et la

déshydratation cutands.
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CONCLUSION
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Les oligoméres flavanoliques sont présents en grande quantité dans l'écorce du pin
maritime, les ¢Ones de cypres et surtout dans les pépins de ratsin.

les méthodes dlextraction de ces composés sont nombreuses, elles différent
cssentiellement par les solvants utilisés ot par les buts recherchés. Les solvants peuvent &tre
un alcoet, un mélange hydro-aleootique ou un solvant organique pur ou associé & de l'eaun
L'extraciion optimale des oligoméres flavanoliques est obtenue avee le mélange cav/acétate
d'éthyle en présence d'eau en quantité suffisante pour saturer le systéme végélal/solvant.
Diautres techniques d'extraction, plus cu moins complexes, existent, certaines pour privilégier
les oligomeéres et d'autres pour limiter la présence des monomeéres et des polyméres.

Les oligoméres [lavanoliques sont de puissanis antivadicalaires et inhibiteurs
enzymatiques. Leur capacité antioxydante est supéricure 4 celle des vitamines et des enzymes.
Ces propriétés leur permettent de lutter contre les méfaits des radicaux libres, en particulier
au niveau de Fathérogénése et des troubles cardie-vasculaires qu'elle engendre. Cet effet
protecteur se retrouve également au niveauw du derme permettant ainsi aux oligoméres
flavanoliques d'agir efficacement contre fe vieillissement cutang. Il se réalise par inhibition de
la peroxydation lipidique el en protégeant les fibres constitutives des tissus conjonctifs des
atlaques radicalatres et enzymatiques.

Par ailleurs, les oligomeres flavanoliques peuvent avoir un effet bénéfique dans les
treubles cardio-vasculaires grice a dautres propriégiés telles que vasodilatatrice of
angiopretectitee, Clest surtout celte derniére activité qui est recherchée dans les médicaments
renfermant les oligoméres flavanoligues ou les drogues les contenant.

Ainst, les propriétés des oligomeres flavanoliques sont mises 4 profit avee le concept du

"French Paradox” et dans la [utte contre le vigitlissement cutans.
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Ces applications expliquent le développement actuel des produits cosmctiques et des
compléments alimentaires a visée antioxydante. Ces derniers, utilisés par voie orale,
permettent d'augmenter les capacités antioxydantes de I'organisme en tui fournissant des
composés antiradicalaires et en protégeant les autres antioxydants présents de oxydation.

Alnsi, les oligomeres flavanoliques sont souvent associés & la vitamine C avec fagquelle
ils agissent en synergie. Les compléments nutritionnels antioxydants font partie des
nutriceutiques, apports alimentaires adaptés & la prévention d'un risque particulier. Les

nutriceutiques sont & mi-chemin entre Paliment et fe médicament.



ABREVIATIONS




AcCho: acétylcholine

ADN: acide désoxyribonuclétque

ADP: adénosine dinucléotide phosphorylé

AQGE: acides gras assenticls

Ang [ angiotensine [

Ang 1 angiotensine [1

C 14 carbone marqué au carbone 14

CCM: chromatographie couches minces

CF 50%: concentration fixant 50% des radicaux libres
Ci: curle

Cinax. COnceniration maximale
COy: dioxyde de carbone

Clgg = 1Cqq: concentration inhibitrice 4 50%

CP-PRO: crude preparation of procyaniding (préparation brute de progyanidines)
DCC: dicyclohexylearbodiimide

DMACA; diméthylaminopyriding

DMPG: 5,5-dirnéthyl-1-pyreoline-N-oxyde

DO: densite optique

DPPH : radical 1-1-diphényl-2-picrylhydrazyt

FEtQAc: acétate d'é¢thyle

FeCl,: chlorure de fer

GAE: équivalent en acide galtlique

GSPE: grape seed proanthocyanidin extract

HCL: acide chiorhydrigue

HDL: high density lipoproteins (lipoprotéines de haute densite)

HHL: hippuryl-histidyl-leucine

HPLC: chromatographic Hipquide 4 haute performance

HX: hypoxanthing
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IEC: inhibiteur de l'enzyme de conversion

IR infra-rouge

IV intra-veineux

L-Arg: L arginine

LDH: lactate déshydrogénase

LD low density lipoproteins (lipoprotéines de basse densité)
L-NAME: NW-nitro-L-arginine-méthyl-ester

MATID: malondialdéhyde

MTT: 3-(4,5-diméthylthiazol-2-y1)-2, 5-diphényltétrazelium bromique
NaCl: chlorure de sodium

NADH: nicetinamide adénosine dinucléotide hydrogéné
NADP: nicotinamide adénine dinucléotide phosphorylé

NaOH: hydroxyde de sodium

Na,$Q,: sulfate de sodium

NBT: bleu de nitrotétrazolivm

NMEFE: natural mosturising factor (facteur naturel d'hydratation)
N, azote

NG monoxyde d'azote

O radical hydroxyle

0, radical superoxyde

OPC: oligomeéres procyanidoeliques

PG, prostaglandine b, cu prostacycline

PMN: polynucléaires neutrophiles

PMS: phénazine méthosulfate

PP-PRO: pure preparation of procyanidins (préparation purifiée de procyanidines)
RMN: résonance magnétique nucléaire

RFFH: résonance paramagnétique électronique

S5e(GPx: glutathion peroxydase sélénodépendante
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SO0 superoxyde dismutase

Sue (Ala);pNA: N-succinyl-L-alanyl-L-alanyl-L-alanine-p-nitroanitide
t+-IBHP: t-butyl-hydroperoxyde

TEAC: trolox equivalent antioxidant capacity

test 31 damaged DNA detection (test de détection des Iésions d'ADN)
THE: tétrahydrofurane

TPA: tétradécanoylphorbol-13-acétate

TR: temps de rétention

TRAP: pouvoir antioxydant réactil total

TROLOX: 6-hydroxy-2,5,7,8-t¢traméthylchroman-2-acide catboxylique
TXB,: thromboxane B,

UL unité internationale

UV ultra-violet

UVB: uliraviolet B

VSE: succinaic de vitamine £

X1 xanthing oxydase

W tavage
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