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Influence de SO, et de I'acide ascorbique sur I'activité antiradicalaire des tanins, mesurée sur
I'anion superoxyde. Application aux vins rouges
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R é s u m € : Pour des concentrations habituellement utilisées en oenologie, le SO, ne présente pas d'activité antiradicalaire
a I'égard de 'anion superoxyde. L'acide ascorbique est un antiradicalaire dont les performances sont fonction de sa concentration.
Les différents tanins testés présentent tous de trés importantes activités antiradicalaires. Dans les vins rouges, ce sont donc pour
l'essentiel les procyanidines qui captent les radicaux libres superoxydes.

Influence of SO, and ascorbic acid on the scavenger effect of tannins, measured on superoxide anion.
Application to red wines

Summary: Atusual oenological concentrations SO, does not have a scavenger effect on superoxide anion. Ascorbic acid is
an antiradical the effect of which varies with concentration. Different tannins, e.g. castalagin, pentagalloylglucose, procyanidins B2 and
B4, (+)-catechin and gallic acid, are shown to have significant antiradical effects. Inred wines in particular procyanidins have a scavenger

effect on free superoxide radicals.

Key words: SO, ascorbic acid, scavenger effect, superoxide radical, procyanidins, gallotannins, ellagitannins, red wine.

Introduction

Les tanins se trouvent dans de nombreux produits
alimentaires; en particulier dans les boissons tel que le vin.
Ils sont habituellement classés en deux groupes (HAsLAM
1981): Les tanins condensés ou proanthocyanidines
constitués d'unité flavanol, libérant par hydrolyse acide une
anthocyanidine (BATE-SMITH 1954) et les tanins hydro-
lysables qui libérent dans les mémes conditions soit de
I'acide gallique (gallotanins) soit de l'acide ellagique
(ellagitanins) (Franiau et MusscHE 1972; PeENG et al. 1991;
Vivas et al. 1996 a). Dans les vins, les proanthocyanidines
proviennent des parties solides du raisins; pour' I'essentiel
ce sont les procyanidines des pépins et des pellicules
(PRIEUR et al. 1994; SOUQUET et al. 1996) et les pro-
delphinidines des pellicules (SOUQUET et al. 1996). Les
gallotanins et les ellagitanins peuvent provenir des
traitements par les tanins cenologiques (Vivas et al. 1993 a
et b) et les ellagitanins sont plus particulierement cédés
aux vins lors de I'élevage en barriques (MOUTOUNET et al.
1989; Vivas et al. 1996 b).

Tout au long des opérations de travail et de traitement
des vins rouges, I'oxygeéne passe en solution dans des
proportions plus ou moins importantes (VIvas et (GLORIES
1996 a) d'ou l'intérét des travaux sur les réactions d'oxydo-
réduction (Ross1 et SINGLETON 1966; PaMPURO et HALE 1988;
SANDERS et al. 1988; Vivas et al. 1993 c). Dans le vin l'oxygene
génere une succession de radicaux libres oxygénés, parmi

lesquels le radical superoxyde O3 est le premier suivi du
radical hydroxyle HO’, conduisant a terme a des
hydroperoxydes variés d'aprés un schéma aujourd'hui
classique. Les composés phénoliques, dont les tanins, ont
la propriété de capter ces radicaux libres (UcHIDA et al. 1988;
ARIGA et HamMANO 1990), interrompant ainsi la réaction
d'oxydation; c'est ce que 1'on nomme des activités
antiradicalaires. Depuis quelques années les phénoménes
d'oxydations radicalaires constituent dans différents
domaines des axes de recherches importants. Les composés
phénoliques sont particulierement étudiés pour leur intérét
pharmaceutique et médical; ils ont la propriété de
neutraliser les radicaux libres oxygénés a 1’origine de
I’altération des tissus. Ces radicaux favorisent le
développement des cancers, de 1’artériosclérose et du
vieillissement des tissus (UcHIDA et al. 1987; MASQUELIER
1988). En ;enologie, par conire, les phénomenes oxydatifs
sont étudiés depuis bien plus longtemps (PASTEUR 1866;
RIBEREAU-GAYON 1933). Mais la complexité des réactions
et de la composition des vins rend difficile ’avancement
des connaissances.

Pour se prémunir des effets négatifs de I'oxydation, on
a coutume d'employer des antioxydants. Généralement le
SO, et T'acide ascorbique constituent les deux principales
sources d'antioxydants des vins (RIBEREAU-GAYON et al.
1976). Cependant le role antioxydant de SO, a été remis
en cause (RIBEREAU-GAYON 1933; SOMERS et WESCOMBE
1982; Vivas et al. 1993 ¢). En effet, Vivas et GLORIES (1996 b),
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ont observé que dans les conditions du vin, le SO, ne
modifiait ni la vitesse de consommation de l'oxygeéne
dissous ni l'état d'oxydoréduction du milieu. Afin de
compléter ces premiers résultats nous voulions vérifier que
le SO, n'agissait pas plus en aval dans les réactions
oxydatives, au niveau des radicaux libres. Pour comprendre
les mécanismes mis en oeuvre une étude générale est
conduite sur divers tanins en comparant les résultats obtenus
avec ceux enregistrés pour l'acide ascorbique, antioxydant
dont les effets ont été reconnus (Vivas et al. 1993 ¢).

Materiel et méthodes

Composés phénoliques modeles:La
(+)-catéchine et I'acide gallique sont fournis par Fluka™,
le B-1,2,3,4,6-pentagalloyl D-glucose a été purifié a partir
d'extrait de galle a 1'éther diéthylique (acide tannique,
Prolabo™) dans les conditions décrites par SCALBERT et
HasLam (1987), la castalagine a été purifiée du bois de
coeur Quercus robur d'aprés Vivas et al. (1995) et les
procyanidines diméres B2 et B4 ont été hémisynthétisées
et purifiées par chromatographie basse pression (FREITAS
1995). La structure des produits et leur pureté ont été
confirmées par 'H RMN (DPX 400 Bruker) et comparées
avec les spectres de références.

Origine des vins rouges: Les vins rouges
ont tous été analysés I'année de leur production (n= 60),
ils proviennent de Bordeaux (Médoc, Cabernet Sauvignon;
Saint Emilion, Merlot noir, Entre-deux-mers, Merlot noir
et Cabernet Sauvignon), de Madiran (Tannat), de
Bourgogne (Pinot noir), de la Loire (Cabernet franc), de la
Rioja (Tempranillo), de la Gréece (Xynomavro), de la
Californie (Pinot noir, Merlot noir, Cabernet Sauvignon,
Syrah), d'Australie (Syrah, Cabernet Sauvignon) et
d'Afrique du Sud (Pinot noir, Merlot noir).

Dosage des composés phénoliques
des vins: Lescomposés phénoliques totaux sont
estimés par l'absorption a D.O. 280 nm d'une dilution de
vin au 1/100; les procyanidines sont dosés par la méthode
d'’hydrolyse en milieu chlorhydrique et les anthocyanes
totales par décoloration au NaHSOs5. Les détails opératoires
de ces diverses techniques analytiques sont décrites par
RIBEREAU-GAYON et al. (1976).

Estimation de 1'effet antiradicalaire
des composés phénoliques et des vins
rouges sur l'anion superoxyde: Nous
avons retenu le radical superoxyde car il est 4 I’origine de
toutes les autres formes activées de 1’oxygene, le peroxyde
d’hydrogeéne et le radical hydroxyl. La démarche suivie
est la suivante: Nous générons par un systeme enzymatique
spécifique des radicaux superoxydes (systéme hypo-
xanthine-xanthine oxydase). Les radicaux formés réduisent
en milieu tamponné (pH 7,4) le nitrobleu de tétrazolium
en bleu de formasan ayant un maximum d’absorption &
560 nm. Si on rajoute un piégeur de radicaux libres tel que
des composés phénoliques, la formation de bleu de
formazan sera limitée. L’absorbance & 560 nm est alors
d’autant plus faible que les composé phénoliques ajoutés

sont des piégeurs efficaces de radicaux superoxydes. Cette

méthode a déja été employée avec succes (VERETTE 1984;

LaparrA 1989 ; RicarRDO DA Siiva et al. 1991). Pour la

réaliser il faut préparer quatre solutions de bases:

- T: Tampon tris HC1 0,05 M pH=7,4 (Trizma pre-set pH
cristal, Sigma™);

- N: Nitrobleu de tétrazolium 103 M (NBT grade III,
Sigma™) préparé dans T;

- H: Hypoxanthine 0,5-102 M (Sigma™) préparé dans T,

- X.0.: Xanthine oxydase 1,67 U-ml"! (Sigma™) préparé
dans T.

Tableau 1

Détail opératoire de l'estimation du pouvoir antiradicalaire des
composés phénoliques et des vins rouges a 1'égard de l'anion
superoxyde

Experimental conditions for estimating the superoxide scaven-
ger effect of phenolic compounds and red wines

Tampon Nitrobleu d¢e  Hypo-  Xanthine Echan-
Cuve? tris HCl tetrazolium xanthine oxydase tillon
) () () ®)  (uh
0 2400 100 500 0 0
1 2300 100 500 100 0
2 2200 100 500 100 100

D cuve de mesure de 10 mm de parcours optique

Les mesures sont réalisées au spectrophotométre
DU 65 (Beckman™) et répétées trois fois. Le détail
opératoire est décrit dans le Tab. 1. Sur chaque cuve (0, 1, 2)
on enregistre la D.O. 560 nm pendant 5 min puis on calcule
la pente. La cuve 0 donne la pente 0 (P0), la cuve 1 donne
1a valeur maximale de formation de radicaux superoxydes,
soit le 100 % (P1) et la cuve 2 permet d'évaluer 'effet
inhibiteur d'un produit (P2). Le pourcentage d'activité
résiduelle (ARs%) est donné par la relation:
[(P1-PO)-P2/(P1-PO)]x100.

Analyses statistiques: Les analyses
statistiques sont réalisées a l'aide du logiciel
STATGRAPHIC™ version 4.0 sur systéme Apple™.

Résultats

Activité antiradicalaire de SO, et
de l'acide ascorbique: Plusieurs solutions
aqueuses de concentrations croissantes en SO, et acide
ascorbique ont été préparées. Puis, la formation d'anions
superoxydes a été suivie a 560 nm; traduisant la réduction
du nitrobleu de tétrazolium (jaune) en bleu de formazan
par les radicaux libres générés par le syst¢éme hypoxanthine/
xanthine oxydase. Les résultats sont rassemblés sur la
Fig. 1. Dans nos conditions, le SO, ne présente pas d'effet
antiradicalaire pour des concentrations variant de 0,46 a
1,87 g - I'l; alors que l'acide ascorbique présente un effet
antiradicalaire sensible dés 0,125 g - I'' et un maximum a partir
de 0,5 g - I'. Pour obtenir un effet antiradicalaire il faut des
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doses de SO, trés supérieures aux teneurs habituellement
utilisées en cenologie (ARs= 62 % pour une teneur en SO,
de3,75g-1I'"). Siles expériences sont renouvellées avec des
solutions d'antioxydant préparées dans des milieux de
compositions proches du vin, les résultats restent identiques
(Tab. 2). Il semble donc que les propriétés antiradicalaires
des produits ne dépendent pas de la présence d'éthanol ou
de métaux de transition.
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0,1} - ‘
0,0 A 1 L 1
O 1 2 3 s
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e 093¢/ * 02541
s 046g a 0,125g/1

Fig. 1: Influence de la concentration en SO, (gauche) et en acide
ascorbique (droit) sur la production d'anions superoxydes, estimée
par spectrophotométrie a4 560 nm (D.S. déviation standard).

Influence of SO, (left) and ascorbic acid (right) concentrations on
the formation of superoxide anions, measured by spectro-
photometry (560 nm), (D.S. standard deviation).

Tableau 2

Influence de la composition du milieu sur I'activité antiradicalaire
de SO, et de I'acide ascorbique (les résultats représentent le pour-
centage d'anions superoxydes résiduels, ARs %)

Influence of the composition of the medium on the scavenger
activity of SO, and ascorbic acid (results represent the % of re-
sidual superoxide anions)

Milieu Milieu Milieu Milieu
aqueux hydroalcoolique modeéle”® modele avec
a 10 % vol. catalyseurs?
SO,” 9713 100 9812 100
Acide
ascorbique® 58+4 59+6 58+7 6014

Y12 % Vol. EtOH; 5 g/l d'acide tartrique; NaOH qsp pH 3,5;
eau gsp 1000 ml

» Milieu modele + 1 mg/l Cu et 5 mg/! Fe -

» 150 mg/l

Activité antiradicalaire de 1'acide
gallique de la (+)-catéchine et de
différents tanins: SurlaFig. 2 nous avons
reporté les valeurs de ARs pour une concentration de

Castalagine

Pentagalloylglucose

ProcyanidineB2 | H
Procyanidine B4 ] —
_H
_H .

0 10 20

ARs%
(% d'anions superoxydes résiduels)

(+)-catéchine

Ac. gallique

Fig. 2: Activité antiradicalaire (ARs) de quelques composés
phénoliques (les ARs% sont donnés pour une concentration en
composés de 1 gI'!).

Scavenger activity of different phenolic compounds (ARs%
values were obtained at a concentration of the components of

1 glh.

1 g - I'! choisie parcequ'elle correspond pour les molécules
étudiées a leur maximum d'activité. Les différents
composés phénoliques testés sont des capteurs tres
performants des radicaux superoxydes. La procyanidine
dimere B2 semble plus efficace que les autres composés
étudiés. Les tanins hydrolysables étudiés ont des activités
comparables. Pour des teneurs beaucoup plus faibles,
100 mg - I'! par exemple, les ARs sont inférieurs 4 50 %.
Ceci montre que méme pour des doses relativement faibles
les activités antiradicalaires des composés phénoliques et
des tanins sélectionnés restent apréciables ce qui permet
de suggerer leur rdle prépondérant dans les vins, a 1'égard
de cette propriété.

Influence de SO, et de l'acide
ascorbique sur l'activité antiradi-
calajire des tanins (Tab.3): Dans nos conditions,
SO, pour une faible dose sans effet antiradicalaire
(0,375 g - 1'') ou une forte dose avec un faible effet
antiradicalaire (3,75 g - I'"), provoque en fonction de la
nature des tanins des comportements différents. SO, quel-
le que soit sa concentration inhibe l'activité antiradicalaire
des procyanidines; les valeurs de ARs augmentent en
moyenne de 15 et 6 %, respectivement pour la procyanidine
B4 et B2. Cette derniere semble moins affectée par
I'inhibition excercée par SO,. Pour le pentagalloylglucose
et la castalagine, I'inhibition ne s'exerce que pour une teneur
en SO, de 3,75 g - I'L. Pour une concentration 10 fois plus
faible ces deux tanins hydrolysables conservent leur activité
antiradicalaire. L'acide ascorbique a la dose moyenne de
0,25 g - I'! agit en synergie avec les procyanidines B2 et
B4 en permettant une diminution de 50 % de l'activité

~antiradicalaire des solutions de procyanidines. En revanche,

pour la méme dose d'acide ascorbique, l'activité anti-
radicalaire des tanins hydrolysable est peu modifiée; on
peut cependant noter une légere augmentation des valeurs
de ARs.

Influence de SO, et de 1'acide ascor-
bique sur l'activité antiradicalaire des
vins rouges: Lesvins rouges ont une activité
antiradicalaire (ARs) fonction de leur teneur en composés
phénoliques estimée par l'absorbance a 280 nm (Fig. 3).
Les valeurs de ARs varie de 52 % pour les vins légers a
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Tableau 3

Incidence de SO, et de l'acide ascorbique sur l'activité antiradicalaire (ARs) des tanins

Influence of SO, and ascorbic acid on the scavenger activity (ARs) of tannins

Concentration  ARs Concentration ARs
(81" (%) (g1 (%)
SO, 3,75 62+5 Acide ascorbique 0,25 18+2
0,375 9217
Procyanidine B4 0,05 4843 Procyanidine B4 0,05 4613
Avec SO, 3,75 6417 Avec ac. ascorbique 0,25 2612
0,375 6216
Procyanidine B2 0,05 4243 Procyanidine B2 0,05 4244
Avec SO, 3,75 50+6 Avec ac. ascorbique 0,25 2443
0,375 4615
Pentagalloylglucose 0,6 1512 Pentagalloylglucose 0,6 13+1
Avec SO, 3,75 2944 Avec ac. ascorbique 0,25 162
0,375 172
Castalagine 0,6 1812 Castalagine 0,6 1311
Avec SO, 3,75 38+5 Avec. ac. ascorbique 0,25 19+2
0,375 192
= Tableau 4
g s0L Activité antiradicalaire (ARs) de quelques vins rouges jeunes
K% exempts d'antioxidants exogenes. (Vins analysés apres la fin de
;;)J la fermentation malolactique)
E‘ 0 Scavenger activity (ARs) of young red wines without any
<) exogenous antioxidant. (Wines analysed after malolactic fermen-
i § 30[— tation)
A
< g Echantillons ARs %
g 20F Témoin Acide ascorbique” SO
o
% 10k 1 2742 3042 3143
5 2 3843 3945 3843
‘g 0 l _ 3 4615 48+£5 47+4
—
& 0 20 40 60 86 1 4 3443 36+3 3543

Composés phénoliques totaux (D.O. 280 nm)

Fig. 3: Relation entre les composés phénoliques totaux et 'activité
antiradicalaire des vins rouges (n=60).

Relation between total phenolic compounds and the scavenger
effect of red wines (n=60).

13 % pour les plus riches. Pour de telles activités anti-
radicalaires des doses raisonnables d'antioxydants ne
modifient pas sensiblement la quantité d'anions superoxyde
résiduels (Tab. 4). Il s'avére, que méme des quantités
croissantes d'antioxydants ne suffisent pas a augmenter
I'activité antiradicalaire des vins. Les résultats obtenus pour
SO, et I'acide ascorbique sont comparables. Il est cependant
intéressant de noter qu'a faible dose (50 mg - I'!) l'acide
ascorbigue permet une diminution significative, de 10 %,
de la quantité d'anions superoxydes résiduels par rapport &
un vin témoin mais aussi par rapport a des teneurs
supérieures 2 150 mg - I''. Ces résultats suggérent que les
vins rouges possedent suffisamment de composés
antiradicalaires pour se protéger des réactions
d'autoxydations.

Y Echantillon + 500 mg/l d'acide ascorbique
? Echantillon + 150 mg/l de SO,

Discussion

Le SO; ne posséde pas d'activité antiradicalaire sur
I'anion superoxyde, pour des concentrations couramment
utilisées en cenologie. A 3,75 g - I'!, dose trés élevée, il ne
permet d'éliminer que le tiers des radicaux superoxydes
formés. Dans la pratique, son effet sur les radicaux libres
de ce type est donc peu probable. Lorsque SO; est ajouté
en grande quantité (3,75 g - I')) a des solutions aqueuses
de tanins la quantité d'anions superoxydes résiduels
augmente par rapport au milieu témoin n'en contenant pas.
11 semble alors que SO, puisse avoir un effet prooxydant &
forte dose; ce qui n'avait encore jamais été signalé a notre
connaissance. Ajouté aux différents vins rouges des
concentrations de SO, croissantes de 0 a 1 g - I'! ne modifie
pas significativement leur pouvoir antiradicalaire.

L'acide ascorbique présente, méme a faible dose, une
activité antiradicalaire appréciable, qui augmente en
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fonction de sa concentration. Ajouté aux solutions de
différents tanins, il se comporte de fagon prévisible, pour
une dose moyenne de 250 mg - 1!, en améliorant le pouvoir
antiradicalaire du mélange. Dans les différentes expériences
réalisées, il semble que chaque composé phénolique
posséde une concentration maximale au dela de laquelle,
la valeur Ars reste stable. Lorsque cette concentration limite
est atteinte le rajout d'un antioxydant efficace comme
l'acide ascorbique ne provoque plus de diminution de cet
indice, qui peut dans certains cas augmenter, traduisant
alors une diminution du pouvoir antiradicalaire du mélange.
Ces observations doivent étre rapprochées de la notion de
dualité entre effet prooxydant et antioxydant de cette
molécule (MAHONEY et GRAF 1986; KANNER et SHAPIRA
1989). Dans un vin rouge nous avons observé qu'a faible
dose (50 mg - I'") l'acide ascorbique peut étre antioxydant,
alors que pour des doses plus fortes (> 500 mg - I'!) il
présente toujours un effet prooxydant mesurable. En cela
nous confirmons les travaux des auteurs précédemment
cités.

Les tanins étudiés appartenant aux groupes des tanins
condensés et des tanins hydrolysables s'avérent étre des
antiradicaux libres tres performants; leur efficacité permet
de limiter & 50 % la production d'anions superoxydes pour
des concentrations comprises entre 50 et 100 mg - 1!
(résultats non présentés). Parmi les procyanidines dimeres,
nous avons mesuré la capacité antiradicalaire de la B2 et
la B4 qui se sont révélées treés différentes. La procyanidine
B2 posseéde dans nos conditions une activité antiradicalaire
supérieure a la procyanidine B4. Elles sont constituées par
une liaison interflavanique de type C4-C8, mais la nature
des flavanols change: B2 est une épicatéchine-(4p->8)-
épicatéchine et B4 une catéchine-(40i->8)-épicatéchine. Ces
différences entrainent des changements conformationels &
l'origine de modifications des propriétés physicochimiques
(FreITAS et al. 1996). Une étude ultérieure sur l'influence
des conformations des procyanidines sur leur pouvoir
antiradicalaire peut €tre utile pour interpréter les différences
de ARs. Dans les vins rouges, les procyanidines dimeres
peuvent atteindre des doses de 300 a 700 mg - 1! et les
flavanols (catéchine et épicatéchine) de 50 a4 100 mg - I'!
(Frermas 1995). Dans ces conditions et sans prendre en
compte les formes polymérisées des procyanidines, les
anthocyanes, les flavonols et les acides phénols, les vins
possedent suffisamment d'antioxydants naturels. Enfin
I'élevage en barrique ou l'apport de tanins cenologiques,
constituent une source apréciable de tanins hydrolysables,
substances a pouvoir antiradicalaire élevé. Les deux tanins
hydrolysables étudiés captent 75 % des radicaux super-
oxydes produits pour des doses de 100 a 250 mg - I'!
(résultats non présentés) et 90 % pour des doses de
500 mg - I-..

Cependant, au cours du processus oxydatif, de nom-
breux types de radicaux libres sont formés, or notre étude
ne s'est attachée qu'a un seul d'entre-eux 'anion superoxyde.
Des travaux en cours, ce propose d'analyse l'effet anti-
radicalaire de nombreuses molécules a I'égard des radicaux
libres totaux, en utilisant une méthode originale.
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