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Localisation des tanins dans Ia pellicule de baie de raisin 
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R e s u m e : La Jocalisation des taoins dans Ja pellicule de raisin a ete etudiee en combinant Jes resultats obtenus par deux 
methodes: Observation micrOSCOpique (photonique et eJectronique a transmission), et anaJyse chimique de differentes fractiOOS 
obtenues apres isolement des cellules pelliculaires SOUS forme de protoplastes. Trois grands groupes de taoins ont ainsi ete determinees 
selon Jeur Jocalisation: tanins libres dans Je suc vacuolaire, visualises sous forme de granules qui augmentent de taille au fur et a 
mesure que J'on se rapproehe de Ja surface de Ja pellicule; des taoins lies ont ete mis en evidence dans deux autres Jocalisations: 
taoins lies aux polysaccharides des parois cellulaires par des Iiaisons osidiques et tanins lies avec Jes proteines constitutives de Ja 
face interne des membranes vacuolaires. 

Localization of tannins in grape berry skins 

S u m m a r y : The Jocalization of tannins in grape berry skins has been studied by associating results obtained with two 
methods: light and transmission electron microscopy, and chemical analysis of the fractions obtained after isolation of cells as 
protoplasts. According to their Jocation, three groups of tannins were determined. The first consists of free tannins in solution in the 
vacuolar sap (these tannins appear in the form of granules decreasing in size from the skin surface to the pulp). Two other groups are 
constituted by bound tannins: those bound to the proteins of the internal face of the tonoplast, and those bound to the cell wall 
polysaccharides by osidic bonds. 

K e y w o r d s : tannins, Jocalization, ultrastructure, microscopy, berry skin. 

Introduction 

La connaissance de Ia localisation et de I' etatdes tanins 
et des anthocyanes dans Ia baie est essentielle, d'une part 
pour mieux comprendre les reactions qui interviennent au 
cours de Ia maturation du raisin, d' autre part pour maitriser, 
lors de Ia vinification, les pbenomenes de diffusion de ces 
pigments. Nous entendons ici par tanins, les tanins 
condenses a base de flavanols (procyanidines) de Ia baie 
de raisin. Plusieurs etudes sur les tanins ont ete realisees, 
aussi bien en microsc.opie photonique qu'en microscopie 
electronique car diverses methodes histochimiques 
permettent de reveler les composes pbenoliques. En effet, 
le sulfate ferreux et le chlorure de fer donnent respective
ment une coloration bleue et bleu-verte avec les tanins 
(JoHANNSENS 1940, REEVE 1959, MACE 1963). Unecouleur 
rouge peut etre obtenue avec Je reactif nitreux (REEVE 1959 
et 1968, MACE 1963, HALLO IN 1982 et STAFFORD et a/. 1987). 
D' autres reactifs conune le dimethoxybenzaldehyde (MACE 
et HowELL 1974), Ia vanilline-chlorhydrique (GARDNER 
1975, RICKARD et GAHAN 1983) et Je bleu de toluidine 
(FELKER et al. 1984) ont ete egalement utilises. Toutefois, 
seules les reactions avec les alqehydes en milieu acide sont 
specifiques des flavanols mais sont fugaces et les Observa
tions en microscopie optique sont limitees. 

En microscopie electronique, BAUR et WALKINSHAW 
(1974), MUELLER et GREENWOOD (1978) ont assimile des 
corps precipites par l' acide osmique a des tanins. L'acide 
osmique, utilise conune contrastant de fond en microscopie 
electronique, n'est evidemment pas specifique des 
composes phenoliques ; il reagit de Ia meme fa~on avec 
tous les phenols et ne permet pas de mettre en evidence les 
procyanidines.Ce sont donc les recoupements entre les· 
resultats de plusieurs methodes qui peuvent contribuer a 
constituer un solide faisceau de presomptions. Des travaux 
cytochimiques sur les composes phenoliques du raisin ont 
ete realises notamment par CONSIDINE et KNOX (1979), 
BERNARD ( 1980), RAJAEI ( 1987). Maisonne peut caracteriser 
les flavanols avec certitude qu'in vitro, a l'aide dune 
methode chimique (BATE SMITH 1954, RIBEREAU-GAYON et 
STONESTREET 1966 ). 

Dans le present article, nous etudions Ia localisation 
des procyanidines dans Ia pellicule, dans un premier temps 
in situ par microscopies photonique et electronique a trans
mission; mais les localisations ainsi suggen!es peuvent etre 
discutees pour les raisons deja mentionnees. Cest Ia raispn 
pour laquelle dans un deuxieme temps, l'identification des 
procyanidines a ete confirmee par voie chimique, dans les 
cellules et dans les parois squelettiques prealablement 
separees par isolement des protoplastes. 
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Materie) et methodes 

M i c r 0 s c 0 p i e e I e c t r 0 n i q u e a t r a n S
m i s s i o n e t m i c r o s c o p i e p h o t o n i q u e : Des 
fragments de pellicule sont fixes pendant 2 h a 4 oc dans 
une solution de glutaraldehyde a 2,5 % dans du tampon de 
SoRENSEN 0,1 M a pH 7,2 (phosphates monopotassique et 
disodique); les pi<~ces sont ensuite rincees plusieurs fois 
dans Je meme tampon, postfixees 2 h a 4 °C dans une SOlU
tion de tetroxyde d'osmium a 0,1 %, et rincees a nouveau 
plusieurs fois dans le tampon. Elles sont deshydratees dans 
des bains successifs dethanol presentant des concentrations 
croissantes de 40 a 95 % vol. jusqua trois bains dethanol 
absolu. Apres passage intermediaire par loxyde de 
propylene, elles sont enfin incluses dans une resine epoxyde 
(Epon 812). 

Des coupes ultraminces contrastees par lacetate 
duranyle et le citrate de plomb sont recueillies et observees 
avec un rnicroscope electronique JEOL 1200EX. Des cou
pes semi-fines sont colorees au bleu de toluidine pour Ia 
microscopie photonique. 

I so I e m e n t des protop I aste s: L'isolement 
des protoplastes de Ia pellicule de raisin de differents 
cepages, notamment du Merlot et du Cabemet franc, est 
realise selon Ia methode de WAGNER et SIEGELMAN (1975) 
modifiee comme suit (AMRANI JouTEI 1993): le sorbitoljoue 
le röle d'osmoticum a une concentration de 1,4 M dans le 
milieu d' incubation. Des rin~ages ayant pour but d' eliminer 
Ia totalite des composes phenoliques provenant des Iesions 
de Ia pellicule sont realises plusieurs fois dans le milieu 
qui sert egalerneut de plasmolysant. 

Cette operation permet dobtenir dune part les proto
plastes ainsi que divers debris en suspension, dautre part 
un rnilieu liquide Oll sont solubilises les constituants poly
saccharidiques des parois cellulaires. 

Detection des procyanidines dans 
I e s p r o t o p I a s t e s : Les protoplastes rinces dans le 
milieu plasmolysant, sont immerges dans 1 ml d'eau 
distillee pendant 10 min. Les cellules eclatees, sont re
prises 4 fois puis Iaissees au repos 2-3 h dans I' eau distillee 
pour separer les membranes du contenu cellulaire en solu
tion (cytoplasme et suc vacuolaire). Les membranes 
cellulaires et vacuolaires de couleur blanchätre recuperees 
apres centrifugation, sont ensuite transferees dans un tube 
a hydrolyse Oll l'on ajoute 1 ml de Ia solution butanol-1-
HCI (v/v : 111) contenant 150 mg/1 de FeS0

4
• Le fer joue 

le röle de catalyseur d'oxydation. Le tube est alors porte 
au bain marie a 100 °C pendant 30 rnin (BATE SMITH 1954). 

L' eau qui a servi a faire eclater et a rincer I es proto
plastes (contenant cytoplasme et suc vacuolaire) est 
recuperee et hydrolysee de la meme maniere. 

Detection des procyanidines dans 
1 e m i I i e u d' i n c u b a t i o n ( p a r o i s ) : La 
technique mise en reuvre (PoMPEI et al. 1971) fait intervenir 
les proprietes adsorbantes des composes phenoliques sur 
Ia polyvinylpoly-pyrrolidone (PVPP). Les polyphenols sont 

fixes preferentiellement sur ces adsorbants, tandis que les 
sucres, les substances minerales, les proteines (enzymes) 
et les divers constituants non retenus, sont elimines par 
lavage a l'eau. Dans un tube a essai, on pipette 20 ml de la 
Solution enzymatique qui est a I' origine de Ia digestion 
des parois, prealablement filtree sur du papier filtre du type 
WHATMAN n° 1 pour eliminer }es gros fragments qui n'ont 
pas ete digeres et pour eviter tout eclatement des cellules 
incompletement isoiees de leurs parois, et on ajoute 0,2 g 
de PVPP au filtrat. Apres avoir soumis Ia suspension a une 
agitation mecanique de 10 min, le produit adsorbant est 
facilement separe par centrifugation (5000 g pendant 
10 min). Le culot est rince 2-3 fois a I' eau distillee puis 
transfere dans Ull tube a hydrolyse Oll On ajoute 20 m} de la 
solution butanol-1-HCl (v/v : 111) contenant 150 mg/1 de 
sulfate de fer (FeS0

4
). Le tube est porte 30 min au bain 

marie a 100 °C. 
Dans les trois types danalyse ci-dessus, la presence de 

tanins se traduit par lapparition dune coloration rouge 
presentant un maximum d'absorption a 550 nm. La densite 
optique est mesuree sous 1 cm de parcours optique. 

Determination de lanature des lia 
i s o n s t an i n s - p a r o i s c e 11 u 1 a i r e s : L'ethanol, 
qui solubilise les composes phenoliques libres, precipite 
les polysaccharides ; nous avons tente de mettre en evidence 
Ia presence eventuelle de tanins lies a des glucides par 
hydrolyse enzymatique des precipites ethanoliques. 

100 ml d'un extrait brut pelliculaire sont mis en 
presence de 900 ml d'ethanol a 95 % vol. dans le but de 
precipiter le complexe tanins-polysaccharides. Une extrac
tion a l'acetated'ethyle permet de verifier que ce demier 
est depourvu de procyanidines libres. 11 est repris avec 
100 ml d'une Solutiontamponacetate (0,1 M a pH 5) puis 
incube en presence de 1% de tannase (extraite d'Aspergillus 
oryzae, et contenant principalement des activites ß- gluco
sidases et ß-galactosidases) pendant trois heures a 37 °C. 
La solution enzymee est ensuite reprise trois fois avec de 
l'acetate d'ethyle en vue d'extraire d'eventuelles procya
nidines. Apres evaporation de la phase organique, le culot 
est solubilise dans 10 ml d'un melange Hp-ethanol (v/v : 
111). Cette solution est dosee par la methode chirnique de 
BATE SMITH (1954), et les differents constituants sont 
identifies par chromatographie liquide baute performance 
(CLHP) selon Ia methode de DouRNEL (1985). 
L'identification des pics est etablie par comparaison des 
temps de retention de procyanidines pures synthetisees a 
l'Institut d'Oenologie de l'Universite de Bordeaux 2 (B1, 
B2 selon Ia methode de MICHAUD et al. 1973, B3 et B4 
selon Ia methode de GEJSSMAN et YüSHIMURA 1966, 
EASTMOND 1974). 

Resultats 

0 b s e r v a t i o n e n m i c r o s c o p i e p h o t o
nique de coupes de pellicule de baie1 
s d u c e p a g e C h a r d o n n a y : Elle montre que 
Ia pellicule de raisin, coloree a I' aide du bleu de toluidine, 
est constituee par deux types de cellules: des cellules a 
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precipite granuleux, ou cellules tannifores (RAJAEL 1987) 
altement avec des amas disperses de cellules depourvues 
de precipites. Dans les cellules tanniferes, les composes 
pbenoliques apparaissent sousdifferentes formes: precipites 
grossierement et finement granuleux, et presentant des 
couleurs plus ou moins intenses (Fig. 1). Ces precipites 
apparaissent parfois localises vers Ia peripherie cellulaire. 

Fig. I: Coupe de pellicule de baie de raisin colon!e au bleu de 
toluidine, montrant des cellules tanniferes (cT) et des cellules 
depourvues de precipites (c) ; microscopie photonique (x 170). 

Section of berry skin stained with toluidine blue, showing cells 
with tannic precipitates (cT) and cells without (c) ; light 

microscopy (x 170). 

Localisation des tanins a l'aide d e 
a microscopie electronique a 

transmiss i o n de coupes de pellicule 
Des precipites denses aux electrons sont visibles dans les 
vacuoles des cellules de Ia pellicule apres traitement des 0 

echantillons par le tetroxyde dosmium. Ces precipites se 
presentent sous forme de granules de tailles differentes 
suivant les cellules, suggerant Ia presence d'un gradient 
centrifuge dans la baie: la taille des granules augmente 
Gusqua 0,5 ~m de diametre environ) et leur nombre diminue 
au fur et a mesure que 1' on considere des cellules de plus 
en plus proches de l'epiderme (Fig. 2) ; les vacuoles des 
cellules epidermiques contiennent egalement des precipites 
(Fig. 3). De plus, au niveau sous-epidermique, on peut 
parfois observer des Ia nouaison un reseau dense constitue 
par Ia coalescence en reseau de nombreux granules de 0,3 
a 0,5 ~m (Fig. 4 ). 

Des precipites en contact etroit avec Ia face interne du 
tonoplaste sont observes des le stade nouaison (Fig. 5). Ils 
se presentent le plus souvent sous la forme dun depöt 
continu (Fig. 5), parfois, sous forme d'unites granulaires 
distinctes (Fig. 6). Le traitement aux ultra-sons a une 
intensite capable de provoquer la rupture de la paroi 
cellulaire, n' entraine ni perturbation de Ia position des 
precipites ni leur separation du tonoplaste (Fig. 7). Cela 
laisse supposer lexistence dune Iiaison specifique et 
relativement forte entre ces precipites et le tonoplaste. 

Localisation des procyanidines de 
la pellicule par Ia methode chi
m i q u e : La presence de procyanidines dans differentes 
parties de Ia pellicule a ete mise en evidence par Ia methode 
chimique. 

(1) Dans les cellules: le spectre d'absorption (Fig. 8) 
de Ia fraction [eau distillee + cytoplasme + suc vacuolaire] 

Fig. 2: Gradient des tanins intravacuolaires a travers Ia pellicule: 
dans !es cellules de plus en plus proches de Ia surface, !es 
precipites tanniques (T) sont constitues de grains de moins en 
moins nombreux et de plus en plus gros. e: cellules epidermiques; 

cu : cuticule (x 3400). 
Fig. 3: Cellules de Ia couche epidermique (e) contenant des 
precipites tanniques intravacoulaires (T). cu: cuticule (x 3800). 
Fig. 4: Cellule dont Ia vacuole contient des tanins (T) precipites 

SOUS forme de reseau dense (X 5600). 
Les Figs. 2 a 4 ont ete obtenues en microscopie electronique a 

transmission. 

Fig. 2: Gradient of intravacuolar tannins through the berry skin: 
in the cells closer to the surface, the tannic precipitates (T) con
sist of less numerous and bigger granules. e: epidermal cells; 

cu: cuticle (x 3400). 
Fig. 3: Epidermal cells (e) containing intravacuolar tannin pre

cipitates (T). cu: cuticle (x 3800). 
Fig. 4: Cell showing a vacuole with tannins (T) precipitated as a 

dense network. (x 5600). 
Figs. 2 to 4 were obtained by transmission electron microscopy. 
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Fig. 5: Couche continue de tanins (T) lies a Ia face interne du 
tonoplaste (t). p: plasmalemme (x 5700). 

Fig. 6: Tanins (T) lies a Ia face interne du tonoplaste (t) SOUS 

forme d'unites granulaires. p: plasmalemme (x 3400). 
Fig. 7: Couche continue de tanins (T) lies a Ia face interne du 
tonoplaste apres actiondes ultra-sons; Ia paroi (P) est alteree (la 
Iamelle moyenne en particulier a disparu), mais Ia Iiaison des 

taoins au tonoplaste reste intacte (x 3200). 
Les Figs. 5 a 7 ont ete obtenues en microscopie electronique a 

transmission. 

Fig. 5: Continuous layer of tannins (T) bound to the internal 
face of the tonoplast (t). p: plasmalemma (x 5700). 

Fig. 6: Tannins (T) seen as granular units bound to the internal 
face of the tonoplast (t). p: plasmalemma (x 3400). 

Fig. 7: Continuous layer of tannins (T) bound to the internal 
face of the tonoplast after uhrasonie action. The cell wall (P) is 
injured (the middle lamella has disappeared) but the binding of 

tannins to the tonoplast remains undamaged.(x 3200). 
Figs. 5 to 7 were obtained by transmission electron microscopy. 

chauffee en milieu acide revele la presence d' anthocyanes 
provenant de la transformation des procyanidines a l'etat 
libre dans les vacuoles en anthocyanidines (les protoplastes 
de raisin rouges presentent deja une coloration rouge, qui 
est intensifiee par le chauffage en milieu acide). Le culot 
des membranes provenant des protoplastes eclates, traite 
dans les memes conditions, conduit a un resultat identique; 

cela montre la presence de tanins condenses certainement 
lies aux membranes. 

(2) Dans les parois cellulaires, le meme traitement, 
applique au PVPP qui a adsorbe les composes phenoliques 
provenant du milieu de digestion enzymatique, fournit 
egalement un spectre identique a celui de la Fig. 8, attest
ant la presence de procyanidines. La contamination du 
milieu dincubation par des tanins provenant de leclatement 
aceidentel de certains protoplastes est a exclure puisque la 
Iiberation dans le milieu de ces molecules est toujours 
accompagnee par celle des anthocyanes, or le spectre en 
milieu acide de cet extrait n'ajamais montre de maximum 
a 520 nm. 

Le resultat de l'experimentation destinee a montrer la 
Iiaison des tanins de la paroi avec les polysaccharides est 

J 
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Fig. 8: Spectre d'absorption obtenu apres hydrolyse acide de la 
solution enzymatique en milieu butanol-1-HCI. 

Absorption spectrum obtained after acid hydrolysis of the 
enzymatic solution in butanol-1-HCI medium. 

presente dans la Fig. 9: la tannase utilisee pennet de liberer, 
a partir du precipite . tanins-polysaccharides, des acides 
benzoi'ques, des procyanidines dimeres, de la ( +) catechine 
et de la (-) epicatecbine identifies par CLHP; Ia reaction 
de BATE SMITH (1954) appliquee a la meme Solution y 
confirme la presence de procyanidines par comparaison 
avec un temoin n'ayant pas subi l'action des enzymes. 

Discussion et conclusion 

Les observations microscopiques et les dosages 
chimiques mentionnes ci-dessus peuvent etre rapproch6s 
de fa~on a donner une idee precise de Ia localisation des 
tanins dans la pellicule des baies de raisin. Les precipites 
observes en microscopie photonique dans les cellules 
tanniferes et les precipites denses aux electrons decrits en 
microscopie electronique traduisent tres vraissemblable
ment Ia presence des memes substances dans les vacuoles, 
conformement aux observations de divers auteurs (BAUR 
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Fig. 9: Chromatographie liquide haute performance d'un precipite ethanolique d'extrait brut de 
pellicules, hydrolyse a l'aide de Ia tannase: 1 = acide gallique; 2 = acide protocatechique; 3 = 
procyanidine BJ; 4 = (+) catechine et procyanidine BI; 5 = procyanidine B4; 6 = (-) epicatechine et 

procyanidine B,. 
High performance liquid chromatography of an ethanolic precipitate of skin crude extract, hydro
lysed with tannase: 1 = gallic acid; 2 = protocatechic acid; 3 = B 

3 
procyanidin; 4 = ( +) catechin and B 

1 

procyanidin; 5 = B 
4 
procyanidin; 6 = (-) epicatechin and J? procyanidin. 

et W ALKINSHAW 1974, MUELLER et ÜREENWOOD 1978, 
CoNSIDINE et KNox 1979, FELKER et al. 1984). En outre, la 
methode chimique montre que des tanins se trouvent d'une 
part dans la fraction contenant a la fois le cytoplasme et le 
suc vacuolaire, d'autre part dans la fraction membranes 
provenant des protoplastes. 

En ce qui concerne la premiere de ces deux fractions, 
il paralt legitime didentifier les precipites observes dans 
les vacuoles, aux tanins condenses dont lexistence est 
demontree par la methode chimique. Dautre part, la 
presence de tanins dans le cytoplasme est a priori a exclure 
car cela risquerait d'entrainer un blocage du metabolisme 
cellulaire ; ceci est confirme par I' absence de precipite 
dans le cytoplasme. 

La fraction membranes soumise a la methode chimique 
revele egalement la presence de tanins condenses. Cette 
fraction est constituee essentiellement par le plasmalemme 
et le tonoplaste. Or si en microscopie electronique aucun 
precipite na pu etre observe au contact du plasmalemme, 
des precipites denses aux electrons, associes au tonoplaste 
sont frequemment presents. Ces precipites correspondent 
donc aux tanins condenses reveles par lanalyse chimique. 
La Iiaison entre ces tanins et le tonoplaste est tres forte, 
comme le montrent les tentatives infructueuses de disso
ciation par les ultra-sons ; la grande afinite des tanins pour 
les proteines en particulier celles du tonoplaste permet 
d'envisager une Iiaison des ces molecules avec la mem
brane. La plupart des organites intracellulaires et les mem
branes qui les constituent etant elimines avec le cytoplasme 
dans la fraction precedente, il paralt exclu pour la raison 
de blocage du metabolisme deja citee, que des tanins soient 
associes a ces membranes sur leur face hyaloplasmique, 
comme dans le cas du plasmalemme. 

Les tanins de la paroi caracterises par la methode 
chimique, sont au moins pour certains dentre eux, lies aux 
polysaccharides qui la constituent; les activites de la tannase 

etant principalement des activites ß-glucosidase et ß-galac
tosidase, on peut supposer que les procyanidines sont liees 
a des molecules polysaccharidiques notamment par des Ii
aisons ß-glucose et ß-galactose. Cela n'exclut ni la possi
bilite dautres types de Iiaison, ni la possibilite de lexistence 
de petites molecules de procyanidines libres dans la paroi, 
non decelees au microscope electronique. 

Compte tenu de la presence de procyanidines dans les 
parois cellulaires et de I' existence d'un gradient de con
densation Croissant Vers l'epiderme a travers }es cellules 
de la pellicule, on peut envisager une possible migration 
intercellulaire des tanins des couches profondes de la 
pellicule vers les couches externes. Cette hypothese est en 
accord avec celle de DARNE (1991) selon laquelle les antho
cyanes de la pellicule sont susceptibles de deriver des 
procyanidines des pepins. 

En definitive, cette etude montre trois types de tanins 
localises differemment dans la pellicule de la baie de rai
sin: il s' agit de tanins libres situes dans le suc vacuolaire 
et de tanins lies a la membrane vacuolaire et a la paroi 
cellulaire. Les caracteristiques de ces tanins interviennent 
sur leur extractibilite au cours de la vinification et sur les 
proprietes organoleptiques des vins. Les tanins lies sont en 
effet difficilement extractibles sans I' intervention d' en
zymes appropriees (du raisin ou ajoutees). La maceration, 
quand le raisin n'est pas mur, favorise principalement la 
diffusion de petites molecules de tanins libres aggressives 
vis a vis des proteines. Dans ce cas, l'utilisation d' enzymes 
pectolytiques au cours de la maceration entraine la destruc
tion des parois cellulaires permettant la Iiberation des tanins 
lies aux polysaccharides et aux membranes vacuolaires 
ainsi que des grosses molecules de tanins libres intra
vacuolaires plus ou moins aggressives vis a vis des pro
teines; les vins ainsi obtenus sont moins astringents que 
les precedents. Dans le cas de bonne maturite, les enzymes 
du raisin permettent d' obtenir des resultats comparables. 
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