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Localisation des tanins dans la pellicule de baie de raisin
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R ésumé: La localisation des tanins dans la pellicule de raisin a été étudiée en combinant les résultats obtenus par deux
méthodes: observation microscopique (photonique et électronique a transmission), et analyse chimique de différentes fractions
obtenues apres isolement des cellules pelliculaires sous forme de protoplastes. Trois grands groupes de tanins ont ainsi été déterminées
selon leur localisation: tanins libres dans le suc vacuolaire, visualisés sous forme de granules qui augmentent de taille au fur et a
mesure que 1’on se rapproche de la surface de la pellicule; des tanins liés ont ét¢ mis en évidence dans deux autres localisations:
tanins liés aux polysaccharides des parois cellulaires par des liaisons osidiques et tanins liés avec les protéines constitutives de la
face interne des membranes vacuolaires.

Localization of tannins in grape berry skins

Summary: The localization 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 location, 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.
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Introduction En microscopie €lectronique, BAUR et WALKINSHAW
(1974), MueLLER et GREENWOOD (1978) ont assimilé des
La connaissance de lalocalisation et de I’état des tanins ~ corps précipités par 1’acide osmique a des tanins. L'acide
et des anthocyanes dans la baie est essentielle, d’une part  osmique, utilisé comme contrastant de fond en microscopie
pour mieux comprendre les réactions qui interviennent au  électronique, n'est évidemment pas spécifique des
cours de la maturation du raisin, d’autre part pour maitriser, composés phénoliques ; il réagit de la méme fagon avec
lors de la vinification, les phénoménes de diffusion de ces  tous les phénols et ne permet pas de mettre en évidence les
pigments. Nous entendons ici par tanins, les tanins  procyanidines.Ce sont donc les recoupements entre les
condensés & base de flavanols (procyanidines) de la baie  résultats de plusieurs méthodes qui peuvent contribuer a
de raisin. Plusieurs études sur les tanins ont été réalisées, constituer un solide faisceau de présomptions. Des travaux
aussi bien en microscopie photonique qu’en microscopie  cytochimiques sur les composés phénoliques du raisin ont
électronique car diverses méthodes histochimiques été réalisés notamment par ConsIDINE et KNox (1979),
permettent de révéler les composés phénoliques. En effet,  BerNARD (1980), Rasakr (1987). Mais on ne peut caractériser
le sulfate ferreux et le chlorure de fer donnent respective-  les flavanols avec certitude qu’in vitro, a I’aide dune
ment une coloration bleue et bleu-verte avec les tanins  méthode chimique (BATe SMiTH 1954, RIBEREAU-GAYON et
(JoHANNSENS 1940, REEVE 1959, Mace 1963). Une couleur  STONESTREET 1966 ).
rouge peut étre obtenue avec le réactif nitreux (REeve 1959 Dans le présent article, nous étudions la localisation
et 1968, MACE 1963, HaLLOIN 1982 et STAFFORD et al. 1987).  des procyanidines dans la pellicule, dans un premier temps
D’autres réactifs comme le diméthoxybenzaldehyde (MACE  in sifu par microscopies photonique et électronique a trans-
et HoweLL 1974), la vanilline-chlorhydrique (GARDNER  mission; mais les localisations ainsi suggérées peuvent étre
1975, RICKARD et GaHAN 1983) et le bleu de toluidine discutées pour les raisons déja mentionnées. Cest la raison
(FELKER et al. 1984) ont été également utilisés. Toutefois,  pour laquelle dans un deuxiéme temps, l'identification des
seules les réactions avec les aldéhydes en milieu acide sont  procyanidines a été confirmée par voie chimique, dans les
spécifiques des flavanols mais sont fugaces et les observa-  cellules et dans les parois squelettiques préalablement
tions en microscopie optique sont limitées. séparées par isolement des protoplastes.
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Matériel et méthodes

Microscopie électronique a trans-
mission et microscopie photonique: Des
fragments de pellicule sont fixés pendant 2 h a 4 °C dans
une solution de glutaraldéhyde a 2,5 % dans du tampon de
Sorensen 0,1 M a pH 7,2 (phosphates monopotassique et
disodique); les pieces sont ensuite rincées plusieurs fois
dans le méme tampon, postfixées 2 h a 4 °C dans une solu-
tion de tétroxyde d'osmium 2 0,1 %, et rincées a nouveau
plusieurs fois dans le tampon. Elles sont déshydratées dans
des bains successifs déthanol présentant des concentrations
croissantes de 40 a 95 % vol. jusqua trois bains déthanol
absolu. Aprés passage intermédiaire par loxyde de
propylene, elles sont enfin incluses dans une résine époxyde
(Epon 812).

Des coupes ultraminces contrastées par lacétate
duranyle et le citrate de plomb sont recueillies et observées
avec un microscope électronique JEOL 1200EX. Des cou-
pes semi-fines sont colorées au bleu de toluidine pour la
microscopie photonique.

Isolement des protoplastes: L’isolement
des protoplastes de la pellicule de raisin de différents
cépages, notamment du Merlot et du Cabernet franc, est
réalisé selon la méthode de WAGNER et SIEGELMAN (1975)
modifiée comme suit (AMRANI JouTEl 1993): le sorbitol joue
le r6le d’osmoticura & une concentration de 1,4 M dans le
milieu d’incubation. Des ringages ayant pour but d’éliminer
la totalité des composés phénoliques provenant des lésions
de la pellicule sont réalisés plusieurs fois dans le milieu
qui sert également de plasmolysant.

Cette opération permet dobtenir dune part les proto-
plastes ainsi que divers débris en suspension, dautre part
un milieu liquide ol sont solubilisés les constituants poly-
saccharidiques des parois cellulaires.

Détection des procyanidines dans
les protoplastes: Les protoplastes rincés dans le
milieu plasmolysant, sont immergés dans 1 ml d’eau
distillée pendant 10 min. Les cellules éclatées, sont re-
prises 4 fois puis laissées au repos 2-3 h dans I’ eau distillée
pour séparer les membranes du contenu cellulaire en solu-
tion (cytoplasme et suc vacuolaire). Les membranes
cellulaires et vacuolaires de couleur blanchétre récupérées
apres centrifugation, sont ensuite transférées dans un tube
a hydrolyse ol I’on ajoute 1 ml de la solution butanol-1-
HCI (v/v : 1/1) contenant 150 mg/l de FeSO,. Le fer joue
le rdle de catalyseur d’oxydation. Le tube est alors porté
au bain marie a 100 °C pendant 30 min (BATe SMiTH 1954).

L’eau qui a servi a faire éclater et a rincer les proto-
plastes (contenant cytoplasme et suc vacuolaire) est
récupérée et hydrolysée de la méme maniére.

Détection des procyanidines dans
le milieu dincubation (parois): La
technique mise en ceuvre (PoMpEI et al. 1971) fait intervenir
les propriétés adsorbantes des composés phénoliques sur
la polyvinylpoly-pyrrolidone (PVPP). Les polyphénols sont

fixés préférentiellement sur ces adsorbants, tandis que les
sucres, les substances minérales, les protéines (enzymes)
et les divers constituants non retenus, sont éliminés par
lavage a I’eau. Dans un tube a essai, on pipette 20 ml de la
solution enzymatique qui est a ’origine de la digestion
des parois, préalablement filtrée sur du papier filtre du type
WHATMAN 1n° 1 pour éliminer les gros fragments qui n’ont
pas été digérés et pour éviter tout éclatement des cellules
incomplétement isolées de leurs parois, et on ajoute 0,2 g
de PVPP au filtrat. Aprés avoir soumis la suspension & une
agitation mécanique de 10 min, le produit adsorbant est
facilement séparé par centrifugation (5000 g pendant
10 min). Le culot est rincé 2-3 fois & I’eau distillée puis
transféré dans un tube a hydrolyse o on ajoute 20 ml de la
solution butanol-1-HCI (v/v : 1/1) contenant 150 mg/l de
sulfate de fer (FeSO,). Le tube est porté 30 min au bain
marie a 100 °C.

Dans les trois types danalyse ci-dessus, la présence de
tanins se traduit par lapparition dune coloration rouge
présentant un maximum d’absorption 4 550 nm. La densité
optique est mesurée sous 1 cm de parcours optique.

Détermination de lanature des lia
isons tanins-parois cellulaires: L'éthanol,
qui solubilise les composés phénoliques libres, précipite
les polysaccharides ; nous avons tenté de mettre en évidence
la présence éventuelle de tanins liés a des glucides par
hydrolyse enzymatique des précipités éthanoliques.

100 ml d’un extrait brut pelliculaire sont mis en
présence de 900 ml d’éthanol a 95 % vol. dans le but de
précipiter le complexe tanins-polysaccharides. Une extrac-
tion a I’acétate d’éthyle permet de vérifier que ce dernier
est dépourvu de procyanidines libres. Il est repris avec
100 ml d’une solution tampon acétate (0,1 M a pH 5) puis
incubé en présence de 1% de tannase (extraite d’ Aspergillus
oryzae, et contenant principalement des activités B- gluco-
sidases et B-galactosidases) pendant trois heures a 37 °C.
La solution enzymée est ensuite reprise trois fois avec de
I’acétate d’éthyle en vue d’extraire d’éventuelles procya-
nidines. Aprés évaporation de la phase organique, le culot
est solubilisé dans 10 ml d’un mélange H,O-éthanol (v/v :
1/1). Cette solution est dosée par la méthode chimique de
Bate SMiTH (1954), et les différents constituants sont
identifiés par chromatographie liquide haute performance
(CLHP) selon la méthode de DourneL (1985).
L’identification des pics est établie par comparaison des
temps de rétention de procyanidines pures synthétisées a
I'Institut d’Oenologie de 1'Université de Bordeaux 2 (B1,
B2 selon la méthode de MicHAUD et al. 1973, B3 et B4
selon la méthode de GEeissMaN et YosHIMURA 1966,
EAsT™MOND 1974).

Résultats

Observation en microscopie photo-
nique de coupes de pellicule de baie®
s du cépage Chardonnay: Elle montre que
la pellicule de raisin, colorée a I’aide du bleu de toluidine,
est constituée par deux types de cellules: des cellules a
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Fig. 9: Chromatographie liquide haute performance d’un précipité éthanolique d’extrait brut de
pellicules, hydrolysé a I’aide de la tannase: 1 = acide gallique; 2 = acide protocatéchique; 3 =
procyanidine B,; 4 = (+) catéchine et procyanidine B ; 5 = procyanidine B,; 6 = (-) épicatéchine 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, procyanidin; 4 = (+) catechin and B
procyanidin; 5 = B, procyanidin; 6 = (-) epicatechin and Bprocyanidin.

et WALKINSHAW 1974, MUELLER et GREENWOOD 1978,
ConsIDINE et Knox 1979, FELKER et al. 1984). En outre, la
méthode chimique montre que des tanins se trouvent d’une
part dans la fraction contenant 2 la fois le cytoplasme et le
suc vacuolaire, d’autre part dans la fraction membranes
provenant des protoplastes.

En ce qui concerne la premiére de ces deux fractions,
il parait 1égitime didentifier les précipités observés dans
les vacuoles, aux tanins condensés dont lexistence est
démontrée par la méthode chimique. Dautre part, la
présence de tanins dans le cytoplasme est a priori a exclure
car cela risquerait d’entrainer un blocage du métabolisme
cellulaire ; ceci est confirmé par I’absence de précipité
dans le cytoplasme.

La fraction membranes soumise a la méthode chimique
révele également la présence de tanins condensés. Cette
fraction est constituée essentiellement par le plasmalemme
et le tonoplaste. Or si en microscopie €lectronique aucun
précipité na pu étre observé au contact du plasmalemme,
des précipités denses aux électrons, associés au tonoplaste
sont fréquemment présents. Ces précipités correspondent
donc aux tanins condensés révélés par lanalyse chimique.
La liaison entre ces tanins et le tonoplaste est trés forte,
comme le montrent les tentatives infructueuses de disso-
ciation par les ultra-sons ; la grande afinité des tanins pour
les protéines en particulier celles du tonoplaste permet
d’envisager une liaison des ces molécules avec la mem-
brane. La plupart des organites intracellulaires et les mem-
branes qui les constituent étant éliminés avec le cytoplasme
dans la fraction précédente, il parait exclu pour la raison
de blocage du métabolisme déja citée, que des tanins soient
associés a ces membranes sur leur face hyaloplasmique,
comme dans le cas du plasmalemme.

Les tanins de la paroi caractérisés par la méthode
chimique, sont au moins pour certains dentre eux, liés aux
polysaccharides qui la constituent; les activités de la tannase

étant principalement des activités B-glucosidase et 3-galac-
tosidase, on peut supposer que les procyanidines sont liées
a des molécules polysaccharidiques notamment par des li-
aisons B-glucose et B-galactose. Cela n'exclut ni la possi-
bilité dautres types de liaison, ni la possibilité de lexistence
de petites molécules de procyanidines libres dans la paroi,
non décelées au microscope électronique.

Compte tenu de la présence de procyanidines dans les
parois cellulaires et de I’existence d’un gradient de con-
densation croissant vers I'épiderme 2 travers les cellules
de la pellicule, on peut envisager une possible migration
intercellulaire des tanins des couches profondes de la
pellicule vers les couches externes. Cette hypothése est en
accord avec celle de DARNE (1991) selon laquelle les antho-
cyanes de la pellicule sont susceptibles de dériver des
procyanidines des pépins.

En définitive, cette étude montre trois types de tanins
localisés différemment dans la pellicule de la baie de rai-
sin: il s’agit de tanins libres situés dans le suc vacuolaire
et de tanins li€s & la membrane vacuolaire et a la paroi
cellulaire. Les caractéristiques de ces tanins interviennent
sur leur extractibilité au cours de la vinification et sur les
propriétés organoleptiques des vins. Les tanins liés sont en
effet difficilement extractibles sans I'intervention d’en-
zymes appropri€es (du raisin ou ajoutées). La macération,
quand le raisin n’est pas mir, favorise principalement la
diffusion de petites molécules de tanins libres aggressives
vis a vis des protéines. Dans ce cas, I'utilisation d’enzymes
pectolytiques au cours de la macération entraine la destruc-
tion des parois cellulaires permettant la libération des tanins
liés aux polysaccharides et aux membranes vacuolaires
ainsi que des grosses molécules de tanins libres intra-
vacuolaires plus ou moins aggressives vis a vis des pro-
téines; les vins ainsi obtenus sont moins astringents que

“les précédents. Dans le cas de bonne maturité, les enzymes

du raisin permettent d’obtenir des résultats comparables.
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