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Investigation on the carotenoids of the mature grape 

S u m m a r y : High performance liquid chromatography was used to separate the carotenoid 
compounds in grapevine be rries. By comparison with standards prepared by thin-layer-chromatog­
raphy, ß-ca rotene, lutein, 5,6-epoxy lutein, violaxanthin and neoxanthin were identified . Quantita­
t ive determination in 13 varie ties of Vitis vinifera L. gave evidence that, in m ature berries , the 
carotenoid conten ts can vary between 0.8 and 2.5 mg/kg of fresh we ight, according to varie ty. ß-car ­
otene and lute in were present in !arger quantities than the other carotenoids . The rela tive conten ts 
of each pigm en t were different from those of othe r fruits and resembled to those of leaves. More­
over , carotenoids were determined during 2 years in 2 varieties, Carignane and Sirah, grown in 
8 diffe rent geographic s ites. 

K e y wo r d s : pigments, berry, analysis , variety of vine, vineyard, Fr ance. 

Introduction 

De nombreuses etudes ont ete realisees sur !es caroteno!des, pres de 450 composes 
ont deja ete identifies (DAvms 1976). Cependant, si leur presence dans !es fruits est 
generalement connue, peu d'etudes ont porte sur le raisin (CuRL 1964; BoITRILL et HAw­
KER 1970; GRoss 1984), et parmi celles-ci un unique cepage de cuve, Je Riesling a ete 
a nalyse. Une etude plus complete portant sur d 'autres cepages de cuve nous a semble 
interessante a mener . 

La deuxieme raison de notre investigation est l'importance reconnue des carote­
no!des en tant que precurseurs de composes volatils intervenant dans l'aröme. Ce s de r­
niers sont presents dans Je raisin et Je vin (SCHREIER et al. 1976, 1980) mais leur faible 
concentration !es rend difficile a <loser . Dans ce contexte l'analyse de ces precurseurs 
peut s'averer intessante. 

C'est pourquoi nous nous somme interesses a Ja recherche, a l'identification et au 
dosage d'un certain nombre de ces substances dans Je raisin, en etudiant l'influence du 
cepage, du vignoble d 'origine et du millesime. 

Materiels et methodes 

E c h a ntill o nn ag e 

100 g de baies mu res sont prelevees au hasard sur 10 grappes, e lles-memes prele­
vees au hasard sur 10 ceps d'une meme parcelle de vigne. Les grappes sont cueillie s 
entre Je 3em e et le 7em e noeud sur Je r ameau. Les echantillons sont lyophilises et con­
serves SOUS vide a - 20 ° C. 
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Extraction des carotenoides 

Les baies sont broyees dans l'azote liquide au moyen d'un broyeur a bille. L'extrac­
tion des carotenoides se fait par l'acetone froide ( +4 °C) en presence de carbonate de 
magnesium pour neutraliser les acides du fruit {CAMARA 1981). Sept extractions sont 
necessaires pour epuiser la poudre de raisin {RAZUNGLES 1985); J'ensemble des extraits 
est ensuite filtre sur verre fritte. 

Toutes ces operations sont effectuees a l'abri de la lumiere: les rayonnements 
induisent des photo-isomerisations cis-trans {DAVIES 1976) et meme des photo-oxyda­
tions. La lumiere blanche favorise Ja reduction des epoxy-xanthophylles (CüSTES 1968). 

Saponification 

Apres elimination SOUS vide de J'acetone J'ensemble des extraits est evapore a sec. 
On ajoute alors 50 ml d'ethanol et 5 ml de potasse aqueuse a 60 % aux fins de saponifi­
cation. La solution ainsi obtenue est laissee 12 h, a l'obscurite et a +4 °C. Les carote­
noides sont ensuite extraits par 100 ml d'ether ethylique. Puis celui-ci est elimine par 
evaporation sous vide avant analyse. 

A ce stade, deux techniques de fractionnement peuvent etre utilisees, soit la Chro­
matographie sur couche mince (CCM), soit la chromatographie liquide a haute perfor­
mance {CLHP). 

Dans la premiere technique {CAMARA 1981), les carotenoides sont fractionnes par 
deux chrömatographies successives. La premiere est faite sur silicagel G60 neutralise, 
avec Je melange eluant ether de petrole/acetone, 60 : 40, v/v, ce qui permet de separer 
!es xanthophylles. Les carotenes qui migrent selon Je meme Rf sont repris et chromato­
graphies sur kieselguhr G/magnesie, 90 : 10, w/w, avec le melange ether de petrole/ 
benzene, 90 : 10, v/v comme solvant. L'identification des carotenoides et leur dosage 
sont effectues par comparaison des spectres avec les spectres des composes temoins 
{DAVIES 1976; CAMARA 1981). 

Dans la seconde technique, !es carotenoides sont repris dans 2 ml d'acetone et 1 ml 
de picrate de sodium en solution dans l'ethanol {0,1 mg/1), ce dernier compose jouant le 
röle d'etalon interne {RAZUNGLES 1985). 10 µl de cette solution sont injectes dans le 
chromatographe. La methode utilisee derive de celle decrite par LANGER {1976) et 
reprise par BARANYAI et al. {1982), legerement modifiee par l'utilisation du gradient 
lineaire suivant: de 0 a 20 min, acetone/eau, 50 : 50, v/v jusqu'a 100 % d'acetone. Le 
debit est de 1 ml/min. La colonne uti!isee est une C18, 5 µm, phase inverse, 
220 x 4,6 mm {Brownlee Labs, Santa Clara, CA., USA), protegee par une precolonne 
40 x 4,6 mm, de la meme composition et de Ja meme marque. L'appareil est un chroma­
tographe Varian 5500. La detection se fait spectrophotometriquement a 450 nm {Varian 
UV 200). Un calculateur Varian Vista 402 assure le pilotage des gradients et les calculs. 

So l van ts et composes temoins 

L'acetone (qualite analytique, Labosi, Paris, France) et l'eau utilisee sont distillees 
sur permanganate de potassium et filtres (0,45 µm). L'ethanol {96 % ) et l'ether de 
petrole (Labosi) sont distilles sur potasse. L'ether ethylique est passe sur alumine 
(Merck, Darmstadt, RFA). Le benzene (Prolabo, Paris, France), Je chlorure de sodium, 
le carbonate de magnesium, Je kieselguhr G, le silicagel G, Ja magnesie, le picrate de 
sodium, la potasse (Merck) et le permanganate de potassium (Labosi) sont tous de qua­
lite analytique. Les carotenoides temoins sont purifies par chrornatographie sur couche 
mince dans notre laboratoire. 
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Resultats et discussion 

Contrairement a l'analyse des caroteno!des de certains fruits dans laquelle Ja sapo­
nification n'est pas necessaire (BuSHWAY et WILSON 1982), cette operation est, pour Je 
raisin, indispensable par suite de Ja presence des lipides des pepins qui entrainent de 
mauvaises separations tant en chromatographie sur couche mince qu'en chromatogra­
phie liquide a haute performance. 

La mise sous azote du residu sec apres evaporation du solvant d'extraction (HsIEH 
YEN PING et KAREL 1983) n'a pas ete jugee indispensable. Nous avons en effet verifie sur 
!es caroteno!des analyses, l'absence de pertes ou d 'isomerisation. 

Pour l'etude quantitative, le picrate de sodium a ete choisi comme etalon interne. 
Bien que son temps de retention soit, en CLHP, assez eloigne de ceux des caroteno!des, 
il nous a permis des dosages avec des erreurs relatives acceptable: 8 % pour Je ß-caro­
tene et 6,5 % pour Ja luteine. Depuis, certains auteurs (KHACHIK et al. 1986) ont utilise Ja 
ß-apo-8'-carotenal, etalon interne interessant car son temps de retention est voisin de 
ceux des caroteno!des. 

Tableau 1 

Teneurs des principaux carotenoides sur un echantillon de Syrah a maturite 

Levels of the main carotenoids from a sample of mature Sirah 

Pigment Longueur d'onde des µg /kg 
maxima observes de baies 

Neoxanthine 413,7-437,0-465,6 148 
dans l'ethanol 

Violaxanthine 416,8-439,6-469,0 66 
dans l'ethanol 

Luteine-5, 6-epoxyde 419,8-444,2-469,6 78 
dans l'ethanol 

Luteine 422,3-445,7-473,6 788 
dans l'ethanol 

ß-Carotene ( 425) - 448,6 - 4 75,6 520 
dans l'ether de petrole 

ldentification et dosages 

Ces operations, realisees par CCM, ont ete faites sur Je cepage Syrah (Tableau 1). 
Deux carotenoldes principaux ont ete mis en evidence, le ß-carotene et Ja luteine, qui 
representent environ 80 % des caroteno!des absorbant dans Je domaine visible. On 
note, en outre, Ja presence de luteine-5,6-epoxyde, de violaxanthine et de neoxanthine 
en plus faibles quantites. 

La CLHP permet egalement un dosage aise des deux premiers composes. En 
revanche par suite de leurs faibles concentrations, !es dosages de Ja neoxanthine, de Ja 
luteine-5,6-epoxyde et de Ja violaxanthine sont difficiles et peu precis. C'est particulie­
rement Je cas pour Je dernier caroteno!de cite dont Ja longueur d'onde d'absorption 
maximale est eloignee de Ja longueur d'onde de d'etection choisie (450 nm). C'est pour­
quoi nous avons retenu Je ß-carotene et Ja luteine, exprimes en µg par kg de raisin frais, 
ainsi que, malgre leur faible concentration, Ja luteine-5,6-epoxyde et Ja neoxanthine 
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• j3-CAROTENE ~ LUTEINE 

Fig. 1: Teneurs en ß-carotene et en luteine dans !es ba ies de quelques cepages. 

Contents of ß-carotene and lutein in the berries of different grapevine varieties. 

Tab leau 2 

Proportions de 4 carotenoides dans 13 cepages a maturite (pour cent de la somme des aires des pics 
des 4 carotenoides) 

Relative contents of 4 carotenoids from 13 mature varieties (per cent of the sum of peak areas of the 
4 carotenoids) 

Cepage ß-Carotene Luteine 
Luteine-

Neoxanthine 5,6-epoxyde 

Chenin 31 60 3 6 
Sauvignon 34 56 3 7 
Syrah 35 54 3 8 
Pinot noir 38 52 4 6 
Cabernet-Sauvignon 36 54 4 6 
Gamay 48 42 4 6 
Gewurztraminer 37 53 4 6 
Riesling 36 52 5 7 
Merlot 38 53 3 6 
Carignan noir 36 50 6 8 
Ugni blanc 39 52 5 4 
Chardonnay 43 47 3 7 
Grenache noir 36 51 4 9 

% Moyen de chaque 37 52 4 7 
carotenolde 
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exprimees en pour cent de Ja somme des aires de pics des quatre carotenoldes pris en 
compte. 

Teneurs en caroteno ldes du raisin 

13 cepages ont fait, a maturite, l'objet de cette e tude. Comme Je montrent !es resul­
tats de Ja Fig. 1 et du Tableau 2, !es teneurs vai·ient d'un facteur 2-2,8. On constate que 
certains cepages donnant des vins aromatiques, parfois a odeur caracteristique de vio­
lette comme Ja Syrah, Je Pinot noir, Je Gamay et dans certains cas Je Cabernet-Sauvi­
gnon, sont riches en carotenoldes. Inversement, des cepages donnant des vins n'ayant 
pas cette caracteristique a romat ique tels que Ugni blanc, Chardonnay et Grenache 
noir, sont pauvres en ces composes. D'un point de vue technologique ces teneurs peu-

(µg/kg de baies) 
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• CARIGNAN ~ S'r'RAH 

Fig. 2 e t 3: Influence de la situation geographique sur les teneurs en ß-carotene de 2 cepages murs , 
issus de 8 vignobles diffe rents. - Fig . 2: milles ime 1982; Fig. 3: millesime 1984. 

Effect of geographic site on the ß-carotene contents of 2 mature varieties from 8 different vine­
yards. - Fjg. 2: 1982 vintage ; Fig. 3: 1984 vintage. 
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vent cependant etre suffisantes si on considere !es carotenoldes en tant que precur­
seurs de molecules odorantes a seuils de perception tres bas, comme par exemple la 
ß-ionone (ETIEVANT et al. 1983). 

D'autre part, on constate (Tableau 2) que !es proportions relatives des quatre caro­
tenoides <loses varient peu d'un cepage a l'autre. Comme dans le cas precedent de Ja 
Syrah, la luteine represente, en moyenne, pres de la moitie des carotenoldes de la baie, 
Je ß-carotene plus du tiers. La concentration de ce dernier, dans presque tous !es cas est 
inferieure a celle de Ja luteine, ce qui confirme certains resultats precedents relatifs a 
un autre cepage, Je Dabouki (GRoss 1984). Seul Je Gamay a une concentration plus ele­
vee en ß-carotene qu'en luteine, comme Je Thompson Seedless (CuRL 1964) et le Ries­
ling (GRoss 1984), ce que nous n'avons pas retrouve dans le Riesling que nous avons 
analyse. 

(µg/kg de baies) 
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• CARIGNAN ~ SYRAH 

Fig. 4 et 5: Influence de la situation geographique sur !es teneurs en lute ine de 2 cepages murs, issus 
d e 8 vignobles differ ents. - Fig. 4: millesime 1982; Fig . 5: milles ime 1984. 

Effect of geographic site on the lutein contents of 2 mature varieties from 8 different vineyards. 
Fig. 4: 1982 vintage ; Fig. 5: 1984 vintage. 
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Les concentrations en luteine-5,6-epoxyde (4 % en moyenne des carotenoldes 
doses) sont toujours plus faibles que celles en neoxanthine (7 % en moyenne), excep­
tion faite chez l'Ugni blanc ou ces composes sont en quantites egales (Tableau 2). D'une 
fa<;on generale tous les cepages sont pauvres en carotenoldes epoxydes (meme en 
tenant compte de Ja violaxanthine, non dosee, mais dont !es aires de pic correspondan­
tes sont inferieures a celles de la luteine-5,6-epoxyde). 

II est interessant de noter que cette distribution en caroteno!des ressemble davan­
tage a celle d'une feuille (MoNEGER 1968) qu'a celle d'un fruit (CURL 1964). En effet, nos 
resultats montrent que dans le raisin Je ß-carotene et ]es xanthophylles sont presents a 
des teneurs semblables a celles trouvees dans Ja feuille, alors que dans de nombreux 
fruits !es teneurs respectives en ß-carotene et parfois en luteine ne sont pas !es plus 
importantes (GooDWIN 1980). 

Tableau 3 

Influence du millesime sur les proportions en carotenoides dans 2 cepages issus de 8 vignobles dif­
ferents (pour cent de la somme des aires des pics des 4 carotenoides) 

Effect of the vintage on the relative contents of carotenoids of 2 varieties from 8 different vineyards 
(per cent of the sum of peak areas of the 4 carotenoids) 

Site de 
Recolte 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

% Mayen 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

% Moyen 

ß-Carotene 

1982 1984 

46 31 
34 39 
42 36 
42 31 
39 31 
41 37 
45 36 
55 36 

43 35 

52 29 
36 35 
41 39 
43 29 
39 35 
44 33 
47 29 
45 35 

43 33 

Luteine 

1982 1984 

Syrah 

44 57 
55 50 
51 53 
50 56 
49 57 
49 53 
46 53 
38 51 

48 54 

Carignan 

35 53 
50 47 
47 44 
42 50 
42 48 
42 49 
41 50 
42 47 

43 48 

Luteine-
5,6-epoxyde 

1982 1984 

2 
3 
3 
2 
3 
3 
3 
2 

3 

4 
6 
5 
5 
6 
4 
4 
3 

5 

3 
4 
4 
3 
4 
4 

4 
4 

4 

7 
7 
6 
8 
6 
6 
8 
7 

7 

Neoxanthine 

1982 

8 
8 
4 
6 

9 
7 
6 
5 

7 

9 
8 
7 

10 
13 
10 
8 

10 

9 

1984 

9 

7 

7 
10 
8 
6 
7 
9 

8 

11 
11 
11 
13 
11 
12 
13 
11 

12 
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Influence du millesime et 
vignoble sur !es teneurs en 

du lieu d'implantation 
carotenoides du raisin 

du 

Deux cepages, Je Carignan et Ja Syrah, aux teneurs nettement differentes en caro­
te noides, out ete compares au cours des millesimes 1982 et 1984 et selon huit sites viti­
coles du Sud de Ja France. 

Comme Je montrent !es Fig. 2-5, dans presque tous !es cas, quels que soient Je lieu 
d 'implantation et l'annee, Ja Syrah est plus riche en ß-carotene et en luteine que Je 
Carignan. Deux exceptions cependant sont a noter : d'une part, en 1982, !es teneurs du 
Carignan sont egales (site n° 1) ou superieurs (site n ° 6) a celles de Ja Syrah, d'autre 
part, independamment du millesime, il existe des differences tres nettes entre les deux 
cepages et en faveur de Ja Syrah sur certains sites viticoles (n° 2, 3 et 8). 

Enfin nous observons (Fig. 4 et 5) une augmentation significative des teneurs en 
luteine entre les millesimes 1982 et 1984 pour !es deux cepages, a la difference du 
ß-carotene qui lui varie peu. Les donnees du Tableau 3 montrent en outre que ces 
variations sont aussi Je fait des autres xanthophylles: luteine-5,6-epoxyde et neoxan­
thine. 

Avant d'interpreter ces resultats sur Je plan physiologique ou agronomique, 
d 'autres etudes sont a poursuivre sur ce Sujet afin de faire Ja part des differences dues 
au cepage et celles dues a Ja Situation agro-climatique du vignoble. 

Resume 

La chromatographie liquide a haute performance a ete utilisee pour separer et 
<loser !es carotenoides du raisin. Ces composes ont ete identifies par comparaison a des 
etalons purifies par chromatographie sur couche mince. 

Une analyse quantitative portant sur 13 varietes de Vitis vinifera L. au stade mur a 
montre que Ja teneur en carotenoides pouvait varier entre 0,8 et 2,5 mg/kg de poids 
frais selon Je cepage. Le ß-carotene et Ja luteine sont !es deux principaux carotenoides 
du raisin. La luteine-5,6-epoxyde, Ja violaxanthine et Ja neoxanthine sont egalement 
presentes mais en quantites nettement moins importantes . Les proportions relatives de 
chaque carotenoide offrent un profil plus proche de celui d'une feuille que de ceux de 
nombreux fruits. 

De plus, au cours de 2 annees, !es carotenoides ont ete analyses sur 2 varietes, Je 
Carignan et la Syrah, plantes sur 8 sites geographiques differents. 
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