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G. DARNE 

The phenolic compounds of the internodes of Vitis vinifera L. cv. Ugni blanc during 
growing season: 

Study of the evolution of their structure 

Summary. - The total soluble phenolic compounds extracted from internodes of Vitis vini
fera L. cv. Ugni blanc were fractionated according to their degree of polymerisation. A comparison 
of the concentrations at flowering, veraison and leaf fall, during two consecutive growing seasons 
shows that the tannins containing highly condensed proanthocyanidins are the most important 
compounds. The extraction technique requires use of a defatting solvent; it is confirmed that chlo
roform, more practical in use than pentane, does not cause precipitation of the polyphenols. 

lntroduction 

L'evolution globale, au cours de l'annee, des teneurs en composes phenoliques 
totaux et en proanthocyanes dans les rameaux principaux de vigne a ·ete etudiee 
(DARNE, 1975) et l'on sait qu'elle se fait suivant un rythme propre a chaque variete. 

A Ja suite de ces recherches, il etait interessant de preciser comment les diverses 
molecules phenoliques se repartissaient en fonction de leur degre de polymerisation et 
s'il existait des variations entre les differents stades du cycle vegetatif. 

Materiel et methodes 

Les analyses portent sur des lots de 12 entre-noeuds ou merithalles de rangs 5 et 6, 
preleves sur des rameaux principaux de Vitis vinifera L. var. Ugni blanc. Les preleve
ments ont ete effectues pendant deux annees consecutives, a trois stades du cycle vege
tatif: floraison, veraison et chute des feuilles. 

L'extraction des composes phenoliques solubles a ete effectuee dans le melange 
ethanol - eau distillee, en presence de chloroforme utilise comme solvant de delipida
tion, sur les poudres obtenues apres lyophilisation et broyage des m erithalles .. La tech
nique suivie est celle de DARNE: et MADERO-TAMARGO (1979), legerement modifiee par 
l'adjonction d'un anti-oxydant, le metabisulfite de potassium, utilise a la concentration 
de 0,5 g/l de solvant (ALrnERT 1975). Les phases hydroalcooliques recuperees apres cen
trifugation ont ete concentrees sous vide par evaporation de l'alcool, et les extraits 
aqueux de «composes phenoliques solubles totaux• (CPST) ont ete ajustes a volume 
connu: 100 ml, correspondant a 1 g de matiere seche. 

Une premiere fraction aliquote (20 ml) de l'extrait CPST a ete soumise a un frac
tionnement sur colonne de polyvinylpolyp)frrolidone (PVPP ou «Polyclar AT•) selon la 
technique decrite pour les vins par GLORIES (1976, 1978) qui permet d'eluer les molecu-
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les phenoliques selon leur degre de polymerisation croissant. Nous avons utilise suc
cessivement 100 ml du melange ethanol-eau-HCl en proportions 70 : 30 : 1 en volumes 
(eluat Ha), 100 ml de methanol a 1 % de HCI (eluat MeOH), 200 ml d'acide acetique a 
50 % (eluat AAc) et enfin 200 ml d'acide formique concentre (eluat AFo). Les molecules 
de composes phenoliques extremement polymerisees restent irreversiblement fixees 
sur la colonne de PVPP. 

Une seconde fraction aliquote de l'extrait CPST, prealablement portee a pH 2, a ete 
epuisee de ses acides' phenols libres par traitement a l'ether ethylique, puis divisee en 
deux volumes egaux pour extraire, a l'aide d'ether ethylique, d'une part les acides phe
nols combines liberes par saponification en milieu NaOH 2N, et d'autre part les flavo
nols liberes par hydrolyse acide en milieu HCI 2N. 

Tous !es extraits obtenus ont ete concentres SOUS vide et ramenes a la meme dilu
tion (100 ml/g m.s.). 

Tableau 1 

Evolution de la concentration et de la structure des composes phenoliques dans !es merithalles 5 et 
6 d'Ugni blanc au cours de deux cycles vegetatüs · (Les resultats sont exprimes par l'indice de 
Folin-Ciocalteu correspondant a 10 X Ja densite optique mesuree a Ja longueur d'onde de 725 nm . 

Les chiffres entre parentheses indiquent !es valeurs en pour cent) 

Evolution of concentration and structure of phenolic compounds in internodes 5 and 6 of Ugni blanc 
during two growing seasons · (The results at'e expressed using the Folin-Ciocalteu index which cor
responds to 10 x the optical density at a Wavelength of 725 nm · The figures in parentheses show 

t\te percentage values) 

ler cycle vegetatif 2eme cycle vegetatif 

Florai- Verai- Chutedes Florai- Verai- Chutedes 
son son feuilles son son feuilles 

Composes phenoliques solubles 
3,71 4,18 3,94 2,78 5,15 3,78 totaux1) 

Ha+ MeOH 
0,24 0,21 0,15 0,21 0,15 0,18 

(6,5) (5,0) (3,8) (7,5) (2,9) (4,8) 
Fractionnement des 0,33 0,45 0,32 0,32 0,42 0,35 

composes pheno- AAc (8,9) (10,8) (8,1) (11,5) (8,2) (9,3) 
liques solubles 
totaux AFo 1,01 0,76 1,04 0,60 1,52 0,95 

(27,2) (18,2) (26,4) (21,6} (29,5) (25,1) 

Residu 2,13 2,76 2,43 1,65 3,06 2,30 

PVPP (57,4) (66,0) (61,7} (59,4) (59,4} (60,8) 

Composes phenoliques residuels2) 0,55 0,68 0,33 0,60 0,47 0,46 

Acides phenols 
Libres 0,23 0,18 0,27 0,17 0,43 0,43 

Combines 0,63 0,70 0,77 0,15 0,53 0,27 

Flavonols 1,69 1,36 0,86 0,28 0,56 0,36 

1) Composes phenoliques extraits du materiel vegetal par la methode decrite. 
2) Composes phenoliques retenus par Je materiel vegetal apres extraction hydroalcoolique a 25 °C. 
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Tableau 2 

Evolution de fa concentration et de Ja structure des tanins a base de proanthocyanidines dans !es 
merithalles 5 et 6 d'Ugni blanc au cours de deux cycles vegetatifs · (Les teneurs en tanins sont 
exprimees en mg/g de matiere vegetale seche · Les chiffres entre parentheses indiquent !es valeurs 

en pour cent) 

Evolution of concentration and structure of tannins containing proanthocyanidins in internodes 5 
and 6 of Ugni blanc during two growing seasons · (The concentrations of tannins are expressed in 

mg/g of dry plant material · The figures in parentheses show the percentage values) 

ler cycle vegetatif 2eme cycle vegetatif 

Florai- Verai- Chutedes Florai- Verai- Chutedes 
son son feuilles son son feuilles 

Composes phenoliques solubles 
totaux1) 24,00 28,25 26,75 17,20 34,50 23,70 

Ha+ MeOH 0 0 0 0 0 0 
Fractionnement AAc 0 0 0 0 0 0 

des composes 3,50 4,00 4,00 3,25 11,00 4,50 
phenoliques AFo 

solubles totaux 
(14,6) (14,2) (14,9) (18,9) (31,9) (19,0) 

Residu 20,50 24,25 22,75 13,95 23,50 19,20 
PVPP (85,4) (85,8) (85,1) (81,1) (68,1) (81,0) 

Composes phenoliques residuels2) 3,50 4,50 4,50 7,70 5,50 6,50 

1) Composes phenoliques extraits du materiel vegetal par la methode decrite. 
2) Composes phenoliques retenus par le materiel vegetal apres extraction hydroalcoolique a 25 "C. 

Les poudres epuisees de leurs composes phenoliques solubles ont ete soumises ä 
une hydrolyse par chauffage d'une heure, au bain-marie ä 100 °C, dans 100 ml d'un 
melange ethanol-eau-HCl en proportions 50 : 50 : 1 en volumes, contenant 0,5 %0 de 
metabisulfite de potassium. Les extraits de «Composes phenoliques residuels» Jiberes 
par cette hydrolyse acide ont ete concentres sous vide puis ramenes ä 100 ml avant 
d 'etre doses. 

Les teneurs en composes phenoliques et en tanins dans chacun des extraits obte
nus ont ete estimees respectivement par le reactif de FOLIN-CIOCALTEU et par la trans
formation des proanthocyanidines par chauffage en milieu acide ( «reaction de BATE
SMITH•) selon !es methodes decrites pour les vins par RIBEREAU-GAYON et STONESTREET 
(1966). 

Resultats 

A - Structures des composes phenoliques extraits des 
merithalles 

Les composes phenoliques solubles totaux (CPST) extraits des merithalles 5-6 du 
rameau principal d'Ugni blanc sont constitues par tout un groupe de molecules posse
dant des structures et des proprietes differentes (Tableau 1): 
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- Les petites molecules phenoliques desorbees de la PVPP par les melanges Ha et 
MeOH, et celles qui, fixees un petit peu plus fortement sur la resine sont desorbees par 
l'acide acetique (AAc), ne sont pas de nature proanthocyanidique, la reaction de BATE
SMITH etant negative (Tableau 2). Elles correspondent certainement a d'autres types de 
molecules phenoliques dont la nature reste a preciser (acides phenols, flavonols, ... ). 
Le pourcentage represente par ces molecules •non-flavanes» parait relativement faible 
puisqu'il ne constitue que 20 % a peine de l'extrait phenolique total (Tableau 1). 

- Par contre, les 80 % restants, qui regroupent les molecules desorbees par l'acide 
formique et celles qui, irreversiblement fixees a Ja PVPP, correspondent a des molecu
Jes tres condensees, sont des proanthocyanidines ou des groupes moleculaires a base 
de proanthocyanidines, la reaction de BATE-SMITH etant positive. 

Il en resulte que la majew·e partie de l'extrait CPST est constituee de tanins con
denses. 

En outre, puisque les merithalles d'Ugni blanc ne possedent pas de molecules ele
mentaires ou peu polymerisees de flavanes au cours des stades etudies, il parait proba
ble que la synthese de ces composes ne doit pas intervenir dans le rameau. 

Remarque. - Le protocole utilise ne permet pas d'extraire la totalite du pool 
phenolique. Il reste donc une fraction «residuelle» qui renferme une faible quantite de 
molecules de flavanes retenues par la poudre vegetale et ne pouvant etre liberees qu'en 
utilisant des conditions particulieres (chauffage, acidite) qui risquent d'entrainer des 
modifications des structures moleculaires. 

B - Comparaison entre les deux cycles vegetatifs 

Entre la floraison et la veraison, on observe une augmentation de Ja teneur en 
CPST et en proanthocyanidines, ce qui avait deja ete decrit (DARNE 1975 et 1977). Les 
resultats obtenus ici permettent de preciser que cette augmentation est due a une accu
mulation des tanins irreversiblement fixes a la PVPP, c'est a dire des tanins tres con
denses. Le phenomene inverse est observe entre la veraison et la chute des feuilles, 
mais dans des proportions beaucoup plus faibles, les valeurs notees a Ja chute des feuil
les etant superieures a celles de la floraison. 

Le pourcentage represente par les molecules •non flavanes» varient peu entre les 
stades etudies; leur röle semble etre moins important que celui des tanins. 

Par contre, l'evolution des teneurs en proanthocyanidines entre les differents sta
des correspond a l'evolution globale des CPST: il parait se produire une accumulation 

Tableau 3 

Teneurs en composes phenoliques extraits des merithalles 5 et 6 d'Ugni blanc en utilisant Je pen
tane comme solvant de delipidation · (Les resultats sont exprimes par l'indice de Folin-Ciocalteu) 

Concentrations of phenolic compounds extracted from internodes 5 and 6 of Ugni blanc using pen
tane as a defatting solvent · (The results are expressed using the Folin-Ciocalteu index) 

Composes phenoliques solubles totaux 
Acides phenols libres 
Acides phenols combines 
Flavonols 
Composes phenoliques residuels 

2eme cycle vegetatif 

Floraison Veraison Chute des 
feuilles 

2,48 4,78 3;54 
0,16 0,42 0,43 
0,12 0,31 0,24 
0,28 0,53 0,36 
0,62 0,76 0,48 
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de proanthocyanidines condensees entre la floraison et la veraison, donc pendant la 
periode de croissance du rameau, puis une utilisation entre la veraison et la chute des 
feuilles, ce qui pourrait etre en relation avec les processus de lignification qui inter
viennent au·cours de l'aoutement. 

La comparaison des resultats obtenus pour les CPST et pour les proanthocyanidi
nes a la veraison, lors du 2eme cycle vegetatif, conduit a l'hypothese selon laquelle les 
phenomenes d'accumulation et de condensation qui se produisent de la floraison a la 
veraison interessent d'autres composes phenoliques que les proanthocyanidines. Les 
differences notees au stade veraison entre les deux cycles vegetatifs confirment bien 
qu'il n'existe pas de relation entre cette etape particuliere du developpement du raisin 
et les phenomenes metaboliques qui concernent les composes phenoliques au niveau 
du rameau principal (DARNE 1975 et 1977). 

Discussion 

A - Influence du solvant de delipidation 

Etant donne que le chloroforme, dans certains cas au moins (GLORIES 1978) est sus
ceptible de precipiter les polyphenols les plus polymerises, nous avons verifie si ce sol
vant - que nous utilisons pour delipider le materiel vegetal - avait une influence sur 
les teneurs en composes phenoliques soh,ibilises. 

Une serie d'analyses supplementaire a donc ete realisee sur des extraits obtenus a 
partir des merithalles preleves au cours du 2eme cycle vegetatif, en remplac;ant, dans le 
protocole utilise, le chloroforme par du pentane. 

Les chiffres presentes dans les Tableaux 3 et 4 montrent que les differences entre 
les deux methodes d'extraction sont faibles, mais toujours en faveur de celle qui utilise 
le chloroforme comme solvant de delipidation. Les CPST, les tanins et les acides phe
nols combines semblent etre moins bien recuperes lorsqu'on utilise le pentane; par 
contre, les teneurs en acides phenols libres et en flavonols sont parfaitement identi
ques quel que soit le solvant des lipides utilise. En outre, les teneurs en composes phe
noliques residuels retenus par la poudre vegetale restent legerement plus elevees lors
que les extractions hydroalcooliques prealables ont ete effectuees en presence de 
pentane. 

Ces resultats semblent dus au fait que le pentane, plus leger et plus volatil que 
l'eau, s'est toujOUl'S revele moins facile a recuperer, Ja Separation des phases hydroal-

Tableau 4 

Teneurs en tanins a base de proanthocyanidines extraits des merithalles 5 et 6 d'Ugni blanc en uti
lisant le pentane comme solvant de delipidation · (Les teneurs en tanins sont exprimees en mg/g de 

matiere vegetale seche) 

Concentrations of tannins containing proanthocyanidins extracted from internodes 5 and 6 of Ugni 
blanc using pentane as a defatting solvent · (The concentrations of tannins are expressed in mg/g 

of dry plant material) 

Composes phenoliques solubles totaux 
Composes phenoliques residuels 

2eme cycle vegetatif 
Chutedes 

Floraison Veraison feuilles 

13,2 
9,5 

33,0 
9,5 

22,5 
7,5 



20 G.DARNE 

cooliques et lipidiques obtenues par l'intermediaire d'une centrifugation n'etant pas 
aussi bonne qu'avec le chloroforme. En effet, alors qu'une fraction de la poudre forme 
normalement un culot au fond du tube a centrifugation, une autre fraction reste en sus
pension entre le pentane et le melange hydroalcoolique, ce qui nuit a la recuperation 
complete de chaque phase. 

Plusieurs raisons peuvent etre avancees pour expliquer le fait que le Chloroforme 
n'entraine pas de precipitations de polyphenols condenses dans les conditions ou nous 
l'utilisons pour effectuer la delipidation des poudres vegetales: 

a) Les proportions volumiques de chloroforme utilise sont plus faibles que celles 
qu'il faut employer pour entrainer Ja precipitation des tanins !es plus condenses d'une 
solution alcoolique de composes phenoliques (1 volume de CHClafl volume de solvant 
alcoolique au lieu de 2 volumes de CHC13/l volume de solvant alcoolique). 

b) La precipitation des polyphenols par le chloroforme est plus difficile a obtenir a 
partir d'un melange eau - ethanol qu'a partir d'une Solution de methanol pur. 

c) La precipitation des polyphenols par Je chloroforme necessite plusieurs heures. 
Or, dans nos conditions operatoires, la duree de contact entre les differents solvants du 
melange reste trop breve (1,5 min) pour que cette precipitation puisse se produire. 

B - Lieu de synthese et röle des composes etudies 

Bien que Ja synthese des molecules elementaires ou peu polymerisees de flavanes 
ne paraisse pas s'effectuer au niveau des merithalles d 'Ugni blanc, ce sont des tanins a 
base de proanthocyanidines tres polymerisees qui constituent l'essentiel du contenu 
phenolique de ces organes. 

Les flavanes sont donc vraisemblablement elaborees au niveau des feuilles, et le 
rameau principal semble n'etre qu'un site d'accumulation de tanins condenses. Leurs 
variations quantitatives paraissent en relation avec les processus de lignification qui 
interviennent au cours de l'aoutement, et montrent qu'il existe une certaine indepen
dance entre le metabolisme phenolique du rameau et Je developpement du raisin pen
dant cette periode. 

L'evolution des acides phenols et des flavonols et d'une fa~on plus generale des 
molecules «non flavanes» qui representent un pourcentage relativement faible des 
extraits ne peut etre interpretee; ce sont p robablement des metabolites intermediaires 
dont Ja nature et Je röle restent a preciser. 

Resume 

Les composes phenoliques solubles totaux extraits des entre-noeuds de Vitis vini
fera L. var. Ugni blanc ont ete fractionnes selon leur degre de polymerisation. La com
paraison des teneurs aux stades floraison, veraison et chute des feuilles au cours de 
deux cycles vegetatifs consecutifs montre que ce sont !es tanins a base de proanthocya
nidines extremement condensees qui sont !es composes les plus importants. La techni
que d'extraction necessitant l'utilisation d'un solvant de delipidation, il est verifie que 
le chloroforme, d'emploi plus pratique que le pentane, n'entraine pas de precipitation 
de polyphenols. 
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