
HAL Id: tel-01993133
https://theses.hal.science/tel-01993133v1

Submitted on 24 Jan 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Etude de la glycosylation de flavanols dans le raisin et
incidence dans les vins

Marie Zerbib

To cite this version:
Marie Zerbib. Etude de la glycosylation de flavanols dans le raisin et incidence dans les vins. Sciences
agricoles. Université Montpellier, 2018. Français. �NNT : 2018MONTG051�. �tel-01993133�

https://theses.hal.science/tel-01993133v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           Devant le jury composé de 
 

Christine ENJALBAL, Professeur, Université de Montpellier 

Laurence GENY-DENIS, Professeur, Université de Bordeaux 

Jean-Pierre SOUCHARD, Professeur, Université de Toulouse 

Christian COELHO, Maître de conférences, Université de Bourgogne 

Nancy TERRIER, Chargé de recherche, INRA de Montpellier 

Cédric SAUCIER, Professeur, Université de Montpellier 

 

Présidente 

Rapporteur 

Rapporteur 

Examinateur 

Examinatrice 

Directeur de thèse 

 

 

 
THÈSE POUR OBTENIR LE GRADE DE DOCTEUR  

DE L’UNIVERSITÉ DE MONTPELLIER 
 

En Biochimie et Physicochimie alimentaires 
 

École doctorale GAIA – Biodiversité, Agriculture, Alimentation, Environnement, Terre, Eau 
 

Unité de recherche : UMR Sciences Pour l’Œnologie  
 

Présentée par Marie Zerbib 
Le 15 Novembre 2018 

 
Sous la direction de M. Cédric Saucier 

 

 

Etude des flavanols glycosylés :  du raisin au vin  



   2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A la mémoire d’Isabelle, 

 

 



   3 

Table des matières 

Remerciements .......................................................................................................................... 6 

Valorisation des travaux de recherches ................................................................................... 10 

Abréviations ............................................................................................................................. 11 

Introduction générale .............................................................................................................. 13 

Chapitre 1 – Bibliographie ....................................................................................................... 17 

1. La baie de raisin au cours de sa maturation ................................................................. 18 

1.1. Morphologie........................................................................................................... 18 

1.2. Développement ..................................................................................................... 19 

2. Les polyphénols du raisin .............................................................................................. 22 

2.1. La famille des non-flavonoïdes .............................................................................. 22 

2.2. La famille des flavonoïdes ...................................................................................... 24 

2.2.1. Les flavonols ................................................................................................... 25 

2.2.2. Les anthocyanes ............................................................................................. 26 

2.2.3. Les flavan-3-ols ............................................................................................... 28 

3. Biosynthèse des flavanols ............................................................................................. 32 

3.1. Enzymes impliquées dans les voies de biosynthèses des flavanols et des tanins . 32 

3.2. Polymérisation des flavanols et intermédiaires potentiels ................................... 34 

4. Flavanols glycosylés des plantes : Structures, fonctions, synthèses multiples ............. 38 

4.1. Présence de flavanols glycosylés dans la nature : structure et fonctions ............. 38 

4.1.1. Les flavanols glycosylés dans les plantes ........................................................ 38 

4.1.2. Fonctions et propriétés .................................................................................. 41 

4.2. Obtention de standards de flavanols glycosylés ................................................... 42 

4.2.1. Hémisynthèse par voie enzymatique ............................................................. 42 

4.2.2. Hémisynthèse par voie chimique ................................................................... 46 

5. Problématiques et objectifs globaux de la thèse .......................................................... 49 



   4 

Chapitre 2 – Flavan-3-ols glycosylés présents dans le raisin et dans le vin ............................. 50 

1. Extraction et purification des flavanols glycosylés sur vin issu de cépage tannat ........ 52 

1.2. Matériels et méthodes ............................................................................................... 52 

1.2.1. Préparation des échantillons .............................................................................. 52 

1.2.2. Méthode de purification par extraction liquide-liquide ..................................... 52 

1.2.3. Méthode de purification sur disque de SDB ....................................................... 52 

1.2.5. Purification sur gel 40S ........................................................................................ 53 

1.2.6. Chromatographie semi-préparative .................................................................... 54 

1.2.7. UPLC-DAD-ESI-IT-MS ........................................................................................... 54 

1.3. Résultats et discussions ............................................................................................. 54 

1.3.1. Composition en flavanols glycosylés des fractions de l’extraction liquide et celle 

sur disque SDB ............................................................................................................... 54 

1.3.2. Purification des dimères de flavanols glycosylés par chromatographie ............. 56 

1.4. Conclusion et perspectives ........................................................................................ 59 

2. Hémisynthèses à partir de glycosyltransférases, UGT72L1et UGT71A15 .................... 60 

2.1 Matériels et Méthodes ............................................................................................... 60 

2.1.1. Production de l’enzyme UGT72L1 .................................................................. 60 

2.1.2. Production de l’enzyme UGT71A15 ............................................................... 61 

2.1.3. Dosage des protéines par réactif de Bradford ............................................... 62 

2.1.4. Hémisynthèse flavan-3-ols glucosylés par action de l’UGT72L1 (Pang, Peel et 

al., 2008) ........................................................................................................................ 63 

2.1.5. Hémisynthèse flavan-3-ols glucosylés par action de l’UGT71A15 ................. 63 

2.2 Résultats et discussions .............................................................................................. 63 

2.2.1. Hémisynthèse par l’UGT72L1 .............................................................................. 63 

2.2.2. Hémisynthèse flavan-3-ols glucosylés par action de l’UGT71A15 ...................... 64 

2.3 Conclusion et perspectives ......................................................................................... 64 

3. Nouveaux flavan-3-ols détectés dans le raisin et dans le vin ....................................... 66 



   5 

Chapitre 3 – Evolution de la teneur en flavanols glycosylés au cours de la maturation du raisin

 .................................................................................................................................................. 75 

1. Développement d’une méthode d’analyse pour l’identification et la quantification des 

flavanols glycosylés ............................................................................................................... 77 

2. Quantification des flavanols glycosylés au cours du développement de la baie ......... 81 

Chapitre 4 – Suivi de l’évolution de flavanols glycosylés au cours de l’élaboration de vins 

rouges ....................................................................................................................................... 97 

Conclusion générale .............................................................................................................. 114 

Bilan des résultats de thèse ........................................................................................ 115 

Perspectives globales .................................................................................................. 117 

Liste des figures ...................................................................................................................... 119 

Liste des tableaux ................................................................................................................... 121 

Annexes .................................................................................................................................. 122 

Chapitre 2- Flavan-3-ols glycosylés présents dans le raisin et dans le vin ..................... 122 

Chapitre 3 - Evolution de la teneur en flavanols glycosylés au cours de la maturation du 

raisin ................................................................................................................................ 134 

Chapitre 4 - Suivi de l’évolution des flavanols glycosylés au cours de l’élaboration du vin 

rouge ............................................................................................................................... 135 

Références .............................................................................................................................. 138 

 

  



   6 

Remerciements 

Ces travaux de recherches n’auraient jamais été fructueux sans ces personnes qui 

m’ont entourée et aidée à leur manière au quotidien, et que j’aimerai remercier dans les 

quelques lignes suivantes. 

Ces remerciements s’adressent premièrement à mon directeur de thèse, Cédric 

Saucier pour ses idées, ses encouragements, son calme durant ces trois années. Merci pour ta 

confiance et ta motivation qui m’ont permis de réaliser au mieux cette thèse. 

Je remercie chaleureusement Nancy Terrier pour son encadrement, son dynamisme, 

son franc-parler ainsi que d’avoir accepté d’être examinatrice de ce manuscrit de thèse. 

L’initiation aux manipulations et à la compréhension de la biologie moléculaire n’aurait pas 

été pareille sans tes compétences scientifiques et ta rigueur. Un grand merci aussi pour 

m’avoir soutenue et surtout comprise lors des moments difficiles. Tu as été un moteur pour 

moi durant cette période. 

Je remercie les membres du jury, Mme Gény Denis et M. Souchard ainsi que Mme 

Enjalbal et M. Coelho pour avoir accepté de lire et corriger ces travaux de thèse ainsi que pour 

leur participation à la soutenance. 

Je tiens à remercier tout particulièrement Véronique Cheynier pour l’intérêt et le 

regard critique portés sur cette thèse. Ta vision de la recherche et tes conseils scientifiques 

avisés ont donné de la rigueur à sa réalisation. Je te suis sincèrement reconnaissante d’avoir 

accepté de jouer ce rôle.  

Je remercie M. Bernd Nidetzky pour son accueil dans l’Université de technologie de 

Graz, en Autriche ainsi que Alexander Lepak pour son encadrement, sa passion et sa 

détermination. 

Je ne peux oublier de remercier sincèrement Jean-Paul, qui m’a été d’une aide 

précieuse et nécessaire tout au long de ces travaux de thèse. Merci pour ta vision technique 

et juste de la chromatographie. Nos discussions passionnées sur des sujets divers et variés 

(allant de la cuisine du monde aux débats politiques très franco-français) ont rythmé mes 



   7 

journées au laboratoire. Tu resteras pour moi l’une des personnes les plus importantes de ces 

trois années de dur labeur. 

 Mes remerciements vont bien sûr à Emmanuelle qui m’a ouvert les portes de la 

connaissance de ce merveilleux outil qu’est la spectrométrie de masse. Ton analyse et tes 

conseils judicieux ont été primordiaux face à mon entêtement à comprendre la fragmentation 

des flavanols glycosylés. Merci pour ton calme et ta joie de vivre. Je tiens également à 

remercier Christine Le Guernevé qui a pris le temps de m’expliquer la RMN et ses multiples 

utilités. 

La réalisation de ces travaux n’aurait pas été possible sans l’accueil de Mme Enjalbal 

au sein du Laboratoire de Mesure Physique basée à l’Université Montpellier. Je ne remercierai 

jamais assez Guillaume qui m’a accompagné et aidé tout au long de cette longue période 

d’analyses, ponctuée de quelques rebondissements, on peut le dire. Merci pour ta 

détermination face aux problèmes rencontrés, tes explications claires et précises et surtout, 

pour ta disponibilité sans limite ! 

Je tiens à remercier chaleureusement Thérèse Marlin qui a bien voulu m’encadrer et 

prendre le relais sur les manipulations de « biomol ». Ta rigueur et ton efficacité face au travail 

imposent le respect. Les discussions autour de bons cafés resteront pour moi de très bons 

souvenirs. 

J’en profite pour remercier également les autres actrices principales de ces pauses café 

du matin, Martine pour sa gentillesse et Agnès pour son dynamisme. Et pour ceux de l’après-

midi, ça a été un grand plaisir de partager ces instants grâce à la bonne humeur et aux blagues 

de Thierry, au rire et aux aventures de Pascale, la gentillesse d’Arnaud, la sympathie de 

Peggy… 

Un grand et sincère merci aux enseignants (et chercheurs) du DNO qui ont été, par leur 

présence et leur discussions, des personnes d’une importance considérable pour moi. Audrey, 

j’ai été enchanté d’être ta colocataire de bureau à pharma au début. Nos discussions tant 

professionnelles que personnelles ont permis de me remonter le moral à de nombreux 

moments. Merci pour ta joie de vivre et ta gentillesse. Merci à François qui a su écouter et me 

faire rire à chacun de ses passages à pharma. Je n’oublierai jamais la discussion effrénée au 

repas de Gala de MacroWine. Marythé, merci pour ta bienveillance et ta sincérité. Je tiens 



   8 

également à remercier Mary pour nos discussions et pour ton aide précieux au cours de ce 

dernier mois de thèse. J’en profite pour remercier Cathy Peyrot Des Gachons qui nous a 

accompagnés au labo pendant une année. Les discussions autour de la recherche et de 

l’œnologie ont été passionnantes. Merci pour ta gentillesse ! J’espère que nos chemins se 

recroiseront un jour.   

Je ne peux oublier mes camarades et amies de thèse grâce auxquels ces trois années 

ont été parsemées de joies, de rires et de larmes… ! Je commence bien sûr par Mélodie, ma 

colocataire de labo, ma camarade de gym, ma complice, mon amie. Il y a un peu plus de trois 

ans, tu m’accompagnais jusqu’à la porte du concours, et nous voilà aujourd’hui. Les 

discussions et les moments passés tant à l’intérieur qu’à l’extérieur du labo sont inoubliables. 

Merci pour ta présence lors d’une certaine période difficile de ma vie. Mes pensées vont aussi 

à Noémie (ou tout surnom mignon qui convienne bien). Que dire, à part que je ne t’oublierai 

jamais, et que ton arrivé au labo a été un grand bol d’air frais. Il s’en est passé des choses 

depuis ! On se retrouve vite autour d’une bière ou d’un café. Je vous souhaite à toutes les 

deux tout le meilleur dans vos jolies vies. 

Cette dernière année a été ponctuée de nouvelles et merveilleuses rencontres. Je tiens 

particulièrement à remercier mon amie Hélène pour sa joie, son enthousiasme, sa sincérité… 

Un grand et chaleureux merci à Sarah. Ton arrivée a permis de dynamiser le labo par ta bonne 

humeur et ta motivation. Ton aide permanente en fin de thèse a été très importante pour moi 

et je t’en remercie. Merci aussi à Nawel pour sa présence et son aide durant cette dernière 

année de thèse (et bien sûr ses pâtisseries orientales très bonnes). Merci à Anaïs, pour nos 

discussions et sa gentillesse. 

Je tiens également à remercier sincèrement les Jérômes de pharma et Thibaut qui 

m’ont été d’une grande aide durant cette thèse, Nadia et Cynthia pour nos discussions et les 

aides de tous les jours. Un grand merci à Natalia, Rafa, Stéphanie et Ana pour les bons 

moments passés ensemble.   

Ce travail a été précieusement complété par l’aide de mes stagiaires que je remercie 

profondément : Chloé, Tristan et Nicolas.  

Dans ces dernières lignes, mes pensées vont à mon amour, mon meilleur ami et 

compagnon de tous les jours, Hugo. Tu as su me comprendre, m’aider et me soutenir tout au 



   9 

long de ces cinq dernières années. Je suis tellement fière de t’avoir à mes côtés et tu sais à 

quel point tu comptes pour moi. J’ai vraiment hâte de vivre nos projets futurs. 

Je terminerai par remercier les membres de ma famille et mes amis qui me sont très 

chers. Merci particulièrement à mon père et à mon frère pour votre présence, soutien et tout 

simplement pour être vous. Mes pensées les plus tendres et les plus affectueuses vont à ma 

mère qui restera la plus belle personne que j’ai eu la chance de rencontrer. 

  



   10 

Valorisation des travaux de recherches 

PUBLICATIONS 

Dans le cadre de la thèse : 

Zerbib, M., Mazauric, J.-P., Meudec, E., Le Guernevé, C., Lepak, A., Nidetzky, B., Cheynier, V., 

Terrier, N. and Saucier, C., "New flavanol O-glycosides in grape and wine", Food Chemistry, 

Vol.266, 2018, p. 441-448. 

Zerbib, M., Cazals, G., Enjalbal, C., Saucier, C., “Identification and quantification of flavanol 

glycosides in Vitis Vinifera grape seeds and skins during ripening”, 2018b, Molecules, Vol.23, 

2745. 

Zerbib, M., Cazals, M.-A., Ducasse G., Enjalbal, C., Saucier, C., “Evolution of flavanols glycosides 

during red grape fermentation”, 2018c, Molecules, Vol.23, 3300. 

Autres publications: 

Nikolantonaki, M., Coelho, C., Noret, L., Zerbib, M., Vileno, B., Champion, D. and Gougeon, R. 

D., "Measurement of white wines resistance against oxidation by Electron Paramagnetic 

Resonance spectroscopy", Food Chemistry, Vol.270, 2019, p. 156-161. 

 

COMMUNICATIONS A DES CONGRES INTERNATIONAUX 

Zerbib, M., Mazauric, J.-P., Meudec, E., Le Guernevé, C., Lepak, A., Nidetzky, B., Cheynier, V., 

Terrier, N. and Saucier, C., "New flavanol O-glycosides in grape and wine", In Vino Analytica 

Scientia Symposium, Salamanque, 17-20 Juillet 2017. – Présentation orale 

Zerbib, M., Puech, C., Abelanet, M., Mazauric, J.-P., Meudec, E., Le Guernevé, C., Cheynier, V., 

Terrier, N. and Saucier, C., " Flavanol glycosides in grapes and wines as potential key 

intermediates in proanthocyanidin biosynthesis”, MacroWine, Nyon, 27-30 Juin 2016.- Poster 

Zerbib, M., Puech, C., Abelanet, M., Mazauric, J.-P., Meudec, E., Le Guernevé, C., Cheynier, V., 

Terrier, N. and Saucier, C., "New flavanol O-glycosides in grape and wine”, Wine Active 

Compounds, Beaune, 29-31 Mars 2017. - Poster 

  



   11 

Abréviations  

 4CL   4-coumarate CoA ligase 

 Ac2O   Anhydride acétique 

 AHB   Acides hydroxybenzoïques 

 AHC   Acides hydroxycinnamiques 

 ANR   Anthocyanidine réductase 

At   Arabidopsis thaliana 

BF3    Trifluorure de bore 

 C4H   Cinnamate 4-hydroxylase 

 CH2CL2   Dichlorométhane 

 CHS   Chalcone synthase 

CXOG   (+)-catéchine X-O-glucoside 

CX   Carbone X 

DMF   Diméthylsulfure 

DFR   Dihydroflavonol 4-réductase 

DPm   Degré de polymérisation moyen 

E. coli   Escherichia coli 

ESI   Ionisation par électrospray  

EXOG   (-)-épicatéchine X-O-glucoside 

F3H   Flavonone 3-hydroxylase 

FA   Fermentation alcoolique 

HPLC   Chromatographie liquide haute performance 

K2CO3   Carbonate de potassium 

LAR   Leucoanthocyanidine réductase 

LDOX     Leucoanthocyanidine dioxygénase   



   12 

MATE   Multidrug and toxic compound extrusion 

MBP   Protéine liant le maltose 

Mt   Medicago truncatula 

 MRM   Multiple Reaction Monitoring 

 MS   Spectrométrie de masse 

 NOESY   Spectroscopie à effet overhauser nucléaire 

 PA   Proanthocyanidines 

 PAL   Phénylalanine ammonia-lyase 

 PPO   Polyphénol oxydase 

 Q   Quadripôle 

 RMN   Résonance magnétique nucléaire 

 SO2   Dioxyde de soufre 

 T.A.   Température ambiante 

 THF   Tétrahydrofurane  

 TOF   Time of flight  

 TT   Transparent testa 

 UDP-Glucose  Uridine diphosphate glucose 

UGT Uridine 5’-diphosphate glucosyltransferase a-D-glucose-

dépendante 

 UPLC   Chromatographie liquide ultra Performance  

 UV   Ultraviolet  

 Vv   Vitis Vinifera



 

 

Introduction générale 

  



Introduction générale  

 

   14 

Les polyphénols constituent une famille de composés chimiques largement répandue 

dans la nature : on en trouve en quantités notables dans le thé (Naghma and Mukhtar, 2007), 

le cacao (Rimbach,  et al., 2009) ; (Fayeulle, et al., 2018), la myrtille (Avram, et al., 2017), le 

raisin (Antoniolli, et al., 2015) et dans des produits fermentés comme le vin (Saucier, 2010), le 

chocolat (Allgrove and Davison, 2014) et la bière (Quifer-Rada, et al., 2015). Ils possèdent des 

structures chimiques diversifiées et peuvent avoir des propriétés biologiques intéressantes 

(Quideau, et al., 2011). Les composés polyphénoliques améliorent le système immunitaire de 

certains animaux en prévenant les risques de ballonnement chez les ruminants (Lees, 1992). 

Chez l’Homme, des études ont montré l’importance bénéfique de la consommation de 

polyphénols sur la santé grâce à leurs propriétés antioxydante et anti inflammatoire. Ils 

jouent, entre autres, un rôle protecteur contre des maladies cardiovasculaires (Corder, et al., 

2006) ; (Quiñones, et al., 2013). Ces propriétés bénéfiques expliqueraient en partie le « French 

paradox » : une consommation régulière et modérée de vin contrebalancerait l’alimentation 

plutôt riche en matière grasse des français dans la prévention des risques cardiovasculaires 

(Biagi and Bertelli, 2015).  

Outre leurs bénéfices sur la santé, les polyphénols ont un impact majeur dans le 

domaine de l’Œnologie, depuis la culture de la vigne jusqu’à la consommation du vin. L’un des 

points forts pour la viticulture réside dans leurs capacités à protéger la vigne face à des stress 

biotiques et abiotiques. Par ailleurs, les composés polyphénoliques, apportés en majeure 

partie par la baie de raisin, sont très présents dans le vin et plus particulièrement, dans le vin 

rouge. Leur rôle est fondamental car ils lui confèrent des propriétés organoleptiques 

majeures. Ils sont en effet responsables de la couleur rouge du vin et des sensations tactiles 

en bouche telle que la sensation d’astringence.  

Les tanins condensés appelés aussi proanthocyanidines (PA) sont des polymères de 

flavan-3-ols. Ces derniers appartiennent à la catégorie des flavonoïdes, une sous-famille des 

polyphénols. Il s’agit de composés polyphénoliques majoritaires dans le vin qui proviennent 

principalement de l’extraction de la pellicule et des pépins du raisin au cours des macérations 

et de la fermentation alcoolique.  
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La biosynthèse des quatre principales unités de flavanols du raisin que sont la 

catéchine, l’épicatéchine, l’épigallocatéchine et l’épicatéchine gallate, communes à 

différentes plantes, a été décrite dans la littérature (Tanner and Kristiansen, 1993), (Xie, et al., 

2003). Cependant, une boite noire subsiste au niveau des mécanismes de polymérisation des 

tanins condensés (Huang, et al., 2012). Des chercheurs se sont donc intéressés aux 

mécanismes de la voie de biosynthèses des PA dans différents modèles biologiques comme 

Vitis vinifera et Arabidopsis thaliana (Terrier, et al., 2009), (Zhao and Dixon, 2009), (Pang, et 

al., 2008). Pang, et al. (2008) ont ainsi suggéré que la polymérisation des unités de flavanols 

passerait par des formes intermédiaires glycosylées, en particulier l’(-)-épicatéchine-3’-O-b-

glucoside notée E3’OG, chez les plantes Medicago truncatula et A. thaliana. Cette 

glycosylation pourrait jouer un rôle dans le transport intracellulaire de ces précurseurs et/ou 

dans leur polymérisation (Zhao and Dixon, 2009; Pang, et al., 2013). Parallèlement, des 

monomères de flavanols glycosylés ont été récemment mis en évidence dans les pépins de 

raisins et dans le vin de Merlot (Delcambre and Saucier, 2012).  

L’objectif de cette thèse est de poursuivre les recherches sur les flavanols glycosylés 

présents dans le raisin jusqu’à l’élaboration du vin, et d’établir une relation possible avec leurs 

compositions tanniques.  

 Il est à noter que ce manuscrit a été réalisé sous forme de thèse sur publications. 

 Le premier chapitre de ce manuscrit expose une étude bibliographique détaillant les 

structures des principaux polyphénols présents dans le raisin et le vin, la biosynthèse des 

flavonoïdes et finalement, les caractéristiques des flavanols glycosylés dans les plantes. A la 

fin de cette partie, les problématiques liées à la thèse sont explicitées.    

 Le second chapitre présente nos travaux portant sur la détection de nouveaux 

flavanols glycosylés dans le raisin et dans le vin. La publication associée développe une 

méthode d’identification de ces composés à l’aide de schémas de fragmentations. 

 Le troisième chapitre traite de l’évolution de la teneur en flavanols glycosylés et en 

tanins au cours de la maturation du raisin. Trois cépages ont été ciblés pour ces expériences : 
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le Merlot, la Syrah et le Tannat. Une technique originale de quantification par MRM a été 

développée afin d’obtenir des évolutions précises. 

 Le quatrième chapitre présente l’étude de l’évolution de la composition en flavanols 

glycosylés dans le raisin, au cours de l’élaboration du vin.



 

 

Chapitre 1 – Bibliographie 
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1. LA BAIE DE RAISIN AU COURS DE SA MATURATION 

1.1. Morphologie 

La baie de raisin est le fruit de la vigne (Vitis vinifera L.), plante pérenne dont l’architecture 

naturelle est la liane, largement cultivée et appartenant à la famille des Vitaceae. Après des 

processus de transformation dont la fermentation, le jus de ce fruit est transformé en vin, 

breuvage apprécié dans le monde entier. Depuis 50 ans, de nombreuses études se sont 

penchées sur les caractéristiques et la composition de ce fruit et ont permis l’amélioration 

organoleptique du vin.  

Comme illustré en Figure 1, le raisin est composé de trois tissus principaux : la pellicule, 

la pulpe et les pépins. Ils ont des propriétés et des compositions différentes. Le péricarpe est 

composé de la pellicule (ou exocarpe), de la pulpe (ou mésocarpe) et de l’endocarpe qui 

entoure les pépins (Hardie et al., 1996).  

 

Figure 1 – Schéma de la baie de raisin 

D’après (Coombe, 1987) 

La pellicule est composée de trois couches successives : la cuticule, qui est un 

assemblage de molécules lipidiques appelées cires, l’épiderme et l’hypoderme. La surface de 

la baie possède de nombreux stomates. Les cellules de la pellicule contiennent des vacuoles 

riches en polyphénols de type non flavonoïdes comme les acides phénols et de type 
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flavonoïdes, comme les anthocyanes et les flavanols (Sun, et al., 2006), (Ribéreau-Gayon, et 

al., 2006), (Sarni-Manchado and Cheynier, 2006).  

La pulpe, constituée de 25 à 30 couches de cellules, représente 90 à 95 % du poids du 

raisin à maturité. La pression hydrostatique à l’intérieure des baies s’auto-équilibre et est 

maintenue grâce aux couches à l’extérieur de l’exocarpe (Diakou and Carde, 2001). Les cellules 

de la pulpe possèdent des vacuoles représentant 99 % de leur volume, composées 

majoritairement d'une solution aqueuse de sucre, de matières azotées et pectiques, d'acides 

organiques (malique et tartrique) et de matières minérales (Ribéreau-Gayon, et al., 2006).  

Enfin, entourées par l’endocarpe, on retrouve dans les baies de raisin de 1 à 4 pépins. 

Il existe une relation de proportionnalité entre la taille de la baie et le nombre de pépins 

(Huglin and Schneider, 1998). A partir de la véraison, ils ont atteint leur maturité physiologique 

et sont composés de trois parties différentes : un embryon, un albumen qui entoure ce dernier 

et des téguments protecteurs. Les pépins contiennent essentiellement de l’eau, de la matière 

glucidique et des lipides. Ils sont aussi composés de tanins, de matière azotée et d’éléments 

minéraux (Ribéreau-Gayon, et al., 2006). 

1.2. Développement  

La croissance de la baie, de type double sigmoïde, se caractérise par l’évolution de son 

poids, de son volume et de sa composition (Coombe, 1976). Ce développement se caractérise 

par deux étapes évolutives, la phase herbacée et la phase de maturation (Staudt, et al., 1986) 

séparées par une phase stationnaire (figure 2).  
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Figure 2 – Courbes théoriques montrant l’évolution de la morphologie de la baie accompagnée 

des concentrations en sucres, anthocyanes et tanins 

D’après (Deloire, 2007) 

La phase herbacée constitue la période physiologique végétative du fruit. Elle se traduit 

par une multiplication cellulaire rapide s’étalant sur 8 à 10 jours qui se subdivise elle-même 

en deux sous-étapes (Ollat, et al., 2002). Tout d’abord, les ovaires se développent et sont 

fécondés immédiatement donnant en moyenne, à la fin de cette phase, de 1 à 4 pépins. Les 

vacuoles des cellules sont très riches en acides organiques (malique et tartrique) qui sont 

l’osmoticum principal en stade herbacé (Kliewer, 1966). L’activité photosynthétique est en 

marche. Ensuite, l’étape de nouaison (ovaire de la fleur transformé en fruit) est atteinte ; 

l’ovaire prend la forme d’une petite baie sphérique. S’en suit un gonflement des baies 

essentiellement dû au gonflement cellulaire qui s’arrête à peu près 40 à 50 jours après anthèse 

(floraison). A ce stade, le pH intra vacuolaire des cellules de la pulpe est très faible, de l’ordre 

de 2,5. Les tanins sont produits dans les pépins et la pellicule du raisin au début du premier 

stade de développement (Kennedy, et al., 2008), (Kennedy, et al., 2001).  

Lors de la phase stationnaire, la croissance ralentit voire s’interrompt pendant environ une 

quinzaine de jours (durée variable). L’activité photosynthétique diminue. Le point marquant 

la fin de cette latence et le démarrage de la maturation du fruit se nomme la véraison.  
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La croissance et l’expansion cellulaire reprennent lors de la phase de maturation ; les baies 

se gorgent d’eau et de sucre (Huglin and Schneider, 1998). Ces phénomènes de dilatation sont 

permis grâce aux activités enzymatiques dans les parois cellulaires par la présence 

d’expansines, de pectines méthylestérase et de pectate lyase (Schlosser, et al., 2008). 

L’augmentation du volume provoque un effet de dilution de certains composés formés durant 

la phase herbacée, comme l’acide tartrique et les tanins (Keller, et al., 2006) ; (Downey, et al., 

2003a). D’autres servent de sources d’énergie comme l’acide malique métabolisé pendant 

cette phase de développement (Conde, et al., 2007).   

Ces étapes sont de durée variable selon le cépage, l’état hydrique de la plante, les 

nutriments azotés et le microclimat des grappes (Ollat, et al., 2002).  
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2. LES POLYPHENOLS DU RAISIN  

Les polyphénols sont généralement classés selon leur structure moléculaire en deux familles 

: les flavonoïdes et les non-flavonoïdes.  

2.1. La famille des non-flavonoïdes 

La famille des polyphénols non-flavonoïdes comporte des composés de structures 

moléculaires différentes comme les acides phénols et les dérivés de stilbènes.  

Les acides phénoliques retrouvés dans le raisin sont principalement les acides 

hydroxybenzoïques (AHB) présentant un squelette carboné de type C6-C1 et les acides 

hydroxycinnamiques de type C6-C3 (AHC) (Ribéreau-Gayon, et al., 2006). 

La Figure 3.a. présente la structure des principaux AHB : les acides para-

hydroxybenzoïque, protocatéchique, vanillique, syringique et gallique. L’acide gallique est le 

précurseur des tanins hydrolysables provenant du bois des barriques et est extrait lors de 

l’élevage du vin. Sa teneur est comprise entre 10 à 100 mg par 100 g  de raisin (matière sèche) 

selon la variété et le tissu analysé (Yilmaz and Toledo, 2004).  Les principales molécules 

retrouvées dans le raisin sont l’acide gallique et l’acide hydroxybenzoïque ; ils peuvent être 

sous forme d’hétérosides ou d’esters. Des phénomènes de dégradations de molécules et 

d’hydrolyses peuvent survenir durant la vinification expliquant une composition majoritaire 

de formes libres, notamment dans le vin rouge (Chira, et al., 2008).  

Néanmoins, les acides prépondérants dans le vin et dans le raisin sont les AHC tels que 

les acides para-coumarique, caféique et férulique dont les structures sont présentées en 

figure 3.b. Ils sont retrouvés principalement en conformation trans mais les conformères cis 

existent aussi. L’acide hydroxycinnamique provient de la désamination d’un acide aminé, la 

phénylalanine, et ses dérivés phénoliques découlent de réactions enzymatiques ou chimiques 

de type hydroxylation et méthylation. Ils sont généralement stockés sous forme d’esters 

tartriques et s’accumulent dans la pulpe du raisin. Les esters et acides hydroxycinnammiques 

sont présents en quantité importante dans le vin blanc (Singleton, et al., 1978) et rouge 

(Guadalupe and Ayestaran, 2008). Dans le moût blanc, les acides hydroxycinnamiques sont à 
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l’origine du phénomène de brunissement, du fait de leur forte oxydabilité (Cheynier, et al., 

1989) (Cheynier, et al., 1989). D’autres réactivités ont été attribuées aux AHB et AHC comme, 

par exemple, un rôle de précurseur des acides volatils (Hernanz, et al., 2009).  

 

Figure  3 – Structures moléculaires des acides a. hydroxybenzoïques et b. hydroxy cinnamiques 

et tartriques 

Les stilbènes constituent une autre sous-famille de non flavonoïdes, impactant la 

qualité du vin et du raisin. Ceux majoritaires dans la pellicule du raisin, la feuille de vigne et le 

vin sont le resvératrol ou 3,5,4ʹ-trihydroxystilbène ainsi que son dérivé glucosylé, le picéide. 

Comme illustrées en figure 4, les structures moléculaires de ces composés correspondent à 2 

cycles aromatiques liés par un pont éthylène, leurs conférant une stabilité chimique. Des 

travaux (Versari, et al., 2001) ; (Sun, et al., 2006) ont montré que les formes majoritaires dans 

le raisin sont le trans-resvératrol, le trans- et le cis-picéide, en concentrations variables selon 

le cépage et les tissus étudiés. Ces trois composés sont surtout accumulés dans la pellicule. 

Leur biosynthèse est accélérée face à des stress biotiques (pathogènes) et abiotiques 

(irradiations aux UV) subits par la vigne. Cette production pourrait s’expliquer par le rôle 

antioxydant protecteur du resvératrol (Baur and Sinclair, 2006).  

Par ailleurs, des modifications chimiques interviennent dans la transformation du 

raisin en vin. En effet, la concentration en trans-resvératrol diminue au cours de la 
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fermentation en rouge tandis que celle de sa forme cis augmente. Le trans-picéide est 

retrouvé dans le vin, tandis que le forme cis n’est pas détecté (Sun, et al., 2006). Ces résultats 

laissent supposer qu’il y aurait des isomérisations de ces molécules lors de la vinification. Ainsi, 

la concentration en stilbènes dans le vin dépend fortement des procédés de vinification, et 

plus précisément de la macération. C’est pour cette raison que la teneur est plus importante 

dans le vin rouge que dans le vin blanc (Garrido and Borges, 2013).  

 

Figure 4 – Structures du resvératrol et son dérivé glucosylé 

2.2. La famille des flavonoïdes 

Les composés de la famille des flavonoïdes sont caractérisés par une structure de base 

moléculaire commune de type C6-C3-C6, comportant deux cycle aromatiques, et une chaine 

fermée en hétérocycle oxygéné hexagonal (Figure 5). Les cycles sont nommés de façon usuelle 

cycles A, B et C. Le cycle A est souvent substitué par deux groupements hydroxyles en position 

5 et 7. Le cycle B est substitué en 4’, et souvent en 3’, par un groupement hydroxyle. Ce cycle 

est appelé noyau catéchol. Si ce cycle est substitué en 3’, 5‘ et 4’, il s’agit d’un noyau pyrogallol. 

Enfin, le cycle C est un pyrane comportant fréquemment  un hydroxyle sur le carbone 3.  
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Figure 5 – Les sous-familles de flavonoïdes 

Les flavonoïdes comportent plusieurs sous-familles caractérisées par la différence de 

degré d’oxydation du pyrane central (cycle C) : les flavanones, les flavanols, les flavonols, les 

flavones et les anthocyanidines. Ces métabolites secondaires sont communément retrouvés 

dans la nature sous forme de C- ou O-glycosides, ce qui alimente la diversité et la complexité 

de la famille des flavonoïdes (Cuyckens and Claeys, 2004). C’est par exemple le cas des 

anthocyanidines dont la nature du sucre (glucose, galactose, rhamnose, xylose ou encore 

arabinose) lié peut varier d’un composé à l’autre. Les condensations entre molécules, 

aglycones ou glycosides, sont courantes (Garrido and Borges, 2013). 

 Les flavonoïdes sont de puissants antioxydants (Mulero, et al., 2010), et jouent un rôle 

fondamental dans les aspects organoleptiques du vin et du raisin (Quijada-Morín, et al., 2012). 

Dans le raisin et le vin, les principaux flavonoïdes représentés sont les flavonols, les flavanols 

(dont leurs polymères appelés proanthocyanidines), et les anthocyanes. Les sous-parties 

suivantes détaillent leurs structures et caractéristiques associées.  

2.2.1. Les flavonols 

La structure moléculaire des flavonols est caractérisée par la double liaison entre les 

carbones 2 et 3 et par la substitution par un groupement hydroxyle sur le C3 (Figure 6). Ils 
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jouent un rôle important en Œnologie de par leurs propriétés organoleptiques (teintes jaunes 

pâles recherchées dans les vins blancs et effets de co-pigmentation avec les anthocyanes). 

 

Figure 6 – Les principaux flavonols retrouvés dans le raisin 

Concernant leur biosynthèse, on distingue deux pics de biosynthèse durant le 

développement de la baie de raisin. Le premier a lieu à la floraison tandis que le second se 

déroule 3 à 4 semaines après véraison, c’est-à-dire, pendant la maturation (Downey, et al., 

2003b). Dans le raisin, les formes glycosylées de flavonols sont prépondérantes, les composés 

principaux étant la quercétine-3-O-glucoside et la 3-O-glucuronide. Des traces de galactosides 

sont aussi détectées. La composition en flavonols dépend de la couleur du raisin. Pour le 

rouge, les formes aglycones (ainsi que leurs dérivés glycosylés) généralement retrouvées sont 

les suivantes : le kaempférol, la quercétine, l’isorhamnetine, la myricétine, la laricitrine et la 

syringétine (Mattivi, et al., 2006). Les mêmes molécules ont été détectées dans le vin rouge 

(Castillo-Muñoz, et al., 2009). Dans les raisins blancs, on retrouve la quercétine, le kaempférol 

et l’isorhamnétine (Mattivi, et al., 2006).  

2.2.2. Les anthocyanes 

Les anthocyanes sont des pigments composés de deux groupes de molécules : les 

anthocyanidines et leurs dérivés glycosylés, les anthocyanes. Comme présenté sur la Figure 7, 

leur principale caractéristique structurale provient de l’oxydation de l’hétérocycle C en 

flavylium (oxygène cationique). Le cycle B peut aussi présenter diverses hydroxylations et 

méthylations. La glycosylation des anthocyanidines en anthocyanes induit une meilleure 
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stabilité à la molécule qui la rend plus soluble. Ils peuvent être composés de mono-, di- ou tri-

saccharides. Souvent, les sucres sont acylés par des acides phénols de type acides 

hydroxycinnamiques, mais aussi par l’acide acétique (Strack and Wray, 1993). Le sucre 

majoritairement retrouvé dans le raisin est le glucose et le composé majoritaire formé, la 

malvidine 3-O-glucoside. En effet, elle représente 50 % des anthocyanes présents dans le 

cépage Sangiovese et jusqu’à 90 % des anthocyanes dans le raisin de type Grenache (Ribéreau-

Gayon, et al., 2006). La substitution d’un hydroxyle par le sucre se produit généralement sur 

le C3 dans le raisin. Physiquement, elle se traduit par un rougissement du pigment (Tanaka, et 

al., 2008).  

 

Figure 7 – Les anthocyanidines trouvés dans le raisin et la structure de la malvidine 3-O-

glucoside 

Les anthocyanes s’accumulent principalement dans la pellicule de la baie pendant la 

maturation (Jaillard, Deloire et al., 2015) ; (Tanaka, Sasaki et al., 2008). 

Les intérêts œnologiques des anthocyanes reposent sur leur pouvoir de pigmentation 

diversifié : rose, rouge, noir, bleu, mauve et orange. Ils sont extraits durant la macération pré 

fermentaire et la fermentation alcoolique (FA). Après ces étapes, une diminution en 

concentration est observée jusqu’au vieillissement en bouteille. Le vin rouge en comporte de 

350 à 1500 mg.L-1. Leur pouvoir colorant dépend de facteurs physicochimiques tels que le pH, 

la concentration en SO2, leur concentration et leur structure (Mazza and Brouillard, 1990) ; 

(Chira, et al., 2008) ; (Saucier, 2010). La couleur du raisin et du vin est aussi due à l’interaction 
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avec d’autres polyphénols comme les acides phénols, les flavonols et les tanins qui peuvent 

provoquer des changements de couleur vers le violet (effet batochrome) et une augmentation 

de l'intensité (effet hyperchrome). Ce phénomène est appelé « effet de copigmentation », qui 

stabilise la couleur (Brouillard, 1994) ; (Mazza and Brouillard, 1990) ;  (Gordillo, et al., 2018).  

2.2.3. Les flavan-3-ols  

Les flavan-3-ols représentent une sous-famille de polyphénols largement représentée 

dans le raisin. Les différents monomères se différencient par leur degré d’hydroxylation sur 

les cycles A et B, la présence d’un acide gallique sur le cycle C ainsi que par la stéréochimie du 

carbone C3 du cycle B.!Le cycle A est hydroxylé en C5 et C7, le cycle B est hydroxylé en C4’ et 

parfois en C3’et enfin, le cycle C est un pyrane saturé, hydroxylé en C3 (Figure 8). Les polymères 

de flavan-3-ols sont aussi largement représentés dans le raisin. 

 Les monomères de flavanols sont synthétisés durant la phase herbacée dans la 

pellicule du raisin avec un maximum en concentration atteint avant véraison (Downey, et al., 

2003a), (Kennedy, et al., 2001). Dans les pépins, leur teneur est maximale 2 semaines après la 

véraison (Downey, et al., 2003a), (Bogs, et al., 2005). La biosynthèse des PA se déroule durant 

les premiers stades de développement (Kennedy, et al., 2001), (Kennedy, et al., 2000). 

Les flavan-3-ols monomères les plus abondants dans le raisin sont la (+)-catéchine, l’(-

)-épicatéchine, (-)-épigallocatéchine et l’(-)-épicatéchine gallate (Lorrain, et al., 2013). La (+)-

gallocatéchine est retrouvée à l’état de traces (Chamorro, et al., 2012). Enfin, les formes 

glycosylées de flavanols ont aussi été détectées récemment (Delcambre and Saucier, 2012), 

(Zerbib, et al., 2018) et seront détaillées dans le partie 2 de ce chapitre. 

 

Figure 8 – Les monomères de flavan-3-ols présents dans le raisin 



Chapitre  1  –  Bibliographie  

 

   29 

 Les formes polymérisées des flavan-3-ols, appelées tanins condensés ou 

proanthocyanidines (noté PA), sont aussi prédominantes dans le raisin et bien d’autres plantes 

comme le thé et le cacao (Quideau, et al., 2011). Les dimères et trimères ont largement été 

décrits dans la littérature. Différents types de tanins condensés sont distingués selon la 

structure de la molécule. Les polymères de type A sont caractérisés par des liaisons 

interflavane C4-C8 et par des liaisons éther C2-O-C7 ou C2-O-C5. Ceux de type B comportent des 

liaisons de type C4-C6 et sont largement majoritaires dans la nature. Quelques exemples sont 

représentés en Figure 9 (Ribéreau-Gayon, et al., 2006).  

Coté Œnologie, ils impactent grandement les propriétés organoleptiques du vin. Ils 

sont en effet responsables de l’astringence et de l’amertume, et favorisent la stabilité du vin. 

Ils interagissent avec les anthocyanes, augmentant la couleur des vin (Picariello, et al., 2017). 

Ces composés estérifiés par l’acide gallique (galloylation), la (+)-gallocatéchine gallate et de 

l’(-)-épicatéchine gallate sont aussi présents dans le raisin. La galloylation modifie les 

interactions entre protéines et flavan-3-ols et augmenterait ainsi la sensation d’astringence 

(sécheresse en bouche), et serait également impliquée dans les mécanismes de défense de la 

vigne (Punyasiri, et al., 2004), (Khater, 2011) ; (Bontpart, 2015). 

 

Figure 9 – Structures des dimères de flavan-3-ols de type A et B 

Pour R, R1 et R2, voir figure 8. 
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La distribution et la concentration en flavanols et en PA sont différentes selon la 

matrice étudiée (Tableau 1). Les pépins sont en général les parties qui en sont les plus riches, 

leurs concentrations en tanin pouvant s’élever à plusieurs milligrammes par kilogramme. La 

pellicule, moins concentrée, contient environ une centaine de mg de tanins par kilogramme 

de pellicule. La pulpe est pauvre en ces composés (Mané, et al., 2007).  

Il a été mesuré une concentration de 1165 mg.kg-1 de raisin en monomère de flavanols, 

(+)-catéchine et (-)-épicatéchine, pour le Pinot Noir, tandis que le Carignan en comporte moins 

d’une centaine de mg.kg-1 de raisin  (Chira, et al., 2008). Dépendant aussi du cépage considéré, 

les teneurs en PA sont moins intenses dans la Syrah que dans le Mourvèdre et le Cabernet-

Sauvignon (Busse-Valverde, et al., 2010). Dans les vins, les concentrations dépendent du 

cépage et des pratiques œnologiques (macération, température)  et al., 2010), (Revilla, et al., 

1997). 

La nature des monomères dépend elle aussi du tissu biologique étudié. En effet, dans 

les raisins, la (+) catéchine, l’(-)-épicatéchine, l’(-)-épicatéchine gallate et l’(-)-

épigallocatéchine sont présentes. Ce dernier composé, au contraire des autres, n’est pas 

retrouvé dans les pépins et il est présent en faible quantité dans la pulpe de la baie (Di Lecce, 

et al., 2014). Concernant les tanins, la première différence notable entre pépins et pellicules 

se fait au niveau des degrés de polymérisation. La mesure caractéristique est le degré de 

polymérisation moyen, noté DPm. Dans les pépins, les tanins présentent un DPm compris 

entre 3 et 16 (Prieur, et al., 1994), tandis qu’il se trouve entre 10 et 40 pour la pellicule 

(Downey, et al., 2003a) ; (Peyrot des Gachons and Kennedy, 2003) même si d’autres valeurs 

plus élevées (DPm supérieur à 100) ont été trouvées (Monagas, et al., 2003), (Huang, et al., 

2012).  

Des recherches ont montré que les perceptions de l’amertume et de l’astringence des 

composés augmentaient avec le degré de polymérisation (Vidal, et al., 2004) et de galloylation 

(Rinaldi, et al., 2014). Cependant dans le cas du raisin, il a été observé que ce sont les tanins 

des pépins qui sont plus astringents que ceux des pellicules (Mirabel and Glories, 2000). Ce 

phénomène est appelé le paradoxe des tanins de raisin (Saucier, 2014). Il a été rapporté que 
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les PA de pellicules sont bien moins galloylés que ceux des pépins (Cheynier, et al., 1997), ce 

qui pourrait expliquer en partie ce paradoxe (Rinaldi, et al., 2014). 

 

Tableau 1 – Teneurs en (épi) catéchine et tanins retrouvées par kg de tissus du raisin et dans 

le vin blanc et rouge. D’après (Chira, 2009) ; (Revilla, et al., 1997) ; (Bourzeix, et al., 1986)  

En conclusion, les polyphénols, composés majeurs de la baie de raisin, présentent une 

grande diversité structurale et une répartition hétérogène au sein des différentes structures 

de la baie. Ils confèrent au raisin et aux produits dérivés tel que le vin, des propriétés 

spécifiques notamment leur couleur et leur sensation en bouche. 

Nous allons dans la partie suivante décrire la voie de biosynthèse des flavanols telle 

qu’elle est reportée dans la littérature. 
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3. BIOSYNTHESE DES FLAVANOLS  

La biosynthèse des flavanols (monomères et polymères) dans la plante découle d’une 

succession de réactions catalysées par différentes enzymes du raisin. 

3.1. Enzymes impliquées dans les  voies de biosynthèses des 

flavanols et des tanins 

La voie de biosynthèse commune aux flavonoïdes est présentée en figure 10. La 

phénylalanine est l’acide aminé source qui subit une cascade de réactions enzymatiques 

spécifiques à chaque classe de molécules.  

Lors d’un première étape, la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) (Koukol and Conn, 1961), 

la cinnamate 4-hydroxylase (C4H) (Russell and Conn, 1967) et la 4-coumarate CoA ligase (4CL) 

(Heller and Forkmann, 1988) agissent successivement afin de former le 4-coumaroyl-CoA et le 

3 Malonyl-CoA. A partir de ces composés, la chalcone synthase (CHS) catalyse la formation de 

dihydroflavonols qui sont à leur tour converties par différentes enzymes. La flavonol synthase 

(FLS) est à l’origine de la biosynthèse des flavonols et la dihydroflavonol 4-réductase (DFR) 

catalyse la formation des leucoanthocyanidines (ou flavan-3,4-diols) telles que la 

leucocyanidine et la leucodelphinidine ; ces deux composés sont convertis en anthocyanidines 

(aglycone) par l’action de la leucoanthocyanidine dioxygénase (LDOX) (Abrahams, Lee et al., 

2003). La leucoanthocyanidine réductase (LAR) et l’anthocyanidine réductase (ANR), 

découvertes plus récemment, impactent l’accumulation des monomères de flavanols dans la 

plante. Elles sont impliquées respectivement dans la biosynthèse de la (+)-catéchine, de la (+) 

gallocatéchine, d’une part, et de l’(-)-épicatéchine et de l’(-)-épigallocatéchine d’autre part 

(Xie, et al., 2003) ; (Tanner and Kristiansen, 1993). 

La LAR et l’ANR sont localisées dans le cytosol de la cellule. La LAR a été purifiée pour la 

première fois de la légumineuse Desmodium uncinatum (Tanner, et al., 2003). La 

caractérisation fonctionnelle de l’ANR a été élucidée chez un mutant d’Arabidopsis thaliana, 

nommé BAN, l’enzyme est codée par le gène BANYULS (Devic, et al., 1999). Elle a ensuite été 

retrouvée chez Medicago truncatula (Xie, et al., 2003).  
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Le génome de Vitis vinifera contient un gène codant pour une ANR et deux gènes pour 

LAR, nommés LAR1 et LAR2. L’expression VvANR associée est maximale au début du stade de 

développement de la baie de raisin, dans les pépins et la pellicule (Bogs, et al., 2005). Les deux 

facteurs de transcription VvLAR1 et VvLAR2 sont quant à eux exprimés dans les pépins 

immatures. Aussi, un pic d’expression de VvLAR2 a été détecté dans la pellicule à véraison 

(Bogs, et al., 2005). 
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Figure 10 - La biosynthèse des principaux flavonoïdes  

D’après (Huang, et al., 2012) 

PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnamate 4-hydroxylase ; 4CL : 4-coumarate CoA 

ligase ; CHS : chalcone synthase ; F3H : flavonone 3-hydroxylase ; DFR : dihydroflavonol 4-

réductase ; LDOX : leucoanthocyanidine dioxygénase ; LAR : leucoanthocyanidine réductase ; 

ANR : anthocyanidine réductase. 

3.2. Polymérisation des flavanols et intermédiaires potentiels  

L’accumulation des PA dans la pellicule et dans les pépins se déroule avant la véraison, en 

parallèle de la biosynthèse des unités monomériques (Fujita, et al., 2005). La compréhension 

de ces mécanismes de polymérisation constitue encore un enjeu de recherche actuelle. En 

effet, les hypothèses de la nature chimique ou enzymatique (ou des 2 parallèlement) sont 

retrouvées dans la littérature (Dixon, et al., 2005). Cependant, le même type de mécanisme 

réactionnel serait mis en jeu, tel que présenté Figure 11. Les flavan-3-ols interviennent comme 
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nucléophile (C4 ou C8) et réagissent avec un composé électrophile type flavan-3,4-diol formé 

par l’activité de la dihydroflavonol réductase (DFR), ou avec des dérivés sous forme de 

carbocation et de quinone méthide. 

 

Figure 11 – Proposition de mécanismes de polymérisation des flavan-3-ols en 

proanthocyanidines 

D’après (Terrier, et al., 2009) 

Des réactions chimiques faisant intervenir ces précurseurs de PA sont décrites dans la 

littérature. La condensation in vitro de la catéchine ou de l’épicatéchine avec des dérivés de 

leucocyanidines (flavan-3,4-diols) en est un premier exemple (Creasy and Swain, 1965). Des 

proanthocyanidines méthylées ont été synthétisées par réaction spontanée de la tétraméthyl-

3΄,4΄, 5, 7 flavan-3, 4 diol avec la (+)-catéchine dans un milieu acidifié (Geissman and 

Yoshimura, 1966). Aussi, les flavan-3-ols tels que la (+)-catéchine et l’(-)-épicatéchine 

réagissent sur des flavan-3,4-diol résultant de la réduction de la (+)-taxifoline (ou 2R,3S 

dihydroquercétine) formant les dimères de flavanols B3 et B4 (Delcour, et al., 1983).   
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Par analogie avec la biosynthèse de la lignine, Dixon et al. (2005) ont émis l’hypothèse 

que des enzymes de type polyphénol-oxydases (PPO) et laccases auraient un rôle dans 

l’activation de flavan-3,4-diols par formation de composés de type quinone méthide (Dixon, 

et al., 2005) illustré en Figure 11. Les carbocations précurseurs pourraient aussi provenir de la 

rupture par catalyse acide des liaisons interflavaniques des procyanidines  ; des réactions 

d’addition sur ces molécules ont été décrites dans la littérature (Haslam, 1980), et ont aussi 

été observées en solution modèle de vin (Vidal, et al., 2002). La réaction de tautomérie de la 

2R, 3S quinone méthide est à l’origine de la formation de flav-3-èn-3-ols qui se révèlent être 

un précurseur probable des PA (Hemingway and Laks, 1985). 

 D’autres molécules ont été étudiées comme intermédiaires potentiels dans la 

biosynthèse des proanthocyanidines, comme par exemple des composés de la famille des 

anthocyanidines et de ses dérivés glycosylés, les anthocyanes. Des interactions flavanols - 

anthocyanes, comme la malvidine 3,5-diglucoside (Bishop and Nagel, 1984) et la malvidine 3-

glucoside (Remy-Tanneau, et al., 2003), forment des adduits de flavènes qui se réarrangent 

en dimère de type A.   

Des recherches réalisées par l’équipe de Dixon ont été menées en particulier sur la 

biosynthèse de l’(-)-épicatéchine dans la plante modèle Medicago truncatula. La 

surexpression de l’enzyme LAR qui est responsable de la formation de la (+)-catéchine (Pang, 

et al., 2007) s’accompagne d’une augmentation en (-)-épicatéchine (Liu, et al., 2013).  La LAR 

serait capable de convertir la 4β-(S-cystéinyl)-épicatéchine en épicatéchine régulant ainsi 

l’unité de base des PA et donc leur degré de polymérisation (Liu, et al., 2016). Pour le moment, 

ces observations n’ont pas été démontrées pour d’autres plantes. 

D’autres précurseurs potentiels de la biosynthèse des procyanidines ont également été 

étudiés par l’équipe de Dixon (Pang, et al., 2008), et seraient des monomères de flavanols 

glycosylés. Grâce à l’expression d’une uridine 5’-diphosphate glucosyltransferase a-D-

glucose-dépendante (UGT), appelée UGT72L1, l’(-)-épicatéchine formée dans le cytoplasme 

serait convertie en un intermédiaire glucosylé l’épicatéchine 3’-O-b-glucoside, avant de se 

polymériser dans la vacuole de la cellule (Figure 12). Il a été montré qu’une surexpression de 

l’UGT72L1, enzyme responsable de la glycosylation de l’épicatéchine chez Medicago 
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truncatula (Pang, Peel et al., 2008), entraine une accumulation de PA (Pang, et al., 2013), 

appuyant le possible rôle des intermédiaires glycosylés dans la synthèse de PA. Ces recherches 

ont permis de montrer que l’épicatéchine 3΄-O-b-glucoside, plutôt que sa forme libre, est le 

substrat préférentiel des transporteurs MATE (multidrug and toxic compound extrusion, 

localisés sur le tonoplaste) nommés MATE1 chez M. truncatula et TT12 chez A. thaliana. Ces 

enzymes sont impliquées dans la biosynthèse des PA (Zhao and Dixon, 2009).  

 

Figure 12 - Rôle possible de l’épicatéchine 3’-O-glucoside dans la biosynthèse des PA par la 

glucosyltransferase UGT72L1 D’après (Pang, et al., 2013) 

Afin d’étayer cette dernière hypothèse, nous avons étudié dans la littérature des travaux 

attestant de la présence de flavan-3-ols glycosylés dans les plantes.  
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4. FLAVANOLS GLYCOSYLES DES PLANTES :  STRUCTURES,  FONCTIONS,  

SYNTHESES MULTIPLES  

Les différents polyphénols cités précédemment sont parfois retrouvés sous forme de 

glycosides. Les anthocyanidines, par exemple, sont plus solubles et plus stables sous forme 

glycosylée. Dans la nature, des molécules appartenant à la famille des stilbènes ainsi qu’à celle 

des flavan-3-ols sont aussi retrouvés sous leur forme glycosylée. L’objectif de cette partie est 

d’effectuer une synthèse des données obtenues sur les flavanols glycosylés découverts dans 

diverses plantes, en détaillant leurs fonctions, structures et méthodes d’obtention. 

4.1. Présence de flavanols glycosylés dans la nature  : structure et 

fonctions 

4.1.1. Les flavanols glycosylés dans les plantes 

Les glycosides sont des molécules issues de la condensation d’un composé non 

glucidique, appelé aglycone (ici les flavan-3-ols) et d’un sucre. Les structures moléculaires de 

ces composés (monomères, dimères, trimères…) peuvent être diverses, selon la nature du 

sucre, sa position sur la molécule (sur les groupements hydroxyle) et sa stéréochimie. Nous 

nous intéresserons ici principalement aux formes monomères et dimères de flavanols O-

hexosides (glucosides, galactosides…) bien que les flavanols C-glycosides existent aussi 

(Kashiwada, et al., 1986). La Figure 13 illustre les dix structures possibles de ces composés. 

Figure 13 – Les différentes structures d’ (épi) catéchine hexosides 
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La catéchine-7-O-b-glucoside est le flavanol glycosylé le plus fréquemment reporté 

dans la littérature. On le trouve notamment dans l’orme (Kim, et al., 2004), le sarrasin (Smaali, 

et al., 2007), (Watanabe, 1998), les pépins de niébé (Ojwang, et al., 2013), (Cui, et al., 2012), 

l’orge et le malt (Friedrich and Galensa, 2002). Les (+)-catéchines 5-O-, 7-O-, 3’-O-, et 4’-O-b-

glucosides ont été détectées dans la pivoine chinoise (Tanaka, et al., 2000), les catéchines 7-

O-b- et 4ʹ-O-b-glucosides dans les écorces de sapin de Douglas (Foo and Karchesy, 1989), les 

(+)-catéchine 5-O-b-glucoside et (−)-catéchine 7-O-b-glucoside dans la rhubarbe (Nonaka, et 

al., 1983), (Kashiwada, et al., 1986), dans les écorces de Rhaphiolépis du Japon (Nonaka, et al., 

1983) et de bouleau (Lee, et al., 1992). La catéchine 3-O-b-D-glucoside est aussi un composé 

naturel retrouvé dans les écorces de chêne du Maryland (Pan and Lundgren, 1996). Des 

stéréoisomères tels que l’épicatéchine 7-O-β-D-glucopyranoside ont été détectés dans les 

écorces de sapin de Douglas (Foo and Karchesy, 1989) et, comme énoncé dans la partie 

biosynthèse, l’épicatéchine 3’-O-b-glucoside a été identifiée chez M. truncatula (Zhao and 

Dixon, 2009). 

Finalement, 14 isomères de flavanols glycosylés ont été partiellement identifiés dans 

les pépins de raisin à maturité et le vin de Merlot (Delcambre and Saucier, 2012). Ils n’ont pas 

été trouvés dans la pellicule de raisin à maturité. Il s’agit de dérivés hexosylés de la (+)-

catéchine, l’(-)-épicatéchine, l’(-)-épigallocatéchine et l’(-)-épicatéchine gallate. La méthode 

d’analyse a été développée en HPLC-ESI-Q-TOF ce qui a permis de lister les fragments MS2 

caractéristiques de ces composés. L’identification des analogues de flavanols glycosylés a été 

réalisée, cependant, la caractérisation exacte de leur structure avec notamment la position du 

sucre n’a pu être possible. En effet, deux isomères distincts peuvent se fragmenter de la même 

façon et des études complémentaires par RMN seraient nécessaires pour étudier les 

structures de ces composés. 

Les flavanols glycosylés peuvent aussi se retrouver sous forme de dimères. De par les 

différentes positions du sucre et la stéréochimie des carbones asymétriques, les structures 

possibles d’isomères sont nombreuses. On distinguera les isomères selon 5 positions du sucre 

: sur l’unité du haut cycle A, sur l’unité du haut cycle B, sur l’unité du bas cycle A, sur l’unité 

du bas cycle B et en substitution de l’hydroxyle en position 3 (Figure 14). 
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Figure 14 – Structures de dimères de flavanols glycosylés en fonction des différentes positions 

de l’hexose 

Peu de dimères de flavanols hexosylés ont été décrits dans la littérature : la 3-O-b-

catéchine-(4 α 8)-catéchine-D-glucoside comportant un glucose positionné sur l’unité du haut 

du dimère a été identifiée dans le bois de blackjack (Bae, et al., 1994). 
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4.1.2. Fonctions et propriétés 

Les polyphénols sous formes glycosylées présentent des propriétés intéressantes 

comme une meilleure stabilité dans des milieux complexes (estomac, vin), et de par leur 

structure, une meilleure biodisponibilité. Un exemple classique de polyphénol glycosylé est la 

quercétine glycoside, (flavonol glycosylé) retrouvée chez les plantes et qui constitue un 

antioxydant puissant (Kampkötter, et al., 2008). Cette molécule est plus stable et assimilable 

par l’organisme que sa forme aglycone (Manach, et al., 2005).  

Les flavan-3-ols représentent un groupe de composés bioactifs ayant des propriétés 

bénéfiques sur la santé (Kuhnle, 2018), (Aron and Kennedy, 2008). Ces composés sont 

généralement assimilés dans le plasma lorsqu’ils sont conjugués à des groupements méthyl, 

glucuronate ou sulfate (Manach and Donovan, 2004). La catéchine, quant à elle, est très 

rapidement éliminée. De ces faits, et par analogie avec la quercétine, il est possible que les 

flavanols glycosylés soient plus stables et permettent une libération de l’aglycone sous une 

forme assimilable. Une étude in vivo sur des rats a ainsi montré la forte déglycosylation des 

catéchines C3’OG et C5OG dans leur intestin, et  que la C3’OG montre une bonne capacité 

d’absorption par l’organisme (Raab, Barron et al., 2010). Il a aussi été prouvé que les 

groupements glycosyles permettent d’améliorer la stabilité et la biodisponibilité des flavanols 

dans des milieux biologiques (Kitao, et al., 1993). 

La compréhension des fonctions de ces flavanols glycosides dans le métabolisme des 

plantes reste à ce jour encore partielle. Précédemment dans la partie 3.2., leur rôle potentiel 

dans le transport des unités de PA vers la vacuole (lieu de stockage) et/ou dans leur 

mécanisme de polymérisation a été évoqué. Au travers de ses travaux, Dixon et al. ont tenté 

de découvrir la (ou les) nature(s) des intermédiaires impliqués dans la polymérisation des 

flavanols. Au sein de la cellule végétale de ces plantes, la présence d’un sucre permet le 

transfert des flavanols du cytoplasme vers la vacuole via les transporteurs de type MATE : 

TT12 chez A. thaliana (Marinova, et al., 2007), (Debeaujon, et al., 2001) et MATE1 chez M. 

truncatula (Zhao and Dixon, 2009).  Il a ainsi été montré chez M. truncatula et A. thaliana que 

les flavanols glycosylés, et en particulier l’épicatéchine 3’-O-glucoside, seraient de bons 

candidats comme précurseurs des proanthocyanidines. A ce jour, les mécanismes 
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biochimiques de glycosylation de l’épicatéchine sont inconnus. L’épicatéchine et les dérivés 

de polymères n’ont pas été détectés dans la vacuole des pépins d’A. thaliana (Kerhoas, et al., 

2006) suggérant la présence de glycosidases dans la vacuole. 

4.2. Obtention de standards de flavanols glycosylés  

Une compréhension plus aboutie des fonctions et propriétés des flavanols glycosylés 

passe par l’analyse de ces composés. Pour cela, il est nécessaire d’avoir des standards de 

référence permettant leur suivi, leur identification et leur quantification. Les stratégies 

d’obtention sont multiples : synthèse par voies enzymatique. La purification de ces composés 

sur plante n’est pas abordée ici due à l’absence de bibliographie sur le sujet. Cependant, elle 

a constitué une stratégie considérable lorsqu’ils ont été détectés. Cette partie détaille les 

résultats des recherches liées à ces méthodes, ainsi que leurs avantages et inconvénients.  

4.2.1. Hémisynthèse par voie enzymatique  

La première voie de synthèse présentée est l’hémisynthèse enzymatique, c’est-à-dire, 

la synthèse de composés chimiques à partir de molécules issues de substances naturelles 

constitutives en partie de la structure du produit souhaité et permise par la catalyse de 

protéines appelées enzymes. En chimie, elles sont utilisées pour former des produits de façon 

rapide et efficace. Les avantages de ce type de réactions résident dans le fait qu’elles sont 

rapides avec généralement de bons rendements en une étape. Les inconvénients sont que ces 

enzymes sont spécifiques et que peu d’enzymes sont disponibles dans le commerce ou via des 

collègues (purifiées ou produites par voie hétérologue). Le choix est donc limité. 

L’optimisation des conditions réactionnelles se révèle également être un processus long.  

Les hémisynthèses enzymatiques étudiées reposent sur l’utilisation de flavanols 

(extraits de plantes) et d’enzymes de deux types : des glycosyltransférases (GTs) permettant 

de glycosyler des molécules. Il en existe de nombreuses qui sont actives sur les composés 

phénoliques en général comme les flavonols (Ono, et al., 2010) ou les anthocyanidines (Ford, 

et al., 1998). La seconde enzyme est la glucosidase, dont la fonction initiale est de couper la 

liaison entre une molécule et son sucre mais que l’on peut utiliser en mode inversé. 
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Les travaux de l’équipe de Williamson et al. (2010) ont permis la préparation de 

quelques isomères de catéchines mono glucosylés (Raab, et al., 2010). Les enzymes utilisées 

proviennent d’extraits de lentilles et d’orge possédant des activités glucosyltransferase. 

L’enveloppe des lentilles comporte en effet une fraction phénolique riche en C3OG (Dueñas, 

et al., 2003). Les extraits enzymatiques sont obtenus par purification des graines d’orge et de 

lentilles. Les extraits enzymatiques concentrés de lentilles et d’orge sont ensuite mis en 

contact avec de la catéchine, de l’UDP-Glucose (Uridine diphosphate), un donneur de glucose. 

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 2. La C7OG a été purifiée après réaction 

avec de l’extrait enzymatique d’orge (Friedrich and Galensa, 2002). Les enzymes contenues 

dans les extraits de lentilles ont été utilisées pour la glucosylation de la catéchine en position 

3’ et 4’. Des analyses RMN type NOESY, ont permis d’identifier la C3’OG et la C4’OG comme 

produits formés. La caractérisation structurale de ces molécules a été vérifiée par UPLC-

MS/MS et 13C- et 1H-RMN (Raab, et al., 2010), (Friedrich and Galensa, 2002). Ainsi, les extraits 

enzymatiques d’orge et de lentilles testés présentent une activité glucosyltransferase 

intéressante. 

Une autre voie enzymatique est décrite dans la littérature utilisant une 

glucosyltransferase, l’UGT72L1, exprimée dans l’enveloppe des graines de la plante Medicago 

truncatula. L’ADNc correspondant à l’ARNm codant pour cette protéine a été cloné dans un 

vecteur permettant la production de cette enzyme dans E. coli en tant que une protéine de 

fusion avec la protéine MBP (Maltose Binding Protein), ayant la propriété de se lier au maltose. 

Les analyses ont montré que l’enzyme recombinante UGT72L1-MBP avait une forte activité 

de glucosylation de l’(-)-épicatéchine, avec l’UDP-Glucose comme donneur de sucre, une 

activité satisfaisante pour l’(-)-épigallocatéchine et une faible activité pour la (+)-catéchine et 

la cyanidine. Les tests avec les proanthocyanidines B1 et B2 n’ont présenté aucune activité. 

Finalement, l’E3’OG a pu être formée à partir de l’(-)-épicatéchine ; les données RMN sont 

accessibles en informations supplémentaires de la publication (Pang, et al., 2008).  

L’équipe de M. Nidetzky de Graz en Autriche participant au projet européen SuSy 

(Sucrose Synthase as Effective Mediator of Glycosylation) a mis en évidence l’activité d’une 

glucosyltransférase, l’UGT71A15, provenant de la pomme, sur des flavonoïdes (Lepak, et al., 
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2015). La glucosylation est effective sur les phénols des stilbènes et du picéide en présence 

d’UDP-Glucose, avec des rendements allant jusqu’à 90 % de conversion. Des essais 

préliminaires non publiés ont montré que l’enzyme est active en présence de flavanol 

(épicatéchine). Cette étude visait à améliorer la solubilité du resvératrol et de son dérivé 

glycosylé dans l’eau. Les résultats obtenus montrent que l’ajout d’un glucose sur le resvératrol 

permet d’augmenter modérément la solubilité de ce dernier, et qu’une double glucosylation 

sur la molécule augmente considérablement sa solubilité dans l’eau.  

Finalement, une voie de synthèse de glucosides, distincte des deux premières, peut 

être possible par réaction de glucosidase inverse. L’enzyme de type glucosidase a pour rôle de 

lyser les liaisons entre un glucose et son aglycone ; cette réaction permettant l’obtention de 

ce dernier, schématisée Figure 15. Cependant, l’enzyme est réversible, sous certaines 

conditions physicochimiques afin d’éliminer les compétitions avec son activité d’hydrolyse. 

Pour cela, il est nécessaire que le milieu réactionnel contienne peu d’eau et du glucose en 

excès (Krisch, et al., 2010). Une étude (Vic, et al., 1994) a permis de découvrir des 

glycosylations fonctionnelles par hydrolyse inverse.  

 

Figure 15 – Réaction de transglucosylation par une enzyme de type glucosidase. 

La réactivité de différents alcools (substrats) avec le D-glucose a été testée en présence de b-

D-glucosidase d’amande dans un mélange acétonitrile/eau (9:1, v:v). La réaction est 

régiosélective et stéréosélective. Les résultats d’activité ont montré que l’enzyme avait une 

forte affinité pour les molécules portant un groupement phényle, comme les alcools 

hydroxybenzyliques et les alcools  phényléthyliques avec des rendements de 5 à 10 %. 
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METHODES 

SUBSTRATS 

OU 

MATIERE PREMIERES 

 

DONNEUR SUCRE 

 

 

COMPOSES OBTENUS 

 

REF. 

Enzymatiques 

Ø Extraits lentilles 

Ø Extraits orge 

Ø UGT72L1 

(Medicago truncatula) 

Ø UGT71A15 

(pomme) 

 

 

 

Ø B-glucosidase 

(amande) 

 

(+)-catéchine 

(+)-catéchine 

(-)-épicatéchine 

 

Resvératrol 

Picéide 

 

Phényl/benzyl 

alcool 

 

UDP-Glucose 

Idem 

Idem 

 

Idem 
 

 

idem 

 

C3’OG - C4’OG 

C7OG 

E3’OG 

 

Resv O-b-glucoside 

Resv 3,5- O-b-diglucoside 

 

Phényl/benzyl 

O-b-glucoside 

 

1 

1 

2 

 

3 

 

 

4 

Chimiques 

Ø En trois étapes  

Ø En quatre étapes 

 

(+)-catéchine 

(+)-catéchine 

 

Glucose activé 

(9) 

idem 

 

C3OG 

C5OG - C3’OG 

 

1 

Purification  

Pépins Merlot 

Vin Merlot 

 

- 

- 

 

Epicatéchines, catéchines 

glycosides 

 

5 

1 (Raab, et al., 2010) ; 2 (Pang, et al., 2008) ; 3 (Lepak, et al., 2015) ; 4 (Vic, et al., 1994) ; 5 

(Delcambre and Saucier, 2012) 

Tableau 2 – Stratégies d’obtention de composés glycosylés 
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4.2.2. Hémisynthèse par voie chimique 

Une autre voie possible pour la formation de flavanol glycosylés est la synthèse 

organique en partant de flavanols commerciaux notifiée dans le Tableau 2. Raab et al. (2010) 

rapportent également deux stratégies de synthèses chimiques alternatives des (+)-catéchines 

O-b-glycosides suivantes : les C3’OG, C5OG et C3OG.  

La première étape commune aux deux voies de synthèse consiste en la formation d’un 

glucose activé ; elle est présentée ci-dessous en Figure 16. Lors de cette étape, l’imine 1 est 

formée par réaction entre l’acide trifluoroacétique et l’aniline. Ensuite, le glucose subit une 

acétalisation sélective et est mis en contact avec le produit 1 pour obtenir le produit 2. 

 

Figure 16 – Préparation du glucose activé pour la glucosylation 

D’après (Raab, et al., 2010) 

La première voie en quatre étapes consiste en l’acétalisation totale de la catéchine par 

la pyridine en présence d’anhydride acétique. Ceci a été possible par l’utilisation de l’imidazole 

et du thiophénol (Figure 17). Cette méthode n’est pas sélective en déprotégeant 

aléatoirement les hydroxyles en positions 5, 3’ et 4’. Dans une troisième étape, le glucose 

activé 2 est mis en contact avec le milieu réactionnel et se lie au groupement hydroxyle libre. 

Les déprotections de la catéchine et du glucose sont ensuite réalisées en milieu basique. La 

C3’OG et la C5OG sont obtenues avec un rendement respectif de 67 % et 21 %. 
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Figure 17 - Première voie d’hémisynthèse chimique de la C3’OG et de la C5OG 

D’après (Raab, et al., 2010) 

La seconde stratégie (en trois étapes), décrite sur la Figure 18, débute par 

l’acétalisation de la catéchine avec le chlorure d’acétyle en présence de triacéthylamine. Ici, 

l’objectif est de protéger tous les hydroxyles des noyaux phénols et d’avoir seulement le 

groupement hydroxyle de l’hétérocycle libre pour permettre une glycosylation unique et 

sélective. Le glucose activé 2 réagit ensuite avec l’hydroxyle libre en position 3 de la catéchine 

acétylée, suivi par la glucosylation en présence de 9, BF3 et d’éthérate, et finalisé par une 

déprotection en milieu basique. 
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Figure 18 – Seconde voie d’hémisynthèse chimique de la C3OG. 

D’après (Raab, et al., 2010) 
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5. PROBLEMATIQUES ET OBJECTIFS GLOBAUX DE LA THESE  

Cette étude bibliographique a permis d’effectuer un état des lieux des connaissances 

sur les polyphénols, et en particulier, sur les flavan-3-ols (monomères et polymères) ; au 

niveau de leur structure, leur biosynthèse et leur évolution au cours de la maturation du raisin. 

Nous avons pu comprendre que des étapes clés dans la polymérisation de ces composés n’ont 

actuellement pas été élucidées. La dernière partie s’est focalisée sur les flavan-3-ols 

glycosylés, leurs structures, leurs propriétés et leur potentiel rôle en tant que précurseurs de 

PA. 

 En effet, de nombreuses problématiques, énumérées ci-après, gravitent autour de ces 

molécules.  Les objectifs de ce mémoire de thèse visent à répondre aux questions suivantes:  

Les monomères et oligomères de flavanols sont-ils présents dans différents cépages 

(raisins et vin) ? Y-a-t-il un effet cépages et tissus ? 

Combien d’isomères sont présents ? 

Quelles sont leurs évolutions au cours de la maturation du raisin et de la vinification ? 

 



 

 

Chapitre 2 – Flavan-3-ols glycosylés 

présents dans le raisin et dans le vin 

  

  



Chapitre  2  –  Flavan-3-ols glycosylés présents dans le  raisin et dans le vin  

 

   51 

 Les premiers objectifs de ces travaux ont été d’étudier les principaux flavan-3-ols 

glycosylés présents dans le raisin et dans le vin. Pour cela, il a été nécessaire d’établir des voies 

d’obtention de ces composés. Deux stratégies ont été principalement testées lors de nos 

travaux : l’extraction suivie de la purification à partir de raisin et de vin et l’hémisynthèse 

enzymatique. La voie de synthèse chimique n’a pas été abordée par manque de temps. Nous 

présenterons dans ce chapitre deux des méthodes abordées dans nos recherches : 

- Une voie d’obtention de dimère de flavanol glycosylé par extractions/purification, par 

extraction liquide-liquide et solide-liquide (disque SDB, polymère de styrène divinyl       

benzène) 

- Une voie d’obtention d’un monomère de flavanol glycosylé par hémisynthèse 

enzymatique avec deux enzymes différentes.  

Notre premier article New flavanol O-glycosides in grape and wine publié dans le 

journal Food Chemistry est présenté en fin de ce chapitre. Ces travaux ont permis la 

détection de nouveaux composés de flavanols glycosylés et l’identification d’un 

monomères d’(+)-catéchine glucosylé dans le vin et dans le raisin.  
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1. EXTRACTION ET PURIFICATION DES FLAVANOLS GLYCOSYLES 

SUR VIN ISSU DE CEPAGE TANNAT  

1.2. Matériels et méthodes 

1.2.1. Préparation des échantillons 

 Un échantillon de vin monocépage Tannat a été obtenu dans la région de Madiran. Le 

Tannat est un cépage connu pour sa forte concentration en polyphénols (et en particulier en 

flavan-3-ols) (Boido, et al., 2011).  

 Dans un premier temps, 5 litres de vin ont été concentrés en évaporant l’alcool à 

l’évaporateur rotatif jusqu’à obtenir 2.5 L de liquide. La résine SP411 (m = 2 kg), adsorbant 

spécifiquement les polyphénols, est lavée par trois fois 2 L d’eau et est séchée sur Büchner. 

Une fois récupérée, elle est additionnée au fur et à mesure au 2.5 L de vin concentré pour une 

phase d’adsorption de 15 minutes. La résine est rincée par 3 fois 1 L l’eau déionisée puis est 

transféré sur Büchner afin d’effectuer une seconde étape de lavage par trois fois 1L. La fraction 

phénolique est ensuite récupérée avec de trois fois 1 L d’éthanol à 100 %. L’éluant est 

récupéré et son solvant évaporé à l’évaporateur rotatif. 10 g de poudre d’extrait de vin de 

Tannat riche en polyphénols sont ensuite obtenus par lyophilisation. Le lyophilisat récupéré 

est de couleur violacée, traduisant la présence d’anthocyanes. Les étapes de purification 

suivantes ont eu pour objectif d’obtenir des fractions riches en flavanols glycosylés. 

1.2.2. Méthode de purification par extraction liquide-liquide 

 La première purification réalisée sur la poudre de Tannat a été l’extraction liquide-

liquide. 200 mg de poudre sont resuspendus dans 20 mL d’eau distillée saturée en NaCl. Deux 

étapes d’extraction sont ensuite réalisées avec 3 x 200 mL d’éther suivi de 3 x 200 mL d’acétate 

d’éthyle. Les fractions de chaque solvant rassemblées sont ensuite évaporées et lyophilisées. 

1.2.3. Méthode de purification sur disque de SDB 

Un système de fractionnement liquide-solide sur disque de styrène divinyl benzène 

(SDB) a été choisi pour la seconde méthode de purification.  
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Tout d’abord, il est nécessaire d’activer les disques selon le mode d’emploi préconisé 

par le fournisseur. Pour cette étape, un montage Büchner avec pompe à vide est monté 

comportant le disque. Celui-ci est tout d’abord lavé avec 10 mL d’acétone, et séché, puis avec 

10 mL d’isopropanol et séché à nouveau. Ensuite, 10 mL de MeOH sont ajoutés et le vide est 

fait afin d’en laisser passer 1 mL. Après 30 s, le disque est de nouveau séché. Il est lavé une 

dernière fois avec 10 mL d’eau distillée. Le disque est désormais prêt à emploi.  

200 mg d’extrait de polyphénols provenant du vin Tannat sont dissouts dans 25 mL 

d’eau distillée et sont déposés sur le disque. On effectue le vide afin d’adsorber les 

polyphénols sur le SDB. Trois fractions successives sont ensuite obtenues avec les solvants 

suivants. A chaque solvant, le vide est appliqué afin de sécher le disque  

- 200 mL d’eau distillée 

- 200 mL d’éther 

- 200 mL d’un mélange acétone/eau (70/30 : v/v). Cette étape permet de plus, de 

régénérer le disque. 

Chaque filtrat est évaporé, congelé et lyophilisé. 

1.2.5. Purification sur gel 40S 

  La purification a été réalisée à partir de la totalité de la fraction lyophilisée éther 

provenant de la méthode de purification sur disque SDB. L’échantillon (201 mg) est repris dans 

20 mL d’eau distillée. Une colonne contenant du gel TOYOPEARL®  HW-40S a été utilisée pour 

le fractionnement. La hauteur du gel est de 11,5 cm et le diamètre de la colonne de 4,5 cm. Le 

système est soumis à une pression sous azote d’un débit de 2,5 mL par minute. L’éluant utilisé 

est un mélange éthanol/eau (8/2 : v/v), et le lavage du gel est effectué avec un mélange 

acétone/eau (8/2 : v/v). 
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1.2.6. Chromatographie semi-préparative 

 L’appareil utilisé a été une HPLC semi préparative de type 940 LC Varian associée avec 

un détecteur UV. La séparation a été effectuée grâce à une colonne Microsorb C18 100-3, 

100*21,4 mm (L*ID), Dynamax Agilent à une température de 35 °C. La phase mobile binaire 

comprenait un solvant A d’eau déionisée avec 1 % d’acide acétique et un solvant B d’un 

mélange acétonitrile/eau/acide acétique (80/19/1 : v/v/v). Le temps d’acquisition a été de 14 

min selon le gradient suivant : 0–9 min, 16 % B; 10–11 min, 22 % B; 12–13 min, 80 % B; 13–14 

min, 16 % B. Le débit a été fixé à 10 mL.min−1.  

1.2.7. UPLC-DAD-ESI-IT-MS 

Les échantillons ont été analysés par UPLC-ESI-MS. La méthode de chromatographie 

UPLC ainsi que celle de détection en spectrométrie de masse sont décrites dans la partie 

Materials and Methods de la publication New flavanol O-glycosides in grape and wine en fin 

de ce chapitre. Comme dans l’article, nous avons ciblé en masse les monomères (m/z 451) et 

les dimères (m/z 739) de flavanols glycosylés. Les fragments permettant l’identification des 

deux premières familles sont résumés dans la publication en fin de ce chapitre.  

1.3. Résultats et discussions  

1.3.1. Composition en flavanols glycosylés des fractions de l’extraction liquide et celle 

sur disque SDB 

 Deux méthodes de purification des flavanols glycosylés sont comparées : par 

extraction liquide-liquide et par disque SDB. Les résultats obtenus sont présentés en Figure 

19. Les différentes barres des histogrammes représentent les intensités relatives de chaque 

isomère. Ces intensités ont été extraites des EIC ou Extract Ion Chromatogram, issus des 

masses des ions spécifiques des monomères d’ (épi) catéchine glycosylés (m/z 451, barres 

violettes) et des dimères d’ (épi) catéchine glycosylés (m/z 739, barres bleues) dans les 

fractions analysées.  
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Figure 19 – Histogrammes représentant les intensités EIC des monomères d’(épi) catéchine 

glycosylés (m/z 451) en rose et des dimères d’(épi) catéchine glycosylés (m/z 739) dans les 

fractions eau, éther et acétate d’éthyle provenant des extractions liquide-liquide en A, et des 

disques SDB en B. 

L’histogramme A correspond aux compositions en glycosides des fractions eau + NaCl, 

éther et acétate d’éthyle provenant des extractions liquide-liquide. Tout d’abord, il est à noter 

qu’aucun flavanols (mono et dimères) n’a été détecté dans la première fraction aqueuse. 

Cette première étape peut ainsi être considérée comme une étape de lavage car sur 1 g 

d’extrait de polyphénol, 305 mg de fraction aqueuse lyophilisée ont été récupérés. La fraction 

éther ainsi que celle d’acétate d’éthyle sont ainsi les plus intéressantes. Cinq isomères de 

dimères de flavanols glycosylés ont été détectés dans la fraction éther. Des traces de ces 

composés sont retrouvées dans la fraction d’acétate d’éthyle. Cette dernière contient aussi 

quatre isomères d’ (épi) catéchine glycosylés. Cette méthode de purification permet d’isoler 

efficacement les dimères de flavanols glycosylés. Cependant, les étapes de purification sont 

longues et utilisent de grandes quantités de solvant. 

L’histogramme B représente la composition des composés glycosylés des fractions eau, 

éther et acétate d’éthyle des fractionnements sur disque SDB. Comme pour la méthode 

d’extraction liquide-liquide, trois isomères de dimères d’ (épi) catéchine glycosylés possèdent 

une affinité pour l’éther, dont trois en commun avec la purification précédente. Le 

fractionnement semble cependant moins sélectif. En effet, des traces de dimères sont à la fois 

retrouvées dans la première fraction à l’eau et dans la dernière à l’acétate d’éthyle. Cinq 
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monomères de (épi) catéchine glycoside sont retrouvés dans la fraction aqueuse mais en 

faibles intensités. Cette méthode a pour avantage d’être rapide et d’utiliser peu de solvant. 

Nous avons choisi d’utiliser la fraction éther de la méthode sur disque SDB pour entamer 

d’autres étapes de purification. Pour 1 litre de vin, 87 mg de fraction éther lyophilisée sont 

récupérés.  

1.3.2. Purification des dimères de flavanols glycosylés par chromatographie  

Le gel TOYOPEARL® HW-40S est généralement utilisé pour purifier des protéines par 

exclusion de taille. Ici, les molécules telles que les flavanols glycosylés peuvent former des 

liaisons faibles avec la résine, ce qui va ralentir leur migration. Plus les flavanols sont 

polymérisés, plus leur migration sera ralentie car la molécule possèdera une polarité 

supérieure. On s’attend donc à ce que les monomères possèdent un temps d’élution inférieur 

aux dimères. La purification sur ce gel a permis de récupérer neuf fractions dont les masses 

récupérées et les compositions en monomères et dimères d’ (épi) catéchine glycosylés de 

chaque fraction sont présentées en Figure 20. 
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Figure 20 – Histogrammes représentant les masses de chaque fraction (A) provenant de la 

purification sur disque SDB ainsi que les intensités relatives en EIC des dimères d’ (épi) 

catéchine glycosylés (m/z 739) en bleu (B). 

 Les différentes fractions récupérées de la colonne sont numérotées sur l’histogramme 

de 1 à 9. Les dimères d’ (épi) catéchine glycosylés sont élués de la fraction 4 jusqu’à la fraction 

8. La dernière fraction 9 correspond au lavage de la colonne, confirmé par l’absence de 

détection de composés d’intérêts et une masse importante correspondant à 43 % de la masse 

totale récupérée. Cette étape permet de laver et de régénérer la colonne des molécules de 

masse élevée comme les tanins de fort DP (Figure 20.A.). Par comparaison avec la fraction 

éther analysée précédemment (Figure 19.B.), deux nouveaux dimères glycosylés sont 

détectés grâce à cette deuxième étape de purification. Ce résultat peut s’expliquer par la 

concentration en dimères glycosylés dans les fractions récupérées.  On observe en effet un 

gain en intensité d’un facteur 10 entre les disques SDB et la chromatographie sur colonne. 

Afin de séparer et de récupérer les dimères, les fractions 6, 7 et 8, correspondant à 12,5 % de 

la  masse totale récupérée, ont été rassemblées et injectées en chromatographie semi-
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préparative (chromatogramme UV à 280 nm en Annexe 1). Sept pics correspondant à sept 

fractions notées F1, F2, F4 (composition en Annexe 2), F6, F8, F10 et F11 sont récupérés et 

analysés par spectrométrie de masse. Le chromatogramme UV à 280 nm (A) ainsi que l’EIC à 

m/z 739 (B) et la MS2 associée (C) de la fraction F4 est présentée en Figure 21.  

 

Figure 21 – Chromatogramme UV (280 nm) en A, EIC à m/z 739 en B et la MS2/3 

correspondante de la fraction 4 provenant de la chromatographie semi préparative 

(chromatogramme UV à 280 nm en Annexe 1) 

La longueur d’onde à 280 nm est caractéristique des flavonoïdes. Ainsi, par 

comparaison des temps de rétention en UV et de l’unique pic de l’EIC, on peut remarquer que 

la fraction analysée est concentrée en une molécule à un temps de rétention de 12 min, d’une 

masse de 740 et à une intensité EIC de 6.106. Les fragments MS2/3 de ce composé (Figure 22.C) 

avec les fragmentations correspondantes décrites précisément dans l’article 1 sont les 

suivantes : 289 et 449 (rupture de la liaison inter flavanique), 435 (Retro Diels Alder Cycle C), 

339 (ion 449 avec perte du cycle B d’une masse m/z de 110) et finalement, 721 (perte d’eau 

d’une masse de 18). Ces fragments sont spécifiques d’un dimère d’épicatéchine glycosylé. Afin 

de déterminer leur structure, l’échantillon a été analysé par RMN. Les résultats n’ont pas été 

concluants dû à une concentration en molécule ciblée trop faible.  
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1.4. Conclusion et perspectives 

 Cette méthode de purification par disque SDB suivi de chromatographie de type gel 

40S et C18 nous a permis d’obtenir une fraction riche en un dimère d’ (épi) catéchine glycosylé. 

Son identification a été possible grâce à des analyses UV et de spectrométrie de masse. Les 

MS2/3 ont été analysés et attribués à des fragmentations spécifiques de cette molécule. 

L’objectif suivant de ce travail serait de répéter les étapes de purifications afin d’obtenir une 

plus grande quantité de molécule purifiée. Ceci nous permettrait de déterminer sa structure 

par RMN et d’en faire un standard pour des quantifications.  
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2. HEMISYNTHESES A PARTIR DE GLYCOSYLTRANSFERASES,  

UGT72L1ET UGT71A15 

Les hémisynthèses enzymatiques testées durant cette thèse ont mis en jeu deux types de 

glucosyl transferases (GTs).  

Le premier objectif a été d’obtenir des bactéries contenant le gène capable d’exprimer les 

différentes GTs. Au laboratoire, nous disposions du clone bactérien de type Escherichia coli 

contenant le plasmide portant l’ADNc du gène codant l’UGT72L1, fourni par l’équipe de Dixon 

qui l’avait isolé à partir de l’enveloppe des graines de M. truncatula (Pang, et al., 2008). La 

seconde GT est l’UGT71A15. Sa production a été possible grâce à la collaboration avec l’équipe 

de M. Bernd Nidetzky de l’Institute of Biotechnology and Biochemical Engineering de Graz en 

Autriche. Cette partie comporte le « matériel et méthode » présentant le protocole 

permettant la production de ces enzymes.  

2.1 Matériels et Méthodes 

2.1.1. Production de l’enzyme UGT72L1 

Le gène UGT72L1 a été induit dans un vecteur de type pMAL permettant l’expression 

de la protéine de fusion  UGT72L1-MBP (Maltose binding protein) dans E. coli BL21 (DE3).  

- Induction de la synthèse de la protéine recombinante 

Les cellules bactériennes sont cultivées dans du LB en présence d’ampicilline à 100 µg.mL-

1, et 10 g.L-1 de glucose à 37°C. L’expression de la protéine recombinante par les cellules d’E. 

coli, est induite lorsque la culture bactérienne atteint une DO600 = 0,6, par ajout d’isopropyl-β 

D- thiogalactopyranoside (IPTG) à une concentration finale de 0,3 mM. La culture est 

poursuivie toute la nuit à 16 °C sous 225 rpm d’agitation.   

- Préparation du lysat cellulaire bactérien 

 La culture est centrifugée à 4000 g pendant 30 minutes à 4 °C. Le surnageant est éliminé 

et le culot est resuspendu avec 25 mL de tampon de colonne (Tp) constitué d’une solution de 
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20 mM Tris-HCl pH 7,4, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, ainsi que 0,1 % (v/v) de Triton 

X-10. La suspension cellulaire est placée dans un bain de glace puis broyée par ultrasonication 

durant 5 min dans les conditions suivantes : puissance des ultrasons de 50 Watts (output 5), 

période d’ultrasonication de 30 % (duticycle 30) et diamètre de sonde de 20 microns. Le broyat 

est ensuite centrifugé à 20 000 g pendant 20 min. 

- Purification de l’enzyme 

La protéine recombinante UGT72L1-MBP est purifiée par chromatographie d’affinité sur 

une résine amylose (New England Biolabs). Le surnageant est déposé sur la résine d’amylose 

de volume V (10 mL) ayant préalablement été lavée (régénération) par successivement 3 fois 

son volume (3 x V)  d’eau Milli-Q, 3 x V de SDS à 0,1 %, 1 x V d’eau Milli-Q, 3 x V de Tp. Après 

dépôt, la colonne est tout d’abord lavée par 12 x V de Tp puis, la protéine est éluée par 6 x V 

de tampon d’élution (40 mL de Tp additionné de 10 mM de maltose), avec des fractions de 

1/5ème de V. 

2.1.2. Production de l’enzyme UGT71A15 

Le gène UGT71A15 (GenBank: DQ103712) a été introduit dans le vecteur pETSTRP3 

pour son expression dans E. coli de type BL21 gold (DE3). Ce protocole est basé sur des travaux 

ultérieurs (Lepak, et al., 2015).  

- Induction de la synthèse de la protéine recombinante 

Les cellules bactériennes sont cultivées dans un erlenmeyer d’un litre contenant 300 mL 

de milieu LB en présence de kanamycine à 50 µg.mL-1 à 37°C, et agitées à 320 rpm jusqu’à 

atteindre une DO600 de 0,5. Le milieu est ensuite ramené à une température de 20 °C. 

L’expression de la protéine est déclenchée par ajout de l’IPTG à 0,5 mM. 

- Préparation du lysat cellulaire bactérien 

Après 18 h, les bactéries sont récoltées et centrifugées à 5000 rpm à 4 °C pendant 30 min. 

Le culot bactérien est resuspendu dans de l’eau désionisée. La suspension cellulaire est 
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ensuite placée dans un bain de glace (- 5 °C) puis broyée par ultrasonication (10 s on, 20 s off, 

3 min). Le lysat est clarifié par centrifugation à 20 000 g pendant 60 min et filtré sur 1,2 µm. 

- Purification de l’enzyme 

Le surnageant est déposé sur une colonne Strep-Tactin (IBA, Germany) de 3 mL et les étapes 

de purification sont celles recommandées par IBA. Le rééquilibrage est effectué avec 3 

volumes de colonne (VCs) avec du tampon de lavage W (100 mM Tris/HCl pH 8,0, 150 mM 

NaCl, 1 mM EDTA). La protéine est éluée avec le tampon d’élution E (100 mM Tris/HCl pH 8,0, 

150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2,5 mM desthiobiotine). Les premiers 0,5 VCs sont éliminés et le 

reste de l’élution est récupéré. La colonne est régénérée par 15 VCs de tampon R (100 mM 

Tris/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM d’acide hydroxyazophenyl benzoïque) et 

finalement rééquilibrée par 10 VCs de tampon W. L’UGT71A15 purifiée est concentrée dans 

un centricon (3 kDa, PES). Le solvant est changé par centrifugation répétée de 14 mL d’HEPES 

à pH 5 dans le centricon. L’extrait contenant les protéines recombinantes libérées est stocké 

à -20 °C en présence de 10 % de glycérol. 

2.1.3. Dosage des protéines par réactif de Bradford 

Les protéines produites sont dosées par la méthode de Bradford (Bradford, 1976). 

Le réactif de Bradford est préparé comme suit : 100 mg de Brillant Blue G sont suspendus dans 

50 mL d’EtOH à 95%. 100 mL d’H3PO4 sont ajoutés, complétés par 850 mL d’eau milli-Q. La 

solution est ensuite homogénéisée par agitation et stockée à 4 °C. 

On effectue un étalonnage avec une solution de BSA (Bovine Serum Albumine) à 1 g.L-1 (voir 

Figure 22). 
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Figure 22 – Courbe d’étalonnage de BSA 

2.1.4. Hémisynthèse flavan-3-ols glucosylés par action de l’UGT72L1 (Pang, Peel et 

al., 2008) 

Dans un volume réactionnel de 100 µL, 15 µL d’UGT72L1 à une concentration de 0,863 

µg.µL-1 sont mis en contact avec de l’UDPG à 0,25 mM, 100 mM de Tris-HCl et différents 

réactifs, la (+)-catéchine, l’(-)-épicatéchine et le dimère B1 à 0,1 mM. Le milieu est incubé 

pendant 1 h à 30 °C. Les résultats obtenus ont été analysés par UPLC-ESI-MS d’après la 

méthode décrite dans l’article 1. 

2.1.5. Hémisynthèse flavan-3-ols glucosylés par action de l’UGT71A15 

Le protocole est décrit dans l’article 1. Les tests d’hémisynthèses ont été réalisés à 

partir de l’UDPG et des mêmes réactifs que ceux utilisés avec l’UGT72L1. 

2.2 Résultats et discussions 

2.2.1. Hémisynthèse par l’UGT72L1 

 Des essais catalytiques en présence de cette enzyme ont donc été effectués entre 

différents flavanols et le donneur de sucre, l’UDPG. Les chromatogrammes UV à 280 nm sur 

la Figure 23 montrent les résultats obtenus avec en (A), l’(-)-épicatéchine comme accepteur 

et en (B), la (+)-catéchine. Aucune activité n’est détectée vis-à-vis du dimère B1. Les résultats 

suivants sont similaires aux deux réactions : la conversion du flavanol n’est pas totale et un 

sous-produit inconnu est formé à un temps de rétention de 7,5 min. L’analyse MS de ce 

y = 9.4666x2 + 14.373x - 7.155

R² = 0.9945
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dernier pic n’a donné aucun résultat probant. La réaction avec l’(-)-épicatéchine a permis la 

formation de deux produits à 4,7 et 5,1 min ayant une masse conforme (m/z 451) à une 

épicatéchine glucosylé. La purification n’a pas été effectuée dû à un rendement trop faible. 

 

Figure 23 – Chromatogrammes UV à 280 nm de la réaction avec l’UGT72L1, l’UDPG et la (+)-

catéchine (en B) ou l’(-)-épicatéchine 

 D’après la littérature (Pang, et al., 2008), l’UGT72L1 montre très peu d’activité pour la 

(+)-catéchine et aucune pour le dimère B1, ce qui est en accord avec nos résultats. Cependant, 

nos résultats pour l’(-)-épicatéchine diffèrent de ceux de la littérature.  

2.2.2. Hémisynthèse flavan-3-ols glucosylés par action de l’UGT71A15 

 Les résultats obtenus avec cette enzyme sont présentés dans l’article 1. En effet, 

l’UGT71A15 présente une forte affinité pour la (+)-catéchine en produisant majoritairement 

la (+)-catéchine -3’-O-b-glucoside (C3’OG) et comme produit secondaire la (+)-catéchine 7-O-

b-glucoside (C7OG). Des tests enzymatiques ont parallèlement été effectués sur l’(-)-

épicatéchine et le dimère B1, cependant aucun produit formé n’a pu être détecté.  

2.3 Conclusion et perspectives 

 Pour conclure, deux glucosyl transférases, l’UGT72L1 et l’UGT71A15 ont été produites 

avec succès. Des hémisynthèses sur des flavanols commerciaux, la (+)-catéchine, l’(-)-

épicatéchine et un dimère de flavanol de type B1, ont ainsi pu être testées. Les résultats ont 

été peu concluants concernant l’UGT72L1 de l’équipe de Dixon, cette enzyme ayant pour rôle 

la formation de E3’OG dans M. truncatula (Pang, et al., 2008). Il est à noter que la production 
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de cette enzyme a été laborieuse, et que son expression et sa purification ont étés obtenues 

au bout de nombreux essais avec un faible rendement. L’une des hypothèses serait que le 

plasmide ou la souche bactérienne seraient défectueux. Un re-séquençage aurait pu être 

effectué, pour valider cette hypothèse, mais n’aurait cependant pas permis d’obtenir une 

protéine active. Une autre possibilité est que les étapes de production, purification et 

utilisation de l’enzyme nécessitent des conditions particulières qui ne sont pas décrites 

précisément dans l’article (Pang, et al., 2008). Contactée, le Dr Pang a confirmé que la plupart 

des collègues à qui elle avait fourni le clone bactérien n’avaient pas été en mesure de 

reproduire ces expérimentations. 

 Ces travaux ont permis la production de l’UGT71A15, et d’effectuer des tests probants 

sur les flavanols commerciaux cités précédemment. La C7OG a été formée et la C4’OG a été 

synthétisée et purifiée.  
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3. NOUVEAUX FLAVAN-3-OLS DETECTES DANS LE RAISIN ET DANS 

LE VIN  

Les flavan-3-ols sont des composés de la famille des flavonoïdes largement étudiés de par 

leur présence et leurs propriétés bénéfiques dans les plantes. Dans le raisin, les molécules les 

plus représentées sont la (+)-catéchine, l’(-)-épicatéchine, l’(-)-épigallocatéchine, l’(-)-

épicatéchine gallate et les proanthocyanidines (PA). La biosynthèse de ces unités 

monomériques est décrite dans la littérature et a été développée dans la partie Chapitre 1 – 

3. Biosynthèse des flavanols. Au contraire, le mécanisme de polymérisation des PA reste à ce 

jour inconnu. L’UGT72L1 serait impliquée dans leur biosynthèse : une surexpression de cette 

enzyme provoque une accumulation de PA et catalyse la  formation de l’E3’OG dans le 

cytoplasme (Pang, et al., 2013).  

Nous nous sommes intéressés à la détection de flavanols glycosylés et de leurs évolutions 

dans le raisin et dans le vin. Ces composés pourraient jouer un rôle dans la biosynthèse des 

tanins et leur présence a été signalée dans une grande variété de plantes. Les monomères de 

flavanols glycosylés ont déjà été détectés dans les pépins de raisins et dans le vin de Merlot 

(Delcambre and Saucier, 2012). Dans cette étude, les monomères et dimères de flavanols 

monoglycosylés ont été analysés dans le raisin et dans le vin par une méthode d’UPLC-DAD-

ESI-IT-MS. Les différentes hypothèses étudiées et confirmées durant ces travaux ont été les 

suivantes : 

- Des isomères de monomères et de dimères d’(-)-épicatéchine et de (+)- catéchine 

glycosylés sont présent dans les raisins et les vins analysés.  

- La composition de ces composés dépend de paramètres de type variété du raisin, tissu 

biologique étudié, stade de maturité. 

- Certains monomères sont de la classe des b-glucosides. 

Cette dernière partie a fait l’objet d’une première publication sur ces travaux de thèse dans le 

journal Food Chemistry, intitulée New flavanol O-glycosides in grape and wine. Elle est 

présentée ci-dessous.  
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Les flavanols glycosylés sont des composés d’intérêt en tant que transporteurs des 

unités de (épi) catéchine et potentiellement en tant qu’intermédiaires dans la biosynthèse des 

PA (Zhao and Dixon, 2009), (Marinova, et al., 2007). Le second objectif principal de cette thèse 

fut ainsi d’analyser leur présence au cours du développement de la baie de raisin. Les pépins 

et la pellicule de raisin contiennent des concentrations élevées en flavanols (Peyrot des 

Gachons and Kennedy, 2003), (Terrier, et al., 2009). Les flavanols s’accumulent 

majoritairement avant véraison (Kennedy, et al., 2001). Il est alors intéressant d’étudier les 

cinétiques des teneurs en flavanols glycosylés au cours du développement de la baie de raisin. 

Ce chapitre présente dans une première partie le développement d’une méthode 

originale d’analyse de divers flavanols glycosylés basée sur de la détection par spectrométrie 

de masse. Dans une seconde partie, cette méthode d’analyse quantitative a été utilisée sur 

des échantillons de raisins provenant de différents cépages à plusieurs stades de 

développement. Les résultats associés ont donné lieu à la rédaction d’une deuxième 

publication (article 2) en cours de soumission : Identification and quantification of flavanol 

glycosides in Vitis Vinifera grape seeds and skins during ripening.  
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1. DEVELOPPEMENT D’UNE METHODE D’ANALYSE POUR 

L’IDENTIFICATION ET LA QUANTIFICATION DES FLAVANOLS 

GLYCOSYLES  

La technique d’analyse permettant de quantifier les monomères et dimères de flavanols 

glycosylés utilisée a été la chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse triple 

quadripôle en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring).  

La séparation des molécules d’intérêt dans nos échantillons a été réalisée en 

chromatographie liquide ultra haute performante (UHPLC). La méthode choisie est détaillée 

dans l’article 2. 

Le développement de la méthode d’analyse et de détection des flavanols glycosylés s’est 

basé sur l’optimisation des deux parties  du spectromètre de masse illustrées en Figure 24 :  

- la source d’ionisation  

- L’analyseur de type triple quadripôle 

 

Figure 24 – Schéma d’un spectromètre de masse triple quadripôle opérant en mode MRM 

 Premièrement, les molécules d’intérêt doivent être ionisées pour que leurs rapports 

m/z puissent être mesurés par le spectromètre. La méthode d’ionisation utilisée pour nos 

expériences a été l’ElectroSpray Ionisation (ESI) en mode négatif. Les paramètres liés à cette 

source concernent l’énergie d’ionisation, les températures d’évaporation et du gaz de 

nébulisation, la pression du gaz ainsi que son débit. Afin d’effectuer une ionisation optimale, 
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les ions parents (m/z) correspondant aux flavanols mono et diglycosylés ont été ciblées. Un 

logiciel permettant la mise en place automatique d’un plan d’expérience a été utilisé pour 

tester les valeurs optimales des paramètres cités plus haut. A la fin des acquisitions, un 

ensemble de paramètres a été choisi. 

 Le développement de la méthode a consisté deuxièmement à optimiser les paramètres 

du triple quadripôle pour l’analyse des échantillons en mode MRM. Cette étape nécessite la 

détection d’ions parents et d’ions fils caractéristiques des différents flavanols glycosylés 

(Tableau 3) présents dans un échantillon. Pour cela, un mélange a été réalisé à partir de deux 

extraits riches en polyphénol ; un de pépin et un autre de pellicule de Tannat à maturité. Le 

protocole d’extraction est spécifié dans l’article 2. Une infusion du mélange est effectuée 

pendant 30 secondes. Cette étape permet l’acquisition du spectre de masse MS2 de chaque 

ion parent ciblé avec leur m/z correspondant listé dans le Tableau 3.   
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Composés m/z 

(épi) catéchine (M) 289 

(épi) gallocatéchine (EGC) 305 

(épi) catéchine gallate 

(ECG) 441 

M monoglycosylé (MMG) 451 

EGC MG 467 

ECG MG 603 

EC diglycosylé (DG) 613 

EGC DG 629 

ECG DG 765 

dimère d’EC (D) 577 

DMG 739 

DDG 901 

trimère d’EC (TEC) 865 

TEC MG 1027 

TEC DG 1189 

quadrimère d’EC (QEC) 1153 

QEC MG 1315 

QEC DG 1477 

Tableau 3 – Liste des composés d’intérêt avec leur masse ionisée (mode négatif) 

correspondante (m/z) 

Des ions fils sont alors choisis pour chaque ion parent : un pour la quantification et les 

autres (si détectés) pour l’identification ; deux exemples sont illustrés en Figure 25. Cette 

étape est spécifique de la quantification en mode MRM. De là, les transitions (ion parent -> 

ion fils) ont pu être optimisées à travers les trois paramètres du triple quadripôle notés Q1, 

Q2 et Q3.  

Comme illustrée sur la Figure 24, un échantillon est injecté dans le spectromètre 

permettant l’ionisation des molécules par la source. Les ions produits entrent ensuite dans le 

premier quadripôle. L’analyse Q1 fonctionne alors en mode filtre : les différences de 

potentiels appliquées sur le premier quadripôle de l’analyseur permettent alors de 

sélectionner un ion avec un m/z spécifique (ion parent) qui sera alors le seul à pouvoir 

traverser cet analyseur pour arriver en Q2. Cet ion parent, entouré en violet sur la Figure 24, 

entre dans le deuxième quadripôle correspondant à la cellule de collision. Cette cellule 
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permet, en appliquant une énergie spécifique, la fragmentation des ions par collision avec les 

molécules de gaz remplissant la cellule (He). Les ions fils sont issus de cette fragmentation. 

Finalement, les différences de potentiels appliquées à l’analyseur quadripolaire Q3 

permettent de filtrer l’ion fils sélectionné. 

 

 

Figure 25 – Exemples de spectres de masse du second ordre avec les ions fils sélectionnés :  

A. (épi) catéchine glycosylés (m/z 451)   ;  B. dimère d’ (épi) catéchine glycosylé (m/z 739) 

En rouge, la masse de l’ion de quantification et en noir la masse des ions de qualification 
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2. QUANTIFICATION DES FLAVANOLS GLYCOSYLES AU COURS DU 

DEVELOPPEMENT DE LA BAIE  

2.1. Introduction de l’article 2  

L’identification et la quantification des flavanols glycosylés a été effectuée grâce à la 

méthode d’UHPLC-ESI-QqQ-MRM développée dans l’article ci-dessous.  

Tout d’abord, il est à noter que l‘analyse des EGC, des ECG et de leurs dérivés (glycosides 

et polymères) n’ont donné aucun résultat probant dans nos échantillons. De plus, les trimères 

et quadrimères d’ (épi) catéchine et leurs dérivés glycosylés n’ont pas été détectés. L’absence 

ou la faible détection de ces composés peut s’expliquer par leur faible présence dans le raisin. 

La méthode de détection du spectromètre a en effet été optimisée sur les flavanols glycosylés 

et non glycosylés majoritaires. Une optimisation des paramètres de masse sur les composés à 

faibles concentrations constitue ainsi une perspective de travail. 

L’article soumis n° 2 a pour titre « Identification and quantification of flavanol glycosides 

in Vitis Vinifera grape seeds and skins during ripening ». Il porte sur la présence de 

monomères et de dimères d’ (épi) catéchine monoglycosylés, et diglycosylés présents dans les 

pellicules et les pépins de raisin. L’étude a porté sur trois variétés différentes, la Syrah, le 

Merlot et le Tannat récoltées à différents stades de développement. Il a ainsi été montré que : 

- Les monomères et dimères d’ (épi) catéchine diglycosylés ont été découverts pour la 

première fois et uniquement dans les pépins de raisins. 

- L’évolution des teneurs en flavanols mono et diglycosylés au cours du développement 

du raisin a été étudiée séparément dans les pellicules et les pépins des raisins des trois 

variétés considérées. 

- Une diminution en monomères d’ (épi) catéchine monoglycosylés a été observée dans 

la pellicule au cours de la maturation du raisin Les dimères s’accumulent un peu après 

le point de véraison et ensuite diminuent lorsque la baie est à maturité. 

Les monomères et dimères d’ (épi) catéchine diglycosylés s’accumulent dans les pépins 

au cours de la maturation. 
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2.2. Rectifications article 2 

2.2.1. Matériels et méthodes 

Les raisins utilisés lors de cette étude ont été prélevées au Campus de la Gaillarde à 

Montpellier à quatre stades de développement différents : avant véraison, proche véraison 

après véraison et à maturité pour les cépages Tannat et Syrah. Pour le Merlot, les mêmes 

prélèvements ont réalisés comptant un stade en plus durant la période post véraison. La 

Figure 26 montre l’évolution du degré d’alcool potentiel des trois cépages étudiés en fonction 

du temps de développement. A noter que ce paragraphe permet de rectifier une erreur de la 

figure 6 de l’article 2 ci-après. En effet, il ne s’agit pas du degré Brix pour l’unité des ordonnées 

mais du degré d’alcool potentiel. 

 

Figure 26 - Evolution du degré d’alcool potentiel des trois cépages Merlot, Syrah et Tannat au 

cours du temps 

La concentration en flavanols glycosylés est calculée par pépins et pellicule d’une baie de 

raisin, sur matière fraîche, et quantifiée et semi-quantifiée par la (+)-catéchine 4’-O-b-

glucoside synthétisée. Les flavanols « classiques » (monomères et dimères) ont été quantifiés 

et semi-quantifiés par mesure de la courbe de calibration de la (+)-catéchine commerciale. 

2.2.2. Nombres d’isomères de flavanols glycosylés retrouvés dans les pellicules et 

pépins de raisins analysés 
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Les quantités d’isomères doivent être rectifiées par rapport à celles décrites dans 

l’article 2. Le tableau 4 regroupe les chiffres justes des différents flavanols glycosylés retrouvés 

dans nos échantillons. 

Noms 

(m/z) 

MMG 

(451) 

MDG 

(613) 

DMG 

(739) 

DDG 

(901) 

Pépins 9 9 19 3 

Pellicules 10 0 12 0 

Tableau 4 – Nombres d’isomères de flavanols glycosylés retrouvés dans les pépins et pellicules 

de Merlot, Syrah et Tannat. 
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Les polyphénols sont des composés essentiels du vin de par leurs propriétés 

organoleptiques. Durant l’élaboration du vin, ils sont extraits lors de la macération, la 

fermentation alcoolique (FA) et lors du vieillissement. Afin de compléter l’état de l’art sur les 

flavanols glycosylés, nous avons étudié leurs cinétiques d’extraction au cours de la FA et leur 

composition finale dans le vin rouge. Cette étude fait l’objet d’un article 3 en cours de 

soumission. 

 Pour cela, des microvinifications sur des raisins de variété Syrah et Grenache ont été 

réalisées à l’Unité Expérimentale de Pech Rouge, à Gruissan.  Des prélèvements tout au long 

du processus de FA nous ont permis d’étudier l’évolution de 22 isomères de monomères et 

des dimères d’ (épi) catéchine mono et diglycosylés. Une analyse complémentaire a permis la 

quantification des mono et diglycosides dans les pépins et la pellicule des baies de raisins 

séparément afin d’étudier leurs origines dans le vin. L’identification et la quantification de ces 

composés ont été réalisées par la méthode de chromatographie et de détection par MRM 

décrite dans le Chapitre 3 de ce mémoire.  

 Les profils d’extractions des flavanols glycosylés au cours de la FA sont similaires pour  

les deux variétés fermentées. La quantité totale des différentes familles de composés 

augmente au cours de la vinification, et ensuite diminue en fin de FA. Dans les vins finaux, les 

concentrations sont de l’ordre du mg. Pour le Grenache, de fortes diminutions en flavanols 

mono et diglycosylés sont mesurées après pressurage du vin tandis que pour la Syrah, la 

diminution est observée un jour avant (7e jour). Une étude plus précise de l’évolution de 

chaque isomère a également été réalisée. Il a été observé que certains composés étaient 

dégradés préférentiellement, et ce potentiellement du fait de l’activité de glycosidases du 

raisin et des levures. 

  Les teneurs en ces composés dans le raisin sont variables selon les pépins et les 

pellicules analysées et vont de 0,7 ng à 0,7 mg par gramme de tissu. Les pellicules présentent 

une plus grande teneur en monoglycosides et les pépins en diglycosides. Cette observation 

induit une origine multiple de flavanols glycosylés dans le vin.  
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Bilan des résultats de thèse 

Au terme de ce manuscrit, une conclusion générale sur les résultats et observations 

obtenus sur « les flavanols glycosylés, du raisin au vin » s’impose. Une étude bibliographique 

préliminaire a permis dans un premier temps de mettre en lumière les enjeux des recherches 

sur les flavanols glycosylés. Détectés dans de nombreuses espèces de plantes, ils pourraient 

être des précurseurs potentiels des proanthocyanidines, polyphénols majoritaires du raisin. 

 Deux voies de synthèses et de purification marquantes de flavanols glycosylés ont été 

détaillées dans ce manuscrit.  

v Une méthode d’extraction/purification sur extrait de polyphénols provenant de vin 

Tannat a été testée, l’une par fractionnement sur des disques de type Styrène Divinyl 

Benzene (SDB), et l’autre par des étapes d’extractions liquide-liquide successives. 

L’utilisation des deux méthodes a permis de mettre en évidence l’affinité particulière 

des dimères de flavanols glycosylés pour le solvant éther diéthylique. Les flavanols 

glycosylés sont des composés minoritaires du vin et du raisin. Une quantité importante 

de matière première doit ainsi être utilisée pour les isoler. Etant plus facilement 

réalisable en grand volume, le fractionnement sur disques SDB a été sélectionné pour 

des étapes de purification supplémentaires sur colonne de type SDB. Les fractions 

d’intérêt ont ensuite été rassemblées et analysées par chromatographie semi 

préparative. Cette méthode a permis pour la première fois l’isolation d’un dimère d’ 

(épi) catéchine glycosylé, dont l’identification a été validée par spectrométrie de 

masse.  

v Deux glucosyltransférases, l’UGT72L1 et l’UGT71A15 ont été ciblées car décrites 

comme ayant des affinités pour les flavanols et produites avec succès au laboratoire. 

Des hémisynthèses sur des flavanols commerciaux, la (+)-catéchine, l’(-)-épicatéchine 

et un dimère de flavanol de type B1, ont ainsi pu être testées. Les résultats ont été peu 

concluants concernant l’UGT72L1 de l’équipe de Dixon. L’hémisynthèse mettant en jeu 

l’UGT71A15 a permis l’obtention de deux catéchines glucosylés, la C7OG et la C4’OG ; 

cette dernière a été isolée et sa structure a été caractérisée et validée par 
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spectrométrie de masse et RMN. Cette molécule a servi d’étalon interne pour les 

quantifications des flavanols glycosylés dans les raisins et les vins. 

Au terme de ce travail, un état de l’art de la composition en flavanols glycosylés a été réalisé 

dans le raisin et le vin. Des différences de quantités relatives selon le cépage, le tissu (pépin 

ou pellicule) et le stade de maturité ont été mises en évidence. Certains monomères ont été 

détectés comme appartenant à la classe des b-0-glucosides, par comparaison avec le standard 

C4’OG. 

L’évolution des flavanols glycosylés au cours de la maturation du raisin a ensuite été 

étudiée séparément dans les pellicules et les pépins de raisin. Une méthode de quantification 

basée sur l’UHPLC-ESI-QqQ-MRM a été optimisée. La C4’OG a ainsi été utilisée comme 

standard interne et a permis la semi quantification des isomères de flavanols mono et 

diglycosylés. Des monomères et dimères d’ (épi) catéchine diglycosylés ont été découverts 

pour la première fois et uniquement dans les pépins de raisins. Une diminution en monomère 

d’ (épi) catéchine monoglycosylés a été mesurée dans la pellicule au cours de la maturation 

du raisin. Les dimères s’accumulent un peu après le point de véraison et ensuite diminuent 

lorsque la baie est à maturité. Les monomères et dimères d’ (épi) catéchine diglycosylés 

s’accumulent dans les pépins au cours de la maturation. Des études complémentaires sont 

désormais nécessaires afin d’analyser leur rôle potentiel d’intermédiaire dans la biosynthèse 

des tannins. 

Finalement, les cinétiques d’évolution des monomères et des dimères de flavanols mono 

et diglycosylés ont été suivies au cours de la fermentation alcoolique (FA) de microvinifications 

de raisins de variété Grenache et Syrah. Les cinétiques d’extraction de ces composés sont 

globalement similaires avec quelques décalages dans le temps pour certains composés. Une 

augmentation globale de chaque famille a été mesuré jusqu’au 7ème jour de fermentation, et 

ensuite un fort déclin en fin de FA dans le cas de l’expérimentation sur Syrah. Pour le 

Grenache, une diminution a été mesurée après pressurage. Certains isomères de flavanols 

glycosylés se dégradent tandis que d’autres spécifiques subsistent dans les vins finaux. Ceci 

suggère la présence de sites de glycosylation différents selon les composés qui pourraient être 
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potentiellement dégradés ou non par des glycosidases de raisin ou de levure pendant la 

fermentation.  

Perspectives globales 

 En finalité des travaux abordés durant ces trois ans, différentes perspectives peuvent 

être envisagées. 

 Les premiers objectifs ont été de mettre en place différentes voies d’obtention de 

flavanols glycosylés afin d’étudier leurs structures dans le raisin et dans le vin. Dans des 

travaux futurs, il serait tout d’abord possible d’effectuer de nouveaux les étapes d’extraction 

et de purification sur des extraits de Tannat, mais en plus grande quantité. L’isomère de 

dimère d’ (épi) catéchine monoglycosylés pourrait ainsi être caractérisé par RMN.  

D’autres tests enzymatiques pourraient aussi être testés. Certaines hémisynthèses 

utilisant la b-glucosidase d’amande ont aussi été réalisées au laboratoire, et pourraient être 

optimisées dans de futurs travaux.  

Des tests de polymérisation pourraient également être mis en place à partir de 

flavanols et flavanols glycosylés marqués par un isotope (comme le Carbone 13). L’objectif 

serait de synthétiser ces composés en utilisant des flavanols commerciaux marqués au 13C, de 

les insérer dans une cellule et d’analyser ensuite les produits de condensation formés, comme 

illustrés en Figure 26 afin de vérifier l’incorporation des monomères glycosylés dans des 

polymères. 
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Figure 26 – Proposition de mécanismes de polymérisation des flavan-3-ols glycosylés marqués 

en 13C (étoile bleue) en proanthocyanidines 

 Une autre voie de recherche possible serait d’élucider la nature de certaines GTs 

responsables de glycosylation des flavanols car de nombreux isomères ont été mis en 

évidence impliquant certainement différentes GTs. 

Enfin, il serait intéressant de mieux caractériser les structures des différents isomères 

et leurs sensibilités aux glycosidases responsables de l’hydrolyse des flavanols glycosylés 

pendant la fermentation. On peut aussi imaginer leur rôle potentiel dans la polymérisation 

des PA avec des phases successives de glycosylation et de déglycosylation des flavanols. 
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Appendix article 1: New O-glycosides in wines and grapes 

· (+)-catechin 4’-O- b -glucoside (C4’OG) 

 

Cat : (+)-catechin 

A15 : UGT71A15 

· (+)-catechin 7-O-b-glucoside (C7OG) 

 

Controls  cat 0 mM : reaction without (+)- catechin concentration  

  cat 1 mM A15 O mM : reaction without A15 enzym 

Appendix 1. Catechin conversion to glucoside: (+)-catechin 4’-O-b-glucoside (C4’OG) and (+)-

catechin 7-O-b-glucoside (C7OG). 
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FRAGMENTS MS2/3 

LOWER UNIT 

A-RING 

LOWER UNIT 

A-RING 

UPPER 

UNIT 

B-RING 

UPPER 

UNIT 

A-RING 

273 X  X  

287 X X 

 

X 

289 

  

X X 

339    X 

425 X X X X 

435  X  X 

449 

  

X X 

451 X X X X 

575    X 

577 X X X X 

587 X X X X 

613 X X X 

 

721 X X X X 
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Example 1: Lower Unit, B-ring 

 

 

Example 2: Lower Unit, A-ring 
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Example 3: Upper Unit, B-ring 

 

 

 

R1 to 10 = H or Hexose 

Appendix 2. Proanthocyanidin hexosides fragments depending on glucose position. 
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·  (+)-catechin-4’-O-b-glucoside 

 

 

1H NMR :  
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ROESY: 

Showing a correlation between the anomeric glucose proton (H1glc) and the proton H5'B of the catechin 

adduct 
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2D HMBC 1H/13C: 

Showing a correlation between the anomeric glucose proton (H1glc) and the carbon C4'B of the catechin 

adduct 
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· (+)-catechin-7-O- b -glucoside 

 

ROESY 

Showing the correlations between the anomeric glucose proton (H1glc) and the proton H6A and H8A 

of catechin adduct 
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TOCSY (Top: 1D 1H NMR spectrum): 

Showing correlations implying the aliphatic protons of catechin adduct (in black) and the protons of 

glucose moieties (in green) 

 

Showing the correlations implying the aromatic protons of catechin adduct 

 

Appendix 3. 
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.  

Error bars correspond to MS intensity triplicate analyses.  

Appendix 4. Flavanol hexosides present in Cabernet Sauvignon (CS) and Syrah in phase I (P-I), 

phase II (P-II) and phase III (P-III). 
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Retention time of flavanol 

hexoside monomers 

(min) 

MS2/3 fragments 

7.3 289 

8,4 289 

10,4 289 

11,3 289 

11,8 289 

 

  

Retention time of flavanol 

hexoside dimers MS2/3 fragments Theoretical hexose position 

(min) 

7,7 289, 577, 587, 721 
Upper unit – B ring 

Upper unit - A ring 

8,6 287, 449, 451, 721 Upper unit – A ring 

11,8 289, 451, 577, 721 
Upper unit – B ring 

Upper unit - A ring 

12,2 
287, 289, 341, 339, 435, 449, 

451, 569, 587, 721 
Upper unit – A ring 

13,2 
289, 339, 417, 435, 449, 451, 

577, 587, 721 
Upper unit – A ring 

14 
287, 289, 271, 339, 449, 451, 

587, 721 
Upper unit – A ring 

Appendix 5. MS2/3 of flavanol hexoside monomers and dimers 
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Chapitre 3 - Evolution de la teneur en flavanols glycosylés au cours de la 

maturation du raisin 

Appendix de l’article 2: Identification and quantification of flavanol glycosides in Vitis Vinifera 

grape seeds and skins during ripening  

 

 

 

Appendix A 
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Chapitre 4 - Suivi de l’évolution des flavanols glycosylés au cours de 

l’élaboration du vin rouge  

Appendix de l’article 3: Evolution of flavanol glycosides during red grape fermentation  

GRAPE 

VARIETY  

BERRY WEIGHT 

(g) °BRIX SUGARS g.L-1 

POTENTIAL ALCOHOL BY VOLUME 

%VOL 

GRE 1 584 23,2 228,7 13,59 

GRE 2 586 23,2 228,7 13,59 

GRE 3 578 23,2 228,7 13,59 

SYR 1 561 22,0 214,8 12,76 

SYR 2 550 22,0 214,8 12,76 

SYR 3 536 22,0 214,8 12,76 

 Appendix A – Must Characteristics 
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Appendix B – Evolution of MMG isomers during Syrah fermentation 

 

 

Appendix C – Evolution of DMG isomers during Syrah fermentation 
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Appendix D – Evolution of MDG isomers during Syrah fermentation 

 

 

Appendix E – Evolution of DDG isomers during Syrah fermentation 
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RESUME 

Les flavan-3-ols appartiennent à la famille des polyphénols retrouvés dans diverses plantes et majoritairement dans le 

raisin. Ils jouent un rôle primordial dans les mécanismes de défense des plantes, influent sur les propriétés organoleptiques du vin 

et sont potentiellement bénéfiques au niveau de la santé humaine. La voie de biosynthèse des flavanols monomères est décrite 

dans la littérature. Cependant, les mécanismes de formation des proanthocyanidines (polymères) sont inconnus à ce jour. Des 

études ont montré que les flavanols glycosylés sont des intermédiaires potentiels dans la biosynthèse des PA et permettent le 

transport des unités de flavanols du cytoplasme vers la vacuole de la cellule, où a lieu la polymérisation. Un criblage global des 

flavanols glycosylés présents dans des raisins à trois stades de développement et dans des vins de différents cépages a été réalisé 

en analysant séparément les pellicules et les pépins de raisin par une méthode d’UPLC-DAD-ESI-MS. La teneur de ces composés 

dépend de paramètres de type variété du raisin, tissu biologique étudié et stade de maturité. La présence de dimères de flavanol 

glycosylés a été montrée pour la première fois dans le raisin. Grâce à l’hémisynthèse de la (+)-catéchine 4’-O-b-glucoside et 7-O-

b-glucoside, certains monomères ont été caractérisés comme appartenant à la classe des b-glucosides. Une étude quantitative a 

montré l’évolution des flavanols glycosylés au cours du développement de la baie de raisin (pépins et pellicules séparés) provenant 

de trois cépages différents. Les monomères et dimères d’ (épi) catéchine diglycosylés ont été découverts pour la première fois et 

uniquement dans les pépins. Une diminution en monomères d’ (épi) catéchine monoglycosylés a été observée dans la pellicule au 

cours de la maturation du raisin. Les dimères d’ (épi) catéchine monoglycosylés s’accumulent un peu après le stade de véraison et 

diminuent ensuite à maturité. Les monomères et dimères d’ (épi) catéchine diglycosylés s’accumulent dans les pépins au cours de 

la maturation. Finalement, l’évolution des teneurs en flavanols mono et diglycosylés au cours de microvinifications a été étudiée. 

On observe des profils d’extraction similaires pour les deux variétés utilisées (Grenache et Syrah). La quantité totale des différentes 

familles de composés augmente au cours de la vinification, et ensuite diminue en fin de FA. Certains composés sont dégradés 

préférentiellement,  suggérant la présence  d’activités glycosidases spécifiques du raisin ou de la levure. 

Mots clés: flavanols glycosylés, développement du raisin, vinification, spectrométrie de masse 

ABSTRACT 

Flavan-3-ols belong to a group of polyphenols present in a wide variety of plants, and particularly in grapeberries. They 

play an important role in defense mechanisms in plants, have a significant impact on wine organoleptic properties; and their 

beneficial effects on human health may help to protect against chronic diseases such as atherosclerosis. The sequence of common 

flavanol monomer biosynthesis is widely described in the literature, but the formation mechanisms of proanthocyanidins (PA) 

remain unknown. Studies show that flavanol glycosides are potential intermediates in PA polymerization and have transporter 

roles of monomeric units from cytoplasm to vacuole in cell, where polymerization takes place. Global screening of grapeberry 

flavanol glycosides were carried out at three stages of grape development and in wines of different varieties; skin and seeds were 

measured separately using an UPLC-DAD-ESI-MS method. The composition of the target isomers depends on different parameters 

such as tissue type or stage of development. The presence epi catechin monoglycoside is reported here for the first time in grapes. 

Using (+)-catechin 4’-O-b-glucoside and 7-O-b-glucoside hemisynthesis, several monomers were shown to b-glucosides. 

Quantitative analysis demonstrates the evolution of flavanol glycosides in both skin and seeds during the development of three 

grapevine varieties. For the first time monomeric and dimeric (epi) catechin diglycosides were revealed and shown accumulate 

only in grape seeds during ripening.  A reduction in the concentration of monomeric (epi) catechin monoglycoside was observed 

during grape skin development. Dimeric (epi) catechin monoglycosides accumulate after veraison and then decrease at the end 

of grape ripening. The extraction profiles of flavanol glycosides during red grape fermentation showed similar evolution patterns 

for both varieties used.  The total concentration of different compound families increases during winemaking, and then decreases 

at the end of fermentation. Degradation of specific compounds was observed at the end of fermentation which may be explained 

by the activity of glycosidases from grape extracts released during fermentation and pressing. 

Keywords: glycosylated flavanols, grape development, grape fermentation, mass spectrometry 


