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Résumeé : Les flavonoides sont une classe des composés phytochimiques polyphénoliques la plus étudiée, en raison
de l'importance relative de leur activité antioxydante et d'autres activités biologiques. lls constituent une partie
intégrante de l'alimentation humaine, et au cours des derniéres années, plusieurs études ont généré des données
analytiques sur le profil de flavonoides, ainsi que sur les facteurs qui peuvent I'affecter. Des extraits de pellicule de
trois cultivars de raisin Vitis vinifera (Cardinal, Muscat blanc et Victoria) cultivés a El-Tarf (NE Algérien) ont été
analysés pour leur composition en flavonoides par HPLC-DAD. L'étude a révélé la présence de 19 composés
appartenant aux groupes suivants: les flavonols et les anthocyanes.les résultats montrent que la quercétine 3-O-
glucoside est le flavonol dominant (83.32%), alors que la péonidine 3 —O - glucoside est I'anthocyane dominante
(66.77%).
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I. Introduction

Le raisin contient différentes classes de polyphénols. Les flavonols et les anthocyanes sont les
flavonoides que I'on trouve dans la plupart des plantes supérieures, généralement sous des formes
glycosidiques. lls sont des produits de la voie de biosynthese des flavonoides, qui donnent également
lieu a des tanins condensés de la vigne. Flavonols sont principalement synthétisée dans la pellicule
de raisin blanc et rouges, les anthocyanes, quant a elles, sont présentes uniquement dans les
pellicules des raisins rouges, et parfois dans la pulpe des raisins dits teinturiers. Ces composés, par
leurs propriétés antioxydantes conséquentes, pourraient diminuer entre autres les risques de
thromboses, d’ulcéres, d’inflammation, de cancer et d’athérosclérose [1-3]. A notre connaissance,
aucune recherche n'a été rapportée sur la détermination des anthocyanes et des flavonols dans les
trois cépages étudiés dans cette région de I'Algérie. L'objectif de la présente étude est d'identifier les
composés phénoliques (anthocyanes et flavonols) dans les pellicules de trois cépages cultivées en
climat méditerranéen. Trois cultivars de raisins appartenant a trois variétés dont deux sont tres
répandues en Algérie, et partout dans le monde (Cardinal, Victoria et Muscat blanc) ont été analysés
et comparés pour leur contenu en anthocyanes et flavonols.
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[l. Matériel et Méthodes

Les échantillons analysés (Cardinal, Muscat blanc et Victoria) ont été prélevés au niveau de trois
sites différents de la région d'El-Tarf située dans le nord-est de I'Algérie (36 ° 45 '00 "N; 81°10' 00" E)
a maturité. La région d’échantillonnage est soumise a un climat méditerranéen. Les caractéristiques
des sites échantillonnages sont présentées dans le tableau 1.

Les pellicules de chaque variété ont été séparés manuellement de la pulpe, lavés et séchés dans une
étuve a 50°C jusqu’a poids constant. Les pellicules ainsi séchés sont alors broyés jusqu’a obtenir une
poudre, pesés et conservés dans des flacons opaques dans un congélateur jusqu’a I'analyse. Sur
chaque poudre obtenue, la quantification et I'identification des composés phénoliques présents a été
réalisée par le biais de la chromatographie liquide haute performance a barettes de diodes (HPLC
pour High Performanc Liquid Chromatography).

Tableau 1. Caractéristiques viticoles et topographiques des parcelles expérimentales

Site 1 2 3

Systéme de culture

Cordon de Royat Cordon de Royat Pergola
Port-greffe S04 S04 /
Age dela}wgne 32 39 5
(année)
Ecartement x 3.0x 1.0 3.0x1.0 3.0x 3.0
espacement
Situation
Plaine Plaine Plaine

topographique

Texture du sol

Limono-sableuse

Limono-sablo-

Limono-sableuse

argileuse
Irrigation Non-irrigué Non-irrigué Goutte a goutte (voie aérienne)
Traitement de Fertilisants azotés et phosphoriques
fertilisation / Azote foliaire avec les éléments traces (Ca, K) par
la fertirrigation
Variétés prélevées Cardinal Muscat blanc Victoria
Date 15/07/2012 04/08/2012 04/08/2012

d’échantillonnage

[I.1 Extraction a partir des composés phénoliques

L’extraction des composés phénoliques des pellicules a été réalisée, suivant le protocole décrit dans
les travaux de Cadot et al. [4], par macération de 2 g de poudre dans, successivement 80 ml d'alcool
méthylique / eau / TFA (80:20:0.05) et 50 ml d’'un mélange acétone / eau (60:40). L’extraction a été
répétée deux fois et réalisée dans les mémes conditions (25°C/15 min sous agitation a 250 rpm).
L’extrait ainsi obtenu a été centrifugé (10°C/10 min/10000 rpm), le surnageant récupéré a été filtré sur
un papier en microfibre de verre GF / A Whatman ® 1.6 um. Le solvant a été éliminé par évaporation
sous vide (jusqu’a ce que la quantité soit inférieure a 1 ml) a 30°C dans un évaporateur rotatif Buchi
® R-111 (Buchi Labortechnik AG, Flawil, Suisse). Le concentré obtenu a été repris dans 5 ml du
meéthanol, c’est I'extrait brut de pellicules

[I.2 Caractérisation de la composition phénolique des extraits bruts

Afin de déterminer la compostions des pellicules en polyphenols monomeéres, les extraits
polyphénoliques ont été analysée directement par HPLC sur colonne en phase inverse. Le matériel
chromatographique se compose d’un module de séparation de marque WATERS 2965 (incluant un
systéme de pompage, un injecteur automatique, un échantillonneur), d’'une colonne PHENOMENEX
KINETEX 18 RP 100 A 5 um (250x4.6), d’'un détecteur WATERS 2996 (PDA) a barrette de diodes.
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Tous les solvants et échantillons sont filtrés sur une membrane HVLP 0.45um (Millipore). La
température de travail est celle de 'atmosphére ambiante.

Le dosage par HPLC a été effectué suivant les conditions décrites par Roggero et al. [5]. Une
quantité de 20 ul filtrée de chaque extrait brut de pellicule a été directement injectée dans I'appareil
sous les conditions suivantes : débit 0.8ml/min ; la phase mobile est un gradient binaire constitué par
deux solvants acide formique/eau (10:90, v/v; solvant B) dans acide formique/eau/acétonitrile
(10:60:30, v/v; solvant A), élution suivant un profil linéaire avec 80-15 % du solvant B en 0-26 min et
15-80% en 26-30 min (tableau 2). Le dosage dure 30 minutes.

L'élution a été suivie par un détecteur a barette de photodiodes Waters 2996 (265-650 nm) qui
permet d’extraire et de visualiser les chromatogrammes qui nous intéressent : les anthocyanes a 520
nm, les flavonols & 360 nm, les acides phénols a 320 nm + 1.2 nm. Toutes les analyses ont été
effectuées en double.

Tableau 2. Gradient linéaire utilisé pour la séparation des flavonols et anthocyanes

Temps (min) %A %B

0 20 80
26 85 15
30 20 80

Les composés ont été identifiés en fonction de leur temps de rétention et leurs spectres UV-vis par
comparaison avec des chromatogrammes de références dans les mémes conditions de travail. Les
résultats sont exprimés en mg.kg® de baies en « équivalent 3-glucoside de malvidol » et en
« équivalent 3-glucoside de quercétol » pour les anthocyanes et les flavonols, respectivement.

[1l. Résultats et Discussion
1.1 Flavonols

Les teneurs en flavonols, pigments jaunes des pellicules du raisin noir et blanc, présentent des
différences hautement significatives (p < 0.05) ; ces teneurs sont comprises entre 12.32 (Muscat
blanc) et 40.61 mg/kg de baies (Victoria) (tableau 3). Cette derniére variété contient 3.3 fois plus de
flavonols que le Muscat blanc. Selon Mattivi et al. [6], la teneur en flavonols des pellicules de 91
variétés italiennes, dont 64 de raisin rouge et 27 de raisin blanc, varie respectivement entre 3.81 et
80.37 mg/kg de baies et entre 1.36 et 30.21 mg/kg de baies. Guerrero et al. [7] ont montré sur 5
variétés de raisin rouge cultivées en Andalousie des teneurs comprises entre 221 et 538 mg/kg de
baies. Dans une autre étude, Mélo et al. [8] ont noté que les teneurs en flavonols des variétés Italia
et Patricia sont respectivement de 2.38 et 8.85 mg/100g du poids frais.

Tableau 3. Teneurs en différents flavonols des extraits de pellicules

Total Flavonols

Cépages (mg/Kg de Myricetol-3-  Quercétol-3- Kaemférol-3- Isorhamnétol-3-

baies) O-glucoside  O-glucoside O-glucoside O-glucoside
Muscat B 12.32+1.04% nd 10.77+0.91% 1.38+0.07° 0.17+0.06%
Cardinal 26.71+0.05" 0.00+0.00% 23.22+0.15° 2.32+0.13" 1.17+0.07"
Victoria 40.61+0.07° nd 32.37+0.09° 8.24+0.16° 0.00+0.00%

nd : non-détecté

Les valeurs portant la méme lettre dans chaque colonne ne difféerent pas significativement (p <0.05).
Les résultats sont classés par ordre croissant; a<b<c.

Les différences des teneurs en flavonols par rapport a celles obtenues dans la présente étude sont
probablement dues a plusieurs facteurs, parmi lesquels, la technique d’extraction et/ou la sensibilité
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de la méthode de dosage, les différences variétales et l'origine géographique des échantillons
analysés.

D’aprés Bogs et al. [9] et Castillon-munoz et al. [10-12], La teneur totale en flavonols peut étre
considérée comme une caractéristigue d'un cultivar de raisin. Cependant, la quantité totale de
flavonols est directement dépendante de l'exposition de la plante au soleil. Tous les cépages
analysés ont été cultivés sous les mémes conditions climatiques, le mode de conduite de la vigne est
différent, ce qui dans une large mesure, détermine le degré d’éclairement de la grappe de raisin.
C’est le cas de la variété Victoria (raisin blanc) qui présente une teneur en flavonols (40.61 mg/kg de
baies) plus élevée que celle du Cardinal (raisin rouge). Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait
gue cette variété a été cultivée en mode pergola, qui permet de mieux exposer les baies au soleil. Le
réle de la lumiére dans la synthése des flavonols dans les baies de raisin semble bien établi. Les
baies de Merlot exposés au soleil, présentaient une concentration en flavonols totaux presque 10 fois
plus que celles des grappes ombragées [13-14]. En outre, la teneur en flavonol de la variété Victoria
pourrait étre le résultat de I'expression génétique des génes correspondant ; et dépend aussi de la
variété, de I'épaisseur de la pellicule, la dimension des baies et du rapport pellicule / baie

Les résultats d’analyse chromatographique (Fig.1) ont révélé la présence de quatre flavonols
glucosylés suivants : myricétol, kaempférol, quercétol et isorhamnétol. En regardant le profil des
flavonols, le quercétol 3-O-glucoside est le flavonol dominant (83.32%) ce qui est en agrément avec
les travaux antérieurs [6]; [11]; [15]; suivi par le kaempférol 3-O-glucoside (15.24%) puis de
I'isorhamnétol-3-O-glucoside (1.68%), notant I'absence du Myricetol-3- O-glucoside.

Le myricétol 3-O-glucoside n'a pas été détectée dans les échantillons analysés, ce résultat ne
coincide pas avec ceux de Mattivi et al. [6], qui ont détecté le myricétol uniquement dans les cépages
blancs, alors que Tarrara et al. [14], n'ont pas trouvé de myricétol 3-O-glucoside dans le Merlot (raisin
noir), ce qui concorde avec les résultats de cette étude ou ce flavonol n’a pas été enregistré dans la
variété rouge (Cardinal); ce méme flavonol a été trouvé a I'état de traces dans les variétés roses [6].
Ceci pourrait étre di probablement au fait que ces variétés contiennent de faibles quantités
d’anthocyanes. D’aprés Mattivi et al. [6], les variétés ayant comme principaux dérivés anthocyaniques
la cyanidine-3-O-glucoside et la péonidine-3-O-glucoside, comme par exemple le Cardinal, devraient
provenir de cépages blancs a l'origine.

En résumé, I'ensemble des résultats ci-dessus suggérent que les cépages étudiés dans ce travail ont

des profils de flavonols caractéristiques qui ne contiennent que de flavonols de type 3-O-glycosides
de quercétol, kaempférol et isorhamnétol, ce qui est en accord avec des résultats antérieurs [6] ; [12]

A)

UA

IIZI!III IS!III am = anm

Temmps de retention (min)

© 2016 Algerian Journal of Natural Products (Online ISSN: 2353-0391)
This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-Non Commercial 4.0 International License




Algerian Journal of Natural Products 4:2 (2016) 261-270 265

B)
1o
17
<
D 0,1 18
?
000 al iV —t ™
1 1 1 1 :'llBI:I 1 1 1 1 Il:l'm 1 T 1 1 Isllm 1 1 T 1 j:Illl:l:l 1 1 1 1 :Sll:l:l T 1 1 1 3:”:':'
Temps de rétention ()
C)
XS
u.ln—f
08E]
< D.DB-E
> ] 16
o0l
? ] 17 1t
002 19
05 J"J : YT "_'“r‘-!la\ A
T T T T 5'60 T T T T Il:l!l:':l T T T T Is!l:':l T T T T mlll:l:l T T T T hIll:':l T T T T a:lll:':l

Temps de rétention (min)

Figure 1. Profil chromatographique des flavonols des extraits de pellicules : Cardinal (A), Victoria (B) et Muscat
blanc (C) enregistré a 360 nm

*Pour l'identification des composés voir se référer au tableau 5.
Les points d’interrogation correspondent a des pics qui apparaissent aux cours de I'analyse mais qui n‘ont pas pu étre
identifiés.

1.2 Anthocynes

Les anthocyanes sont des pigments qui colorent la pellicule des variétés rouges et noires et sont
absents chez les cépages blancs. Parmi les variétés étudiées, seul le Cardinal qui contient les
anthocyanes avec une teneur de 12.15 mg/Kg de baies.

Dans une analyse par chromatographie (HPLC), Mattivi et al. [6] ont indiqué que la teneur en
anthocyanes de 64 variétés italiennes de raisin rouge est comprise entre 25.58 et 6279.37 mg/kg du
poids frais. Dans une autre étude, Rockenbach et al. [16] ont trouvé que les teneurs en anthocyanes
de six variétés de raisin rouge provenant de I'état de Santa Catarina (Brésil) varient entre 289.46 et
934.67 mg/100 g du poids sec. Alors que Guerrero et al. [7], ont obtenu sur 5 variétés de raisin rouge
cultivées en Andalousie, des teneurs qui fluctuent entre 906 et 2640 mg/kg du poids frais. Ces
valeurs sont supérieures a celles de la présente étude.

Selon Adams [17], Mattivi et al. [6] et Conde et al. [18], le taux d’anthocyanes dépend non seulement
des facteurs génétiques, mais aussi des facteurs agronomiques tels que la composition du sol,
lirrigation et les conditions climatiques de I'année de récolte. Les différences observées sont aussi
probablement dues a des différences variétales, a l'origine géographique, au solvant et/ou aux
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techniques d’extraction et de dosage. De plus, I'effet du séchage que les pellicules des baies de
raisin ont subi peut également influencer la teneur en anthocyanes. D’aprés Marquez et al. [19], le
processus du séchage des fruits impligue une situation de stress induisant des changements
significatifs dans leur métabolisme de l'aérobie a I'anaérobie, ayant pour résultats I'activation de
'enzyme lalcool déshydrogénase et d’autres enzymes qui peuvent mener a la formation des
composés de condensation de I'anthocyane avec les favanols via le pont de méthylméthine (Fig. 2)

H
| _H
H,0 —C —OH W+ HC—CQ
+ “—> o
Acétaldehyde

Catéchine

OMe

Malvidine-3- ogly Ylucoside

Figure 2. Formation de composés anthocyanine-méthylméthine-favanol par réaction entre la (+)-catéchine et de
malvidine-3-O-glucoside (Marquez et al., 2013)

En outre, d’'aprés Spayd et al. [13], la faible teneur en anthocyanes enregistrée dans cette étude
semble étre due également a une température élevée, par la dégradation ou linhibition de la
synthese, ou plus probablement les deux & la fois. Des températures élevées sont préjudiciables a
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I'accumulation des anthocyanes dans les pellicules, mais un certain degré de chaleur est nécessaire
pour la synthése. La température critique de lI'accumulation des anthocyanes dans les pellicules des
baies de Merlot peut se situer entre 30 et 35 °C.

Enfin, d’aprés Downey et al. [20], la synthése et la concentration de phénols dans les raisins
dépendent du cultivar, la maturité des fruits, les pratiques de gestion du vignoble, les conditions
climatiques ainsi que les caractéristiques du sol.

Les résultats d’analyse chromatographique des anthocyanes (Fig. 3 et 4) montrent que la Pn3glu est
I'anthocyane majeure des cépages Cardinal [21] ; [11], ce qui indique que la couleur des baies du
Cardinal peut étre liée a la concentration relative en Pn3glc dans la pellicule.

Les anthocyanes non-acylées sont la principale classe des anthocyanes des raisins (>70%); le méme
résultat a été trouvé par Cook-Papini et al. [22] avec des pourcentages dépassant les 65% pour les
trois variétés Albarossa, Barbera et Nebbiolo di Dronero de la région Piedmont (ltalie) ; pour Castillo-
Munoz et al. [11], les données sur la variété espagnole Garnacha tintorera et pour Hernandez-
Jiménez et al. [15], les données sur trois variétés espagnoles Monastrell, Syhra et Cabernet
sauvignon et leurs hybrides, donnent des teneurs en anthocyanes non-acylées qui dépassent les
50%.

Pour les dérivés acylés (acétylés et coumaroylés), on a enregistré un pourcentage de 8.14% ; Mizuno
et al. [23], ont rapporté pour les variétés Cabernet sauvignon, Red port et Pione, des anthocyanes
totales qui ont été acylées respectivement a hauteur de 50%, 50% et 75%. L’acylation est considérée
un des facteurs importants pour la coloration des pellicules de baies de raisin. D’aprés Rio Segade et
al. [24], les anthocyanes non acylés peuvent contribuer a la caractérisation variétale, tout comme les
anthocyanes acylés.

Les dérivés coumaroylées sont les plus importants des anthocyanes acylés (7.02%). Ce résultat peut
s’expliquer par le fait que les dérivés coumaroylés sont hydrolysés pour restaurer les formes non-
acylés, bien au fait que l'activité de cinnamoyltransferase pourrait diminuer par rapport aux autres
activités intervenant dans la biosynthése d'anthocyanes.

Dans la présente étude, un faible taux d’acétylation a été enregistré de 1.08%, ce qui est en accord
avec les travaux de Cook-Papini et al. [22] qui ont rapporté des teneurs en anthocyanes acétylés ne
dépassant pas 10% pour les trois variétés Albarossa, Barbera et Nebbiolo di Drone.

Tableau 4. Teneurs en différentes fractions d’anthocyanes détectées dans l'extrait de pellicules de Cardinal

ATL* . Anth.Dis/
. Anth. Acét Anth. : Anth. Coum- Anth. non
Cépages (mg/Kg de o o Anth.Tris 470 . 0
baies) (%) Coumar (%) (%)* acét(%) acylées (%)
Muscat 0,00+0.00 0,00+0.000 0.00+0.000 0.00+0.000 0.00£0.000 0.00+0.000
blanc
Cardinal 12.15+0.2 1.08+0.000 7.02£0.003  26.39+0.005  8.14+0.002  91.86+0.002

Victoria 0.00+0.00 0.00+£0.000 0.00+0.000 0.00+0.000 0,00+0.000 0.00+0.000

Les deux variétés Muscat blanc et Victoria font partie des raisins blanc dépourvus d'anthocyanes

Les valeurs sont exprimées comme une moyenne + DS (n=4). Exprimés en équivalent de Malvidine -3- glucoside. ATL :
anthocyanes totales libres. Anth. Acet: anthocyanes acétylées Coumar. Anth: anthocyanes coumaroylées.
Anth.Dis/Anth.Tris: anthocyanes di-substituées/anthocyanes tri-substituées. Coum-acet. Antho: anthocynes acétylo-
coumaroylées. Antho not acyl : anthocyanes non acylées.
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Figure 3. Teneurs en différentes anthocyanes (%) des pellicules de différentes variétés de raisin analysées
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Figure 4. Profil chromatographiques des anthocyanes pelliculaires identifiées dans le Cardinal enregistrés a

520 nm. Pour l'identification des composés voir se référer au tableau 5. Les points d’interrogation correspondent a des
pics qui apparaissent aux cours de I'analyse mais qui n'ont pas pu étre identifiés

Tableau 5. Temps de rétention des flavonols et anthocyanes identifiés dans les trois variétés étudiées

Anthocyanes Temps de rétention
(min)

1 Delphinidine-3-O-glucoside (Dp3glc) 5.845 + 0.080

2 Cyanidine-3-O-glucoside (Cn3glc) 7.485 + 0.109

3 Petunidine-3-O-glucoside (Pt3gic) 8.658 + 0.112

4  Paeonidine-3-O-glucoside (Pn3glc) 10.717 £ 0.128
5 Malvidine-3-O-glucoside (Mv3gic) 11.758 £ 0.130
6 Petunidine-3-acetylglucoside(Pt3Acgic) 16.829 £ 0.072
7  Delphinidine -3-p-coumaroylglucoside 19.432 £ 0.196
8 Peonidine-3-acetylglucoside(Pn3Acgic) 19.406 £ 0.101
9 Malvidine-3-acetylglucoside (Mv3Acgic) 20.403 = 0.157
10 Cyanidine-3-p-coumaroylglucoside(Cn3Cmglc) 21.889 +0.188
11 Petunidine -3- p-coumaroylglucoside(Pt3Cmglc) 22.863 £ 0.141
12 Malvidine aglycone (MvAgly) 23.412 £ 0.145
13 Peonidine-3-p-coumaroylglucoside(Pn3Cmgic) 25.501 + 0.188
14 Malvidine-3-p-coumaroylglucoside(Mv3Cmgic) 26.055 + 0.185

Flavonols Rétention time (min)

15 Myricetol-3-O--glucoside 10.236 + 0.064
16 Quercetol-3-O-glucuronide 13.610 £ 0.180
17 Quercetol -3-O-glucoside 14.150 £ 0.171
18 Kaemferol-3-O-glucoside 17.726 £ 0.199
19 Isorhamnetol -3-O-glucoside 18.785 + 0.157
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Il est important de noter qu’il n’existe pas travaux scientifiques traitant les mémes cépages étudiés
dans ce travail. Il est nécessaire de noter également que d'une maniére générale, il existe de grandes
variations de valeurs en antioxydants quantifiée et identifiés dans les différents cépages mentionnés
dans la littérature en raison des différentes méthodes de mesure utilisées, différents cépages et
espeéces étudiées, les facteurs caractérisant le millésime et les conditions climatiques.

IV.Conclusion

L'étude présentée ici a fourni des données précieuses en ce qui concerne la quantification et
l'identification des anthocyanes et des flavonols de trois variétés de raisins de table largement
cultivées dans la région d’El-Tarf (NE Algérien) et économiquement importantes. Les résultats
montrent la richesse des pellicules de ces trois variétés de raisin en ces composés polyphénoliques
connus pour leur activité antioxydante trés importante. De ce fait, les raisins et particulierement, les
pellicules peuvent étre utilisés comme source d’antioxydants naturels alternatifs aux antioxydants
synthétiques utilisés dans l'industrie alimentaire pour prolonger la durée de vie des aliments ou
comme ingrédient dans les compléments alimentaires.
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