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Résumé: Les procyanidols des sarments de vigne (cépage Carignan) ont ét€ obtenus par extractions successives a I’aide du
mélange acétone - eau puis d’acétate d’éthyle. La combinaison des méthodes de fractionnement sur colonnes de Sephadex LH-20 et
de Fractogel TSK HW40 avec la chromatographie préparative sur couches minces de silice complétée par I’HPLC semi-préparative,
ont permis de purifier onze procyanidols. A I'aide de méthodes chimiques, enzymatiques et spectrophotométriques, ont été établies
les structures de six procyanidols dimeres B1, B2, B3, B4, B7 et B2-3'-O-gallate, de deux procyanidols trimeres C1 et [épicatéchine
(4 B—>8) épicatéchine (4 B—>8) catéchine] ainsi que celles de trois monomeéres (-)épicatéchine-3-O-gallate, (-)épicatéchine et
(+)catéchine.

Oligomeric procyanidins of vine shoots of cultivar Carignan

Summary: Procyanidins from vine shoots were extracted using acetone - water and ethyl acetate. The purification of
procyanidins were carried out by combination of column chromatography on Sephadex LH-20 and Fractogel TSK HW 40, prepara-
tive TLC on silicagel and HPLC. Two trimeric procyanidins C1 and [epicatechin (48->8) epicatechin (48->8) catechin], six dimeric
procyanidins B1, B2, B3, B4, B7 and 3'-O-galloyl B2 along with 3-O-galloyl (-)epicatechin, (+)catechin and (-)epicatechin were
identified on the basis of chromatographical and chemical evidences.

Key words: procyanidin, polyphenol, Vitis vinifera, shoot, Carignan, identification.

Introduction a 30 °C pour en éliminer 1’acétone. Au cours de la concen-
tration, on rajoute de I’eau distillée pour maintenir le vol-
Au cours de ces derniéres années, les procyanidols du  ume constant. La solution aqueuse résultante est alors
raisin et du vin ont fait 1’ objet de plusieurs études (Bourzerx ~ soumise a plusieurs extractions successives a 1’éther de
et al. 1986; Ricarpo DA Siva et al. 1992). Les résultats  pétrole, a ’éther éthylique puis a I"acétate d’éthyle
obtenus ont particulierement favorisé 1’étude des propriétés (5 x 1 1). Les extraits acétate d’éthyle sont réunis pour étre
médicamenteuses de ces substances (MASQUELIER et al.  évaporés a sec et le résidu obtenu est redissous dans un
1982; KakEGawa et al. 1985; Ezaki et al. 1985). Nos travaux ~ minimum de butanol tertiaire puis lyophilisé. On recueille
sont les premiers a étre consacrés aux procyanidols des  ainsi les procyanidols oligomeres (1,6 g), les tanins plus
sarments de vigne. Dans une publication précédente  polymérisés restant dans la phase aqueuse.
(BOUKHARTA et al. 1988), nous avons montré que ce matériel
végétal était riche en procyanidols galloylés. Poursuivant Fractionnement: Les procyanidols sont
I’étude approfondie des tanins condensés de Vitis vinifera, soumis a un premier fractionnement sur colonne de
nous décrivons ici les méthodes de purification et d’iden-  Sephadex LH-20 (150 ¢cm x 3,8 cm i.d.) en utilisant
tification des procyanidols oligoméres des sarments du  ’éthanol comme éluant, le débit d’élution étant réglé a
cépage Carignan. 60 ml/h. Les fractions absorbant 2 280 nm sont recueillies
puis soumises a d’autres séparations chromatographiques
Matériels et méthodes afin d’isoler chaque procyanidol dans une degré de pureté
suffisant pour en déterminer la structure.
Extraction: Les sarments de vigne, cépage
Carignan (200 g) sont broyés en présence de neige Purification- chromatographie préparative sur
carbonique dans un mixeur. La poudre obtenue est couches minces (CPCM): Le fractionnement est effectué
recouverte avec le mélange acétone - eau (7:3, v/v) puis  sur couches minces de silice 60 (Merck) de 2 mm
homogénéisée. Apres filtration, la poudre est a nouveau d’épaisseur avec le mélange acétone - toluéne - acide
extraite avec le méme solvant et 'opération est répétée  formique (6:6:1, v/v) comme solvant de développement.
cinq fois. Les différents extraits sont rassemblés puis saturés  Les bandes correspondant 4 chaque composé 4 purifier sont
en NaCl, ce qui provoque la séparation du mélange en deux  grattées et la silice ainsi récupérée est éluée avec du
phases. méthanol.
La phase supérieure, la plus riche en acétone, est Chromatographie sur Fractogel TSK HW 40 (S): La
évaporée sous pression réduite a une température inférieure  colonne (45 cm x 2,5 cm i.d.) est éluée par du méthanol
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Tableau 1

Résultats de I’hydrolyse ménagée et du clivage au toluéne
o-thiol des différents procyanidols
Acidic hydrolysis and toluene o.-thiol cleavage results of
various procyanidins

Hydrolyse ménagée Clivage au tolué¢ne o-thiol
Procyanidols
Sous-unités Sous-unités
inferieures Thiodérivés supérieures
Procyanidol B1 (5) (+) Catéchine 2R, 3§, 4R (-) Epicatéchine
Procyanidol B2 (6) (-) Epicatéchine 2R, 38, 4R (-) Epicatéchine
Procyanidol B3 (3) (+) Catéchine 2R, 3R, 4R (+) Catéchine
2R, 3R, 48
Procyanidol B4 (4) (-) Epicatéchine 2R, 3R, 4R (+) Catéchine
2R, 3R, 48
Procyanidol B7 .( 11) (+) Catéchine 2R, 35, 4R (-) Epicatéchine
Procyanidol B2- (-) Epicatéchine- 2R, 3§,4R (-) Epicatéchine
3-O-gallate (14) 3-O-gallate
Procyanidol C1 (15) (-) Epicatéchine 2R, 3S,4R  (-) Epicatéchine
Procyanidol B2
Procyanidol (+) Catéchine 2R, 38,4R (-) Epicatéchine
rimére 2 (16) ProcyanidolB1

Identifications chromatographiques

HPLC: Colonne (25 cm x 4 mm i.d.) Merck Licrospher
RP, 5 pm, détecteur UV a 280 nm. L’élution est effectuée
soit par un gradient d’acide acétique de 2 a 10 % (v/v) en
120 min, soit par un gradient d’acétonitrile dans de I’eau
distillée acidifiée a pH 2,6 comme suit: 5 % d’acétonitrile,
élution isochratique pendant 10 min, gradient linéaire de 5
a 12 % d’acétonitrile en 20 min, 12 % d’acétonitrile avec
€lution isochratique pendant 20 min, gradient linéaire de
12 & 32 % d’acétonitrile en 30 min, et de 32 & 50 % en
10 min suivi du lavage et du reconditionnement de la
colonne. Dans les deux cas, le débit est réglé a 0,5 ml/min.

GC: Colonne SP 2100 (200 cm x 0,4 cmi.d.) a 3 % sur
Chromosorb W.A.W. 100-120 mesh, température de 1’in-
jecteur et du détecteur a ionisation de flamme a 330 °C,
température de la colonne de 180 & 320 °C a raison de
2 °C/min, silylation des composés par le bis-(triméthylsilyl)
acétamide (B.S.A.) dans la pyridine anhydre.

CCM: Couches minces de silice 60 (Merck) avec
comme solvant de développement le mélange toluene -
acétone - acide formique (6:6:1, v/v). Couches minces de
cellulose (Merck) en deux dimensions: lére dimension:
acide acétique a 6 % (v/v), 2¢me dimension: butanol-2 -
acide acétique - eau (14:1:5), v/v).

Dans les deux cas, les chromatoplaques sont révélées
par pulvérisation d’une solution de p-N,N’ diméthyl-
aminocinnamaldéhyde a 0,3 % dans un mélange méthanol
- HC1 (96,5:3,5; v/v).

Résultats et discussion
Isolement des procyanidols: Lextrait

acétate d’éthyle a été soumis a un premier fractionnement
sur colonne de Sephadex LH-20. Le diagramme d’élution

fiés:

Tableau 2

~ Valeurs des R, des différents procyanidols en CCM sur plaques

de silice (A) et de cellulose [(B), (C)] et leurs temps de
rétention (t,) en HPLC analytique [(D), (E)]
R, values on silica (A) and cellulose [(B), (C)] plates TLC and
analytical HPLC [(D), (E)] retention times (t,) of various

procyanidins
Rf tR (min)
Procyanidols
@a ® © D) ®
(+) catéchine (1) 0,62 046 0,59 56,96 36,09
(-) épicatéchine (2) 062 044 051 93,89 5575
(-) épicatéchine
3-O-gallate  (13) 048 041 073 124,02 72,82
Procyanidol B1 (5) 033 052 031 52,02 32,32
Procyanidol B2 (6) 036 061 042 76,49 48,02
Procyanidol B3 (3) 033 050 032 4596 33,15
Procyanidol B4 (4) 034 056 033 61,42 42,02
Procyanidol B7 (11) 043 040 0,36 99,09 63,09
Procyanidol B2
3-O-gallate (14) 0,27 051 039 95,56 64,02
Procyanidol C1 (15) 020 050 0,33 101,76 59,62
Procyanidol
trimere 2 (16) 020 0,53 0,28 57,02 39,15

(A): acétone - toluene - acide formique (6: 6: 1, v/v)
(B): acide acétique 6 % (v/v)

(C): butanol-2 -acide acétique - eau (14 : 1: 5, viv)
(D): gradient d'acide acétique

(E): gradient d'acétonitrile.

montre la présence de huit fractions F1, F2 ... F8 dont les
abondances relatives sont respectivement de 42,2 - 23,1 -
6,2-11,3-28-7,0-34¢t3,9 % (p/p).

A partir de ces fractions grossiéres, I’isolement des
procyanidols a nécessité I’emploi combiné de différentes
méthodes de purification (chromatographie sur fractogel,
CPCM, HPLC semi-préparative) comme schématisé sur
la Fig. 1. On obtient de cette maniére onze procyanidols
dans un état de pureté suffisante pour permettre leur iden-
tification.

Hydrolyses des procyanidols puri-
Une maniere commode d’établir la structure des
procyanidols consiste a identifier les monomeéres
constitutifs obtenus apres différentes hydrolyses plus ou
moins dénaturantes.

Hydrolyse acide (Fig. 2): L’hydrolyse des procyanidols
a Iaide d’HCI en milieu alcoolique (BATe-SmiTH 1973;
PorTER et al. 1986), renseigne sur le degré d’hydroxylation
des noyaux B des sous-unités flavanes autres que 1’unité
terminale. En effet, la coupure de la liaison interflavane
catalysée par 1’acide, suivi d’une autoxydation conduit a
la formation d’anthocyanidols. Ces derniers sont identifiés
par CCM comparativement 2 des témoins commerciaux.

Hydrolyse ménagée (Fig. 2): Il s’agit d’une hydrolyse
douce qui permet de rompre les liaisons interflavanes et
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Tableau |

Résultats de I’hydrolyse ménagée et du clivage au toluene
o-thiol des différents procyanidols
Acidic hydrolysis and toluene o-thiol cleavage results of
various procyanidins

Hydrolyse ménagée Clivage au toluene o-thiol
Procyanidols
Sous-unités Sous-unités
inferieures Thiodérivés supérieures
Procyanidol Bl (5) (+) Catéchine 2R, 3§, 4R (-) Epicatéchine
Procyanidol B2 (6) (-) Epicatéchine 2R, 3§, 4R (-) Epicatéchine
Procyanidol B3 (3) (+) Catéchine 2R, 3R, 4R (+) Catéchine
2R, 3R, 48
Procyanidol B4 (4) (-) Epicatéchine 2R, 3R, 4R (+) Catéchine
2R, 3R, 48
Procyanidol B7 ‘( 11) (+) Catéchine 2R, 3§, 4R (-) Epicatéchine
Procyanidol B2- (-) Epicatéchine- 2R, 3§5,4R (-) Epicatéchine
3-O-gallate (14) 3-O-gallate
Procyanidol C1 (15) (-) Epicatéchine 2R,35,4R  (-) Epicatéchine
Procyanidol B2
Procyanidol (+) Catéchine 2R, 3§, 4R (-) Epicatéchine
wimere 2  (16) ProcyanidolB1

Identifications chromatographiques

HPLC: Colonne (25 cm x 4 mm i.d.) Merck Licrospher
RP, 5 um, détecteur UV a 280 nm. L’élution est effectuée
soit par un gradient d’acide acétique de 2 4 10 % (v/v) en
120 min, soit par un gradient d’acétonitrile dans de I’eau
distillée acidifiée a pH 2,6 comme suit: 5 % d’acétonitrile,
élution isochratique pendant 10 min, gradient linéaire de 5
a 12 % d’acétonitrile en 20 min, 12 % d’acétonitrile avec
élution isochratique pendant 20 min, gradient linéaire de
12 & 32 % d’acétonitrile en 30 min, et de 32 & 50 % en
10 min suivi du lavage et du reconditionnement de la
colonne. Dans les deux cas, le débit est réglé a 0,5 ml/min.

GC: Colonne SP 2100 200cm x 0,4 cmi.d.) 4 3 % sur
Chromosorb W.A.W. 100-120 mesh, température de 1’in-
jecteur et du détecteur a ionisation de flamme 2 330 °C,
température de la colonne de 180 24 320 °C a raison de
2 °C/min, silylation des composés par le bis-(triméthylsilyl)
acétamide (B.S.A.) dans la pyridine anhydre.

CCM: Couches minces de silice 60 (Merck) avec
comme solvant de développement le mélange toluene -
acétone - acide formique (6:6:1, v/v). Couches minces de
cellulose (Merck) en deux dimensions: 1ére dimension:
acide acétique a 6 % (v/v), 2éme dimension: butanol-2 -
acide acétique - eau (14:1:5), v/v).

Dans les deux cas, les chromatoplaques sont révélées
par pulvérisation d’une solution de p-N,N’ diméthyl-
aminocinnamaldéhyde a 0,3 % dans un mélange méthanol
- HCI (96,5:3,5; v/v).

Résultats et discussion
Isolement des procyanidols: Lextrait

acétate d’éthyle a ét€ soumis a un premier fractionnement
sur colonne de Sephadex LH-20. Le diagramme d’élution

Tableau 2

Valeurs des R, des différents procyanidols en CCM sur plaques
de silice (A) et de cellulose [(B), (C)] et leurs temps de
rétention (t,) en HPLC analytique [(D), (E)]

R, values on silica (A) and cellulose [(B), (C)] plates TLC and
analytical HPLC [(D), (E)] retention times (t,) of various

procyanidins
Rf tR (min)
Procyanidols
@A B © ((0) B

(+) catéchine (1) 0,62 046 0,59 56,96 36,09
(-) épicatéchine (2) 0,62 044 0,51 93,890 5575
(-) épicatéchine

3-O-gallate  (13) 0,48 041 0,73 124,02 72,82
Procyanidol B1 (5) 033 052 031 52,02 32,32
Procyanidol B2 (6) 0,36 061 042 76,49 48,02
Procyanidol B3 (3) 033 050 0,32 4596 33,15
Procyanidol B4 (4) 034 056 033 61,42 4202
Procyanidol B7 (11) 043 040 036 99,09 63,09
Procyanidol B2

3-O-gallate (14) 0,27 051 039 95,56 64,02
Procyanidol C1 (15) 020 0,50 0,33 101,76 59,62
Procyanidol

rimere 2 (16) 020 0,53 0,28 57,02 39,15

(A): acétone - toludne - acide formique (6 : 6 : 1, v/v)
(B): acide acétique 6 % (v/v)

(C): butanol-2 -acide acétique - eau (14: 1: 5, v/v)
(D): gradient d'acide acétique

(E): gradient d'acétonitrile.

montre la présence de huit fractions F1, F2 ... F8 dont les
abondances relatives sont respectivement de 42,2 - 23,1 -
6,2-11,3-28-7,0-3,4¢et3,9 % (p/p).

A partir de ces fractions grossiéres, 1’isolement des
procyanidols a nécessité ’emploi combiné de différentes
méthodes de purification (chromatographie sur fractogel,
CPCM, HPLC semi-préparative) comme schématisé sur
la Fig. 1. On obtient de cette mani¢re onze procyanidols
dans un état de pureté suffisante pour permettre leur iden-
tification.

Hydrolyses des procyanidols puri-
fiés: Une manie¢re commode d’établir la structure des
procyanidols consiste a identifier les monomeéres
constitutifs obtenus aprés différentes hydrolyses plus ou
moins dénaturantes.

Hydrolyse acide (Fig. 2): L’hydrolyse des procyanidols
a I’aide d’HCI en milieu alcoolique (BATe-SMmiTH 1973;
PoRTER et al. 1986), renseigne sur le degré d"hydroxylation
des noyaux B des sous-unités flavanes autres que 1’unité
terminale. En effet, la coupure de la liaison interflavane
catalysée par I’acide, suivi d’une autoxydation conduit a
la formation d’anthocyanidols. Ces derniers sont identifiés
par CCM comparativement a des témoins commerciaux.

Hydrolyse ménagée (Fig. 2): 1l s’agit d’une hydrolyse
douce qui permet de rompre les liaisons interflavanes et
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d’identifier les sous-unités inférieures par CCM et par
HPLC (TompsoN et al. 1972; Arica et al. 1981). Ainsi, a
partir d’un dimere, on obtient le dimere non hydrolysé en
méme temps que la sous-unité flavane inférieure, tandis
que pour un trimeére, on repére outre le trimere non-
hydrolysé, le dimere correspondant aux deux sous-unités
inférieures et la sous-unité flavane inférieure.

Hydrolyse en présence de toluene o-thiol (Fig. 2):
L’hydrolyse des procyanidols en milieu acétique conduit &
la rupture de la liaison interflavane. On obtient la sous-
unité flavane inférieure non modifiée et des 4-flavanyl-
carbocations correspondant aux sous-unités flavanes
supérieures. Ces intermédiaires peuvent étre piégés par un
nucléophile tel que le toluéne ¢-thiol pour donner des
flavanyls 4-benzyl thio-éther (TompsoN et al. 1972; Gupra
et HasLam 1978; HEMINGWAY et McGraw 1983).

L’étude de la structure des procyanidols consiste en
I’identification des sous-unités flavanes supérieures sous
forme de triméthylsilyl flavanyl 4-benzyl thioéther par GC
(CzocHanska et al. 1980). Le flavanol-3 correspondant a
la sous-unité flavane inférieure peut étre également identifié
par cette méthode [(+)catéchine (1) (t, = 30,61 min);
(-)épicatéchine (2) (t, = 29,72 min)].

Pour les sous-unités flavanes supérieures de type 2R,
3R [(-)épicatéchine] (2), on obtient un seul thiodérivé (2R,
3S, 4R)-4-(benzyl thio) flavane 3, 3'4', 5, 7 pentaol (10)
(t,= 46,70 min); par contre, pour les sous-unités flavanes
supérieures de type 2R, 3S [(+)catéchine] (1), on obtient
deux thiodérivés isomeres (2R, 3R, 4R)-4-(benzyl thio)
flavane 3, 3',4°,5,7 pentaol (8) (t, = 43,68 min) et (2R, 3R,
4S)-4-(benzyl thio) flavane 3, 3', 4', 5, 7 pentaol (9) (t, =
47,84 min) dans le rapport 1/2.

Structure des procyanidols: Les
monomeres [(+)catéchine (1) et (-)épicatéchine (2)] ainsi
que ’acide gallique (12) sont identifiés par CCM, par GC
et par HPLC comparativement a des témoins commerciaux.

L’hydrolyse en milieu éthanol - HCI des procyanidols
dimeéres et trimeéres isolés dans cette étude, conduit dans
tous les cas a la formation du cyanidol (7), ce qui montre

Fig. 2: Hydrolyse acide des procyanidols dimeres en présence et
en absence de toluéne a-thiol (HS CH,PH) et structure des autres
procyanidols identifiés dans les sarments de vigne. 1:
(+)catéchine; 2: (-)épicatéchine; 3: Procyanidol B3: [catéchine
(40—>8) catéchinel; 4: Procyanidol B4: [catéchine (40—>8)
épicatéchine]; 5: Procyanidol B1: [épicatéchine (4B3->8)
catéchine]; 6: Procyanidol B2: [épicatéchine (48->8)
épicatéchine]; 7: Cyanidine; 8: (2R, 3R, 4R)-4-(benzy! thio)
flavane 3,3',4',5,7 pentaol; 9: (2R, 3R, 45)-4-(benzyl thio) flavane
3,3',4',5,7 pentaol; 10: (2R, 3S, 4R)-4-(benzyl thio) flavane
3,3'4',5,7 pentaol; 11: Procyanidol B7: [épicatéchine (48—>6)
catéchine}; 12: Acide gallique; 13: (-)épicatéchine-3-O-gallate;
14: Procyanidol B2-3'-O-gallate: [épicatéchine (48->8)
épicatéchine-3-O-gallate}; 15: Procyanidol Cl: [épicatéchine
(4B—>8) épicatéchine (4B->8) épicatéchine]; 16: Procyanidol
trimere 2: [épicatéchine (48—>8) épicatéchine (43—>8) catéchine].

Acid hydrolysis of dimeric procyanidins in the presence or ab-
sence of toluene a-thiol (HS CH,PH) and structure of other
procyanidins identified in vine shoots.

que toutes les sous-unités flavanes supérieures mais aussi
intermédiaires sont des tetrahydroxyflavanols-3.

L’hydrolyse enzymatique de la (-)épicatéchine-3-O-
gallate (13) fournit I’acide gallique (12) et 1a (-)épicatéchine
(2), tandis que le procyanidol B2-3'-O-gallate (14) con-
duit a 14 formation de I’ acide gallique (12) et du procyanidol
B2 (6). La libération de la (-)épicatéchine-3-O-gallate (13)
lors de I’hydrolyse ménagée du procyanidol B2-3'-O-gallate
(14) (Tab. 1) montre la fragilité de la liaison C-C inter-
flavane. Cette derniere est hydrolysée avant la liaison ester.
La position du groupement galloyl sur la sous-unité flavane
a été déterminée par 'H RMN (BOUKHARTA ef al. 1988).

Tab. 2 résume les caractéristiques chromatographiques
(R, et t.) des différents procyanidols. On observe que, dans
le solvant toluéne - acétone - acide formique, le procyanidol
B7 présente un R (0,43) élevé par rapport aux procyanidols
BI, B2, B3, et B4 (R, compris entre 0,33 et 0,36) ce qui est
caractéristique des procyanidols dimeres dont la liaison
interflavane est de type C4-C6.

Ces caractéristiques chromatographiques ainsi que les
résultats des différentes hydrolyses (Tab. 1), ont permis
d’établir les structures des différents procyanidols isolés
et purifiés a partir des sarments de vigne. Il s’agit du
procyanidol B1 ou [épicatéchine (483—>8) catéchine] (5),
du procyanidol B2 ou [épicatéchine (463—>8) épicatéchine]
(6), du procyanidol B3 ou [catéchine (40—>8) catéchine]
(3), du procyanidol B4 ou [catéchine (40.—>8) épicatéchine]
(4), du procyanidol B7 ou [épicatéchine (43—>6)catéchine]
(11), du procyanidol Cl ou [épicatéchine (4B->8) épi-
catéchine (48->8) épicatéchine] (15), du procyanidol
trimeére 2 ou [épicatéchine (43—>8) épicatéchine (43->8)
catéchine] (16), de la (-)épicatéchine-3-O-gallate (13), du
procyanidol B2-3'-O-gallate ou [épicatéchine (4B—>8)
épicatéchine-3-O-gallate] (14) ainsi que de la (+)catéchine
(1) et de 1a (-)épicatéchine (2).

La présence de ces mémes procyanidols a été signalée
dans les baies de raisin (pellicules et pépins) et dans les
vins de différents cépages (CzocHANsKa ef al. 1979a; Lea
et al. 1979; Bourzeix et al. 1986; ROMEYER et al. 1986;
Kovac et al. 1990; RicarDo DA Siva et al. 1992), Ce qui
nous permet d’observer une grande similitude dans la
composition en procyanidols des baies de raisin et des
sarments de vigne; toutefois une étude sur des sarments
provenant d’autres cépages permettrait de confirmer cette
observation.
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