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Retour sur État des Lieux

CPINEDA/ BNIC – CCCM – 07 Juin 2007

Rencontre entre Sylvie DARNAULT et Carole PINEDA lors 
d’une journée CCCM et à l’issue d’une présentation LVMH – 3 Juin 
2004
– Intérêt pour les travaux LVMH
– Méthodologie ‘screening phytochimique’ par HPTLC

Rencontre de Carole PINEDA avec Patrice ANDRE lors de la 
journée CCCM organisée par LVMH – 21 Octobre 2004

Rencontre des 2 parties sur site BNIC – 30  Septembre 2005
– Proposition de caractérisation d’extraits par HPTLC

Soumission des résultats sur site LVMH – 11 Mai 2006
– Perspectives à discuter
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Objectifs

CPINEDA/ BNIC – CCCM – 07 Juin 2007

Établir la cartographie moléculaire en vue de l’obtention de 
marqueurs spécifiques
– Identification
– Différenciation - maturité

Appliquer la méthodologie HPTLC à des extraits issus de la
vigne (pellicule, pulpe, moûts)

Déterminer l’intérêt et la pertinence de l’HPTLC
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Méthodologie Screening Phytochimique par  
HPTLC

SDARNAULT/ DIA – CCCM – 07 Juin 2007

Neu + PEGNeu + PEG

Neu + PEGNeu + PEG

without elution

Sampling Points

n Extracts 6 ou 8 standardsn Extracts 6 ou 8 standards

Potassium
Hexacyanoferric

ACN/H2O/HCOOH

VANILLNEHCl

FeCl3 + 
Potassium 

Hexacyanoferric
+ Rf

IIodine / HCl

Dragendorff

Molich

Ninhydrin

Molybdenum  
Blue

Triterpenoids / Sterols 
Free fatty acids/

Triglycerids 
Alkans / Alkens 

Glycolipids
UV 365 nm 
Visible + Rf
UV 365 nm 
Visible + Rf
UV 365 nm 
Visible + Rf

+ Rf

Phenolic 
Compounds

Visible + Rf
50 : 50 : 5 

CHCl 3 /MeOH/H 2 O  
90 : 20 : 1.5

10 Extracts 6 ou 8 standards

½

Î

Sil.

EtOAc/Propanol1/H2O/CH3COOH EtOAc/Propanol1/H2O/CH3COOH 
15 : 20 : 15 : 1

10 Extracts 6 ou 8 standards

½Î

Sil.10 Extracts 6 ou 8 standards

½Î

10 Extracts 6 ou 8 standards

½Î

Sil.

Chlorosulfonic
acid

CycloHex/diethyl ether/formic ac.
60 : 30 : 0.2

6 ou 8 standards Sil.

C18C18

FeCl 3

FlavonoidsFlavonoids
Phenolic acids

Phospholipids

Alkaloïds 
except puric base

Alkaloïds
puric base

Condensedtannins
Hydrolysable tannins

Pigments 
Chlorophylls , Carotenoids

Pigments 
Chlorophylls , Carotenoids

TerpenoidsTerpenoidsTerpenoids

Phytosterols

Anthocyanins

FeCl3 Sterols

Amino acids/ Peptids
Carbohydrate/Heteroside

Triglycerides/ FFA

Primary Metabolites

Secondary Metabolites

10 Extracts 6 ou 8 standards10 Extracts 6 ou 8 standards Sil.Vanilline
Sulfurique
Vanilline
Sulfurique

Heptan/Diéthyléther

30/70

ACN/H2O  - 75:25

Primulin +
Chlorosulfonic acid

ou Liebermann

Primulin +
Chlorosulfonic acid

ou Liebermann

Iridoids

Folin

Coumarins, Stilbens,…Fluorescence
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Intérêt de l’HPTLC

Contribution à l’identification structurale des molécules 
d’intérêt ET à l’estimation quantitative
– Conditions optimisées (AMD), Densitométrie (évaluation du profil 

spectral, teneur en composé,…)

SDARNAULT/ DIA – CCCM – 07 Juin 2007

Nadia MOREAU

Résultats Préliminaires Prometteurs 
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Projet BNIC-LVMH
L’HPTLC au service de la connaissance de la vigne 

Station Viticole de Cognac, BNIC : l’expertise de la vigne

Laboratoire LVMH Recherche : l’expertise de l’HPTLC

Cartographie moléculaire globale du cépage sur des raisins 
d’Ugni Blanc (pellicule-pulpe-moûts)

Approfondissement des résultats sur les précurseurs 
d’arômes (famille des Terpènes dont Caroténoïdes)

OBJECTIFS
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Plan d’action du Projet

Mise au point sur Raisins blancs d’Afrique du Sud
Protocole HPTLC
Extractions : hydroalcoolique, spécifique, gamme de polarité
Ciblage des grandes familles présentes

Transposition sur Raisins du Cépage Ugni Blanc
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Échantillons d’Ugni Blanc

Prélèvement des échantillons d’Ugni Blanc sur la campagne 2006

Grappes de raisins
Moûts correspondants

Juillac (1) Sigogne (2) Graves (3)
13/09/2006 (P) 13/09/2006 (P) 13/09/2006 (P)

27/09/2006 X2 (M1, M2) 27/09/2006 X2 (M1, M2) 27/09/2006 X2 (M1, M2)
11/10/2006 (T) 11/10/2006 (T) 11/10/2006 (T)

Les échantillons des moûts issus sont obtenus à partir d'un pressoir plateau

1 kg de grappes pour 1,2,3 en P, M1, M2 et T
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Préliminaires du Projet

Partie bibliographique
Sur les molécules du raisin : ~110 molécules recensées

Sur l’extraction : méthodes et solvants utilisés

Prise en main de l’HPTLC
Conditions standard (screening phytochimique interne)

Conditions spécifiques :
Élutions et révélateurs (pour Terpènes) CH3

CH3 CH3

OH

α-terpinéol - Monoterpène
Acide ursolique - Triterpène
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Préparation des extraits

Raisin
Vitis Vinifera

Dépelliculage

Lyophilisation

Broyage

Pour cartographie moléculaire globaleExtractions
Pour approfondissement sur les précurseurs 
d'arômes
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Préparation du raisin

« Dépelliculage » et lyophilisation

Pellicule Pulpe

Afrique du Sud 2 10
Ugni Blanc (P) 3 8
Ugni Blanc (M) 3 8
Ugni Blanc (T) 4 9

Rdt massique total 
(%)"Cépage"

Raisins récoltés sur le site de Juillac
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Extraction ASE (Accelerated Solvent Extraction)

EtOH/H2O - 90/10     v/v
Condition standard du Labo LVMH

Bon Rendement massique pour les pellicules : ~ 70%

Rendement plus faible pour les pulpes : entre 20 et 45%

Préparation des extraits
-> Cartographie moléculaire globale



13
NMOREAU – L’HPTLC au service de la connaissance de la vigne – 07/06/07

Méthode du Screening phytochimique
-> Cartographie moléculaire globale

Domaine des terpènes Phase Silice - Eluant : CHCl3/MeOH/H20   90/20/1.5 v/v/v
Révélation à Primuline - Lecture sous 366nm

a   b   c    d    AS  P  M  T  AS   P   M   T    e    f    g    h

Infos importantes pour AS – Pellicule :
- zone des triterpènes

- zone des saponines et des stilbènes

Marqueur commun (cépages) proche triterpène

AS = Afrique du Sud
P = Ugni Blanc (P)
M = Ugni Blanc (M) 
T = Ugni Blanc (T) 

Pulpe Pellicule

a. α-terpinéol
b. ε-viniférine
c. Resvératrol
d. Lutéoline-7-O-glucoside
e. α-héderine
f. Ac. Ursolique
g. β-ionone
h. lupéol
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-> Cartographie moléculaire globale

Domaine des terpènes Phase Silice - Eluant : CHCl3/MeOH/H20   90/20/1.5 v/v/v
Révélation à l’anisaldéhyde - Lecture dans le visible

Intérêt de la révélation :
- zone des monoterpènes

- zone de marqueurs d’intérêt (quantitatif)

Pellicule + riche, quantitativement et qualitativement 

Pulpe Pellicule

a   b   c    d    AS  P  M  T  AS   P   M   T    e    f    g    h AS = Afrique du Sud
P = Ugni Blanc (P)
M = Ugni Blanc (M) 
T = Ugni Blanc (T) 

a. α-terpinéol
b. ε-viniférine
c. Resvératrol
d. Lutéoline-7-O-glucoside
e. α-héderine
f. Ac. Ursolique
g. β-ionone
h. lupéol
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Domaine des Acides Aminés
Phase Silice – Eluant : ACN/H20  

75/25 v/v
Révélation à Ninhydrine – Lecture 

dans le visible

f. Proline
g. Arginine

Présence d’acides aminés

quelle que soit la provenance

quel que soit l’organe

-> Cartographie moléculaire globale

Pulpe Pellicule

AS   P   M   T  AS    P   M   T          f    g   

AS = Afrique du Sud
P = Ugni Blanc (P)
M = Ugni Blanc (M) 
T = Ugni Blanc (T) 
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Domaine des sucres Phase Silice – Eluant : ACN/H20  75/25 v/v
Révélation à Molich – Lecture dans le visible

Présence d’hétéroside(s)

Majorité de monosaccharides

Présence de disaccharides

a    b     c     d    AS  P   M    T   AS   P   M   T  e

Présence de composés sucrés
quelle que soit la provenance

quel que soit l’organe

-> Cartographie moléculaire globale

Pulpe Pellicule

AS = Afrique du Sud
P = Ugni Blanc (P)
M = Ugni Blanc (M) 
T = Ugni Blanc (T) 

a. Glucose
b. Saccharose
c. Rhamnose
d. Lutéoline-7-O-glycosilée
e. α-héderine
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Domaine des Phénols Phase C18 - Eluant : ACN/H20/HCOOH 50/50/5  v/v/v
Révélation Neu + PEG – Lecture sous 366 nm

-> Cartographie moléculaire globale

Richesse des pellicules

Diversité moléculaire plus importante pour Afrique du Sud

Différenciation quantitative pour l’Ugni Blanc

a   b   c    d    AS  P  M  T  AS   P   M   T    e    f    g    h

Pulpe Pellicule

AS = Afrique du Sud
P = Ugni Blanc (P)
M = Ugni Blanc (M) 
T = Ugni Blanc (T) 

a. Ac. Sinapique
b. ε-viniférine
c. Resvératrol
d. Vanilline
e. Lutéoline-7-O-glycosilée
f. Lutéoline
g. Myricetine
h. Epicatechine gallate
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Différenciation des 2 ‘cépages’

Profil Phytochimique
Cartographie moléculaire globale

Afrique du Sud - Pulpe

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4Présence 
majoritaire

Présence 
importante

Présence 
moyenne

Présence 
Faible

Non détecté
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0

0.5
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2
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3
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4

Ugni Blanc M - Pulpe

0

0.5

1

1.5

2
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4 Ugni Blanc M - Pellicule
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Différenciation en terme de  maturité (date de récolte)

Profil Phytochimique
Cartographie moléculaire globale

Ugni Blanc P - Pellicule

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5
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majoritaire
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importante
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moyenne
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Faible

Non détecté
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Ugni Blanc T - Pellicule
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Différenciation des 2 ‘cépages’

Profil Phytochimique
Marqueurs de différenciation

Différenciation en terme de maturité

Phase C18 - Eluant : 
ACN/H20/HCOOH 
50/50/5  v/v/v

Révélation Neu + 
PEG – Lecture sous 

366 nm

Phase Silice - Eluant : 
CHCl3/MeOH/H20   
90/20/1.5 v/v/v

Révélation à
l’anisaldéhyde -

Lecture dans le visible

Augmentation des 
flavonoïdes avec la 

maturité

P   M   T
Ugni Blanc

Différenciation qualitative
marqueur qualitatif pour 
Afrique du Sud

Différenciation quantitative
marqueurs communs 

P   M   TAS
Ugni Blanc

AS
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Conclusion & Perspectives

Pellicules plus riches que la pulpe

HPTLC : outil pour la différenciation selon :

Le cépage

La date de récolte

Différenciation du site de récolte

Recherche de marqueurs spécifiques 

Extraction Hexane – famille des TERPENES (précurseurs d’arôme)

Optimisation d’identification

hydrolyse (recherche génine),…

HPTLC/AMD, densitométrie,…
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Merci pour votre attention
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