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Note 

Sdparations en chromatographie sur couches minces des d&-iv& chloro- 
phylliens t&rapyrroliques et application 2 la recherche de ces d&iv& dans 
un fruit en tours de maturation* 

La chromatographic ascendant+ sur couches minces est frCquemment cmp!o$e 
pour la Gparation de faibles quantitk de pigments liposolubles’. Si certnins auteurG 
distixgucnt jusqu‘i 18 pigments dans des estraits d’algues ou de fruits en tours de 
maturation_ d_autreG-. pensent que beaucoup de ces taches sont dcs produits de 
transformation drs chlorophylles ou des carotenoides apparus ifr vitz-o att contact des 
adsorbants inor~rtniques. 

Nous nous proposions de caractkiser d‘2sentuels d&i\:6 chiorophylliens de 
nature tdtrapyrrolique pouvant apparaitrc fiz rjro au cows de Ia maturation du fruit 
de L_rCopcr.siCzJJzt c5CldeiliKiJzz var. cerczs~forzzie (tomate “cerise”). Pour c&t nous avons 
dCt%i dcs conditions assurant la non dggradation izz ritJ-o dcs pigments &udib, puis 
avons appliqut_ B un estrait volontairement enrichi en dhivk tPtrapyrroliques arti- 
ficicls_ divers types de chromato~raphic sur couchc mince. Nous avons alors sClec- 
tiollnt! celui qui donnait Ia meilleure sGparation d-un nombrc maximum de taches. 
done qui pow-nit now psrrnettre de d5tcctcr Its produits chcrchb. 

MATCRIEL ET %leTHODES 

La mise au point des systkmes chromttto~raphiqi~es a ?te l-site ri l-aide d‘csrraits 
pigmrntaires de fkuilles fraiches de S_wzpiz~rrr~zz ofjkiJz~zl(e, r&llisPs sow conditions 
ambiantes de tempkrture. lumike rt atmosphkre, de faqm ri obtenir un masimum de 
dirivb tCtrapyrroliques_ Aprks broyge au broyzur 5 bilks (type Dangoumau) Ies 
pigments sont csrraits par d r‘ I’acCEnne aqucuse (concentration finals X0:20) puis 
transfktk dans de l-&her de p&role (_30-50’). L‘rstrait ainsi obtenu est 2vaporC ri 
set et lcs pismcnts repris dans l’acCtone_ Lors de 1’Ctude physiologique portant sur 
drs fruits lyophilisb de tomate “cerise-‘. pour ivitcr les d&adations itz vitro des pig- 
ments, le brayage a Cti- fait en prkence de borate d‘ammonium et d‘azotr liquide. 
l‘estraction 2 une tempCrature voisine de 3“ et 9 l’abri de la lumitrc. 

_ La conception de ces mf-thodtx reviem 5 E&l Dslaporte. dkx!dS. 
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df~thorles cl~ronlcrtogr~~pi~i~~ies 
Les essais, t-CalisCs en chromatographie monodirt~ensionnelle B l’aide de dif- 

fkrents systkmes de solvants, ant port& systCmatiquement sur la qualite des revete- 

ments (leur nature or%anique ott inorganique, leur Ipaisseur, leur polaritt-2 et l’impor- 
tance du liquide de dispersion)_ Les revEtements servent soit de support 5 me phase 
stationnaire solide ou liquide, soit de phase stationnaire- Dans le premier cas, si ia 

phase stationnaire est apolaire, il s’agit d’un q&me B plmes irwersC;e.s, par rapport 
aus sysiknes courants pour lesquels la phase stationnaire est polaire, la phase mobile 
apolaire. La nature du revCtement a, dans ce dernier cas, beaucoup d‘importancer 
ainsi les adsorbants inorganiques, type gel de silice. peuvent entrainer des transfor- 
mations de pigments”--‘. Certains de nos essais ont cependant port5 sur de tels re$te- 
ments souvent utilisCs”-“. afin de comparer les rbultats avec ceu_x obtenus sur des 
revetements de nature organique prkf&b par quelques auteurs’.s_ Nous avons com- 
him? en systtmes Piditncnsionnels les solvants de dt+eloppement ies plus satisfaisants_ 

Tecliniipes 
Les revt3etnents sont deposis, sur des plaques de verre (20 x 20 cm). ti 

I-aide d’un Ctttleur manuel (Shandon Unoplan), aprks homogCnCisation au miser 
(Omnimiser_ Serval) dans un iiquide que nous nommons liquide de dispersion. 
L’Cpaisseur du revt3emcnt est z ~&Cralemcnt de 0.4 mm, sauf indication dans le teste_ 
Les cuves sont hcrmktiques. certaines tiquipfes pour adtnettre un courant d‘azote ct 
un enrichissement progressif en un solvant dPtertnitk D’kttres cuves sont 9 front 
perdu. I! faut en mo_venne 16 h pour saturer les cuves dans le cas de systkzes h phase 
stationnaire p&tire. 1 h si les phases sent inverGes ou s‘il s‘agit d‘une chromato- 
wtphie pour laquslle les forces d-adsorption sont dominantes. Dans tous Ies cas les 
&veloppements se dkoulent ii l’obscuriti 5 tempCrature ambiante et leur duke 
n-es&de jamais 1 h 30 min. Le rep&age des taches se fait 5 la lumikre du jour et en 
lutiii~re ultra-violette. 

I'mrlrrirs urilis& 

Rea?rmzems orpruiqites. Les revttements organiques utilises sont : Poudt-es de 
csllulosc ordinaires_ de grain 15-40 {cm (CC3 1 I\%atman) ou lo-25 pcm (CC41 What- 
man): cellulose impr&#e de pol_vCthyl~ne-iminc (PEI Merck). Poudre de sac&arose 
du commerce. t-cnfcrmant 3 y,L de matiires amylades, tamike au laboratoire pour 
obtcnir Jrs g&us de 6040 ,~m_ 

Ren?tetwt~ts ilrorgmiqrrex Les rev&etnents inorganiques utilisCs sont I Poudre de 
borate d’ammonium (Merck) tamisCe (grains 60-50 yii). Poudre d’alumine (Merck). 
L‘ascorbate de sodium (Merck) est employi comme adjuvant des ditT&ents revSte- 
metits. 

Liquides de dispersion_ Les liquides de dispersion sont indiquk dans le Ta- 
bleau 1 pour chaque type de couche mince ttinsi que Ies rapports volumc/poids de 

poudre (ml/g)_ 

Soiw~~ts rlr tkA-rIopprme~t_ Pgridine, adtonitrile, pentane, hesane. heptane et 
octi~nr sent dcs produits Carlo E&a R-P_: Irs alctmes supkxtrs des produits 
Schuchardt. 
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R&UL-l-ATS 

Syst&nes ci please strltiomrrire polrrire. L’acCtonitrile. In pyridine et leurs azeo- 
tropes avec l’enu ont permis des skparations nettes settlement si les cuves sont 5 front 
perdu. Sur certains revetements (saccharose, cellulose, borate d’nmmonium, alumine) 
la pyridine et son aziotrope avec I‘eau donnent des rbultats mkdiocres si la phase 
mobile est du pentane ou de l-&her de petrole (30-50’). et des rtkultats satisfaisants 
si la phase mobile utiliske est t.m alcane (de C,; 5 C,). Ainsi nous avons st?parC neuf 
taches bien distinctes h l-aide des systtknes suivants: CC4l,/pyridine/hesane; saccha- 
rose,lnzCotrope pyridine-eau!hesaner borate d‘ammonium/aztotrope pyridine-eau/ 
heptane. et mCme dis taches sur sac&arose si nous substituons l-octane 5 l’hesane’. 

S_sstC;iws ri phrtses im-ersC;es. Ces essais ont t?tC r&is& dans des cuves her- 
nietiques avec lcs phases statiomxtires suivantes: huile de vaseline. pentadCcane, 
hesadkane. octudktne, la phase mobiIe pouvant Ctre l‘adtonitrile. la pyridine, Ieurs 
azeotropes avec l‘eau. l‘azt5otrope hesane-propanol. des m&m~es pxttane-propanol 
ou des melanges acetone-mCthanol-eau. Le syst6me saccharose$esadCcane (6 10 y/c, 
dans l‘hesnne)!mCth;Inol-e~ttt (9317) et Ies systitmes borate d’ammoniut~~/hesadCcanr 
(5 lo?:, dans F&her de p&role, 30-50’)/ac&one-mkthanol-eau (40:40:8 ou 2O:SO: 10) 
permettent de sCpat-er dis caches donr la rCpartition et la nettetC sont escellentes. 

Au tours de ces essais. nous avons par ailleurs montrC que la prisence dans 
la phase mobile d’un alcane permettant la conservation 5 4’: des taches de pigments 
SLIT les plaques, ne gI_Cne ni la migration de cette phase. ni la Gparation des pigments. 

RetFWrltrWs cwmtitumt em\--trrches 101e phtm~ sttrtiorir~rrire. La cellulose CC4 1. 
Is saccharose et le borate d’ammonium ont maintenant set-vi de phases stationnaires 
dans des systPmes chromatcleraphiqltes 5 Siutions successives. Les rksultats obtenus, 
port& dans le Tableau II, montrent que. sur sacchsrose, ccs ilutions separent t&s 
nettement UII grand nombre de pigments. 

Nous awns tenu ri v&ifier que certaines de CL’S taches ne correspondaienr pas 
ri des d&-iv& apparus. par osydarion des pigments. lors des nombreus skhages h 
l-air s5parant les opkrations d‘5lutions successives. ou bien h des d&iv& dk ;i une 
attaque wide au tours des Clutions elles-mtkes. Pour ceI5 nous avons adjoinr aus 

tw0tements de I-ascorbare de sodium comme antiosydnnt et du borate d’ammonium 
qui kite tome attaque acide des chlorophylles ou de leurs d&iv&_ Sur sac&arose la 
migration et la s?paration des pigments a 6tk trouvk inchang2e. ri condition de ne 
pas dt$asser des teneurs de O.;C’JJL en ascorbate de sodium. de 4 % en borate d‘ammo- 
nium er d-iluer avec de l‘hesane enrichi zi chaque fois de O-3:,< en propanol au lixt 
d< O.-II’:,_ 

Sur CC4I. lrs risultats sont amClior& si le d&veloppement est etkxu? ;LV’SC 
le systkn- azkott-ops pyridine-eau/hesane en pretniere dimension et le s_vstkme zi quatre 
2l:ttixx successives. hesane enrichi 5 chaque opkation de 0.67-L de propanol (~:f: 

- AU Cours dC CCttC &udc nous avons montk l‘importancr capit& du liquidc de disprrsion. 
Ainsi. lorsquc Is saahnross est d15posC 5 Ihide du methanol il n‘y a auCunr separation avcC Ir systkne 
p_vridine-eau~hcsane. Pour avoir de bonnrs &parations des pigments Ir saccharoar doit sire Ltt?posC 
ri I-aide dhc9tonr. de chloroformr ou d‘un mPLange chloroform+hesane (jO:jo). 
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TABLEAU II 

NOMBRE DE PIGMENTS ScPARfS A PARTIR D-UN EXTRAIT DE FEUILLES DE SYM- 
PHYTUM PAR gLUTIONS SUCCESSIVES SUR DES REVeTEMENTS COKSTITUANT 
EUX h&hlES LA PHASE STATIONNAIRE 

L‘azCotrope chloroform+mCthano1 (75:21) est utilise pour deposer Ia celIulose CC4i et Ie borate 
dhmmonium; le chtoroforme pur pour deposer Ie saccharose. Dans tous Ies cas. pour une chromato- 
graphic etTectuSr sur une hrtuteur h par II &.xants successifs: le premier elullnt prircourt /~;tr en 5 ri 
10 min. Ir second 2k!l~ en 15 ;i 20 min et Ir &me JL La dur& totale des dt2veloppements n‘esckk 
pas I h 30 min, le st?xI~~ge de Ia phque entre drus Plutions ne nhessite que quelques minutes. 

cc41 f 1) Hesane -b 0.67: de propanol IO ri 17 taches assez bien sepades 
(0.3 mm ci‘+isseur) (3 Hesanr -r 1_17t de propanol 

(2) Hexane -+ l_\‘y: de proprtnol 
(1) Hexme -i- ?_A:!; de propanol 

Saccharosc (I) Heszlne 
(2) Hesanc -_- O-4:: de propanol 
(3) Hesane + 0-S :‘a de propanol 
(4) Hrsane 7 12~~ de propanol 
(5) Hesane - 1.6:” de propanol 

Borae d-ammonium [I) Hexanc 7 9 IO tachrz masimum 
(2) Hesrtnc : 0_19:., de propdnol 
(3) Hessrinr : 0_3Sy: de propanol 
(4) Hcxsnr - 0.57:‘: de propanol 

Tableau II)> en deusiemc dimrnsion_ En lumi&re naturelIe_ treize taches vertes et trois 

taches jaunt’s, toutes bien sCpttrt%, sont d&ombrCes; en Iurni~re ultra-violette nous 

distinguons deus nouvelles tacbes_ Soir au total dis-huit tacbes. 

Sur saccharose et borate d’amtnonitim les rbuitats sont encore pius satis- 
faisrtnrs. Ving [aches, dont cinq visibles en lumiitre ultra-violette seukmrnt, sont 
st?parCes sur borate d‘ammonium dnns le systtkne azeotropr pyridine-eau~hcpttlne 
en premike dimension et le systime hesadkane ti 7.5% drins I’hesane$tcCtone- 
mCthanoi-eau (20:80110) en deusikxe dimension. Quant au saccharose il peut pcr- 
mettre la siparation de uingt-quatrr tacks avcc les dsus systknes suivants: azktrope 
pyridine-eauioctane et hexme enrichi en propanol (systltme zi dilutions succcssivcs_ 
crf_ Tableau II). Le sch5ma de cette skpartttion est donnO dans Is Fig. I_ 

Trois lots dc fruits sont Stud& Le premier cst constituG de fruits verts adultes. 
c‘est-S-dire cueillis au st;tde* rnarqurtnt la fin de lu croissancc et le debut de Ia matu- 
ration et oil la teneur en pigments chlorophylliens est rnttsimale*“. Lr deusit;me r’st 
constitu5 de fruits cueillis rose-oranges ou rouges_ Lo troisikne de fruits vcrts ttdultes 
laissb 5 lumi~re et tempklture ambiantes jusqu‘ti ce qu‘ils virent au rose ou rouge 
oran$. 

Lftpplicarion, ;LUS trois lots de fruits, de5 nieilleurs systetnes chromatographi- 
ques definis prictdemment et en particulier du syst&me saccharose/az&otrope pyri- 
dine-e&octane en premitre dimension, hesane enrichi progressivement en propanol 
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COKCLLrSIOK 

Nous d&nissons un s;st&me de chromatogaphie sur couches minces de 

saccharosc qui permet me s6pamtion tine des carotkes osyg&Gs (Cposy- et hydrosy- 
carotknes) et des pigments thapyrroliques d‘origine chloropli~llienne. Sur un estrait 
pigruentaire obtrnu en conditions tellcs, qrt‘ii y a d&gradation i/z rim> des chloro- 

ph~lles. 1101.1s tlv~ws 5 I‘aide de cc systPme pu dtkombrer jusqu‘ti vingt-quatre taches 
dont IIIX quinzainr corrrspondait ri des composCs t~rrapyrroliqucs_ Dans Ir cas dcs 
estrrtits de fruits nifirs prtiparks en pr&mce d’azote liquide, 5 I‘abri de la lumike et 
:IU froid. ce mSmc pro&i& n-a jamais permis de detccrer la prbence de d&iv& chloro- 
ph)‘iliens t&rapyrroliques_ Nous pensons done, en accord avec certains tluteurs”. 
qu’au tours de la maturation les produits de dfgradution des chlorophylles n‘appa- 
raissent pas sous formr de composb de nature tCrrapyrroiiqur_ 

Des contrdles utilisant une distribution automntique d’ilunnt en gradient con- 
tinu de polarit sous atmosphtre d’azote_ ON l’adjonction d‘antiacidcs ou d‘anti- 
osydants dans le rsvEtement des plaques, ont montr5 qu‘il ne se produisait pas de 
dEgrada:ion des pigments separt% au tours des dkeloppements succes$s_ 

Enfin. la pr&ence d‘alcane dam 13 phase mobile :1 pu pernlettre la conservation 
5 4” des pigments en place aprk chromato%r~phie_ 
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