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INTRODUCTTION

Le brunissement est un phénoméne courant chez les fruits charnus
atteints d'accidents d'origine parasitaire ou de traumatismes physiques

(FIDLER et COURSEY, 1969). Suivant les conditions d'apparition, il peut &tre :

— superficiel, di fréquemment & une blessure. Ce type de brunissement s'observe
chez certains fruits lorsqu'ils sont sectionnés : pomme, poire ... ; la surface
de section se colore plus ou moins rapidement en brun. L'échaudure que 1l'on
rencontre fréquemment chez les mémes fruits en conservation est une forme de

brunissement superficiel,

— interne, se localisant alors dans les parties profondes des fruits. Il
accompagne généralement les maladies de conservation (ULRICH et MARCELLIN, 1968)
dont le "chilling injury", terme anglo-saxon désignant les accidents physiolo-
giques qui surviennent a basse température mais supérieure a la température du
point de congélation. Il apparaft, soit & basse température, soit uniquement
aprés remise des fruits i des températures plus élevées (SMITH, 1940, 1947 ;
TING et ATTAWAY, 1971). Un brunissement & la décongélation peut, en outre,

8tre observé chez les péches (GUADAGNI et al., 1949 ; GRICE et al., 1952 ;
MOTAWI, 1966 ; BAUERNFEIN et al., 1970) ou les avocats (RAMIREZ—MARTINEZ et

LUH, 1973).

Le brunissement de 1l'ananas est un brunissement interne. Plusieurs
termes ont été utilisés suivant le faciés, les zones de localisation, les
conditions physiologiques d'apparition du brunissement : "endogenous brown
spot™ (LINFORD, 1932, 1944), "physiological breakdown" (MILLER, 1951 ;
MILLER et al., 1952, 1953), "black heart" et "black heart disease" (SHON KUNG
SUN, 1971 ; LEVERINGTON.1973, cité par 1'I.R.F.A.,1975). Selon DULL (1971) le



"physiological break down" n'est pas différent du black heart ou du black
heart disease et tous deux correspondent au brunissement interne (B I) décrit

et défini par TISSEAU et TISSEAU (1970 ) ; TEISSON (1972) ; I<R.F.A., 1975).

Le brunissement interne de 1'ananas Comosus, variété Cayenne lisse,
a depuis longtemps suscité de nombreuses recherches tant les paramétres et
les facteurs qui peuvent intervenir sont divers. Ce n'est qu'en 1932 que
LINFORD a montré l'origine non parasitaire de ce brunissement, qu'il a confir-
mée en 1942 en donnant un certain nombre de caractéristiques parmi lesquelles
les basses températures qui semblent &tre une des conditions d'induction du
phénoméne, Ces résultats ont été ensuite confirmés par les travaux de divers
auteurs (IVANOFF, 1946 ; MILLER et al., 1952, 1953). . Restées dans
1'oubli pendant quelque temps les recherches ont été reprises depuis qu'on
s'est apercu de l'importance économique du probléme de brunissement interne
pour les pays exportateurs et importateurs. Les études entreprises ont été
surtout orientées a des fins pratiques mettant en oeuvre divers traitements,
chimiques (TISSEAU, 1963 ; TISSEAU et TISSEAU, 1970, 1971 ; TEISSON, 1972 ;
I.R.F.A., 1975) ou thermiques (AKAMINE et al., 1975). Une diminution du B I
a été obtenue dans les deux cas sans qu'on puisse cependant arriver a le
supprimer complétement ou a4 expliquer le mécanisme du brunissement et de

l'action de chaque facteur,

Un mécanisme du Chilling injury a été proposé par LYONS (1973)
s'inspirant de LYONS et RAISON (1970) et de LEVITT (1972). A basse tempéra—
ture il se produisait une solidification des lipides membranaires provoquant
une fissuration. La perméabilité des membranes augmente et 1l'équilibre ioni-
que est rompu entrainant un désordre et une perte d'ions observée dans les
tissus atteints. L'énergie d'activation des enzymes augmente aussi bien dans
les mitochondries que dans les chloroplastes. L'activité des enzymes solu-—
bles diminue alors que la température baisse. Le déséquilibre entre ces deux
systémes entrafne 1l'accumulation de métabolites. Une autre conséquence est
l'arrét du courant cytoplasmique ayant pour effet un approvisionnement en
énergie médiocre. Il se forme par ailleurs A partir des acides gras insatu-

rés des péroxydes lipidiques (LEVITT, 1972).

Ces hypothéses ont été le point de départ de nouvelles orientations
de recherche quant a 1'étude du brunissement interne de 1l'ananas sur le plan

physiologique et métabolique (I;R.F.A,, 1975 ; TEISSON, 1977).



Depuis les travaux de LINDET (1895) les connaissances sur la nature
enzymatique de nombreux brunissements sont définitivement acquises (JOSLYN
et PONTING, 1951 ; MASON, 1955 ; MATHEW et PARPIA, 1971 ...). La mise en
évidence de la phénoloxydase (P.O.) et son isolement ont fait 1l'objet de nom-—
breuses études (JOSLYN et PONTING, 1951 ; MASON, 1955 ; HULME, 1958a ;
PRIDHAM, 1963 ; HAREL et al., 1965 ; WALKER et HULME, 1966 ; CONSTANTINIDES,
1967 ; HAREL et MAYER, 1968 ; MATHEW et PARPIA, 1971). L'oxydation des phénols
par la P.O. ou éventuellement les péroxydases (TEISSON, 1977) conduit a la
formation des produits colorés qui caractérisent le brunissement. Deux étapes

de réactions sont généralement considérées :

— une étape enzymatique ou les phénols sont transformés en quinones éventuel-

lement réductibles,

— une étape non enzymatique correspondant a une polymérisation et une conden-

sation des quinones. Les produits formés constituent les complexes bruns.

D'autres réactions d'oxydation sont possibles & partir des phénols
pouvant conduire i des brunissements non enzymatiques (INGRAHAN et CORSE,
1951) 4 des modifications de coloration vers le jaune ou le brun par chéla-

tion avec des ions métalliques.

Tous les phénols n'interviennent et ne réagissent cependant pas
de la m&me maniére dans le phénoméne du brunissement., La chélation concerne
généralement les phénols o-dihydroxylés ou trihydroxylés (JURD et GEISSMAN,
1956 ; RIBEREAU-GAYON, 1968) mais des cas ou des monophénols entrent en com—
binaison, sont également signalés (HAYASHI, 1962).

Dans le cas du brunissement enzymatique les monophénols ne sont
pas directement attaqués par les P,O. (WILLIAMS, 1960 ; SWAIN, 1962) mais
peuvent &tre dégradés par le phénoméne d'oxydations induites (ROBERTS, 1957)
oli 1'acide chlorogénique semble jouer un rdle (SWAIN, 1962 ; LAVOLIAY et al.,
1963 ; MONTIES, 1966 «..). Par contre les o—diphénols sont les substrats
majeurs des P.O., tels l'acide chlorogénique (WEURMAN et SWAIN, 1953 ;
HULME, 1958 ; WALKER, 1964 ; SHANNON et PRATT, 1967) et les catéchines
(SIEGELMAN, 1955) chez la pomme. Les catéchines sont aussi des substrats
préférentiels de brunissement chez la poire (LUH et al., 1953) et chez la
péche (LUH et al., 1967). Dans la banane le substrat de brunissement est la
3-4~dihydroxyphénylalanine (GRIFFITHS, 1959) mais l'acide chlorogénique peut



également intervenir (MATHEW et PARPIA, 1971). Ainsi que le rappelle MACHEIX

(1970) le brunissement enzymatique dépend d'un certain nombre de facteurs :

— de 1'activité des P.0., ou éventuellement des péroxydases (TEISSON, 1977),

de la teneur en substrats oxydables,

de la teneur en oxygeéne,

|

de la présence de co—facteurs, d'inhibiteurs de brunissement dont le plus

l s

connu, entre autres, est l'acide ascorbique. La prépondérance de 1l'un ou de
1'autre facteur a été souvent l'objet d'hypothéses trés discutées. Selon
GUADAGNI et NIMMO (1953), 1l'intensité du brunissement est en rapport direct
avec la teneur en phénols oxydables de la pomme. D'aprés les travaux de

BIAKE et DAVIDSON (1941) sur les p&ches, de WALKER (1964a) et HAREL et al.
(1966) sur les pommes, de RANADINE et HAARD (1971) sur les poires, la teneur
en "tanins" oxydables est capitale dans l'aptitude au brunissement. WEURMAN

et SWAIN (1956), MOTAWI (1966) préconisent que la teneur en substrats est
indispensable mais le facteur le plus important dans le brunissement enzyma—
tique de la pomme est 1l'activité in situ de l'enzyme., Contrairement a 1'hypo-
thése de BOGDANSKI (1954), les mémes auteurs suggérent que l'action inhibitrice
de l'acide ascorbique n'est pas prépondérante dans le brunissement de la pommes
WALKER (1962) montre qu'il n'existe, chez la pomme, aucune relation précise
entre la teneur en acide ascorbique et le brunissement ; par contre, il trouve
une corrélation nette entre la teneur en acide chlorogénique et le brunisse—
ment. L'importance relative des divers facteurs peut d'ailleurs varier con-
sidérablement avec 1'4ge du fruit (MACHEIX, 1970). Selon MILLER (1951, 1952,
1953) la teneur en acide ascorbique diminue au fur et i mesure que le brunis-
sement devient fort chez 1'ananas. L'I.R.F.A.(1975) et TEISSON(1977) trouvent
une corrélation nette avec l'intensité du B I entre l'activité de la P.0O.

qui augmente et la teneur en acide ascorbique qui diminue.

L'abondance des phénols dans certains organes végétaux notamment
les fruits qui entrent d'une maniére trés diverse et en quantité importante
dans l'alimentation de l'homme, pose le probléme de leur devenir dans l'orga-—
nisme humain. CHASSEVENT (1969) a dégagé les principales actions physiologiques
et pharmacologiques de l'acide chlorogénique. Certains phénols ont un effet
plus ou moins direct sur l'organisme humain. Ainsi les catéchines (LAVOLLAY

et PARROT, 1942 ; IAVOLIAY et al., 1943 ; GAZAVE et al., 1974) ont une action



vitaminique P et jouent un r8le dans la résistance capillaire. Les tanins
condensés en s'associant irréversiblement aux protéines entrainent une diminu-
tion de la valeur biologique des aliments (MITJAVILA, 1973). Les o-diphénols,
en particulier 1l'acide chlorogénique, participent a la préparation des N-nitro-

samines, connues pour leur action cancérigénes (CHALLIS et BARLETT, 1975).

Un des intéréts particuliers qu'offrent en outre les dérivés hydroxy-
cinnamiques, est leur distribution quasi universelle chez les plantes supérieu-
res et leur concentration relativement importante dans la plupart des fruits.
L'état actuel des connaissances sur les dérivés hydroxycinnamiques est déja
assez avancé mais des précisions restent a apporter quant a leur mode d'action,

a4 la détermination de leur rdle, a l'identification de leur structure.

Sur le plan des composés phénoliques les fruits tropicaux, en
1l'occurence 1l'ananas, ont été trés peu étudiés en raison peut—&tre de 1'éloi-
gnement géographique des centres de recherche européens ou occidentaux par

rapport a leurs sources d'approvisionnement.,

En 1956, BATE-SMITH a signalé l'existence de 1l'acide sinapique chez
les Broméliacées. GORTNER et al. (1958) et GORTNER (1963a) ont mis en évidence
dans les feuilles et la tige de l'ananas, la présence de deux acides phénoliques
libres ou a 1'état d'esters : l'acide p—coumarique et 1l'acide férulique.
Auparavant, l'acide di-p—coumaryl 1l-/ quinique avait été identifié dans la tige
de l'ananas par SUTHERLAND et GORTNER (1959). En dehors de ces travaux aucune

étude n'a été entreprise dans le fruit ananas, en ce qui concerne les phénols.,

Le but de ce travail est donc d'essayer d'identifier les composés
phénoliques de 1l'ananas, d'étudier leur évolution en rapport avec quelques
phénoménes physiologiques dont la maturation, et de définir éventuellement le

rdle qu'ils peuvent jouer dans la maladie dite de brunissement interne (B I).

Nous exposerons dans le Chapitre I,.le matériel végétal et les métho-
des d'étude. Le Chapitre II comportera 1l'extraction, la séparation et 1'iden-
tification des composés phénoliques de l'ananas. Leur dosage sera traité dans
le Chapitre IIT en étudiant les gradients et 1l'évolution des dérivés hydroxycin—
namiques au cours de la maturation. Nous envisagerons ensuite dans le Chapitre IV
une étude comparative entre fruits non brunis et fruits brunis, une étude sur
les variations des teneurs en dérivés hydroxycinnamiques au cours de la conser—

vation, sur les substrats éventuels du B I, et une recherche de corrélation



entre l'intensité du brunissement interne et la teneur en o-diphénols et
autres dérivés hydroxycinnamiques. A la fin du Chapitre IV nous essaierons
de mettre en évidence l'influence de quelques facteurs physiques ou physio-
logiques sur 1l'évolution de ces composés phénoliques en rappoft avec 1l'appa-

rition du B.I.



CHAPITRE I

MATERIEL et CONDITIONS d'ETUDE

A - MATERIEL VEGETAL ETUDIE.

1 -~ L'ananase.

La variété d'ananas que nous avons étudiée est la Cayenne Lisse,
de l‘espéée Ananas Comosus (COLLINS, 1960 ; DULL, 1971 , I.R.F.A.; 1975, «s:.).
L'intérét scientifique qu'elle présente est son abondante disponibilité dans
le commerce, grice a une technique d'induction florale artificielle permettant

de planifier la production et la récolte tout au long de 1l'année,

2 - Modalités d'approvisionnement — Origine des fruits étudiés.

a — Rappel : les conditions de distribution de 1'ananas du

commerce.

Le circuit commercial de 1l'ananas passe par deux phases :

— une phase de transport correspondant au transport par bateau dans des cales
réfrigérées a 8°C pendant une durée d'environ 10 jours, jusqu'au port européen

de débarquement.

— une phase de conservation comprenant le transit aux ports et entrepdts et
ensuite la commercialisation des fruits chez les détaillants dans des condi-

tions thermiques variables dont la moyenne générale retenue est égale a 20°C,

Nous avons étudié quelques uns de ces fruits achetés au marché dans
le but d'avoir des éléments de comparaison avec les fruits traités au labo-

ratoire,



b - Les fruits traités.

Tous les fruits qui ont fait 1l'objet de nos expérimentations en
laboratoire ont été choisis (site de plantation, stade de maturation, poids)
et fournis par 1'Institut de Recherches sur les Fruits et Agrumes (I.R.F.A.)

de Paris et proviemnent de ses deux stations en Céte d'Ivoire et en Martinique.

b/l - Fruits traités en région parisienne.

L'acheminement des fruits vers Paris a été effectué par avion et nous
les avons regus un a deux jours aprés la cueillette. Les fruits frais qui ne
subissent pas des conditions thermiques de conservation sont échantillonnés
aussitdt leur arrivée. Nous reviendrons sur les conditions expérimentales des

fruits de conservation dans un paragraphe ultérieur.

b/2 - Fruits traités aux stations de 1'I.R.F.A.

D'autres fruits ayant subi une simulation de transport a 8°C et de
conservation a 20°C, aux laboratoires de 1'I.R.F.A. en Cdte d'Ivoire et en
Martinique, ont été également étudiés. Cependant le mode d'échantillonnage
est différent de celui que nous avons généralement adopté et qui sera décrit

ultérieurement.

Remarques sur le choix des différents stades de maturation des fruits étudiés.

e Trois stades de maturation ont été choisis pour l'ensemble des fruits :

— fruits verts, peau entiérement verte, récoltés 15 jours avant la

cueillette normale,
- fruits 3/4 mirs dont 3/4 de la hauteur du fruit jaune,

- fruits 4/4 mirs dont 4/L de la hauteur du fruit jaune a la récolte, en

mlrissant entiérement sur pied.

o De nombreuses observations ont été rapportées par divers auteurs sur la sensi-
bilité des fruits au brunissement interne (B.I) (MILLER,1951 ; MILLER et al.,1952,
1953 ; TISSEAU et TISSEAU, 1970 ; SHON KUNG SUN, 1971). Les fruits plus mrs
s'avérent moins sensibles au B I que les fruits moins mlrs alors que les
fruits verts le sont plus comparativement aux fruits mlrs classiques
(LEVERINGTON, 1973, cité par 1'L.R.FeAs ; I.R.F.A.,1975), Des réshltats inverses ont

été observés parfois dans les fruits verts par les mémes auteurs.



L'ensemble de ces observations nous a conduit & nous intéresser non
seulement 3 des fruits dits mrs (3/4 mlrs, généralement) qui sont les plus
courants et les mieux connus au point de vue B I, mais aussi a des fruits
verts et des fruits surmlrs (4/4 miirs), qui constituent en sorte des cas ex—

trémes,

3 =~— Zones de localisation du B I dans l'ananas.

L'ananas est un ensemble de petits fruits individuels soudés les
uns aux autres et insérés directement autour de 1l'axe cylindrique central ou

coeur. Ces fruits individuels sont appelés couramment yeux.

Dans toute la suite de 1l'exposé nous désignerons par oeil chaque

fruit individuel et par fruit 1'ananas entier.

Les sympt®mes du B I se localisent et se développent généralement
au niveau de la base des yeux de la moitié supérieure du fruit, bien qu'on
note quelquefois du B I dans 1l'axe cylindrique central notamment dans les
vaisseaux conducteurs qui viennent ensuite irriguer la base des yeux. Quand
le B I n'existe qu'a 1'état de traces, les tissus de la base des yeux devien-
nent légérement gris, translucides et vitreux (I.R.Fd.,1975 ; TEISSCN, 1977,
observations personnelles). Dans le cas du B I avancé la plupart des tissus
constituant la base des yeux et ceux qui les environnent, brunissent. Le B I
gagne ensuite et progressivement les yeux. Cependant méme dans les cas tres
sévéres il est rare d'observer un B I atteignant les zones périphériques sub-

corticales de la pulpe.

La moitié inférieure du fruit ne présente généralement pas de B I.
Une réserve doit toutefois &tre faite concernant les fruits verts ou i peine
tournants au jaune, dans lesquels un B I particulier dit "en colonne" se
produit sur toute la hauteur du fruit et autour de 1l'axe cylindrique central.

Ce brunissement a été rencontré chez des fruits verts expérimentés, et étudié.

Nous avons tenu compte de ces différentes zones de localisation
du B I dans le type d'échantillonnage que nous avons adopté, d'autant qu'il

existe un gradient de maturité sensible entre le bas et le haut du fruit.

Nous étudierons uniquement la pulpe du fruit. La peau, la couronne
et le pédoncule, qui sont les organes d'échanges et dont les modifications

morphologiques constituent des critéres de base pour la détermination du stade
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de maturation et de la récolte du fruit (SINGLETON, 1965 ; SINGLETON et
GORTNER, 1965 ; GORTNER, 1965 ; TEISSON, 1973b), n'ont pas fait 1'objet d'une

étude particuliére dans ce travail.

B -~ CONDITIONS EXPERIMENTALES de CONSERVATION.

1 ~— Simulation de transport 3 8°C et de conservation i 20°C.

Pour effectuer des prélévements d'échantillons il est irréalisable
de suivre les circuits de l'ananas du commerce (transport par bateau, stockage
dans les centres de distribution, conservation chez les détaillants, ees)e
Aussi avons-nous essayé de transposer les conditions pratiques en faisant une

simulation de transport 4 8°C et de conservation a 20°C.

a — Simulations réalisées aux stations de 1'I.R.F.A.

Les conditions expérimentales suivies sont celles définies et

rapportées par 1'I.R.F.A. (1975) :

— mise des fruits au froid & 8°C pendant 10 jours,
~ sortie de chambres froides et mise a 20°C,

— observation au bout de 7 jours a 20°C,

Les fruits ainsi traités en Cote d'Ivoire ou en Martinique nous parviennent
aux laboratoires (région parisienne), soit & 1'état de fruits entiers, soit
sous forme de broyats congelés de pulpe de fruits. Chaque broyat représente
3 4 6 fruits ayant les mémes dates de prélévement et les mémes notes de B I

et broyés globalement ensemble,

b - Simulations réalisées en région parisienne.

Dans des conditions semblables & celles des expériences précédentes,
des simulations de "conservation" ont été faites en laboratoire. Nous désignon
ici par conservation l'ensemble des traitements thermiques subis par le fruit

comprenant la réfrigération a 8°C et la mise a 20°C,

Dans un premier temps les fruits sont placés dans des cellules
étanches aux gaz et maintenus & une température de 8°C pendant 10 jours. Un
balayage d'air frais ambiant, de 10 1/h assure l'entrainement et 1'évacuation

des émanations volatiles des fruits hors des cellules. A la fin du 10éme jour
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les fruits sont ensuite sortis des cellules et mis & la température de 20°C

dans une chambre climatisée pendant plus ou moins longtemps.

D'autres expériences de simulation de conservation ont été réalisées

en maintenant les fruits constamment, soit a 8°C, soit a 20°C.

2 - Calendrier du prélévement des échantillons.

Les prélévements ont été faits généralement aux jours suivants

- J : jour de mise au froid a 8°C

- J+10=1I ¢ jour de sortie des chambres froides ou des cellules a 8°C
et mise a 20°C

- I+ 8 s a 20°C

- I+ 15 : a 20°C

Le méme calendrier de prélévement a été également retenu pour les fruits conser—

vés strictement a 8°C et a 20°C.

Le mode de prélévement sera développé dans le paragraphe "techniques

d'échantillonage".

Le prélévement d'échantillons par échelonnement permet de suivre
un certain nombre de phénoménes se produisant au cours de la conservation dont

1'évolution éventuelle des composés phénoliques.

3 = Remarques sur les fruits traités.

— Dans l'ensemble, au point de vue des aspects extérieurs, les fruits étudiés
présentent, au bout de I + 8 ou I + 15 jours de conservation a 20°C, des

traits caractéristiques identiques a ceux des fruits du commerce :

— peau plus ou moins desséchée, de coloration jaune-orange, disparition
de la chlorophylle, une maturité avancée,
— couronne plus ou moins fanée,

— pédoncule desséché,

— La conservation entraine pour les fruits une perte de masse de l'ordre de
143%a lafin de la mise au froid et de 53 9 % au bout de I + 8 jours a
20°C, ce qui n'est pas négligeable., Cette perte de masse ou émission d'eau
sous forme de vapeur que l'on peut observer, par condensation, sur les parois

vitrées des cellules de conservation, est due vraisemblablement & la respira-
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tion et & la transpiration des fruits.

~ Les résultats obtenus en ce qui concerne le B I sont semblables au point de
vue faciés et intensité au brunissement interne des fruits du commerce. Une
étude quantitative comparative sur le plan des composés phéngliques et du B I,
sera envisagée au Chapitre IV. Des notes de brunissement, de O a 4, correspon-—
dant aux quatre stades du B I selon les échelles de brunissement de 1'I.R.F.A.
(TEISSON, 1972) ont été attribuées aux fruits observés atteints :

— O correspond aux fruits sains aprés conservation,

— traces : stade initial du B I, caractérisé par des tissus légérement
gris translucides a la base de quelques yeux,

- 1 : gquelques yeux et tissus environnants ont bruni,

— 2 et 3 : le centre est plus ou moins affecté, généralement dans la
moitié supérieure du fruit,

-4 : tout 1l'intérieur du fruit est atteint, sauf les zones péri-

phériques subcorticales.

Dans certains fruits, on rencontre parfois un brunissement dans 1l'axe cylin-
drique central sans qu'il y ait eu des traces de B I a la base des yeux.
C'est un autre faciés du B I (TEISSON, 1972 ; I.R.F.A.,1975 ; TEISSON, 1977)

classiquement observé,

C - CONDITIONS d'ECHANTILLONAGE.

Les caractéres morphologiques externes de l'ananas lui conférent
un aspect cylindro-conique volumineux. Au stade de coupe 3/4 mir le fruit at-—
teint un poids pouvant aller de 0,7 & 2,3 kg( LR.F.A., 1975) et les dimensions
sont variables suivant son développement : hauteur 14 a 18 cm, épaisseur mé-
diane 12 & 15 cm. Il importe donc de tenir compte des différentes zones du

fruit pour constituer des échantillons homogénes et représentatifs.

1 - Rappel sur les critéres retenus pour le choix du type

d'échantillonnage.

a — Broyats de fruits globaux.

Ce type d'échantillonnage permet de grouper les fruits de mémes

caractéristiques (maturité apparente, ...) et dans le cas de brunissement
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interne, les fruits de méme note de B I ou de méme stade de B I. Il pose
cependant le probléme de dilution de concentration de substances en particu-
lier sur le plan des composés phénoliquese. Leur concentration pouvant &tre
importante au niveau de chaque fruit pris individuellement serait diluée au
niveau du groupe de fruits broyés globalement ensemble, Ce type d'échantillon—

nage a été mis en oeuvre par 1'I.R.F.A.

b — échantillonnage de fruits entiers par zones.

Le gradient de maturité apparente qui existe sur le fruit traduit
vraisemblablement un stade physiologique bien déterminé, a 1l'intérieur dans
les différentes zones. Une étude par zone permet donc de rendre compte éven—
tuellement des variations possibles des substances, en l'occurence, les com—
posés phénoliques et de respecter partiellement l'anatomie du fruit. Dans le
cas de brunissement ou certaines zones sont les seuls endroits de localisa-—
tion fréquente du B I (la base des yeux), ce type d'échantillonnage permet
de bien différencier zones brunies et zones non brunies du fruit. Nous avons

choisi et utilisé cet échantillonnage dans toutes nos expérimentations.

D'autres techniques plus rigoureuses seraient 1'échantillonnage
par fruits individuels qui mettraient en évidence les gradients de maturité.
Ce type d'échantillonnage ne semble cependant pas réalisable & cause de la

texture des tissus de la pulpe, fermes et difficilement séparables.,

2 — Techniques d'échantillonnage,

L'échantillonnage proprement dit comprend le trongonnage, le

découpage et la conservation.

a — Trongonnage g

I1 s'agit de débarrasser le fruit de sa couronne et de son

pédoncule avec un couteau, en deux sections Sc et Sp (Fig. 1).
b — Découpage :

Le tronc ainsi formé est découpé en / tranches équatoriales
d'égales épaisseurs (Fig. 2). Chaque tranche est ensuite divisée en /4 couronnes
concentriques successives. La largeur des couronnes obtenues est fonction du

diamétre des tranches. Nous désignons les couronnes par les chiffres suivants :
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Echantillonnage de 1l'ananas

1 —~ Découpage.

Fig,



Z22 a 28mm

#40 3 50 mm

Q’50é 75 mm
290a95mm

Fig. 2 - Découpe des tranches en couronnes
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coeur ou axe cylindrique central,

— couronne O : zone

base des yeux,

— couronne 1 : zone

0
1

— couronne 2 : zone 2 yeux,
3

pulpe périphérique subcorticale.

couronne 3 : zone

c — Conservation :

B

Les couronnes découpées en petits morceaux sont emballées
rapidement dans des feuilles d'aluminium et plongées dans l'azote liquide en

vue de leur conservation,

Remarques sur le découpage des fruits :

Le découpage des fruits en tranches, couronnes, entraine une perte
systématique en substances par le jus formé. Le volume de ce liquide est
généralement faible sur un fruit. Une estimation semi—quantitative par mesure

spectrophotométrique a montré que la quantité de phénols entrainée reste faible.

Une oxydation peut avoir lieu du fait de l'exposition du matériel
4 l'air libre au cours du découpage, comme dans la plupart des fruits blessés
ou sectionnés, tels que la pomme, la poire, qui présentent un brunissement
au niveau de la blessure, ou de la surface de section au bout de quelques
minutes. Cette oxydation est probablement trés faible en ce qui concerne notre
matériel d'autant que le découpage est effectué assez rapidement., Il faut
plusieurs heures d'exposition & 1l'air ambiant pour qu'un fruit frais sectionné
puisse avoir un léger changement de coloration vers un jaune un peu foncé a

la surface de section, sans cependant aucune apparence de brunissement classique.
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CHAPITRE II

EXTRACTION, SEPARATION et IDENTIFICATION
des COMPOSES PHENOLIQUES de 1'ANANAS

I - TECHNIQUES UTILISEES.

A - TECHNIQUES d'EXTRACTION.

La partie du fruit étudiée est constituée uniquement de la pulpe.

1 ~ Description du protocole expérimental.

Les techniques utilisées sont inspirées de celles de MACHEIX (1968)

pour l'extraction des composés phénoliques des pommes.

<

Chaque échantillon conservé dans l'azote liquide est amené i une
température proche de la température de décongélation en le laissant a la tem—
pérature ambiante pendant 2 a 5 mn pour permettre un découpage facile des

morceaux et ensuite pesé.

10 2 20 g de matériel végétal sont utilisés suivant 1'échantillon,

a — Broyage. (Fig. 2 Bis)
L'épuisement du matériel végétal s'effectue dans 1'éthanol a 20 %
d'eau.

Nous avons utilisé comme broyeur le VIRTIS "A5" HOMOGENIZER i lames

coupantes.
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Le volume d'éthanoli05% froid a ajouter est calculé en fonction de

la teneur en eau du matériel i broyer.

A vitesse moyenne le broyage dure 3 mn. Le broyat est ensuite filtré
sur verre fritté n® 4, en ringant & 1'éthanol 80° sur le résidu solide restant,

bol, couvercle, lames et tige support-lames du broyeur.

Toutes les opérations de broyage et de filtration sont conduites a
des températures voisines de 0°C pour éviter l'oxydation et la dégradation des
substances phénoliques par réchauffement du milieu, principalement au cours
du broyage. Le résidu solide est repris dans 1'éthanol 80° pour &tre a nouveau

broyé et filtré dans le m&me temps et les m@mes conditions de refroidissement.,

Cing épuisements successifs sont au total réalisés sur le méme

matériel.

b — Préparation des extraits hydroalcooliques. (Fig, 2 Bis)

Les filtrats rassemblés sont ensuite concentrés sous vide a 30°C,
a 1'évaporateur rotatif. En vue de 1'étude spectrophotométrique et éventuelle-
ment chromatographique, les solutions hydroalcooliques ainsi obtenues sont

ramenées a la concentration finale de :

- 10 g de matériel végétal initial dans 50 ml d'éthanol 80°
-~ ou 20 g ] n L] 100 ml n n’

ceci pour les extraits hydroalcooliques bruts, non purifiés. Les extraits

ainsi préparés sont conservés 4 -20°C en attendant leurs analyses.

2 ~ Critique de la méthode d'extraction,.

a ~ Remarques sur le choix de l'extraction & partir du

matériel congelé,

I1 existe un certain nombre de techniques d'extraction pouvant &tre
adaptées 3 notre matériel, telle l'extraction a partir de pulpe lyophilisée
avec un broyeur a billes type DANGOUMAU par exemple, A cet effet, nous avons
déterminé la teneur en eau du matériel. Elle est variable suivant les parties

du fruit considérées

~ 88 % dans 1'axe cylindrique ou coeur,

~ 82 % dans la pulpe périphérique.



ig. 2 Bis — Extraction et purification des extraits hydroalcooliques.

Brozage
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vé§étal

88 ml d'éthanol a 95 %
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Notre choix s'est porté de préférence sur 1l'extraction a partir du matériel

congelé pour les raisons suivantes :

— L'ananas est un matériel trés fibreux et le broyage au VIRTIS permet

d'avoir rapidement une mouture trés fine qui se remet facilement en suspension
au cours des différents épuisements du résidu. Le broyage constitue donc
1'extraction proprement dite. L'ensemble des cing opérations de broyage -

extraction et filtration ne dure que 30 mn, conduites constamment au froide.

b — Caractére exhaustif de 1l'extraction.

(Tableau : 1)

Nous avons étudié l'efficacité de la méthode d'extraction en enre-
gistrant au spectrophotométre entre 240 et 360 nm le spectre d'absorption
aux U.V, de chaque extrait hydroalcoolique correspondant a un épuisement.
Deux séries d'extraction ont été réalisées conjointement suivant le protocole
expérimental décrit précédemment, l'une portant sur un échantillon de fruit
sain, l'autre sur un échantillon de fruit bruni (tissus brunis), toutes les
conditions d'échantillonnage (zones de fruits étudiées) et de conservation
étant égales par ailleurs. 20 g de matériel sont utilisés dans chaque case.
Aprés filtration les extraits sont ramenés aux concentrations suivantes dans

1% éthanol & 80 %.

— lers extraits ajustés a T Y T T T . 100 ml
-~ 2emes " concentrés et ajustés & cecccecscss 50 ml
— 3émes N U u c0ccoessonoe 25 ml
- lLémes " . . evssevescss . 12,5 ml
— Bémes " " v S e e 10 m1
— b6eémes ks 1 L o Wisse wiee 0, 018w 5 ml

Nous avons ensuite enregistré les spectres d'absorption aux U.V.
en appliquant la dilution : 300./;1 de chaque extrait dans 2,5 ml d'éthanol a
80% (Fig. 3).

Les extraits hydroalcooliques bruts (non purifiés) se caractérisent
par deux bandes d'absorption : vers 280 nm et vers 315 nm, dont nous envi-—

sageons plus tard la signification.

Dans le cas d'un fruit sain ( = non bruni ) aprés conservation, ou
d'un fruit frais venant d'étre récolté, le maximum d'absorption le plus impor-

tant se situe vers 280 nm alors que l'absorption vers 315 nm n'est qu'un



Tableau 1 — Pourcentage de composés phénoliques extraits au cours des

épuisements successifs sur le méme matériel.

—_— Ananas sain Ananas bruni
e % 3 280 nm % a 315 nm % 3 280 nm % 3 315 nm
1 87,68 89 86,80 87
2&me 3,89 4,0 4,10 5,39
3éme 3,65 3,3 3,70 3,80
Léme 3,36 3,0 3,51 2,9
Seme 1,22 0,7 1,6 0,9
62me 0, 20 0,0 0,25 0,01




DO Ananas sain

A nm

DO , Ananas bruni

0,5

(0] 1 ! o
¢ : concentré 315 f : fois A nm

Fig. 3 - Spectres d'absorption des six extractions successives effectuées
sur le méme matériel (300 ml d'extrait dans 2,5 ml d'alcool (80°)
c : concentré ; f : fois ; E : extraction
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léger épaulement. Par contre, pour un fruit bruni le maximum d'absorption le
plus important est la bande vers 315 nm, celle vers 280 nm devenant fortement
réduite ou masquée par la premiére. Nous discuterons ultérieurement de ces
résultats ; pour l'instant nous n'insisterons que sur l'aspect exhaustif des
extractions. Le Tableau 1 montre que la quasi totalité des composés phénoli-
ques solubles dans 1'éthanol 4 80% estobtenue au cours des quatre premiéres

extractions.

En conclusion, la méthode d'extraction par 1'éthanol & 20% d'eau
(en faisant cing épuisements successifs) est satisfaisante pour extraire du

matériel les dérivés hydroxycinnamiques et les flavonoides solubles.

Cette méthode est cependant loin d'&tre idéale pour extraire
tous les composés phénoliques présents dans le matériel, notamment les formes
"insolubles" qui peuvent en constituer une part importante. L'on sait que
des unités simples comme l'acide caféique, l'acide p—coumarique, l'acide
férulique et les acides de la série benzoique peuvent &tre impliqués dans la
synthése des formes insolubles telle que la lignine (BROWN et NEISH, 1950 ;
GOLDSCHMID et HERGERT, 1961 ; HIGUCHI et BROWN, 1963 ; SARKANEN et LUDWIC,
1971), ce qui les rendent en conséquence insolubles dans 1'éthanol par les

techniques classiques d'extraction.

Dans un travail de recherche non publié, GORTNER, cité par DULL
(1971) a mis en évidence la présence de l'acide férulique dans les fibres
des tissus de l'ananas, interférant avec la pectine. Nous reviendrons sur

ces formes insolubles dans une étude ultérieure.

En dehors des formes insolubles naturelles, les produits de brunis—
sement, dans le cas des tissus brunis (ananas bruni) restent inextractibles
dans le culot (le culot des tissus des fruits frais ou des fruits non brunis
étant de coloration blanche aprés la derniére extraction). Ce sont vraisem-—
blablement des produits d'oxydation polymérisés et condensés qui peuvent
avoir comme point de départ des unités phénoliques simples tels que des mono

et des diphénols oxydés en quinones.

B - PURIFICATION des EXTRAITS HYDROALCOOLIQUES.

Les extraits hydroalcooliques bruts contiennent, outre .les

composés phénoliques, de nombreuses substances de nature non phénolique,



- .

notamment des pigments chlorophylliens et caroténoides, des acides organiques,
des lipides, des sucres, qui peuvent interférer sur le spectre global d'absorp-—

tion,.

Par ailleurs, ces extraits se prétent mal & une séparation chromato-—
graphique : d'une part, on est limité dans la quantité i déposer et d'autre
part, il faut un temps relativement long (20 h.) pour avoir une séparation

assez nette des taches (Fig. 4).

Une purification s'impose donc pour éliminer les substances non
phénoliques. Nous avons sur la Fig. 5 un chromatogramme indiquant 1l'emplace—
ment des différentes substances présentes dans l'extrait brut aprés 6 h. de

développement et révélations classiquese.

Protocole expérimental.

Nous avons utilisé la méthode inspirée de FLEURIET et MACHEIX (1972)

pour purifier les extraits hydroalcooliques bruts.

1 - Préparation des extraits. (Fig. 2 Bis)

A partir des extraits bruts (20 g/100 ml), on préléve une partie
aliquote de 50 ml, que l'on fait évaporer sous vide & 30°C jusqu'd avoir une

phase aqueuse. Le volume final est ajusté a 10 ml avec de 1'eau distillée.

2 — Dépigmentation.

Dans une ampoule a décanter on ajoute aux 10 ml d'extrait aqueux
un volume équivalent d'éther de pétrole (benzine de pétrole, température de
distillation : 40°-60°C). Aprés agitation et séparation des phases on élimine
la phase supérieure éthérée, Trois épuisements sont nécessaires pour débarras—

ser l'extrait de la majeure partie des pigments.

Remargges :

Une mise au froid i basse température peut permettre de précipiter
certains caroténoides (BUREAU-BERTHAULT, 1975). Nous l'avons également observé
sur nos extraits au bout de quelques jours de conservation a -20°C. Toutefois
les pigments restants dans l'extrait final ne génent pas la séparation chroma-—

tographique : ils migrent généralement avec les fronts de solvants.



Ps
Ps
P4
Ps
P2
) 4
\\—- —/
/ 1
' 1
Pie <7777
lolebe
]
Pie \\ 7
"
I \
P1d /
' P4
w Lo-esld
an ‘\_.‘—_’,
P1ib
U / Pia L *
D D

6h 20h

Fig. 4 - Chromatographiesmonodimensionnelles de 1l'extrait brut
(non purifié) dans le B.A.E. (4-1, 4-2 ou 20-7-10) monophasique.
Désignation des phénols présents Py, P2 .oy, PB

Papier Whatman n® 3 (W) ; D = dépdt ; F = front de solvant.
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Une quantité tres faible de composés phénoliques est extraite au
cours de la dépigmentation. Une étude chromatographique et spectrophotométri-—

que sera faite ultérieurement concernant les différentes phases de l1l'extraction.

3 — Extraction a l'acétate d'éthyle.

A 1'extrait aqueux dépigmenté on ajoute 2 ml d'éthanol & 95 % pour
permettre une meilleure extraction des composés phénoliques (FLEURIET et
MACHEIX, 1972 ; MACHEIX, 1974). On acidifie ensuite l'extrait par une solution
d'acide métaphosphorique 3 20% de maniére a avoir une solution finale a 2 % d'a-
cide et a pH : 1,5, Pour faciliter le passage des composés phénoliques dans
1'acétate d'éthyle on "reléve la force ionique du milieu en 1l'additionnant
de sulfate d'ammonium jusqu'a la concentration de 20 %, puis on extrait ensui-
te les composés phénoliques avec un volume équivalent d'acétate d'éthyle. Apres
séparation des phases, la phase organique est recueillie quantitativement
dans un ballon a distiller. On réalise cing extractions successives pour avoir
un épuisement complet de l'extrait en composés phénoliques, notamment en déri-

vés hydroxycimnamiques (Fig. 6).

. L'ensemble des phases organiques (& l'acétate d'éthyle) est ensuite
évaporé sous vide a 30°C jusqu'a résidu sec et repris dans un volume minimum
d'éthanol a4 80 %. Tous les extraits purifiés sont finalement amenés a la con-—
centration finale de 2 g de matiére frafche par ml d'éthanol a 80 %, apres
dépigmentation et extraction i 1l'acétate d'éthyle, et sont conservés au froid

a =20°C en attendant d'é&tre analysés.

C - SEPARATION des COMPOSES PHENOLIQUES.

De nombreux travaux ont été consacrés a la séparation des composés
phénoliques par chromatographie. Parmi eux des travaux de synthése regroupent
les principes et techniques généraux indispensables pour les isoler d'un
matériel végétal donné (SEIKEL, 1962, 1964 ; BATE-SMITH, 1964 ; RIBEREAU-GAYON,
1968 ; MABRY et al., 1970 ; BEZANGER-BEAUQUESNE, 1971, «es).

Parmi les diverses techniques de séparation nous en avons utilisé. .

deux

1 — La chromatographie sur couches minces, ascendante, mono et

bi-dimensionnelle sur trois adsorbants :



280 300 320 A nm

Ananas bruni

o k / c20f

—— —
280 . 300 320 e

Fig. 6 — Spectres d'absorption des extraits purifiés dans 1'alcool 80 %
aprés extraction 3 l'acétate d'éthyle, 300 ul d'extrait purifié dans
2,5 ml d'éthanol a 80 %. E : extraction j; c : concentré ; f : fois
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— le gel de silice F 1500
— le polyamide G 1600
— la cellulose F 1440

Ces adsorbants sont souvent déja préts sur des feuilles plastiques

ou plaques de verre, de dimengion 20 cm x 20 cm, dans le commerce.

De trés bons résultats ont été obtenus en ce qui concerne la netteté
de la séparation des composés phénoliques, par ordre croissant avec le poly-—

amide, le gel de silice et la cellulose (Fig. 7).

Nous avons été cependant limité au point de vue rendement a cause
de la capacité d'adsorption trés faible des adsorbants et des difficultés de
séchage des dépdts. Les couches minces semblent se préter mieux a 1'étude

des micro—quantités qu'a 1'étude des macro—quantités.

Pour ces raisons nous avons choisi la technique de séparation par
chromatographie sur papier Whatman n® 3 qui donne d'aussi bons résultats
que la poudre de cellulose, et qui sera la principale mise en oeuvre dans

la suite de ce travail.

2 — Chromatographie sur papiers.

a — Préparation des chromatogrammes.

La chromatographie bidimensionnelle descendante a permis d'obtenir

une séparation trés satisfaisante a partir des extraits purifiés,

L'extrait étudié est déposé sous forme de spot ou de bande, a
1'aide d'une microseringue Hamilton de 100 ule 500 3 1000 ul d'extrait
sont ainsi déposés sur le papier Whatman n® 3 qui a une grande capacité d'ab-
sorption et permet une migration rapide. Le séchage du dépdt peut &tre accé-
1éré par courant d'air i température ambiante. Les développements des chro-
matogrammes sont réalisés dans des cuves en verre étanches pour assurer une

bonne saturation.

b - Solvants utilisés.

Parmi les nombreux solvants essayés, nous avons retenu ceux qui
nous ont donné les meilleurs résultats, classiquement utilisés pour la sépa-
ration des composés phénoliques (CORNER et HARBORNE, 1960 ; HARBORNE et
CORNER, 1961 ; RIBEREAU-GAYON, 1968 ; TANGUY, 1970, 1971 ; MACHEIX, 1971 ;
TANGUY et MARTIN, 1972 ; MACHEIX, 1974 ; FLEURIET, 1975) :
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80 % d'éthanol) montrant la netteté de la séparation
des composés phénoliques sur poudre de cellulose.,

P

G
C
F

polyamide G1600 Schleicher-Schtill

gel de silice F1500

cellulose F1440
front de solvant ; D = dépdt (75 ml)

n "



- 22 -

— Le mélange butanol-acide acétique-eau (B.A.E.) a été utilisé sans saturation

préalable des chromatogrammes sous deux formules :

. B.A.E. (20~7-10) v/v, monophasique adapté aux extraits bruts.
Le développement dure 20 h. en chromatographie monodimensionnelle ascendante
et permet une séparation suffisante pour une estimation semi—quantitative de

certains dérivés hydroxycinnamiques qui migrent beaucoup.

e BeA.E. (4-1-5) v/v, diphasique (la phase supérieure) (SEIKEL,
1964 ; RIBEREAU-GAYON, 1968). En chromatographie descendante un développement
de 16 h. permet une bonne séparation des composés phénoliques de l'extrait
purifié, Cette premiére migration sert généralement de point de départ pour

un deuxiéeme développement dans un autre systéme de solvants.

- Le mélange acétate de n-butyle-—acide acétique-—eau A.B.A.E. (4-1-5) v/v,
diphasique (la phase supérieure) préconisé par TAYLOR (1965) et fréquemment
utilisé par MACHEIX (1974). Une saturation préalable des chromatogrammes en
présence de la phase aqueuse pendant une nuit, est cependant indispensable
pour avoir un bon développement. Associé avec le B.A.E., il a été souvent em-
ployé en 2éme dimension en chromatographie descendante. Quand la concentra-—
tion des composés phénoliques étudiés devient importante, la séparation des

taches n'est pas nette. De ce fait nous lui avons préféré le systéme suivant :

— Le mélange méthyle—isobutylé—cétone—acide formique—eau M F E (3-1-2)
diphasique (la phase supérieure) permet de séparer les divers isomeéres de
1'acide chlorogénique (JEAN et REID, 1959 ; LOCHE et CHOUTEAU, 1963 ; LOCHE,
1966 ; STECK, 1967a ; COLONNA, 1969 ; TANGUY, 1970). Nous l'avons utilisé en
2éme dimension avec le B.A.E. diphasique. Une saturation préalable des chro-
matogrammes avec la phase aqueuse est nécessaire pendant 16 4 18 h. avant le

développement (4 h.).

- Le mélange butanol ammoniacal a2 2 %, B A (1-1) v/v, diphasique (la phase
supérieure) de HARBORNE et CORNER (1961) permet, sans saturation préalable,

la séparation des esters quiniques et sucrés. Dans ce systéme de solvants les
esters hydroxycinnamiques avec l'acide quinique ne migrent pas ou migrent peu ;
par contre, ceux avec un sucre ont un Rf sensiblement supérieur. Nous 1l'avons
utilisé chaque fois pour caractériser les composés isolés aprés chromatographie

bidimensiomnelle ou pour les purifier.



— Une autre possibilité de caractérisation des composés phénoliques peut &tre
obtenue avec le mélange acide acétique-eau, a 2 % dans l'eau. Sans saturation
préalable, le développement est conduit pendant 2 & 3 h. Chacun des dérivés
hydroxycinmamiques se dédouble en deux taches correspondant aux isoméres cis
(2 Rf le plus élevé) et trans de la molécule (WILLIAM, 1955). Ce dédoublement
est fortement influencé par la lumiére (MACHEIX, 1974). Il est donc nécessaire
d'opérer le développement chromatographique en l'absence de lumiére. Cette
précaution a été aussi prise dans tous les autres cas de développement chro-

matographique.

— Pour 1'étude des produits d'hydrolyse (les aglycones) obtenus a partir des
extraits globaux ou des composés isolés, nous avons mis en oeuvre le mélange
Benzéne-acide acétique~eau, Bz A E (6-7-3) v/v, diphasique (la phase supé-
rieure) (IBRAHIM et TOWERS, 1960 ; RIBEREAU-GAYON, 1968 ; TANGUY, 1970). Le

développement est réalisé sans saturation préalable des chromatogrammes,

c — Révélation des chromatogrammes.

Pour détecter les composés phénoliques sur les chromatogrammes,
plusieurs techniques de révélation sont possibles en utilisant le plus souvent

leurs propriétés physico—chimiques (RIBEREAU-GAYON, 1968 ; MACHEIX, 1974).

Nous avons appliqué au repérage des composés phénoliques de notre

matériel quelques unes d'entre elles qui ont donné des résultats satisfaisants.

o Observation en lumiére ultra-violette (256 nm et 366 nm).

L'exposition des chromatogrammes & la lumiére ultra-violette permet
de repérer les composés phénoliques grace a leur coloration de fluorescence.
La plupart des composés phénoliques ont une coloration de fluorescence propre
qui peut &tre modifiée en présence de vapeurs d'ammoniac par un phénoméne

d'ionisation,

o Réactions avec des révélateurs chimiques.

Le réactif de HOEPFNER est constitué par le mélange volume & volume
d'acide acétique 2 5 % et de nitrate de sodium i3 5 %. Il provoque la nitrosa=- -
tion des groupemements phénoliques en milieu alcaline. Mis au point pour 1l'acide
chlorogénique (HOEPFNER, 1932) auquel il donne une coloration rose-violacée,
ce réactif réagit également avec d'autres phénols (BATE-SMITH, 1956) en parti-

culier avec les dérivés hydroxycinnamiquese.



o Le mélange a volume égal de chlorurc ferrique a 1 % et de ferricyanure de
potassium 4 1 % dans 1'eau, colore en bleu lcs substances phénoliques. Le

réactif est sensible mais manque de spécificité.

o Le nitrate d'argent ammoniacal 4 3 % oxyde les fonctions phénoliques. La
réaction est trés sensible mais il y a interférence des sucres et d'autres
substances organiques. On peut conserver les chromatogrammes ainsi révélés

par trempage dans une solution d'hyposulfite de sodium.

o Les sels de diazonium préparés selon RIBEREAU-GAYON (1968), réagissent

spécifiquement mais manquent de sensibilité.

o La complexation avec les métaux est souvent utilisée pour caractériser
certains composés phénoliques. Ainsi le réactif de Benedikt (REZNIK et

EGGER, 1961 ; TRONCHET, 1968) éteint la coloration de fluorescence des compo-
sés a groupement o-diphénolique par complexation de ces derniers avec le cui-
vre. Par contre, il conserve et méme accentue la coloration de fluorescence

des monophénols. On le prépare i partir des mélanges suivants :

1,6 g de CuSOA, 5H20, dissout dans 15 ml d'eau,
- 15 g de citrate de sodium, 2H,0, dans 65 ml d'eau chaude,
— 13 g de Na2 CO, anhydre,

3
~ 1 g de NaH CO

le volume est ajusté 3 100 ml dans une fiole jaugée avec de l'eau distillée.

D'autres réactifs ont été également utilisés pour mettre en évidence
les anthocyanes et les catéchines (MACHEIX, 1968), l'acide quinique
(CARTWRIGHT et ROBERTS, 1955) et les sucres (CRAMER, 1962, cité par RANDERATH,

1971).

d - Identification des composés phénoliques.

L'identification des composés phénoliques peut &tre réalisée suivant

les techniques classiques mises en oeuvre,

1 - la séparation chromatographique fournit une indication nécessaire sur la

nature de certains composés phénoliques soit par leur isomérisation, soit
par leur migration dans quelques solvants particuliers. Cette premiére indica—
tion peut &tre complétée par

— les révélations en lumiére ultra-violette ou la plupart des composés

phénoliques notamment les dérivés hydroxycinnamiques sont facilement reconnais-—

sables par leur coloration de fluorescence caractéristique. Par exemple les



dérivés p—coumariques sont non fluorcscents en lumiére ultra-violette seule

s

et prennent une fluorescence bleue-violette en présence de vapeurs d'ammoniac
la fluorescence de l'acide chlorogénique et des dérivés caféiques passe du

bleu au vert—jaune dans les mémes conditions.

— les révélations avec les révélateurs chimiques par oxydation, copula—

tion, complexation, nitrosation des fonctions phénoliquess,

— la comparaison des valeurs de Rf dans de différents systémes de sol-
vants et en présence de témoins de référence (produits Fluka) ou extraits
de végétaux ou les composés phénoliques étudiés ont été antérieurement iden—

tifiés (FLEURIET, communication personnelle).

Dans le cas des caractéristiques communes observées entre un compo-
sé inconnu et un témoin de référence, la présence d'une seule tache aprés co-
chromatographie (en mélangeant les deux substances) dans différents solvants,

N

permet de conclure i l'identité des deux substances.

2 — 1'étude spectrophotométrique en lumiére ultra-violette permet d'apporter

des indications complémentaires sur la structure des composés phénoliques
obtenus par séparation chromatographique et élution. les dérivés hydroxycinna-
miques en particulier, absorbent principalement entre 300 et 340 nm. Cette
propriété peut &tre utilisée pour caractériser un composé par son maximum
d'absorption dans un milieu donné d'une part et, d'autre part en faisant va-

rier le pH de ce milieu (MACHEIX, 1974).

Les spectres ont été enregistrés au spectrophotométre PERKIN-ELMER
356.

3 — 1'étude chimique par hydrolyse permet de déterminer les constituants molé-

culaires du composé étudié selon trois processus classiquement utilisés

(ALIBERT, 1968 ; RIBEREAU-GAYON, 1968 ; MACHEIX, 1968)

~ 1'hydrolyse alcaline s'effectue & température ambiante en solution sodique 2N,
pendant 2 h. sous atmosphére d'azote pour éviter l'oxydation des composés phé-
noliques, trés facile en milieu alcalin. On arréte l'hydrolyse par acidifica-
tion du milieu qui passe du jaune au blanc, L'adjonction d'acide doit se dérou-

ler vers 0°C pour supprimer l'échauffement du milieu d & la réaction chimique.

— 1'hydrolyse acide est réalisée en solution aqueuse avec de l'acide chlorhy-

drique 2N, dans un bain-marie bouillant pendant 1 h,



— 1l'hydrolyse enzymatique peut &tre conduite suivant le processus décrit pour
1'estérase par LEVY et ZUCKER (1960), pour la B glucosidase par ALIBERT (1968)
en milieu tamponné a 37°C. L'addition d'une solution acide au milieu permet

de bloquer l'action enzymatique et d'arré&ter 1'hydrolyse.

L'étude par hydrolyse enzymatique n'a pas pu &tre menée d'une manieére
approfondie dans ce travail. Dans tous les cas, les acides phénoliques libérés
sont extraits a 1'éther éthylique. La phase éthérée est ensuite évaporée jus-—
qu'a sec sous vide & 30°C et le résidu est repris dans un volume minimum d'é-
thanol a4 80 % en vue d'une co—chromatographie avec des substances phénoliques

témoins,

La fraction non phénolique de la phase aqueuse restante peut &tre
traitée différemment suivant ce que 1l'on veut mettre en évidence. L'analyse
des sucres peut &tre réalisée suivant le protocole défini par RIBEREAU-GAYON
(1959, 1968), inspiré de la méthode de HARBORNE et SHERRAT (1957), en neutra-—
lisant au préalable le milieu avec de la di m —octyl-méthyl-—amine et en

effectuant des séparations chromatographiques et des révélations appropriées.

L — les techniques qui viennent d'&tre décrites ne prétendent pas d'une

maniére absolue, a elles seules, aboutir & la détermination compléte des
cémposés phénoliques étudiés. D'autres techniques plus élaborées au point de
vue étude fine, peuvent &tre appliquées et apporter des réponses définitives
sur leur structure. Ainsi 1'étude des spectres aux I R et de résonance

magnétique nucléaire sont souvent mises en oeuvre.

IT - IDENTIFICATION des COMPOSES PHENOLIQUES de 1'ANANAS.

L'étude par chromatographie monodimensionnelle dans le solvant
B.A.E. (20-7-10) i partir d'un extrait brut (non purifié) nous a permis de
repérer en lumiére ultra-violette, au départ 6 taches que nous avons dési-

gnées par P;, Py, P3, P, Pz et Pg. A chacune des taches correspond

un ou plusieurs composés phénoliques qui se séparent trés difficilement

méme aprés 20 h. de développement (Fig. 4). Par contre, une trés bonne sépa-
ration a été obtenue par chromatographie bidimensionnelle dans les systémes

de solvants B.A.E. (4-1-5)/M.F.E. (3-1-2) en partirculier i partir d'un ex-—

trait purifié (Fig. 8).
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Fig, 8 -

MFE —» Wn°3
(2)

Chromatogramme bidimensionnel d'un extrait purifié (2 g/ml)

F1 et Fp : fronts de solvants

D : dépdt (quantité déposée : 1 ml)

concentration de l'extrait npurifié, 2 g. de matiére fraiche par ml

Identification des spots : Pgo ¢ acide p.coumarique libre ;

P63 : cinnamyl-glucose ; P5 : acide di p.coumaryl-1,/ quinique ;
P3, P33, P34, P 5, P36, P38, P39 : acides p.coumaryl-quiniques ;
P37 : p.coumaryl-glucose j Pj : acide caféyl-quinique ;

P35, Pg : férulyl-glucoses ; P>g : sinapyl-glucose

Dérivés hydroxycinnamiques non identifiés : Pso PAO’ PAl 5 P42

P30 5 P31 5 Pzy 5 Pog 5 Poy 5 Pa3 5 Pao 5 Pp1 5 Pog ' Py
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A - LES GROUPES de COMPOSES PHENOLIQUES PRESENTS

La plupart des composés constituant la tache P; ne sont cependant
pas repérables sur le chromatogramme bidimensionnel i cause vraisemblablement
de leur concentration faible ou de leur insolubilisation totale ou partielle
dans l'acétate d'éthyle au cours de la purification de l'extrait. Aussi nous
avons tenu compte des composés Pj, obtenus uniquement en monodimensionnel a
ﬁartir de l'extrait brut, pour distinguer au total, dans le matériel 32 a 33

composés phénoliques différents parmi lesquels, (Tableaux la, 1lb) =

— des dérivés hydroxycinnamiques dont l'une des caractéristiques est leur

dédoublement moléculaire en isoméres cis et trans dans l'acide acétique &

2 %. Une étude détaillée sera consacrée i ces composés.

— des flavonols ou des hétérosides de flavonols. Leur séparation peut &tre

réalisée directement par chromatographie monodimensionnelle dans le solvant
B.A.E. (20~7-10) i partir de l'extrait brut. Dans l'ensemble ils constituent
le groupe de composés phénoliques de la tache P, qui migrent peu dans la
plupart des solvants utilisés. Leur coloration de fluorescence en lumiére
ultra-violette varie du jaune—vert pale au jaune—vert plus ou moins brillant
en présence de vapeurs d'ammoniac. Malgré la diversité de ces composés les
concentrations individuelles sur le chromatogramme restent cependant généra-
lement faibles. Leur identification n'a pas fait l'objet d'une étude parti-

culiére dans ce travail.

Remarques :

Les flavanes fréquents dans les fruits charnus comme la pomme
(LAVOLLAY et al., 1944 ; NAKABAYASHI, 1953 ; HERRMANN, 1958 ; MACHEIX, 1968 ..),
la poire (MOSEL et HERRMANN, 1974), la pé&che (WONG et al., 1971 ; BUREAU-
BERTHAULT, 1975), ne semblent pas &tre représentés dans notre matériel.

D'autres familles de flavonoides semblent &tre présentes mais leur
mise en évidence demanderait une étude particuliére qui n'a pas été abordée

ici,

B - LES DERIVES HYDROXYCINNAMIQUES.

1 - Présentation générale.

La plupart des dérivés hydroxycinnamiques ont été isolés par chro-—

matographie bidimensionnelle dans les systémes de solvants Be.A.E./M.F.E. et



Tableau la — Caractéristiques de révélation des composés Py

F : fluorescent

composés Révélation

phénoli-
ques U.V. U.V. + NH3
55 Y bleu F bleu F
P1p - =
Ple jaune—vert piale F jaune-vert F
Pld jaune-vert F jaune-vert F
Ple jaune-vert F jaune-vert F
Pis bleu-vert pale F vert—jaune F

Remarque : le composé Pjp, n'est pas caractérisé ici.
I1 fera l'objet d'une étude particulieére dans

un chapitre ultérieur.



Tableau 1b — Caractéristiques de révélation des différents

composés présents dans l'extrait purifiés.

F : fluorescent

nF : non

fluorescent

(+) conserve et renforce la fluorescence
(=) éteint la fluorescence

Composés Révélation
plisn= U.v. U.V. + Nii Benedikt
liques
P6 bleu F vert—jaune F +
P6O jaune pale F jaune pale F + 7
P61 sombre nF sombre nF +
P62 sombre nF violet F +
(1égérement
violet)
PS sombre nF bleu—violet F +
(1égérement
violet)
PA bleu F vert—jaune F -
PAO nF bleu F +
P nF bleu F +
41
P42 ve;ézia;ne vert—jaune F +
P3 sombre nF bleu F +
(1égerement
violet)
P3O nf bleu F +
P3l vert—jaune vert-jaune F +
pale F
P32 bleu F vert—jaune F +
P33 nF bleu F +
P34 nF bleu F +
P35 nF bleu F +
P36 nF bleu F +
P nF bleu F +
37 -
P
38 nF bleu F +
P
39 nf bleu F +




Tableau 1b — Caractéristiques de révélation des différents
fableau 1b qu

composés présents dans l'extrait purifiés.

' ¢ fluorescent

(+
(

nl* 2

non fluorescent
) conserve et renforce la fluorescence
—) éteint la fluorescence

Composés Révélation
pheno - U.v, U.V. + NH3 Benedikt
liques
P6 bleu F vert-jaune F +
P, bleu-pale F vert-jaune F £
PZO jaune pale F vert-jaune F +
PZl nf violet F +
PZZ nf violet F +
P23 jaune—vert jaune-vert F +
P jaune pile F vert—jaune
24 pale F *
P25 nf violet F +
P bleu~vert F jaune-vert +
26 :
turquoise F
P . ~ . .
27 jaune pzle F vert—jaune F + 7
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rechromatographiés dans d'autres solvants (A.BeA<E., B.A., AcA 2 %) en vue
de leur purification. Le comportement chromatographique de chacun des compo-

sés a été étudié dans les divers solvants mis en oeuvre (Fig. 8a, 8b, 8c, 8d).

Suivant les colorations de fluorescence en lumiére ultra-violette
un nombre important de composés phénoliques présents dans le matériel répon-
dent aux caractéristiques des dérivés hydroxycinnamiques (MACHEIX, 1974 ;
FLEURIET, 1975) :

— une série importante de composés (PS’ P, P37, P3g, P33, P34, P3g,
P36, P39, P30’ Ps0s Phl’ P62) présente des comportements proches de
ceux de l'acide p—coumarique ou de ses dérivés (WILLIAMS, 1955 ; LEVY et

ZUCKER, 1960) : sombres non fluorescents, légérement violets aux U.V. et

virant au bleu ou bleu-viclet fluorescent en présence de vapeurs d'ammoniac.

— une tache (PA)’ de coloration de fluorescence bleue aux U.V. devenant
vert—jaune brillant en présence d'ammoniac, rappelle les caractéristiques

de 1l'acide chlorogénique et de ses isoméres.

— deux taches (P6 et P32) bleues fluorescentes devenant vert-jaune fluo-
rescentes -en atmosphére d'ammoniac, semblent &tre des dérivés proches de

1'acide férulique.

— une tache (P26) bleu-vert fluorescent qui devient vert-—jaune turquoise en

présence d'ammoniac, pourrait &tre un dérivé de 1l'acide sinapique.

— trois taches (PZO’ P51, PZS) non fluorescentes aux U.V. seuls et
violettes fluorescentes en présence d'ammoniac ; leur comportement chorma-—
tographique semble les différencier beaucoup de 1l'acide p—coumarique et de

ses dérivése.

— une tache (P63) sombre non fluorescente en 1l'absence ou en présence d'ammo-
niac, caractéristique semblable a celle de l'acide cinnamique, migrant au

niveau de ce dernier preés du front dans la plupart des solvants utilisés.

D'autres taches (Po, P55, P33, P24, P27, P31, Py Pgo yias )
ont des colorations de fluorescence variant du jaune pile au vert-—jaune pile
en présence de vapeurs d'ammoniac. L'isomérisation cis-—trans dans l'acide
acétique a 2 % permet d'obtenir des spots diffus et imprécis. Il n'a pas été
possible de préciser avec certitude leur appartenance au groupe des dérivés
hydroxycinnamiques. Leur concentration apparait généralement faible sur les

chromatogrammes.,
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Fig. 8a - Chromatographie monodimensionnelle dans le solvant B.A.E. (4-1-5) des principaux dérivés hydroxycinnamiques
purifiés identifiés chez 1'ananas Comosus, variété Cayenne Lisse. Fluorescence aux U,V. + NH3
bvi = bleu violet ; bp = bleu pale ; vi = violet ; vj = vert jaune ; vjt
fluorescent, légerement violet., 3 D = dépdt ; F = front de solvant,

: b = bleu ; bv = bleu-vert ;
= vert jaune turquoise ; O (s) = sombre non
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Fig. 8b - Chromatographie monodimensiomnelle dans le butanol ammoniacal. B.A (1-1) des principaux dérivés hydrcxycinnamiques
purifiés identifiés chez 1'ananas Comosus, variété Cayenne Lisse. Sculs les esters avec sucres migrent. EH : extrait hydro-
alcoolique purifié. F : front de solvant ; D : dépdt. Identification des spots, voir Fig. 8 et 8a.



A A ——»

XX
000
e0e

©0e

oee

oQe

0@

o0e

@00

© 0@

°e

1)

@9,

[

°

:

00
® 08g
® ag
oo 000

90 © 08 o
ng (m¥o)
2" oo
e° ag
Qee )
%e0
goo
ede
©gq 0
$se

e

e

W n° 3

.P34 .P32 F.’26 b21

Ps Ps Pa Ps Pss Pa7 Pss
Fig. 8c - Chromatographie monodimensionnelle dans 1l'acide acétique a 2 % AA des principaux dérivés hydroxycinnamiques
purifiés, identifiés chez 1'ananas Comwsus, variété Cayenne Lisse. Isomérisation cis trans : les isomeres trans (Rf infé-

rieurs) sont relativement plus importants que les isoméres cis au point de vue concentration.

F : front de solvant ; D : dépdt ; Identification des spots : voir Fig. 8 et 8a.
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Fig. 8d - Chromatographie monodimensionnelle dans le solvant M.F.E. (3-1-2) des principaux dérivés hydroxycinnamiques
purifiés, identifiés chez 1'ananas Comosus, variété Cayenne Lisse. Identification des spots : voir Fig. 8 et 8a
F : front de solvant ; D : dépdt ; EH : extrait hydroalcoolique purifié.
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hydroalcoolique purifié., Identification des spots : voir Fig. 8 et 8a.
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2 - Les produits d'hydrolyse de 1'extrait (Fig. 9).

L'hydrolyse alcaline d'un extrait purifié selon les techniques
déja définies permet de libérer les acides phénols simples liés aux.par-
ties non phénoliques de différents composés présents. Nous avons identifié
dans 1'hydrolysat, aprés co-chromatographie en présence des témoins un
certain nombre d'acides dont 1'acide p—coumarique, l'acide caféique, 1l'aci-
de férulique et 1l'acide sinapique. Un autre acide, dont le comportement
chromatographique se rapproche de celui de l'acide gentisique, semble &tre
présent aussi dans 1l'hydrolysat. Les quatre ou cing acides sont donc pré-
sents dans les extraits de fruits, sous forme d'esters. Cependant, 1'hy-
drolyse reste incompléte comme dans le cas de la tomate "cerise" (FLEURIET,
1975) contrairement a celui de la pomme (MACHEIX, 1974). On peut penser
qu'il s'agit la, en ce qui concerne les composés phénoliques non ou par-

tiellement hydrolysés, d'hétérosides.

3 - Composés phénoliques dont les caractéristiques sont

identiques a celles de l'acide p—coumarique et de ses

dérivés.

Le réactif de Benedikt, pulvérisé sur un chromatogramme bidimen-—
sionnel d'un extrait purifié, conserve et méme renforce la coloration bleue
ou bleu-violet fluorescente en lumiére ultra—violette, des composés que
nous pensons &tre des dérivés de l'acide p-coumarique. Cette réaction posi-
tive montre qu'il s'agit de composés a fonction monophénolique. Isolés par
chromatographie bidimensionnelle dans les solvants Be.A.E./M.,F.E. les prin-
cipaux d'entre eux ont été rechromatographiés dans les systémes de solvants

AeBsA.E. ou B.A. en vue de leur purification.

a — Le composé Pr (Tableau 2) a des Rf généralement

élevés dans les solvants de développement mis en oeuvre sauf dans le sol-
vant BesA. ou il ne migre pas du tout. Ceci suggére que P5 n'est pas un
ester sucré de l'acide p—coumarique mais peut &tre un ester de 1l'acide qui-
nique. Son spectre d'absorption aux U.V., dans 1'éthanol & 20 % d'eau, est

semblable a celui de 1l'acide p-coumarique et présente un maximum d'abgsorp-—

Il

tion a X 312 nm (Fig. 10, 10a). En milieu basique (la solution, incolore
au départ, devient jaune clair), un déplacement bathochromique du maximum

d'absorption peut &tre enregistré (avec AN = 50 nm). Cette caractéristique
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Chromatographie monodimensionnelle dans le solvant Bz A.E (6-7-3) de 1'hydrolysat (aprés hydrolyse alcaline
de 1'extrait purifié EH ). L'importance du spot résiduel R indique que 1'hydrolyse est incompléte.
Acides phénoliques témoins : pc : acide p.coumarique ; A.caf. : acide caféique ; AF : acide férulique ;
AS : acide sinapique ; AG : acide gentisique ; AC : acide cinnamique ; D : dépdt ; F : front de solvant.
Fluorescence aux U,V. + NH : b : bleu ; bv : bleu-vert ; vj : vert jaune ; vjbt . vert—jaune brillant
vi : violet 3 o(s) : sombfe non fluorescent ; bvi : bleu violet.



Tableau 2 - Comportementschromatographiques.dng et d'un témoin de référence.

j br

jaune-brun

Rf Révélation
Composés
B.A.E. M.F.E. A.B.A.E, B.A. A.A. :
(4-1_5) (3_1_2) (4_1_5) (1_1) 2 % U.V. UeVe + NH3 Hoepfner Benedikt
a
(1) 0’82b 0,85% 0,63% 0,01* |o,82-0,88%
0,86
O,82b snF
P5 0,81 0,86 0,71 0,01 0,72-0,85 snF bviF j br +
Données bibliographiques :
snkF : sombre non fluorescent di p—coumaryl l-4—quinique
bviF : bleu-violet fluorescent MELIN (1976)

SUTHERLAND et GORTNER (1958)
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Fig. 10 - Spectres d'absorption de Py et de 1l'acide p-coumarique (pC)
dans 1'alcool & 80 %
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indique qu'il existe dans la molécule de P5 une fonction phénolique libre.
Par contre, en milieu éthanolique acide a pH 1,5, la variation du maximum du
spectre d'absorption vers les grandes longueurs d'onde est faible (AX= 3 nm).
Ceci montre que le radical carboxylique de 1'acide phénolique n'estlpas libre
- et est vraisemblablement engagé dans une liaison avec une autre molécule.

Les produits d'hydrolyse (alcaline et acide) sont identifiés a 1'acide

p-coumarique en ce qui concerne l'aglycone et a l'acide quinique pour la

fraction non phénolique (Fige. 16a). Cependant les hydrolyses ne sont pas

completes, ce qui semble suggérer que P5 est un ester quinique "complexe"
de 1l'acide p~coumarique. Par référence aux données de la littérature il s'i-
dentifie au quinyl-p-coumarate étudié par SUTHERLAND et GORTNER (1958) dans
la plante de 1l'ananas Comosus, variété Cayenne, dont la structure a été sug-

gérée comme étant le dip-coumaryl-l-4 quinique. L'étude chromatographique de

la partie non phénolique de l'hydrolysat a permis de montrer qu'en dehors
de l'acide quinique il existe une autre tache sombre non fluorescente aux
U.V. (2 256 nm) qui, au point de vue valeur de Rf, rappelle 1l'acide ascorbi-
que (Fig. 10b). L'étude de ce composé n'a pas été cependant approfondie pour

permettre de conclure sur sa nature.

Remarque :

Un extrait de tissus de pédonculesde fruits a été préparé dans
les mémes conditions que pour les pulpes. L'étude chromatographique de 1'ex~—
trait obtenu nous a permis de retrouver rapidement P5 et autres dérivés hy-
droxycinnamiques identiques a ceux rencontrés dans les fruits. Le dip-couma-—
ryl-1-/4 quinique a été étudié dans cette partie de la plante de l'ananas et

dans les feuilles (SUTHERLAND et GORTNER, 1959) (Fig. 10c).

b ~ Le composé Pgo, quantitativement faible dans 1'ex-

trait est repéré sur le chromatogramme par un petit spot qui migre prés du
front de solvants (BsA.E., M.FeEe, A.B.A.E.) utilisés. Sombre non fluorescent
aux U.Ve, il devient bleu-violet fluorescent en présence de vapeurs d'ammo-
niac. Aprés hydrolyses alcaline et acide, la partie aglycone a été identi-
fiée a l1l'acide p-coumarique, alors que la fraction non phénolique n'a donné
aucune réaction vis-a-vis de la p-nitraniline, du phtalate d'aniline, du
réactif de CARTWRIGHT et ROBERTS (1955). Par ailleurs, Pg, réagit positive-

ment avec le réactif de Benedikt, ce qui suggére la présence d'un groupement



Fig. 10b - Chromatographie monodimensionnelle
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dans le solvant B.A.E. (4-1-5) des parties non

phénoliques des composés purifiés, aprés hydrolyses. Acides organicues témoins :

AQ = acide quinique ; AAg = acide ascorbique. Révélation au réactif de CARTWRIGHT
et ROBERTS des spots correspondant & 1l'acide quinique (coloration jaune—orange,
j-o, ou jaune, j, a chaud). Fluorescence des substances inconnues : s = sombre non
fluorescent. F = front de solvant. D = dépdt.
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Identification des spots :
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monophénolique dans la molécule. Pg, n'est vraisemblablement pas un ester

mais de 1l'acide p-coumarique libre.

Remarque :

Contrairement & ce qui vient d'&tre observé dans les fruits, Pgo
se trouve en quantité relativement importante (Fig. 10c) dans les tissus de
pédoncule, comparativement aux autres dérivés p—coumariques présents a des
concentrations faibles. Nous discuterons de l'intéré&t particulier de ces

résultats dans un paragraphe ultérieur.

¢ — Le composé P3 (Tableau 3; Fig.8c,8d,11), sombre non

fluorescent aux U.V. seuls, devient bleu-violet fluorescent en présence de
vapeurs d'ammoniac. Il ne migre pas dans le solvant B.A., ce qui laisse

supposer qu'il s'agit d'un ester de l'acide quinique. En milieu éthanolique

a2 80 % son spectre d'absorption présente un maximum 4 X = 311,5 nm. Un dé-
placement bathochromique du maximum ( 8X = 51,5 nm) peut &tre enregistré en
milieu basique. On peut en conclure que P3 est un monophénol dont la fonc-
tion phénolique est libre. Par ailleurs le spectre d'absorption subit une
trés faible variation en milieu acide, et en revenant en milieu légérement
alcalin il n'y a pas de déplacement hypsochromique, ce qui suggére que la
fonction carboxylique n'est pas libre et qu'elle est engagée dans une liai-
son avec une molécule, Cette hypothése a été confirmée par 1'étude des pro-
duits d'hydrolyses (alcaline et acide). En effet aprés chromatographie en
présence de témoins, l'aglycone et la partie non phénolique de P3 ont été
identifiés respectivement a l'acide p— coumarique et & l'acide quinique.

P2 est donc un ester quinique de l'acide p-coumarique. C'est un mélange

vraisemblablement, de dérivés p—coumariques isoméres comme le montre 1'étude
suivante des composés P33, P3), P35 et P3g. P3 différe cependant des
p—coumaryl-quiniques classiques (MACHEIX, 1974) par ses comportements chro-

matographiques.
Remarque :

P3 se comporte généralement dans les solvants utilisés en une
tache plus ramassée et plus concentrée que celle de P dans les extraits de
fruits (pulpes). Par contre, il n'existe qu'a 1'état de traces dans les

tissus de pédoncule,



Tabl — i
ableau 3 - Comportements chromatographiquesde 32 372 38? 34 35
et des témoins de référence,
RE Révélation
Composés
B.A.E. M.F.E. AIB.A.E. B.A. A.A' .
(4_1_5) (3_1_2) (4_1_5) (1_1) > % U.V. U.V.+NH3 Hoepfner' Benedikt
' C * %
0,63% 0,42° 0, 14° 0,52 M
(1) 0,68° 0, 42" 0,15° 0,52° | O 74-055
c c ¥*
0,71% 0,64 0,51 0,15¢ v, 5P
(2) 0,721  0,64° 0,50° 0,170 | ©77-0,87
c c C ¥*
0’64 0’39 07 15 b E
(3) 0,72b 0, 6L° 0,38b 0,17 0,77-0,87p
) b C b ¥*
0,46 0,17 0,18 o b
(ll») O,68b 0, 47 0,17 0,15 4 77-0,87
& 0,48 0,36 0,35 0,01 0,75-0,85| sn F b F j ¥
Py 0,65 0,48 0,15 0,0 | 0,72-0,80| s n F b F j +
P38 0,59 0,61 0,20 0 0,83-0,91| snF b F j +
P 0,70 a 0,69 a 0,42 a - 0,70 3 b B .
% 0,72 0,72 0,45 Ot 10,73 = I j +
P 0,75 a 0,80 a 0,54 a 1 0,78 P .
35 0,79 0,85 0,57 0,0 0,82 snF b j +
b F : bleu fluorescent (a) FLEURIET (1975)
snF : sombre non fluorescent b) MELIN 1976
J ¢ Jaune c) MACHEIX (1974
(+) ¢ conserve et renforce la fluorescence

#* acide acétique a 15 %
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240 280 320 360 X nm

Fig. 11 — Spectres d'absorption du composé P3
A : en milieu éthanolique a2 20 % d'eau pH = 5

B : " " " + 1 goutte de HclL
12 N pH 1,5

1 l " b A1C13 O,l % pH 475

" n 1 + éthylate de Na
0,002 M pH 6

E : " " " + 1 goutte de NaOH 4N
pH 9
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d - Les composés P33, P3, P3§, P3g (Tableau 3), ont

le mé&me Rf que P3 dans le solvant BsA.E., mais se comportent différemment
dans les solvants M.F.E. et A.B.A.E.. Ils se présentent sur le chromatogramme
~en une succession de taches trés peu séparables les unes des autress. Seuls
P
3

autres. Leurs caractéristiques communes se résument ainsi :

L et P35 ont des concentrations constamment plus importantes que les deux

— Rf = o dans le solvant B.A.,

— fluorescence bleue aux U.V. et en présence d'ammoniac,
— réaction positive avec le réactif de Benedikt,

— déplacement bathochromique en milieu basique a pH 9,

les produits d'hydrolyse sont identifiés a l'acide p—coumarique et a

1'acide quinique.

I1 s'agit d'esters quiniques de l'acide p—coumarique, probablement isoméres
de PB. En effet, P3 isolé du matériel par chromatographie bidimensionnelle
dans les solvants Be.A«E+/M.F.E., purifié dans le solvant A.B.A.E., puis re-
chromatographié seul dans les solvants M.F.E. et A.B.A.E. donne naissance a
quatre autres composés qui s'identifient au point de vue Rf et coloration

de fluorescence aux U.V. aux composés P33, P3s, P35 et>P36- La formation d'iso-
méres par trans.estérification est possible au cours.des différentes manipu-
lations comme l'ont signalé SCARPATI et ESPOSITO (1963) dans le cas des
dérivés caféiques. Cependant la présence constante de P33, P34’ P35 et P36
dans la premiére séparation bidimensionnelle classique dans les solvants
BeA+E./M.F.E. et la différence nette entre les valeurs de Rf dans les divers
solvants comparativement a celles de P3 dans les mémes solvants, laissent
penser que l'hypothése d'isoméres trés proches de P3 existant naturellement
dans 1eAmatérie1, est vraisemblable pour ces quatre composés. Chacun d'eux
se dédouble dans l'acide acétique a 2 %, en donnant les isoméres de pOSifion

cis et transe.

Remarque :
Ces quatre composés ne semblent pas exister ou seulement a 1'état
de trés faibles traces dans l'extrait des tissus de pédoncule de fruits

ou P3 se trouve lui-mé€me en quantité treées faible.
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e — Les composés P37, P3g (Tableau 3, Fig. 12, 13,
16b, 20),

sont vraisemblablement des dérivés p-coumariques a cause de leur coloration
de fluorescence aux U.V., sombre légérement violet sans ammoniac et virant
au bleu en présence d'ammoniac. Ils se comportent différemment dans les
divers solvants utilisés, P37 migre trés bien dans le B.A., par contre P3g
a un Rf = O dans ce méme solvant, ce qui traduit pour le premier la pré-
sence d'un sucre dans sa molécule et pour le second, de 1l'acide quinique.
Les spectres d'absorption dans 1'éthanol a 20 % d'eau sont semblables et
rappellent les spectres de l'acide p-coumarique ou de ses dérivés. En effet,
P37 présente un maximum d'absorption a 314 nm et P38 a 312 nm. L'hydro-
lyse (alcaline ou acide) permet la libération d'un aglycone commun aux deux
composés qui est identifié i l'acide p—coumarique et de deux parties non
phénoliques différentes : celle qui correspond a P38 a été identifiée a
l'acide quinique, par contre, la partie non phénolique de P37 chromatogra-
phiée en présence d'un témoin commercial et d'un éluat de papier traité
dans les mémes conditions d'hydrolyse, s'identifie au glucose. D'autres
analyses telles que 1'étude du spectre en milieu plus ou moins basique (dé-
placement bathochromique), la réaction positive vis-a-vis du réactif de
Benedikt, ont été réalisées en vue de la détermination de leur nature exacte.,

Ainsi, P35 est un ester p—coumaryl-glucose et P38 un acide p—coumaryl-—

guinigue.

f — D'autres composés quantitativement moins importants

dans l'extrait, sont repérés & 1'état de trés faibles traces sur le chroma-
togramme : Ppyj, Poo, P25, P3O’ P39, Pr0s Pp1e Non fluorescents aux

U.Ve seuls, ils virent au bleu ou bleu-violet fluorescent en présence de
vapeurs d'ammoniac et réagissent positivement vis-a-vis du réactif de Benedikt,
.ce qui suggére la présence d'une fonction monophénolique dans leur molécule.
En dehors de ces quelques points caractéristiques qui les rapprochent des

dérivés p-coumariques, nous n'avons pas pu avoir d'autres indications sur

leur structure.

Ainsi, 1'acide p-coumarique existe sous trois formes dans l'ananas :



240 280 320, 360 ~m

Fig. 12 — Spectres d'absorption de P38 en milieu éthanolique a 20 %
d'eau (A) a pH5 et en milieu alcalin a pH9 (B).

pod

240 280 320 360 »nm

Fig, 13 — Spectres d'absorption de P37 en milieu éthanolique a 20 %
d'eau pH5 (A) et en milieu alcalin a pH9 (B).



_3[‘__

— a 1'état libre (P62), 1'acide p-coumarique existe en quantité relativement

faible dans notre matériel. Selon BATE-SMITH (1956) c'est 1l'acide phénolique

le plus fréquemment rencontré dans les végétaux supérieurs.

. — sous forme d'esters quiniques -(P5, P3, P33, P34, P35, P36, P38 .

C'est la forme combinée la plus diversement représentée et quantitativement

la plus abondante.

— sous forme d'ester avec le glucoses, Un seul composé, P37, représente ce

type d'ester dans notre matériel. Sa concentration est cependant relativement
modeste par rapport a celles des esters quiniques. De nombreux travaux de
recherche ont montré l'existence des formes combinées de l'acide p—coumari-
qﬁe avec les sucres dont les plus connus ont été rapportés par CORNER et
HARBORNE (1960), HARBORNE et CORNER (1961), - MACHEIX (1971), CHU et al. (1973).
L'importance de ce type de combinaison mérite d'&tre soulignée en ce sens

que la synthése des composés phénoliques tel que l'acide chlorogénique passe

peut—&tre par le biais d'un ester p—coumaryl-glucose (RUNECKLES, 1963 ;
MACHEIX, 1974).

L - Composés phénoliques dont les caractéristiques de fluo-

rescence aux U.,V. sont trés voisines de celles de l1l'acide

férulique et de ses dérivés.

Ces composés sont caractérisés par leur coloration de fluorescence
bleue aux U.V. seuls, virant au vert—jaune en présence de vapeurs d'ammoniace
Leur réaction positive vis—a-vis du réactif de Benedikt montre qu'il s'agit

des composés ayant un groupement monophénolique.

a — Le composé Pg (Tableau 4, Fige 14, 16a, 16b) migre

généralement prés du front dans la plupart des solvants utilisés (B.A.E.,
MeFeEe, AeBeAeEo, BoAey AeA 2 %) en formant une trainée plus ou moins

longue et diffuse. Par suite probablement des ihpuretés que l'on peut en-
trafner au cours de 1'élution du composé ou d'une dégradation possible au
cours des manipulations, Pg rechromatographié, en vue de sa purification,
dans les solvants A.Be.A.E., BsAs, n'a pas tout a fait les mémes caracté-
ristiques spectraleslque lorsqu'il est obtenu directement a partir des

chromatographies monodimensionnelles dans le solvant B.A.E. Dans ce dernier
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Fig. 14 - Spectres d'absorption du composé Pg en milieu éthanolique a
20 % d'eau (A) et en milieu alcalin (B) 4 pH9, et de 1l'acide
férulique (C)
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Fig. 15 — Spectres d'absorption du composé P

en milieu éthanolique a

20 % d'eau (A) et en milieu alcalih (B) pH9 et de 1'acide

férulique (C).
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Fig. 16 — Spectres d'absorption du composé P_., en milieu ¢thanolique

32 80%(A) et en milieu alcalin (B)“d pH9 ; et de 1'acide
sinapique (c).
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Ps P3 Ps4 Pss P37 Pss P4 ACaf

Fig. 16a — Chromatographie monodimensionnelle dans le solvant BzA.E. (6-7-3) des aglycones des composés purifiés,
aprés hydrolyse, en présence d'acides—phénols témoins :

pc = acide p-coumarique ; ACaf = acide caféique

Fluorescence aux U.V. + NH3 : b =bleu ; bvi = bleu violet ; bvbt = bleu vert brillant ; O = non fluorecscent

F = front de solvant ; D = dépdt
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Fig. 16a (suite) - Chromatographie monodimensionnelle dans le solvant Bz.A.E. (6-7-3) des hydrolysats des
composés purifiés : Pg, P35, Ppg ¢ parties phénoliques

Acides phénoliques témoins : AF = acide férulique ; AS = acide sinapique

Fluorescence aux U.V. + NH3 : b = bleu ; vVvj = vert jaune ; bv = bleu vert
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Ps Sacc Il332 Ar Pés P37 Rh Bl

Fig. 16b — Chromatographie monodimensionnelle dans le solvant B.A.E. (4-1-5) des parties non phénoliques,

apres hydrolyse, des composés purifiés P6, P32, Pog, P37, Sucres témoins : Mn = manose ;
GI = glucose ; Fr = fructose ; Sacc = saccharose ; Ar = arabinose ; Rh = Rhamnose.

Révélation au phtalate d'aniline : les taches correspondant au glucose deviennent brunes
apres chauffage vers 100°C,
Fp = front perdu ; D = dépdt
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cas Pg absorbe a 319 nm alors que l'acide férulique présente un maximum

d'absorption a 320 nm.

L'étude chimique par hydrolyses alcaline et acide a conduit & 1'i-

dentification aprés révélations chimiques d'un aglycone a l'acide férulique

et d'une fraction non phénolique au glucose au point de vue Rf et réaction

au phtalate d'aniline. Un éluat de papier témoin hydrolysé dans les mé€mes
conditions que le composé révéle aussi la présence du glucose principale—
ment mais 3 une concentration nettement plus faible que celle du glucose

de 1l'hydrolysat. Pg est donc un ester de l'acide férulique avec du glucose.

Comparé aux dérivés féruliques classiques dont le férulyl-glucose extrait
des pommes (FLEURIET, communication personnelle), Pg se comporte différem—
ment au point de vue chromatographie dans la plupart des solvants utilisés.
Par ses Rf élevés s'agit—il d'un diférulyl-glucose ? On sait que les subs-
tances aromatiques a groupements méthoxylés migrent beaucoup, généralement
prés du front de solvants (RANDERATH, 1971). Ce qui serait certainement un
cas rare car les dérivés féruliques connus sont surtout a 1'état de mono-
férulyl-quinique ou glucose dans divers matériels végétaux (HARBORNE et

CORNER, 1961 ; TANGUY, 1970 ; MACHEIX, 1974 ; FLEURIET, 1975).

Pg semble contenir un autre constituant organique dissociable
par hydrolyse. En effet, la chromatographie de l'aglycone nous a permis de -
voir la présence d'un corps autre que l'acide férulique libéré, non fluo-
rescent aux U.V. et devenant jaune-brun (oxydation ?) a 1l'air au bout de
quelques jours. En dehors de ces indications nous n'avons pas pu approfon-—
dir 1'étude de ce constituant. L'hypothése d'une contamination bien qu'elle

ne soit pas absolument écartée, ne semble cependant pas &tre probable.

Remarque :
PB se trouve également dans l'extrait des tissus de pédoncule

mais a une concentration inférieure par rapport a celle du fruit.

b - Le composé Pg, (Tableau 4 ; Fig. 15, 16a, 16b)

par ses comportements chromatographiques notamment dans le solvant B.A. ou
il migre assez bien, par son spectre d'absorption en lumiére ultra-violette
(N max = 320 nm), et par les produits d'hydrolyse (alcaline et acide) qui

sont respectivement identifiés a 1l'acide férulique et au glucose en ce qui



Tableau /4 - Comportements chromatographiques des composés

Pg et des témoins

32¢
de référence.
Rf Révélation
Composés
BlA'EI M.F.E. A.BIA‘E. B.Al A.A. .
(A—'l—'S) (3_1_2) (4_1_5) (l—l) 2 % U Ve Us Vot NH3 Hoepfner Benedikt
d

(1) 0, 44 0,11
(2) 0,65 4, b b | 008 | * o072

0,67 0,31 0,135 0,115 0,82

c c c c ;
(3) O’ 50 O, 65 07@ Os L2 O’Z]-

0,57° 0,48° 0,12° 0, 28° 0,63

0,75 .
P 0 0,8 0,91 0,86 4 b F F +
6 »93 » 0L y9 ’ 0,38 v J o
3a 0,59 0,45 0,13 0,25 8’Z§ b F vj F i ‘
9
Données bibliographiques %1) : ester ferulyl-6-glucose b F : bleu fluorescent
2) : acide férulyl-quinique 2 . ;
(3) ¢ estor fErulyl-glucose v% F Yert—Jaune fluorescent
* acide acétique a 15 % d & % Jaure orange
(AsAe 15 %) (+) : conserve et renforce la

(a) TANGUY et GALLET (1969)
(b) MELIN (1976)

(c) FLEURIET (1975)
(d) BIRKOFER et ale. (1965)

fluorescence
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concerne l'aglycone et la partie non phénolique, est un glucoside de 1l'acide

férulique. Comparé avec du férulyl-l-glucose extrait des pommes. (FLEURIET,

1975) Py, s'identifie & cet ester. Comme Pg, P3, semble contenir égale-
ment le méme composé aromatique qui devient jaune-brun i l'air (par oxyda-

tion 7).

c — Le composé Pg] repérable seulement en monodimen—

sionnel dans le solvant B.A.E., & cause de sa concentration généralement
faible, réagit positivement vis—a-vis du réactif de Benedikt. L'emplacement
chromatographique de son spot correspond parfaitement avec celui de 1l'acide
férulique témoin dans tous les solvants utilisés. Il s'agit vraisemblable-
ment de 1l'acide férulique libre qui peut avoir deux origines : l'une, soit
qu'il existe réellement a 1l'état libre dans le matériel, au méme titre que
1'acide p-coumarique, mais & une concentration faible, 1l'autre, soit qu'il
résulte d'une hydrolyse partielle de Pg ou de P35 qui peut se produire

au cours des différentes manipulations.,

Les dérivés de l'acide férulique présents dans notre matériel

sont des esters avec des sucres, en l'occurence le glucose (Pg et P32)

qui sont peut &tre associés & un autre composé organique aromatique. La
présence de l'acide férulique a 1'état libre semble &tre possible en tant
que métabolite intermédiaire et précurseur de Pg et de P32 mais 1"hypo-
thése d'un artefact, par suite de sa faible concentration dans l'extrait,

n'est pas & écarter.

5 - Composés phénoliques possédant des caractéres proches

de ceux de l'acide sinapique et de ses dérivés.

Nous désignons ainsi les composés qui, observés en lumiére ultra-
violette, présentent une coloration de fluorescence bleu-vert virant au
vert-jaune turquoise (en présence de vapeurs d'ammoniac. Outre le dédouble-
ment moléculaire en isoméres cis et trans dans l'acide acétique a 2 %, qui
permet de les grouper parmi les dérivés hydroxycinnamiques, ces composés
réagissent positivement avec le réactif de Benedikt. Ce qui suppose la pré-

sence dans leur noyau benzénique d'un groupement monophénolique.

Seul Pys a été étudié d'une maniére approfondie dans ce groupe,
les autres composés semblables se trouvant 3 1'état de trés faibles traces

sur leschromatogrammes n'ont pu &tre isolés et purifiés.
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Le composé Pyg (Tableau 5 ; Fig. 16, 16a, 16b) a des Rf moyens

dans la plupart des solvants utilisés. Il migre trés bien dans le solvant
BeA. Ce solvant a été employé en derniére étape pour la purification de
P55 aprés une premiére chromatographie bidimensionnelle dans les deux
systémes Be.A.E./M.F.E. Po>g peut &tre un dérivé avec un sucre. Son spectre
d'absorption en lumiére ultra-violette dans 1'éthanol 4 80 % est trés pro-

che de celui de l'acide sinapique.

L'étude chimique de Ppg, par hydrolyses (alcaline et acide) a
permis de trouver l1l'acide sinapique constituant 1l'aglycone et un sucre
réducteur dont les caractéristiques chromatographiques en présence des té-—
moins commerciaux et d'un éluat de papier hydrolysé, et de révélation au
phtalate d'aniline, correspondent a celles du glucose. Le composé Pyg5 est

donc un ester de l'acide sinapique avec un sucre, qui semble &tre du glucose.

Cependant, outre l'acide sinapique que l'on retrouve apreés hydrolyse de Pog
dans la partie phénolique, on y a remarqué la présence également du méme
constituant aromatique, déja rencontré au cours de l'identification des
composés Pg et P35, Py est donc constitué d'acide sinapique, de sucre

(vraisemblablement du glucose) et peut &tre est-il associé 4 la m@me subs—

tance aromatique dont les caractéristiques ont été données précédemment

(voir les composés Pg, P32).

Remarque :
En quantité relativement modeste par rapport au fruit, Pyg existe

également dans les tissus de pédoncule.

La présence de l'acide sinapique et de ses dérivés a été rarement
signalédans les fruits charnus. FLEURIET (1975) a montré la présence d'un

dérivé de l'acide sinapique dans la tomate "cerise".

6 - Composés phénoliques dont les caractéristiques sont

voisines de celles de 1l'acide chlorogénique.

Nous caractérisons ainsi les composés phénoliques qui, observés en
lumiere uitra—violette, présentent comme 1l'acide chlorogénique une colo-
ration de fluorescence bleue virant au vert-jaune en atmosphére d'ammoniac
et dont la réaction vis—a-vis du réactif de Benedikt estégalementnégative(les
colorations de fluorescence précédentes devenant sombres ou éteintes aux

U.V.). Cette derniére propriété traduit leur nature o-diphénolique.



Tableau 5 — Comportementschromatographiquesdu composé P26 et des témoins de référence

Rf Révélation
Composés
BIA.E. M.F.EI A.BCA.E. B.A. A.A. .
(4-1-5) (3-1-2) (4-1-5) (1-1) 2 9 Ue Ve U.Ve+ NH3 | Hoepfner [Benedikt
0,45 0,00% 0,32* .
(1) i~ b 0,63-0,54% =7 b '3 b 0,47-0,75"
0,42 0,01 0,30
P26 0,55 0,39 0, 07 0,18 0,4140, 75 b vF vjt F br O +
Données bibliographiques (1) sinapyl-sucre bf F : bleu-vert fluorescent
glucose ?)
) vit F : vert—jaune turquoise fluorescent
(a) FLEURIET (1975)
(b) MELIN (1976) br O : brun orangé (dans le visible)
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Parmi les dérivés hydroxycinnamiques existant dans notre matériel,
seul le composé P& semble &tre un o-diphénol répondant a ces caractéris—

tiques,

a — Etude spectrophotométrique de P, (Fig. 17, 18, 19).

En milieu éthanolique faiblement aqueux (& 20 % d'eau), P, absor-
be en lumiére ultra-violette avec un maximum & 328 nm, identique a celui
de 1l'acide chlorogénique. Ce maximum subit un déplacement bathochromique
en milieu alcalin & pH = 9 avec Ax= 48 nm, ce qui suggére qu'il y a dans
1la molécule au moins une fonction phénolique libre. Par contre, le passage
du milieu acide en milieu légérement basique n'entraine pas un effet hypso-—
chromique du maximum d'absorption. Dans ce cas le radical carboxylique de

la chaine latérale n'est donc pas libre,

b - Etude chromatographique de P, (Tableau 6 ; Fig. 19,
B 20).

Le composé PA est isolé de 1l'extrait par chromatographie bidi-
mensionnelle dans les solvants B.A.E./M.F.E.qui donne une trés bonne sépa-
ration, comme nous 1'avons déja signalé antérieurement. La purification
est ensuite réalisée par chromatographie monodimensionnelle dans le sol-
vant A.B.A.E. dont la particularité classique est de permettre la sépara—
tion des différents isoméres de l'acide chlorogénique (acide caféyl-3 qui-
nique) présents dans un extrait. Nous n'avons cependant pu distinguer

qu'une seule tache de Py sur le chromatogramme développé dans ce solvant.

Elué et concentré selon les techniques précédemment définies, Py est
alors comparé par co-chromatographie a des composés phénoliques témoins
de référence dont 1'acide chlorogénicue et le mélange "isochlorogénique

(produits FLUKA)

— dans tous les solvants utilisés, P; a des Rf légérement supérieurs a

ceux de l'acide chlorogénique.

~ le mélange "isochlorogénique" utilisé est constitué de :

5 taches quand il est séparé dans le solvant B.A.E.,

6 taches dans le solvant M.F.E.,

7 taches dans le solvant A.B.A.E., parmi lesquelles des acides
dicaféyl-3,4 ; -3,5 et -4,5 quiniques (SONDHEIMER et al., 1961 ; CORSE et
al., 1965 ; MELIN, 1976). Aucune de ces différentes fractions ne corres—

pond & Py, au point de vue Rf. Par contre, il a été observé qu'une de ces
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Fig. 17 — Spectres d'absorption en U.V. de P,, des acides
AlsC : "isochlorogénique" ; AC : chlorogénique ;
ACaf : caféique, dans 1'éthanol a 80 %
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- Spectres d'absorption en milieu éthanolique 3 20 % d'eau

Fig, 18
ZA§ a pH5 ; en milieu basique (B) & pH9 de P,
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Tableau 6 - COmportement;chrbmatOgraphiquesde P4 et des témoins de référence,

RE Révélation
Oompuséa
wrg | Gy | Gasy | @y | 2w | Ve [over w3 | Hoepfer | Benedikt
(1) 0,67" 8: géa 2| o,46? 0,04" | 36 o 532
2) R I A ol T,
(3) o7 | oma | 0S| g
(4) 0’63?57b 0,35" 0,12% 0’08?01b SL68-0182a
(5) 0’53?A5b 0,22 0,07% 0’03?01b 3,77f9,86a
b | 0,62 0,42 0,19 0, 04 g:gg o o i ]
R N FER N T e B N PR I
B 0,68 | 0,75 0,69 0,01 8:23 b F vj F rvi -

Données bibliographiques et témoins de référence :

(a) MELIN (1976)
(b) TANGUY et GALLET (1969)
* dans A.A. 2 15 %

El : dicaféyl—quinique ; (2) : dicaféyl—quinique

3) : dicaféyl-quinique (trois fractions du mélange
isochlorogénique T2)

(4) : ac.caféyl-5 quinique;(Tl)_: ac. chlorogénique

(Tz): mélange "isochlorogénique"

bleu fluorescent (un peu brillant)

vert—jaune fluorescent

b F
vj F

rouge violacé (dans le visible)

éteint la fluorescence
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Fig. 20 - Chromatographie monodimensionnelle dans le solvant
A.B.A.E. (4-1-5) montrant les différences de comportement du
composé P4 purifié en présence de témoins de référence,

Fluorescence aux U.V. + NH3 : B = bleu ; vj = vert jaune ;
bp = bleu pale ; vjp = vert jaune pile ; O = non fluorescent (dérivé
p. coumarique)
F = front du solvant

; D = dépdt
Témoins de référence : AC = acide chlorogénique
duitsFL : o
(pro kil UKA) AIsC = "acide isochlorogénique" (mélange)
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fractions, dans les mémes solvants, correspond a 1l'acide chlorogénique,

comme le signalent par ailleurs HANSON et ZUCKER (1963).

— Les données bibliographiques sur les autres isoméres possibles de 1l'acide
chlorogénique tels que l'acide néo—chlorogénique ou acide caféyl-5 quinique
(JEAN et REID, 1958 ; COLONNA et BOUDET, 197l1a), l'acide cryptochlorogéni-—
que ou acide caféyl-/ quinique (SONDHEIMER, 1958 ; SCARPATI et ESPOSITO,

1963) ne correspondent pas aux caractéristiques chromatographiques de PA'

Comme l'acide chlorogénique et le mélange "isochlorogénique" qui
ont des Rf trés peu différents de O dans le solvant B.A., PA ne migre pas
dans ce solvant. Par cette propriété, P, est un ester de l'acide quinique

au méme titre que les témoins de référence utilisés.

¢ — Etude des produits d'hydrolyses alcaline et acide

de P, (Fig. 21).

L'étude des produits d'hydrolyses nous a permis d'apporter une
confirmation aux idées générales émises sur la nature de Pj. En effet,
par hydrolyses alcaline et acide, P, est scindé en deux parties : la

partie phénolique est identifiée a l'acide caféique et la partie non phéno-

lique & l'acide quinique. Ces hydrolyses ne sont cependant pas totales.

Ceci peut &tre di au fait que P, serait probablement une molécule com-
plexe. Toutefois, la scission de cette molécule par hydrolyse alcaline

montre qu'il s'agit d'une liaison ester,

En conclusion, P, est un ester quinique de l'acide caféique.
En éliminant les témoins utilisés ainsi que les dérivés caféyl-quiniques
précédemment étudiés, il ne pourrait s'agir pour P, que, soit d'un ester
quinique du type caféyl-l-quinique qui n'est cependant pas connu actuel-
lement dans la nature (RIBEREAU-GAYON, 1968), soit d'un ester quinique
du type di—caféyl-l,/4 quinique ou cynarine que l'on rencontre dans 1l'ar-
tichaut (PANIZZI et SCARPATI, 195ka ; MANCINI et al., 1960 ; ALESSANDRO
et al., 1976).

Pour vérifier partiellement ces hypothéses nous avons isolé
préalablement de 1'artichaut deux composés o-diphénoliques (réaction né-
gative avec le réactif de Benedikt) dont l'un quantitativement moins
important dans ce matériel, a des Rf : 0,03 (B.A.) ; 0,61 (B.A.E.) ;
0,38 (M.F.E.) ; 0,21 (A.B.A.E.), trés voisins de ceux de l'acide chloro-

génique, il s'agit vraisemblablement de cet acide ;3 1l'autre, plus abondant
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Fig, 21 - Chromatographie monodimensionnelle dans les solvants B.A.E. (4-1-5), M.F.E. (3-1-2),
et A.B.A.E. (4~1-5) du composé P, et de la cynarine (C2) isolée de 1'artichaut avec un autre
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W n°3



constitue la cynarine avec des Rf nettement différents : 0,01 (B.A.) ;
0,75 (B.A.E.) 5 0,40 34 0,76 (M.F.E.) ; 0,70 (A.B.A.E.). Co-chromatogra—
phié en présence de témoins, PA révele des comportements identiques sinon
trés proches de ceux de la cynarine (artichaut) dans la plupart des sol-
vants utilisés. Notre présomption sur la nature de PA en faveur d'un
dérivé possible du dicafeyl-l-/ quinique semble avoir, de ce fait, quel-

que fondement.

Par ailleurs, 1'étude chromatographique de la phase aqueuse
de Py hydrolysé contenant la partie non phénolique, a montré qu'en de-
hors de 1'acide quinique révélé par le réactif de CARTWRIGHT et ROBERTS
(1955), nous avons observé sur le chromatogramme la présence de deux ta-
ches qui réagissent négativement au réactif précédent mais qui, examinés
en lumiére ultra-violette deviennent sombre non fluorescents a 256 nm
et & 366 nm. Ces caractéristiques sont communes & beaucoup d'autres subs-
tances organiques telles que, en particulier, l'acide cinnamique et
1'acide ascorbique. Par co—chromatographie dans les solvants utilisés,
seul 1l'acide ascorbique a les mémes Rf que l'une des deux taches mises
en évidence et devient jaune-brun (par oxydation ?) a4 1'air aprés plus

de 24 h. d'exposition, comme les deux taches.

PA contiendrait donc dans sa molécule une autre substance
organique qui semblerait avoir quelque rapprochement avec les caractéris—
tiques et comportements chromatographiques de 1l'acide ascorbique. Ces
indications, assez générales, ne nous permettent cependant pas de formuler
une hyﬁothése précise quant a la nature de cette substance. Rappelons que
PS’ l'ester di p—coumaryl 1-4 quinique précédemment identifié aurait
également contenu dans sa molécule la méme substances,

Les dérivés hydroxycinnamiques sont particuliérement abondants
et trés diversifiés dans l'ananas. Il est probable qu'il existe d'autres
formes de combinaisons en dehors de celles que nous venons de mettre en
évidence et qui peuvent avoir une influence sur leur solubilité dans les
différents solvants employés au cours de l'extraction et de la purifi-

cation de l'extrait. Nous envisageons d'étudier la présence de ces dérivés

hydroxycinnamiques dans le paragraphe suivant.
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7 = Les autres formes de dérivés hydroxycinnamiques insolu—

bles ou partiellement solubles & l'alcool 80°, & 1'éther

de pétrole et a l'acétate d'éthyle.

Nous essayons de déterminer aprés séparation chromatographique

et identification, les dérivés hydroxycinnamiques présents dans chaque phase :

— phase solide ou culot, résidu de 1l'extraction,

— phase éthérée contenant les pigments,

phase acétate d'éthyle conduisant a l'obtentionde l'extrait purifié,

phase aqueuse aprés purification.

L'étude de la phase acétate d'éthyle d'ou provient l'extrait purifié a été
effectuée dans le cadre de l'identification des groupes de composés phéno-—
liques présents notamment les dérivés hydroxycinnamiques. Il s'agit alors
de mettre en évidence les autres formes éventuelles de ces dérivés dans

les trois autres phases de fractionnement,

a — Phase solide ou culot d'extraction (Fig. 22).

L'étude chromatographique du culot aprés remise en suspension
dans 1'éthanol a 20 % d'eau ne permet de distinguer aucun composé phéno-
lique susceptible d'@tre révélé, soit aux U.V., soit avec les réactifs
chimiques révélateurs mis en oeuvre. Par contre; 1l'hydrolyse alcaline du
culot en milieu aqueux donne, aprés séparation chromatographique un certain
nombre de composés phénoliques dont les comportements et les caractéristi-—

ques de fluorescence sont ceux

— de 1l'acide p—coumarique,
— de 1'acide férulique,
— d'un composé semblable a 1l'acide cinnamique,

— d'un autre composé fluorescent jaune-vert avec ou sans atmosphére

d'ammoniac.

Les taches observées sur les chromatogrammes sont généralement
de faibles concentrations, ce qui signifie que 1'hydrolyse a été incompléte

et trés peu de molécules ont été dissociées.
I1 ressort de cette étude les deux points suivants :

~ le caractere exhaustif de 1'extraction que nous avons déja montré dans

la critique de la méthode d'extraction. En dehors des formes vraisemblablement
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Fig. 22 - Chromatographie bidimensionnelle d'un hydrolysat (partie
phénolique) de culot ou résidu d'extraction. F) et F, :

fronts de solvants ; D = dépdt
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Substances non identifiées : (C) et (E)
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plus complexes insolubles, la totalité des composés phénoliques présents

passe dans l'extrait au cours de 1l'extraction par 1'éthanol a 80 %,

— certaines unités simples non libres telles que les dérivés p-coumarique,
férulique et d'autres, semblent participer a la synthése des molécules
plus complexes au niveau des tissus. Divers auteurs ont montré la présence
des dérivés hydroxycinnamiques intervenant dans la formation de la lignine
(BROWN et NEISH, 1959 ; GOLDSCHMID et HERGERT, 1961 ; HIGUCHI et BROWN,
1963 ; SARKANEN et LUDWIG, 1971). Selon HIGUCHI et BROWN (1963) et TAYLOR
et ZUCKER (1966), l'acide chlorogénique peut &tre utilisé dans cette
formation en subissant au préalable une dégradation. DULL (1971) cite le
travail non publié de GORTNER montrant la présence de l'acide férulique

dans la paroi cellulaire des tissus de la tige de l'ananas.

b -~ La phase éthérée aprés dépigmentation de l'extrait.

L'observation en lumiére ultra-violette d'un chromatogramme de
cette phase, aprés élimination de 1'éther de pétrole et reprise dans
1'éthanol a 20 % d'eau, révéle que, quelques-uns des dérivés hydroxycinna—
miques précédemment identifiés sont entrainés par 1'éther au cours de la
dépigmentation dans de treées faibles proportions, principalement PS (acide
dip—coumaryl 1,4 quinique) et P} (acide caféyl—quinique, un di-—caféyl
1-4 quinique ?). L'hydrolyse alcaline réalisée n'a libéré que les aglyco-
nes de ces deux composés : l'acide p—coumarique et l'acide caféique.
Aucune autre forme ne semble &tre présente dans cette phase en dehors
des dérivés hydroxycinnamiques déja étudiés. Leur passage dans 1'éther
de pétrole peut &tre di tout simplement a leur concentration relativement

importante dans l'extraits

¢ — La phase aqueuse aprés purification a l'acétate

d'éthyle (Fige 23).

Aprés épuisement de l'extrait a 1l'acétate d'éthyle, la phase
aqueuse restante renferme entre autres, les sels, les sucres, les acides
organiques, les acides aminés, les composés phénoliques totalement ou

partiellement insolubles dans ce solvant.

o L'addition d'une solution sodique 4N & cette phase jusqu'a l'appari-

tion d'une coloration jaune, permet de nous trouver dans des conditions
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Fig. 23 - Chromatogramme bidimensionnel de la "phase aqueuse" de

l'extrait purifié aprés précipitation au froid des sels
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semblables a celles de 1'hydrolyse alcaline d'un extrait aqueux de pulpe. En
réalisant ainsi cette hydrolyse selon les techniques déja définies nous avons
pu constater aprés séparation chromatographique la présence dans la partie
phénolique de l'hydrolysat d'un certain nombre d'acides phénoliques dont 1'a-
cide p-coumarique, l'acide caféique, l'acide férulique et l'acide sinapique

identifiés a des témoins de référence.

. La phase aqueuse contient donc encore des dérivés de ces différents acides
vraisemblablement sous forme d'esters. Nous avons essayé de les extraire par

1'éthanol en utilisant les techniques suivantes :

— les 10 2 20 ml de la phase aqueuse provenant d'un extrait de 20 g de matiére
fraiche, sont repris dans un grand volume d'éthanol 95° (200 ml environ). La
solution trouble obtenue aprés l'avoir bien agitée est ensuite placée a —-20°C
dans un congélateur pendant 48 h. pour permettre la précipitation des sels,
sucres et divers. Si la partie surnageante n'est pas suffisamment limpide, on
filtre sur un papier filtre ou centrifuge, a froid. On concentre l'extrait
jusqu'a un volume final d'environ 5 ml, 4 30°C et sous vide. On reprend les

5 ml dans 200 ml d'éthanol 95° en les remettant a4 -20°C pendant 48 h. Puis

on filtre ou centrifuge et on évapore 1l'éthanol comme précédemment. On répéte
1'opération 3 fois. L'extrait final est repris dans un volume minimal d'é-
thanol 80° en vue d'une séparation chromatographique (Fig. 24). L'observation
en lumiére ultra-violette d'un chromatogramme de cet extrait nous a permis

de retrouver.les principaux dérivés hydroxycinnamiques, déja identifiés, en

quantités plus ou moins faibles suivant les composés (Tableaux 7, 7bis).

I1 ne semble pas y avoir d'autres formes de dérivés hydroxycinna-—
miques que celles que nous avons déja rencontrées dans l'extrait purifié,
La solubilisation dans l'acétate d'éthyle dépend sans doute d'un certain
nombre de facteurs dont la nature des groupements fonctionnels dans chaque
composé. Un essai d'estimation quantitative des dérivés hydroxycinnamiques

contenus dans cette phase (en moyenne 3,7 %) a été réalisé (voir Chap. III).

Les principaux dérivés hydroxycinnamiques identifiés dans l'ananas

sont rappelés sur la Fig. 24.

Conclusion sur les dérivés hydroxycinnamiques.

Il ressort de cette étude que 1l'ananas est trés riche en dérivés
hydroxycinnamiques, notamment en esters de l'acide p-coumarique. Cette

particularité permet de dégager un certain nombre de points importants en ce



Tableau 7 — Importancce rclative des concentrations des composés phénoliques
extraits au cours dc 1'extraction (estimation visucile de 1'intensité de
fluorescence de chacunc des taches révelées aux UoVe sur chromatogramme )

Importance relative des concentrations des composés phéno—
Composés | liques dans les différentes phases de l'extraction
phénoliqued Extrait brut Extrait phase
Ha parifis VAES |, PO0BE "éthérée”
RS (pigments)
P6 +++ +++ 0 0
P6 > +- + 0 0
P61 + + 0 0]
oo + - 0 0
P5 e+t A+t = -
P , o - - -
P 42 ++ ++ 0 0
P 41 + e 0 0]
P 40 + + 0 (0]
P39 , +++ ++ + 0
P38 -+ -+ - 0
P37 ++ ++ 0 0
P3 6 ++ + - 8
P b ++ - 0
P3 L ++H ++ - 0
P33 +4+ + - 0
P3 > 4+ +++ + 0
Pay T + - 0
P3 0 + + 0 0
P3 o -+ - 0

Ha ¢ extrait hydroalcoolique brut

AE

+ ¢ importance des concentrations relatives

extrait purifié par extraction a l'acétate d'éthyle

- ¢ trés faible



Tableau 7bis — Importance relative des concentrations des composés

phénoliques extraits au cours de l'extraction.

TImportance relative des concentrations des. composés
Composés phénoliques dans les différentes phases de l'extraction
2 ’ o
prenalinhts Extrait brut Extrait phase _p p’a§e"
Ha purifié "A.E." "aqueuse" SehEres
o g (pigments)
P + + 0 0
27
++ 0
P b +++
0 0
P o5 + +
P ++ + - 0
B -+ +++ ++ 0
23
P 2 + + + 0
P 51 +++ ++ + 0
P20 ++ + + 0
P2 -+ ++ ++ 0
Pl £ + - - 0
Ple + - - 0
Pld + - - 0
Plc + - - 0
Plb 0 0 0 0
Pla + + 0 0
Ha ¢ extrait hydroalcoolique brut
A.E. : extrait purifié par extraction a4 l'acétate d'éthyle.
+ : importance des concentrations

trés faibles traces




Fig. 24 - Principaux dérivés hydroxycinnamiques identifiés dans
1'extrait hydroalcoolique de l'ananas.

R : CH = CH - COOH

Nous ne faisons pas figurer ici les acides phénoliques

simples et les esters quiniques ou avec le glucose, absents dans
l'extrait ou existant a 1'état de trés faibles traces dont les ten—

tatives de recherche n'ont abouti a aucune caractérisation.
acides simples

Sauf les

: p—coumarique et férulique et les dérivés de l'acide
cinnamique de quantité relativement faible dans l'extrait, les es-—
ters soulignés sont dosables, notamment les dérivés p—coumariques

particuliérement abondants dans l'ananas.
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qui concerne la répartition dans le fruit des divers termes de la série cin-

namique.

1 - Les acides hydroxycinnamiques libres (p-coumarique, caféique, férulique,

sinapique) sont rarese. Seul 1'acide p—coumarique a été retrouvé i 1'état

libre en quantité relativement faible et peut-&tre 1'acide férulique. Comme
1'a noté MACHEIX (1975) dans le cas de la pomme ot 1'acide p—coumarique a
été signalé dans la peau du fruit par FISHER (1965-1066), il peut s'agir

d'un artefact résultant des conditions de température et de pH mal adaptées

a 1l'extraction et & 1'évaporation de liextrait, entrainant la libération

d’acides phénols simples. Cette situation peut également avoir lieu dans

certaines conditions de conservation des fruits (RAMIREZ—MNTINEZ et LUH, 1973L

En ce qui concerne notre matériel, une libération d'acides phénols
simples ne semble pas avoir lieu en respectant bien les conditions d'extrac-
tion et d'évaporation déja précisées. La présence constante de 1'acide p-cou-
marique dans chaque extrait étudié nous a permis de conclure qu'il existe a

1'état libre dans le fruit en dehors de ses formes combinées. Parallélement

a 1'étude de la pulpe, nous avons retrouvé l'acide p—coumarique libre présent

en quantité relativement importante dans les extraits des tissus de pédoncule.

GORTNER et al. (1958) ont d'ailleurs signalé sa présence dans cette partie

de la plante de 1'ananas sans préciser les conditions d'extraction. Le pédon-
cule, organe de support et de transport de la séve vers le fruit, se pro-
longe par l'axe cylindrique (KRAUSS, 1948, 1949 ; COLLIN, 1960 ; PY et
TISSEAU, 1965), ce qui pourrait expliquer logiquement la présence de 1l'acide
p—coumarique libre dans le fruit. DULL (1971) a estimé la teneur en acide
p—coumarique de l'apex de l'ananas en cours de développement de 33 i 73 mg/g
de poids frais, sans domner des détails supplémentaires sur la forme de cet
acide, s'il a été analysé a 1'état libre ou sous forme combinée, ou globa-

lement ensemble sous les deux formes.

L'acide férulique libre semblerait exister dans le fruit comme il le

fait dans la tige (GORTNER et al., 1958) mais sa trés faible concentration
sur le chromatogramme ne permet pas de conclure d'une maniére définitive.
En effet, 1l'hypothése d'un artefact di a l'extraction ou & 1'évaporation de

1l'extrait n'est pas absolument écartée.



2 — Les formes combinées des acides phénols simples (acides p—coumarique,

caféique, férulique, sinapique) sont diversement exprimées. La combinaison

avec l'acide quinique est tres fréguente principalement avec l'acide p—couma—

rique (Ps, Pz, P33, Py, Paz, P35, P3g identifiés et d'autres P30

P39, Ppo, P1, non identifiés mais qui semblent &tre des esters quiniques

car ils ne migrent pas dans le solvant BnA.) et avec 1l'acide caféique (Ph,

identifié). Les autres formes de combinaison sont limitées aux sucres : P37

un p-—coumarique-glucose ; P'32 et Pg des dérivés féruliques d'un sucre

dont les comportements chromatographiques sont identiques a4 ceux du glucose ;

Pog un sinapyl-glucose,

L'importance de 1l'acide citrique, de l'acide malique et de 1l'acide
ascorbique dans le fruit (DULL, 1971) laisse penser qu'une combinaison des
acides phénols simples avec ces acides organiques pourrait avoir lieu, comme
1'ont signalé dans d'autres matériels végétaux, certains auteurs. Par exemple
le caféyl-tartrique du raisin (RIBEREAU-GAYON, 1965), l'acide caféyl-malique
du haricot (TANGUY et MARTIN, 1972), l'acide caféyl-putrescine de la datte
(MARTiN, TANGUY et al., 1973). Ce type de combinaison directe entre un acide
phénolique et un acide organique ne semble pas exister dans notre matériel.

Par contre, la combinaison acide phénolique—acide quinique—acide organique

ou acide phénolique—-acide organique—acide quinique, pourrait exister en ce

qui concerne les deux composés P, et Pz qui semblent avoir dans leur molé-

cule, en dehors de 1'acide quinique, une autre substance organique qui a

les mémes comportements chromatographiques et la méme coloration sombre non

fluorescente aux U.V que l'acide ascorbique.

Un autre type de combinaison concerne uniquement les composés P32

(férulyl-glucose), Pg (dérivé férulique avec un. sucre trés proche du glu—

cose) et Pog (sinapyl-glucose). En plus des constituants moléculaires ainsi

identifiés les trois composés ont en commun un troisiéme constituant de na-

ture aromatique et non fluorescent aux U.V.

3 ~ Les dérivés de 1l'acide cinnamique que l'on rencontre dans les végétaux
sous forme d'esters comme l'acide cinnamyl-quinique (LEVY et ZUCKER, 1960 ;
HANSON, 1966 ; KOJIMA et al., 1969) et le cinnamyl-glucose (HARBORNE et
CORNER, 1961 ; AVADHAN et TOWERS, 1961 ; RUNECKLES, 1963 ; STECK, 1968 ;
KOJIMA et URITANI, 1972b) pourraient exister dans notre matériel, au moins

1'un des deux esterse.
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Le composé P53 sc comporte au point de vue chromato-

graphique et coloration de fluorescence comme l'acide cinnamique témoin de

référence. L'étude chimique de sa composition n'a pas pu &tre réalisée a

cause de sa trés faible concentration dans l'extraite.

Les dérivés de l'acide benzoique n'existent peut—-&tre pas dans le
matériel. Aucune étude approfondie n'a été entreprise concernant ces compo-

sés en dehors des simples observations faites sur les chromatogrammes.

L - les termcs phénoliques de la série cinnamique (p—coumarique, caféique,

férulique, sinapique) sont diversement représentés avec prédominance des

dérivés de l'acide p—coumarique. En effet 1l'acide p—coumarique existe a

1'état libre et a 1'état combiné sous forme de deux types d'esters dont

1'un groupe 10 3 11 dérivés p—coumariques avec l'acide quinique et 1l'autre

constitué d'un seul composé p—coumarique estérifié par le glucose,gfé7.

L'acide caféique est représenté par P;, le seul composé o-diphé-

nolique 3 quantité appréciable dans l'extrait. Sa nature de di—caféyl-1-—/

‘quinique reste cependant 4 préciser.

les acides férulique et sinapique sont présents dans le matériel

principalement sous forme d'esters avec un sucre qui est vraisemblablement

du glucose (1le dérivé sinapique étant du sinapyl-glucose). L'acide féruli-—
que pourrait exister & 1'état libre mais sa concentration serait relative-
ment plus faible vis—a-vis des dérivés esters. Aucune trace d'esters qui-
niques de ces acides, tels que par exemple, 1l'acide férulyl-3 quinique et
ses isoméres abondants dans le café (PICTET et BRANDENBERGER, 1960 ...) n'a

été trouvée dans le matériel.

La présence sous forme libre de l'acide p—coumarique et de l'acide

férulique, semble &tre un cas particulier chez l'ananas. Dans de nombreux

fruits sains tels que la pomme, la poire, la tomate ... il n'existe aucun
acide hydroxycinnamique présent sous forme libre ; les acides libres peuvent
apparaitre, par contre, lorsque ces fruits sont soumis a des conditions ex-

ceptionnelles, naturelles ou provoquées (MACHEIX et col., 1976).

D'un terme de la série cinnamique a l'autre, les deux types d'es—

ters ne sont que rarement exprimés simultanément. Il y a un pourcentage

important de dérivés estérifiés par l'acide quinique ou par les sucres suivant

le terme. Un fait fondamental est remarquable : 1'abondance des dérivés du
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terme p—coumarique, notamment des acides p-coumariques—quiniques. Cette si-

tuation se retrouve également dans beaucoup de fruits (MACHEIX et col., 1976).
La prédominance particuliére des dérivés p—coumariques dans l'ensemble pour-—
rait avoir une signification physiologique importante au niveau de la crois-
sance de l'ananas dans la mesure ou les dérivés p—coumariques sont utilisés
comme co-facteurs de 1' A.I.A. oxydase (enzyme d'oxydation de 1'acide indoly-
lacétique) alors que les dérivés féruliques moins abondants sont des inhibi-

teurs de cette enzyme (GORNER et KENT, 1953, 1958).

Notons enfin que l'importance des dérivés hydroxycinnamiques vis—

a-vis des autres groupes de composés phénoliques présents est considérable.

Dans les différentes fractions de l'extraction, notamment dans 1l'extrait pu-
rifié, les composés les plus abondants et quantitativement appréciables sont
les dérivés hydroxycinnamiques, alors que les flavonols et leurs hétérosides

ont des concentrations relativement modestes.

Une estimation de la teneur globale en dérivés hydroxycinnamiques
semble donc &tre possible d'une part et, d'autre part, un dosage des composés

individuels peut également &tre envisagé.
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CHAPITRE IIT

DOSAGES des DERIVES HYDROXYCINNAMIQUES

Parmi les nombreuses méthodes de dosages possibles dont les prin-
cipes généraux ont été présentés par MACHEIX (1974), nous avons retenu la
spectrophotométrie en lumiére ultra-violette associée ou non a la chromato-

graphie pour doser les dérivés hydroxycinnamiques extraits de l'ananas.

I -~ TECHNIQUES UTILISEES POUR CES DOSAGES.

A - ESTIMATION de la TENEUR GLOBALE en DERYVES HYDROXYCINNAMIQUES
par LECTURE DIRECTE du SPECTRE de 1'EXTRAIT.

1 -~ Estimation sur 1'extrait non purifié (extrait brut).

Les spectres d'absorption des extraits d'ananas sains sont carac-—
térisés par deux bandes d'absorption dont l'une, la plus importante, se
situe vers 280 nm et l'autre, 1l'épaulement vers 315 nm, alors que les spec-—
tres des extraits d'ananas brunis ont une forme spécifique avec un important
maximum d'absorption vers 315 nm, masquant complétement celui vers 280 nm

(voir fig. 3 et 6).

Les dérivés hydroxycinnamiques absorbent fortement entre 300 et
330 um donc la mesure de la densité optique (D.O) i 315 nm permet d'avoir

une estimation par excés de la teneur globale de l'extrait,
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Cependant en dehors des dérivés hydroxycinnamiques, plusieurs

substances phénoliques ou non peuvent absorber a cette longueur d'onde :

— les flavonols et leurs hétérosides présents en quantité non négligeable,
responsables en partie de la coloration jaune de l'extrait, interféreraient,
mais faiblement & 315 nm car ils absorbent principalement en lumiére ultra-—

violette vers 360-380 nm (HARBORNE, 1964).

— les composés organiques tels que sucres, acides organiques, acides aminés
aromatiques n'absorbent pas vers 315 nm. Par contre, vers 280 nm leur inter—
férence pourrait &tre non négligeable. L'acide ascorbique par exemple, a

une bande d'absorption entre 245 et 205 nm dans 1'éthanol aqueux a 20 %
d'eau. La concentration de cet acide dans 1'ananas reste cependant assez

modeste (ULRICH, 1952 ; MAPSON, 1970).

— les pigments chlorophylliens et caroténoides absorbent sur toute la zone
U.V. (GOODWIN, 1965). Il est certain qu'a 315 nm leur participation a 1'ab-
 sorption dans le spectre global de l{extrait non purifié n'est pas sans
importance.

L'ensemble des -observations .qui viennent d'@tre.rappelées nous

permet de faire les remarques suivantes :

— les résultats de mesure de la 151 O de l'extralt a 315 nm ne donnent qu'une
valeur surestimée de la teneur globale en derlves hydroxyclnnamlques et
n'apportent. aucune 51gn1flcat10n prec1se quant au dosage d'un composé bien

' défini présent dans l'extralt." R '

— l'importance de certains groupes de comﬁosés peut &tre exploitée pour
exprimer la teneur”globale.éhvéqﬁivalentfde'cesfébmposés. Il s'agit prin-
01pa1ement des esters p—coumarlques qu1 sont partlcullerement abondants et

dlversement representes dans l'extralt.

La valeur obtenue,. par lecture directe de .la:D.0 a 312 nm de la
solution hydroalcoolique (504 300 il de l'extrait brut dans 2,5 ml
‘d"éthanol a 20 % d'eau), est rapportée 4 une courbe étalon de l'acide p-cou-
marique (Fig. 25). La teneur globale en dérivés hydroxycinnamiques est ainsi

exprimée en Mg d'acide p-coumarique par gramme de matiére frafche.
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max = nm en fonction de leur concentration.
(™ 323 nm), en f de 1

-



o B =

2 ~— Estimation de la teneur globale en dérivés hydroxycinna-

miques sur 1l'extrait purifié.
q

Inversement a celui de l'extrait non purifié, le spectre d'absorp-
tion de 1l'extrait purifié se caractérise toujours par un maximum vers 315 nm
et un épaulement a 280 nm. La lecture directe de la D.O. (2 312 nm) de 1l'ex-—
trait permet donc d'avoir une idée rapide de l'importance quantitative des
dérivés hydroxycinnamiques présents., Comme précédemment nous afons rapporté
et exprimé le

la valeur obtenue a la courbe étalon d'acide p—coumariqu

résultat en g d'acide p-coumarique par gramme de matiere fraiche.

La purification de l'extrait selon les techniques déja définies
entraine une perte en substances phénoliques soit par passage dans la phase
éthérée (dépigmentation), soit par insolubilité totale ou partielle dans
1'acétate d'éthyle. Cette perte est cependant faible au niveau des dérivés
hydroxycinnamiques (Fig. 26). D'aprés les résultats du tableau 8 on peut
constater que plus de 95,5 % de dérivés hydroxycinnamiques passent dans
1'acétate d'éthyle au cours de la purification.

Tableau 8 : Pourcentage de concentration en dérivés hydroxycinnamiques

dans les différentes phases de 1l'extraction,.

Extraits DOAE DOPA DOE DOHa

97 2,4 0,6
2 94,2 5 0,8 100

M=95, 5 M=3,7 M=0,8

- 95,2 4 0,8

A 96 3,3 0,7

8 95,1 4 0,9

!

mesurée a 315 nm (ou éventuellement a 280 nm) selon la relation suivante

DOHa

On pourrait donc définir globalement la D.O de 1l'extrait purifié

= DOAE

+ DOPA

+ DO

E ?

les différentes phases étant ramenées
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280 320 360 %X nm

Fig. 26 - Spectres d'absorption en lumiére ultra-violette
des extraits des différentes phases de 1'extraction.

Ha : extrait hydroalcoolique brut
AE : extrait purifié i 1'acétate d'éthyle
PA : phase aqueuse aprés élimination des sels et des sucres

E : phase éthérée contenant les pigments.

A concentration identique ces différentes phases sont telles

- . =
qu'a 315 nm : DOy = DO, + DO, + DO
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a une méme concentration,

Ha = extrait hydroalcoolique brut (avant purification)
AT - extrait purifié a 1'acétate d'éthyle (aprés purification)
E cxtrait contenant les pigments
PA = extrait provenant de la phase aqueuse (aprés précipitation des

sels selon les techniques décrites antérieurement).

3 =~ Variabilité liée & la méthode de dosage et au matériel.

Nous avons estimé la variabilité liée au processus de la méthode
par lecture directe de la densité optique et la variabilité liée au matériel
végétal. Pour cela nous avons effectué dix dosages sur les mémes extraits
brutset purifiéset sur dix extraits bruts et purifiés provenant de dix fruits
différents (3/4 mlrs a la récolte), les zones étudiées étant toujours les

zones 2l.

Les résultats rapportés dans le Tableau 9 montrent que la varia-—
bilité liée a la méthode de dosage est faible, par contre, les variations
sont grandes aussi bien avec les extraits bruts qu'avec les extraits puri-
fiés correspondants quand il s'agit des fruits individuels. En effet, a la
variabilité due 4 la méthode de mesure s'ajoute la variabilité liée au maté-

riel, Deux réponses peuvent &tre apportées pour expliquer 1'importance de

ces variations :

— la premiére est que les fruits, bien qu'apparement semblables au point de
vue degré de maturité, n'ont pas les mémes teneurs en composés phénoliques
cela tient vraisemblablement a un certain nombre de facteurs dont la matu-

ration,

— le mauvais choix ou échantillonnage des fruits a la récolte. Les fruits
étudiés sont généralement cueillis 3/4 mirs, sauf cas spéciaux. Il est
évident que de petites modifications au niveau du degré de maturité, ne

peuvent &tre distinguées que difficilement au moment de la récolte.

La méthode par lecture directe de la D.O de 1l'extrait permet donc
une estimation de la teneur en dérivés hydroxycinnamiques. La rapidité de
sa mise en oeuvre constitue éventuellement son intérét particulier vis—a-vis

d'autres méthodes faisant intervenir des processus élaborés.

we



Tableau 9 — Variabilités liées a la méthode de dosage de la teneur globale en dérivés
hydroxycinnamiques et au matériel végétal.,
Toutes les mesures sont exprimées en équivalent d'acide p-coumarique en _ug par gramme
de matiére frafche. Fruits provenant de la récolte 1976 (10 fruits).

Dosages sur les mémes extraits

Dosage sur des extraits différents
provenant de 10 fruits frais identiques (3/4 mQrs)

Extrait brut

Eth”ait A IE.
correspondant (purifié)

Extraits bruts

Extraits A.E.
correspondants (purifiés)

63,8 63’6 A3,l~l— l|-2,9 44,1 4531 28’7 27’5
63:5 6k, 4 42,8 43,6 65,7 66, 3 47,9 45,9
valeurs 64,0 64,0 43,9 43,5 58,7 72,2 38,5 52,2
Tap T memRs 63,3 63,7 43,0 43,6 63,6 60,6 k3,7 Ryl
63,9 64,2 43,7 43,1 82,4 75,9 62,3 55,6
Moyenne 63,8 43,4 63,5 44,3
Ecart-type 0,32 0,36 11,69 6,96
Intervalle de
confiance de
la moyenne + 0,24 + 0,27 + 8,80 + 5,25
(P = 95%)
coefficient 0,50 % 0,80 % 18,4 % 15,7 %

de variation -
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B — DOSAGE des DERIVES HYDROXYCINNAMIQUES APRES SEPARATION
CHROMAT OGRAPHIQUE.

L'application de cette méthode est inspirée des résultats obtenus

au cours de l'étude qualitative des dérivés hydroxycinnamiques.

1 - Processus expérimental.

a — Séparation chromatographique.

La chromatographie bidimensionnelle dans les systémes de solvants :

— B.A.E. (4-1-5) diphasique (phase supérieure) en lére migration pendant 16 h.
- M.F.E. (3-1-2) diphasique (phase supérieure) en 2&me migration pendant 4 h.,

a permis d'obtenir une bonne séparation des dérivés hydroxycinnamiques, les

taches étant convenablement séparées les unes des autres. Nous avons utilisé
cette technique de séparation pour doser par spectrophotométrie, directement
aprés élution, les composés présents en quantités appréciables dans 1l'extrait

purifié, principalement :

P5 3 acide di.p—coumaryl-1l,/ quinique

Py acide caféyl-quinique (dicaféyl-l,4 quinique ?)
P3 : acide p-coumaryl-quinique (complexe)

P37 p—coumaryl—-glucose

P3g 2 acide p-coumaryl-quinique

P35 2 férulyl-glucose

sinapyl-glucose

o
&

Remarque :

Le composé Pg (ester férulyl-glucose, complexe) a été dosé direc-
tement aprés chromatographie monodimensionnelle dans le solvant B.A.E. (A—l-S).
Nous avons déjia évoqué au cours de son identification (Chapitre II) les raisons

de ce choixe.

Préparation des chromatogrammes.

L'extrait purifié a analyser est déposé dans un angle du chromato-
gramme a l'aide d'une microseringue de précision. On part toujours de quanti-

tés constantes connues : 500 ml a 1000 uml d'extrait (3 2 g/ml). Les
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valeurs inférieures a cette fourchette conduisent généralement a des concen—
trations non dosables. Par contre, au-dela de 1 ml d'extrait déposé, les

taches sont mal séparées les unes des autres. Selon les techniques inspirées
de celles de MACHEIX (1974), FLEURIET (1975), les dépdts et le développement

des chromatogrammes sont réalisés a l'air libre et a température ambiante.

b — Elution des taches.

Aprés séchage dans un courant d'air a température ambiante, le
chromatogramme ainsi développé est observé en lumiére ultra-violette afin
de repérer les taches. Le papier contenant la tache du composé que 1l'on dé-
sire doser est alors découpé en petits carrés de 1 cm de c6té. L'élution
s'effectue ensuite dans un volume suffisant d'éthanol 3 20 % d'eau pendant
une durée allant de 24 3 48 h., & l'obscurité afin d'éviter tout phénoméne
secondaire d'isomérisation possible sous l'effet de la lumiére, et un mau-
vais rendement d'élution (MACHEIX, 1974). Le mélange doit &tre agité de

temps 4 autre pour favoriser l'accélération de 1'élution.

c — Mesures.,.

Aprés décantation, on enregistre le spectre d'absorption de 1'éluat
contre un blanc, un éluat de papier traité dans les mémes conditions chroma-—
tographiques et dont 1l'emplacement sur le chromatogramme et la surface sont
identiques & ceux de la tache étudiée. Les mesures de D.0O. sont faites aux

maxima d'absorption des composés dosés.

Le manque de substances de référence correspondant exactement aux
composés étudiés nous a conduit a exprimer leur concentration suivant des
courbes d'étalonnage établies a partir des solutions éthanoliques a 80 %,

d'acides phénoliques simples connus (Fig. 25).

Nous avons exprimé la teneur en P, suivant une courbe d'étalonnage
de 1l'acide chlorogénique. Les mesures ont été faites & 328 nm, maximum d'ab-

sorption de P4 et de 1l'acide chlorogénique en milieu éthanolique 3 20 % d'eau.

Les D.O. de Pg et P3p (esters férulyl-glucose) et de P>g (ester
sinapyl-glucose) ont été lues respectivement a 324 nm et & 320 nm. Leur con-—
centration est exprimée en équivalent d'acide férulique ou d'acide sinapique

suivant des courbes d'étalonnage.



Pour déterminer les concentrations en dérivés p—coumariques, nous
avons utilisé lc¢ coefficient d'extinction molaire de l'acide p—coumarique li-
bre témoin | 6 23000 en solution éthanolique au maximum d'absorption,
JURD, 1957). Les mesures ont été faites au maximum d'absorption de chacun des

composés dosés.,

Pour : P5 a 312 nm
P3 a 311,5 nm
P37 a 31[} nm

P3g 2 312 nm
D'une maniére générale, les résultats sont rapportés a l'unité de masse de la

matiére fraiche prélevée ( _ug/g.m.f) (Tableau 10).

2 - Etude critique de quelques aspects du processus expérimental.

les diverses techniques utilisées (chromatographie, élution) pour aboutir
au dosage spectrophotométrique des dérivés hydroxycinnamiques sont généralement
simples, mais leur mise en oeuvre nécessite souvent de délicates opérations du
fait que l'analyse porte sur des micro—quantités et que des pertes de subs-
tances peuvent avoir lieu au cours des manipulation. D'autres phénoménes se-—
condaires peuvent également survenir : hydrolyse chimique, oxydation, polymé-
risation ou dégradation des composés, quand le milieu se trouve dans des con-
ditions de pH, de température et de luminosité inadéquates. MACHEIX (1974) a
souligné l'importance fondamentale de ces différents facteurs dans le dosage

spectrophotométrique des dérivés hydroxycinnamiques de la pomme.

a — Influence de la durée de séchage. (Tableau 11)

Le séchage des chromatogrammes est indispensable pour éliminer les
solvants de développement. La présence méme & 1l'état de traces de certains
d'entre eux au niveau des taches a éluer entrafne des valeurs excessivement
élevées de D.O. mesurées en masquant totalement ou partiellement les spectres
des composés étudiés. Cela est dii & 1'absorption des groupements moléculaires
non saturés, en l'occurence 3 la fonction cétonique qui absorbe vers 280 nm,
le méthyl-isobutyl-cétone du solvant M.F.E. (Fig. 27). Nous avons suivi 1l'in-
fluence de la durée de séchage sur l'expression de spectre du composé Pg
(acide di p-coumaryl-l.li-quinique) en solution dans 1'éthanol a 80 %, préala-

blement déposé sur un chromatogramme et développé dans le solvant M.F.E.



Tableau 10 — Variabilité liée au dosage des principaux dérivés hydroxycinnamiques sur des extraits différents
provenant de fruits frais (3/4 mlrs & la récolte). Zones analysées : zones 21,

Toutes les mesures sont exprimées en ug par gramme de matiére fraiche.

Composés

P6 P5 PA P3 P37 P38 P32 P26
755 5,5 1,3 9,5 0,9 4,0 245 4,3
5:4 3,8 1,7 8,8 1,3 3,6 1,9 Ly7
6,8 L, 2 1,5 7,4 1,8 3,3 2,2 3,8
valeurs 8,1 5,1 1,1 10,1 1,2 3,9 1,7 4,1
expérimentales Fa 2 4,9 1,8 9,2 2,6 2,7 L ol L,5
6,6 L,7 1,0 8,3 1,5 3,2 2,0
7,0 5,0 251 9,7 2,0 L,5 1,4
L4 1,3 8,0 3,0
2,9 1,6 8,9 2,9
6,0 1,7 9,1
moyenne 6,8 L,7 155 8,9 LG 3,5 1,8 4,3
écart-type 0,8 0,8 0,3 0,8 0,4 0,7 0,4 0,3
intervalle de
confiance de la] +0,8 + 0,6 + 0,2 + 0,6 + 0,4 + 0,6 + 0,4 + 0,4
moyenne (P=95%) |
- i iy 11,3 % 17,8 % 21,4 % 8,7 % 27,5 % 20,2 % 24,4 % 7,3 %

de variation
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Tableau 11 — Influence de la durée de séchage du chromatogramme

sur le spectre du composé Pg (durée d'élution : 32 h.)

\\\\\\\Purée de Témoin
D.O séchage 6 h. 18 h. 24 h. 32 h. de
a \\\\\ référence
0,679 0,577 0,528 0,521 0,523
R 0,662 0,580 ,| 0,531, 0,519 0,524
280 1,051 0, 694 0, 280 0, 230 0,236
1,104 0,707, . 0,255 , | 0,227 0,236

pic d'absorption & la longueur d'onde considérée

Sl
<

épaulement

* s faible épaulement

b — Influence de la durée de 1'élution sur le rendement

des teneurs des composés €lués.

Quelles que soient les techniques utilisées pour solubiliser les
composés phénoliques adsorbés sur le papier (LOCHE, 1966 ; RIBEREAU-GAYON,
1968 ; MACHEIX, 1974) la durée de contact avec le solvant éluant doit &tre
suffisante pour permettre une élution totale. MACHEIX (1974) a montré que
le rendement d'acide chlorogénique est de 100 % dans 1'éthanol a 20 % d'eau

et de 32 % dans 1'éthanol absolu, aprés 16 h. d'élution.

Dans le but d'avoir un meilleur rendement de 1'élution, nous avons
employé 1'éthanol a 80 %, pour suivre dans le temps l'évolution de 1'élution
des principaux dérivés hydroxycinnamiques étudiés. Les composés préalablement
isolés du matériel ont été déposés sur un chromatogramme non développé avant

d'étre élués,
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Fig. 27

280 320 360 x nm

Spectres d'absorption du composé P_ (di.p.coumaryl-
1-4 quinique ?) en présence de traces plus ou moins
importantes du solvant M.F.E. (phase organique).

A — chromatogramme séché pendant 6 h.
B = " ] " 18 h.
C = " " " 32 h.
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Tableau 12 ~ Pourcentage des teneurs en dérivés hydroxycinnamiques

élués en fonction de la durée de 1'élution.’

Durée de

com— 'élution 6 he. 18 h. 24 h, 32 h, 48 h.
posés
phénolique

P6 51 78 96 100

P5 45 77 89 oL 100

P 58 89 93 100

P3 69 82 95 100

P37' 63 84 ol 100

Pag 65 81 90 100

P32 60 72 93 100

Pog 53 75 84 96 100

D'aprés les résultats du tableau 12, nous pouvons conclure que
le rendement de 1'élution est différent d'un composé 3 l'autre et d'une
maniére générale la récupération des composés initialement déposés n'est

de 100 % qu'au bout d'un temps relativement long de 32 & 48 h.

Nous avons tenu compte de ces conditions expérimentales dans tous

les dosages effectués a partir des extraits chromatographiés.

d — Variabilité des résultats de 1'élution a partir des

extraits.

e e e s

Pour estimer la variabilité liée aux résultats de 1'élution, nous

nous sommes inspirés de la méthode qui consiste 4 ajouter une concentration
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connue d'une des substances qui existent dans l'extrait a chromatographier et

a calculer le pourcentage de sa récupération. Afin de réaliser cette expérience
nous avons utilisé le composé P5 purifié dont la D.O. d'une solution hydro-
alcoolique connue est de 0,562, Partant de 1 ml d'extrait purifié (2 g de ma-
tiére fraiche par ml d'extrait purifié), chromatographié selon les techniques
précédentes, nous avons d'abord élué et dosé par spectrophotométrie le composé
P5 ainsi obtenu. La D.O. mesurée est de 0,349, le volume de 1'éluat étant de

10 ml.

Nous avons ensuite surchargé de 600 ul de Py purifié (D.0. = 0,562)
un chromatogramme sur lequel nous avons déposé au préalable 1 ml d'extrait
purifié. Aprés développement, séchage et observation aux U.V. la tache corres-
pondant & 1l'ensemble de Pg est éluée dans 10,6 ml d'éthanol a 80 % pendant 48 h.

La D.O. de 1'éluat est mesurée a 312 nm.

Les résultats sont présentés dans le tableau 13.

Tableau 13 - Récupération du composé P5 ajouté dans un extrait purifié.
Quatre dosages de P ont été effectués sur le méme extrait
purifié. Les concentrations de P5 sont exprimées en

densité optique (D.0.).

D.,0. des éluats de D.0, des éluats de P5

P & partir de provenant de 1 ml d'extrait %

1 m]- d'eXtrait + 600 yJ. de P5 purifié de récupération

(so1'°® Dp,0. = 0,562)
0,349
0,352 0,885
M = 0,348 M= 0,890 + 0,064 0’898 362’348 x 100

0,345 + 0,005 0,895 3
0,348 o7

On constate que presque la totalité (97 %) de P5 ajouté est retrou-

vée, aprés séparation chromatographique bidimensionnelle dans les solvants



BeAeEs/M.F.E., dans 1'éluat d'une part et, d'autre part on peut remarquer la
faible variabilité liée aux quatre dosages du composé Pg effectués sur le méme
extrait purifié. Malgré une perte systématique de 3 % on peut dire que les ré~-
sultats obtenus sont trés satisfaisants. L'oxydation, possible au moment du
dépdt, peut &tre a4 l'origine de cette perte, mais le caractére monophénolique

de P5 laisserait plutdt a4 penser que ce phénoméne est vraisemblablement faible.

En conclusion, la méthode chromatographique bidimensionnelle dans
les solvants B.A.E./M.F.E., reste donc une méthode trés intéressante pour doser
dans l'ananas PS (di p—coumaryl-l,4—quinique) et d'une maniére générale elle
est valable pour les autres dérivés hydroxycinnamiques étudiés. Les pertes de
substance, par oxydation ou dues aux manipulations, inhérentes au processus
expérimental, ne peuvent &tre que faibles a cause du nombre trés réduit des

manipulations.

Associée avec la spectrophotométrie cette méthode chromatographique
permet de déterminer spécifiquement et quantitativement les composés que 1l'on
veut doser, d'autant que les dérivés hydroxycinnamiques de l'ananas ont des
maxima d'absorption en lumiére ultraviolette trés voisins les uns des autres.
Par ailleurs, la rapidité de sa mise en oeuvre constitue 1'élément principal

de son efficacitée.

Nous avons donc appliqué dans les deux exemples d'études de varia—

tion de teneurs suivants, les deux méthodes proposées :

— par lecture directe du spectre de l'extrait,
— par chromatographie associée & la spectrophotométrie pour le dosage des

composés individuels,
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IT — REPARTITION des DERIVES HYDROXYCINNAMIQUES dans 1'ANANAS

On sait classiquement que le fruit dit mlr, présente des gradients
de maturité : la base étant plus mlre que la partie médiane et celle—ci plus
évoluée que la partie se trouvant sous la couronne (MILLER et col., 1953 ;

DUPAIGNE, 1953 ; PY et TISSEAU, 1965 ; GORTNER, 1965 ; DULL et al., 1967 ;

I.R.F.A., 1975 ; observations personnelles). Nous avons donc cherché a préci-
ser la répartition des principaux dérivés hydroxycinnamiques étudiés pour voir
s'il existe des variations de concentration en relation avec le degré de ma-

turité des différentes parties du fruit.

A — CONDITIONS EXPERIMENTALES.

Selon les techniques d'échantillonnage décrites au Chapitre I, cha-
que fruit est divisé en 16 zones ou couronnes auxquelles correspondent les

16 extraits purifiés que nous désignons par les nombres :

10 11 12 13 pour la lére tranche
20 21 22 23 3 2eme "
30 31 32 33 " 3&me o

40 41 42 L " Léme "
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Dans chaque nombre le premier chiffre représente la tranche, le second la zone
ou la couronne. Par exemple, 10, 20, 30, 4O désignent les quatre cylindres
d'égale hauteur de 1l'axe central ; 11, 21, 31, 41 1les L couronnes suivantes

correspondant aux quatre tranches.

Nous avons comparé dans un premier temps les variations de la teneur
globale en dérivés hydroxycinnamiques dans trois catégories de fruits : deux

ananas verts, deux ananas 3/4 mlrs et deux ananas 4/ mlrs.

Les variations des teneurs en composés phénoliques individuels ont

été étudiéesensuite dans des ananas 3/4 mirs a la récolte.

B - RESULTATS EXPERIMENTAUX.

1 - Variations de la teneur globale liées au degré de maturité

du fruit.

Les résultats rapportés sont exprimés en équivalent d'acide
p-coumarique ( Mg par gramme de matiére frafche) et concernent deux types
d'études faites dans le sens du découpage vertical et horizontal du fruit

(Fig. 28, 29, 30 et 30bis).

a — Variations dans le sens vertical (Fig. 31)

La teneur globale en dérivés hydroxycinnamiques varie en augmentant

progressivement quand on passe du haut vers le bas du fruit, autrement dit

des zones moins mlres vers les zones plus mlires. En moyenne, par rapport aux

zones moins mires (les zones de la tranche 1), on retrouve dans les zones plus

mires (les zones de la tranche 4) :

- 1,7 a 2 fois plus de dérivés hydroxycinnamiques pour les fruits verts,
- 1,53 2,3 fois plus pour les fruits 3/4 mirs,

- 1,6 & 2 fois plus pour les fruits 4/4 mlrs.

p)l

I1 est clair que la teneur en dérivés hydroxycinnamiques d'une zone

du fruit est liée au degré de maturité de cette zone.

b — Variations dans le sens horizontal (Fig. 32)

Par rapport aux zones O (l'axe cylindrique central) les zones 1

présentent des teneurs nettement inférieures qui vont ensuite augmenter
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des solutions dosées : 125 ul d'extrait purifié dans 2,5 ml d'éthanol 80°

(2 g de mef. par ml d'extrait purifié) .

A — colonne des zones O (axe cylindrique central)
— colonne des zones 1
— colonne des zones 2
— colonne des zones 3

OQw



0,87

0.6

0.4

0.2

DO

23

T2

240 280 320 360 y nm . Snm

Fig., 32 - Spectres d'absorption de 8 extraits purifiés provenant de
8 zones d'un ananas 3/4 mir.
Evolution de la teneur globale en dérivés hydroxycinnamiques
(horizontalement).
Concentration des solutions analysées : 125 jul d'extrait
purifié dans 2,5 ml d'éthanol 80° (2 g de m.f, par ml d'ex—

trait purifié)
les / zones de la tranche 2

= les 1 1 A



- 61 -

graduellement dans les zones 2 et 3. Ces variations s'observent dans toutes

les tranches du fruit pour les trois catégories de fruits.

Les teneurs globales en dérivés hydroxycinnamiques varient beaucoup

quantitativement avec 1'Age et suivant les zones du fruit. L'augmentation ob-

servée dans la pulpe périphérique pourrait &tre liée a 1l'influence de 1l'enso-
leillement, Ce point n'a pas été cependant étudié dans ce travail mais on
sait que l'exposition d'un fruit sur 1l'arbre peut entrainer des variations

de teneurs en composés phénoliques. Chez la pomme la partie ensoleillée con-
tient 2 fois plus de quercétine que la partie ombragée ; la proportion de
variation est légérement moindre pour les catéchines (WORKMAN, 1963 ; MACHEIX,
1974) . MEHERIUK et PORRITT (1968), MACHEIX (1974) observent que les teneurs

en acide chlorogénique sont par contre les mémes dans les deux cas.

2 - Variations des teneurs en composés phénoliques individuels

dans les différentes zones du fruit.

Pour l'ensemble des dérivés hydroxycinnamiques étudiés, nous avons

observé des variations croissantes de teneurs, verticalement des zones moins

miires vers les zones plus mlires et horizontalement de 1l'axe cylindrique central

vers la pulpe périphérique. les figures 33 et 33a, représentent les variations

de teneurs des principaux composés identifiés (fruits 3/4 mlrs i la récolte).

Nous avons obtenu, dans d'autres séries de résultats, des évolutions dans

le m&me sens avec d'autres catégories de fruits.

— La teneur en Pg augmente légérement dans les zones plus mlires par rapport

aux zones moins mlres et de l'intérieur vers la pulpe périphérique. Des fluc-—
tuations de concentration sont cependant observées dans certaines zones du

fruit.

- La teneur en Py est de 5 a 10 fois plus élevée dans les zones plus mires

par rapport aux zones moins mlres et de 1 3 2,5 fois plus dans la pulpe péri-

phérique relativement aux zones intermes.

- P, le seul o.diphénol présent dans l'extrait varie également dans les

mémes sens. La concentration devient double dans les zones plus miires par
rapport aux zones moins miires et dans la pulpe périphérique comparativement

aux zones internes.
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- P3 est particuliérement abondant dans 1l'axe cylindrique central. Sa teneur

est de 1 a 2 fois plus faible dans les zones de la pulpe périphérique par rap-

port aux zones internes. Par contre, elle est 1 &3 3 fois plus élevée dans les

zones plus mlres par rapport aux zones moins mires.

— La teneur en P37 varie de maniére importante gquand on passe des zones moins

mires aux zones plus mires. La proportion d'augmentation est de 1 a 10. De

1'intérieur vers la pulpe périphérique cette variation est faible. Toutefois,

les concentrations restent légérement plus élevées dans 1l'axe cylindrique cen—

tral, que dans les autres zones du fruit.

— L'évolution de P33 est identique a celle de P37 avec des concentrations

relativement importantes dans l'axe cylindrique central, une faible variation

de l'intérieur vers la pulpe périphérique et une augmentation de teneur de 1 i

5 fois dans les zones plus mlires par rapport aux zones moins mires.

— Les teneurs en Pa5 et Pog  varient trés faiblement en augmentant dans les

zones plus mlres. Cette évolution s'observe également de 1l'intérieur vers la
pulpe périphérique.
- P et P37 ont des teneurs 1 a 10 fois plus élevées quand on passe successi—

vement dans les zones 11, 21, 31 et 41 du méme fruit. Par contre, les autres

composés ne varient que dans une proportion de 1 & 2 dans les mémes zones.

- En résumé, les composés présents P3, P35 et P38 ont des teneurs nettement
plus élevées dans 1l'axe cylindrique central que partout ailleurs dans le fruit.
P3 reste cependant le composé le plus important, Par contre, Pg, Ps, P32 et
P26 sont plus concentrés dans la pulpe périphérique que dans les zones inté-

rieures, Pg et PS étant ici les composés les plus abondants.

3 = Etude comparée des gradients de P2 et de Pz dans quelques

fruits.

Nous avons cherché a préciser 1l'importance des gradients de teneurs
en Py et P; entre autres, dans trois fruits semblables (3/4 mirs) en les com-
parant verticalement dans l'axe cylindrique central et horizontalement dans

la tranche 2.

En dehors des variations que nous avons déja signalées lors de

1'étude précédente, nous pouvons constater qu'en moyenne (Fig. 34) :



40

312
A Teneurs A !
mg/g-m-f

----- 14,8 (S)

--~----6,9(Ps)
\A—- 4s2(P3)

T
A nm

Fig. 3, - Etude comparative de la distribution de P5 et P3 dans les
zones 20 (A) et 23 (B) de trois ananas 3/L4 mirs.
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— La teneur en P3 est 3 fois plus importante que celle de P dans l'axe

cylindrique central et représente respectivement le 1/3 et le 1/9 de la teneur
globale en dérivés hydroxycinnamiques,

— et inversement, la teneur en P5 est 1,7 fois plus importante que celle de

P3, dans la zone 23, soit respectivement le 1/7 et le 1/11 de la teneur glo-
bale dans cette zone (Tableau 14, Fig. 34).

entre les zones

Tableau 14 - et P3

Comparaison des teneurs en P5

20 et 23 des fruits 3/4 mirs.

Nomb P5 P3 Teneurs
d?zxie ( ng/g. mf) ( ng/g.mf) globales
traits ( wg/g. mf)
zone 20 zone 23 zone 20 zone 23 zone 20 jzone 23
1 2,9 Tl 7,6 4,0 28,5 46,7
2 0 7 8,6 % 0,2 8
3%u28] 779 m6,9 | %O m 8,2 | 49w 4,2 31\5:26,5 [ﬁ’= 46
3 2,5 5,7 8,4 3,7 20,8 41,5

L'ensemble des résultats portant sur la répartition des dérivés

hydroxycinnamiques dans le fruit nous a permis de faire les remarques suivantes :

— La teneur relativement élevée de P3 ( x max = 311,5 nm) dans l'axe cylin-

drigue central montre que l'importance du maximum d’absorption vers 312 nm des

extraits purifiés correspondants est due pour une grande part & ce composé P3.
Cette forte concentration est-elle due & une activité synthétique in situ ou
résulte-t-elle d'une migration de matiére provenant d'autres organes ? Un
phénoméne connu est le transfert par la séve de certains composés phénoliques
(MACLEOD et PRIDHAM, 1965). L'axe cylindrique central est une zone trés vascu-
ralisée, un transfert de composés phénoliques par la séve, provenant d'autres

organes (feuilles, tige) est possible. Rappelons que Py existe en quantité
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relativement faible dans le pédoncule et que P62 (acide p—coumarique libre)
s'y trouve en quantité appréciable. Cependant dans le fruit, Pg> n'est pas
dosable et sa teneur dans l'axe cylindrique central est tres faible. Une
synthése a lieu vraisemblablement utilisant Pg, comme élément précurseur.

On peut penser que P,, un dérivé p-coumaryl-quinique, est parmi les produits
de synthese. Un rapprochement peut &tre fait ici concernant les composés P37
(p~coumaryl-glucose) et P3g (p-coumaryl-quinique) qui ont également des te-
neurs assez élevées dans l'axe cylindrique central. Leur synthése in situ pour—
rait se faire a partir de Pgo (acide p-coumarique libre), du glucose et de
1'acide quinique présents dans le fruit, vraisemblablement utilisés sous des
formes activées (STECK, 1968 ; MACHEIX, 1974), ce qui impliquerait que Pg2
serait transféré de la tige (prolongement du pédoncule) i l'axe cylindrique
central ol il serait utilisé partiellement sinon en totalité pour la synthése
de P37, P38, P3 et d'autres dérivés hydroxycinnamiques. Une migration d'au
moins une partie de P62 vers la pulpe périphérique serait également conceva-
ble pour la synthése d'autres composés tels que Pg, Psg, Py, P32, Pog

qui ont des teneurs légérement supérieures dans ces zones par rapport a la

partie centrale du fruit.

Conclusione

Quelques points intéressants sur le plan physiologique et métabolique

peuvent &tre dégagés a l'issue de cette étude :

~ Les gradients de teneurs en dérivés hydroxycinnamiques sont trés nets dans

le fruit. Les concentrations augmentent verticalement du sommet (zones moins
mires) vers la base (zones plus mlres) et horizontalement de l'axe cylindrique
central vers la pulpe périphérique, en ce qui concerne notamment les composés
Pg, Ps, Pﬁ’ P3, P37, P38, P3pet Pys. Seul P3 diminue de concentration

de 1'axe cylindrique central vers la pulpe périphérique.

- L'augmentation de teneurs dans la pulpe périphérique serait due vraisembla-
blement a 1'influence de l'enscleillement sur la peau du fruit et de 1la les
zones subcorticales. Un phénoméne semblable a été observé chez les pommes a
épiderme rouge {(SIEGELMAN, 1964 ; HEINICKE, 1966) chez la pomme Calville blanc
(MACHEIX, 1974).
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— Les teneurs particuliérement élevées de certains composés dont P3, P37,
P3g dans 1'axe cylindrique central suggerent que ces zones, entre autres,
pourraient &tre le siége d'une activité synthétique importante au point de
vue phénolique. On pourrait dés lors envisager le transfert d'éléments sim-
ples, tel que P62 (acide p-coumarique libre) & partir d'autres organes
(feuilles, tige, +..) en vue de la synthése in situ de ces composés et autres
dérivés hydroxycinnamiques importants comme Pg, Pg, Pr, P3py, Pog esee,

dans l'ananas.
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ITIT - EVOLUTION des DERIVES HYDROXYCINNAMIQUES au COURS
de la MATURATION de 1'ANANAS.

La maturation des fruits s'accompagne généralement d'un certain
nombre de modifications d'ordre biochimique. Sur le plan des composés phé-
noliques en particulier, des variations de teneurs ont été observées dans
beaucoup de fruits dont la pomme (MACHEIX, 1974), la tomate (FLEURIET, 1975),
la cerise (MELIN, 1976).

Dans le but de déterminer un indice qui prédisposerait le fruit au
brunissement interne, nous avons cherché a préciser 1l'évolution des dérivés
hydroxycinnamiques au cours de la maturation de l'ananas en suivant leurs
variations qualitative et quantitative dans des fruits frais a différents

stades de maturation.

A - CARACTERISTIQUES GENERALES des FRUITS UTILISES.

Trois catégories de fruits ont été étudiées provenant de différentes

récoltes :

1l - Les fruits verts.

Nous désignons dans cette catégorie les fruits dont la peau encore
verte montre un trés faible début de dégradation de la chlorophylle a la base

de chacun des fruits mais dont les caractéres morphologiques externes (poids,
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taille ...) sont comparables & ceux des fruits dits "mlrs". Ils ont été
cueillis 15 jours avant le stade de récolte normale. Selon divers auteurs
(SINGLETON, 1965 ; SINGLETON et GORTNER, 1965 ; TEISSON, 1973b ; I.R.F.A.,
1975), la maturation de l'ananas débute 14 & 20 jours avant le stade de
récolte normale du fruit et se traduit par des modifications de caracteres
morphologiques : arrét du développement pondéral de la couronne, flétrisse—
ment du pédoncule et de caractéeres physico-biochimiques : arrét de l'afflux
de saccharose, augmentation de concentration des sucres réducteurs, début de
dégradation de la chlorophylle de la peau, synthése des caroténoides dans

la chair., Les fruits verts étudiés semblent donc correspondre aux fruits

définis ainsi par ces auteurs.

2 — Les fruits 3/4 mirs, constituent les fruits dits "mirs". Les 3/4 de

leur hauteur atteignent la coloration jaune au stade de récolte normale.
Généralement destinés au commerce, ils continuent & mrir plus ou moins tar-
divement suivant les conditions de conservation (I.R.F.A., 1965). Comme nous
1l'avons déja signalé, l'identification des dérivés hydroxycinnamiques a été

réalisée 4 partir des extraits de fruits 3/4 mlrs.

3 — Les fruits 4/4 mirs, groupent les fruits qui ont mlri naturellement et

complétement (surmaturation) sur pied. Ils sont récoltés lorsque la colora-

tion de toute la peau tourne entiérement au jaune.

Dans tous les cas les parties de fruits étudiées sont toujours les
zones 21 (tranche 2, couronne 1) suivant les techniques d'échantillonnage,

d'extraction, de purification d'extraits, décrites au Chapitre I.

B - ETUDE QUALITATIVE.

o les dérivés hydroxycinnamiques présents dans les extraits étudiés.

La séparation chromatographique bidimensionnelle dans les solvants
BsA.E./M.F.E. selon le processus déja défini, nous a permis de retrouver,
en appliquant les différentes techniques de révélation et d'analyse chimique,

les mémes dérivés hydroxycinnamiques que ceux déja identifiés précédemment

(voir Chapitre II). La seule différence se situe au niveau de l'importance
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relative de concentration de chacun des composés qui va en croissant de

1'ananas vert a l'ananas 4/4 mir (Tableau 15 ; Fig. 35).

C - ETUDE QUANTITATIVE,

Nous avons estimé la teneur globale en dérivés hydroxycinnamiques
par lecture directe du spectre de l'extrait et dosé les principaux composés

aprés séparation chromatographique.

1 - Estimation des teneurs globales en dérivés hydroxycinnamiques.

L'estimation des teneurs globales a été réalisée sur des extraits
purifiés 4 1'acétate d'éthyle, qui contiennent plus de 95 % de dérivés hydro-

xycinnamiques présents dans le matériel (voir paragraphe I, dosages) «

L'analyse des résultats expérimentaux rapportés dans le Tableau 16,

nous permet de constater que les fruits 3/4 mrs contiennent .l & 2,5 fois plus

de dérivés hydroxycinnamiques que les fruits verts alors que les fruits 4/4

mirs en ont 1 3 2 fois plus que les fruits 3/4 mirs.

Il semble donc qu'il y ait une augmentation des teneurs en dérivés

hydroxycinnamiques, plus particuliérement des dérivés p—coumariques, au cours

de la maturation du fruit sur pied.

Remarque : La ou les substances des extraits bruts qui absorbent vers 280 nm
en lumiére ultra-violette, évoluent dans le méme sens que les dérivés hydro-
xycinnamiques des mémes extraits, au cours de la maturation du fruit. A titre
indicatif nous avons mesuré les D.O. des extraits bruts:de quelques fruits,

a cette longueur d'onde (Tableau 17).

2 - Dosage des principaux dérivés hydroxycinnamiquese.

Pour permettre une comparaison valable entre les 3 types d'extraits
purifiés (4 1'acétate d'éthyle et de concentration 2 g de matiére frafche par
ml d'éthanol a 80 %) correspondant aux 3 catégories de fruits étudiés, nous
nous sommes intéressés surtout aux principaux composés dosables aprés sépara—

tion chromatographique dans les solvants B.A.E./M.F.E.



Tableau 15 — Principaux dérivés hydroxycinnamiques présents dans les
trois catégories d'extraits (zones 21)

importance relative des taches (observation aux U.V.)

i : trés faibles traces

g;g;:;i;_ Extrai:egi fruit Extg;itmgi fruit Extz7ztmgi fruit

Cinnamiqueg
P6 ++ ++ ++
P61 - + +
Fo2 ++ + *
P5 =+ Fpt ERT R
Py e el i+
PAO - + -
PAl - + +
PAZ - + +
P3 o+ 4+ Frees
Fan . + N
P31 - + +
Fan il iexs -+
"33 ¥ + ++
P34 = S +++
'35 s ++ -+
P36 + b i
Py W ++ -+
P38 ++ +++ e
39 — + ++
'PZ . ++ ++
P20 - + -
Py > ++ -
Fon - + 2
P23 + -+ b+
P - + +
"% — ¥ ++
P ++ +++ At
PZ? - - "
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Fig. 35 — Spectres d'absorption comparés en U.V. d'extraits hydroalcooliques.
bruts (1), purifiés (2), d'ananas vert (A), d'ananas 3/4 mir (B),
d'ananas 4/4 mir (C).



Tableau 16 — Evolution quantitative des teneurs globales en dérivés

hydroxycinnamiques dans les trois catégories d'extraits
purifiés. Les résultats obtenus sont en équivalent
d'acide p—coumarique et exprimés en _g par gramme de
matiere fraiche. M : moyenne

Années Extraits purifiés (acétate d'éthyle)
de
ccolt t P 5
recoite (15A?2E?z Z::ni - Ananas 3/4 mirs Ananas A4/4 mlrs
colte normale)
16,3 45,8
17,2 35,8
1973 22,8 M= 23,7 37,7 M = 38,9

31,9 42,9

30,2 32,2
2,1

1975 Bk w2 2,6

30,2
25,7

12,7 43,6 61,8

25,7 34,9 55,3

11,8 M = 17,0 | 27,0 83,9

17’9 L|-9,1 M = 41’6 6790 M = 62’7

1976 47,8 65,0

40,8 52,7
42,6 52,9

42,1
49,7




Tableau 17 ~ Variation de la D.0O. de 1'extrait brut mesurée & 280 nm
dans différentes catégories de fruits.

Nombre D.0, de l'extrait brut*
Stade de d'extraits dilué au 1/51,
maturation (ou de fruits) a 280 nm
0,202 0,267 0,139
Ananas verts 9 0,180 0,256 M= O, 240
0,174 0,354 — 7
0,379 0,209
0,332 0,471
0,539 0,787
0,436 0,492
Ananas 3/4 mrs 15 0,353 0,586 . o 460
0,310 0,379
0,456 0,379
0,276 0,518
0,463
0,630
Ananas A4/ mrs 4 0,465 M= 0,595
0,880
0,406

concentration initiale 3 2 g de
matiere frafiche par ml dféthanol

a 80 %

e

M s moyenne
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La densité optique de 1'éluat de chacun des composés est lue a
son maximum d'absorption (voir Chap. II) et ensuite exprimée en terme de

concentration suivant la courbe d'étalonnage correspondante (Fig. 25).

L'ensemble des résultats obtenus (Tableau 18) permet de faire les

remarques suivantes :

- La maturation du fruit sur pied (du stade vert au stade 3/4 mlr) entraine

une légére diminution de concentration pour le composé Pg, par contre, une

augmentation pour les composés Pg, Py, P3, P35, P38, P3pet Pog
(Tableau 19).

— Au cours de la surmaturation du fruit sur pied (du stade 3/4 mlir au stade

L/l mlr) on a des évolutions dans les mémes sens pour les composés étudiés

(Tableau 20).

Des fluctuations sont observées au sein d'un méme lot (variabilité
due au matériel) et d'une année 4 l'autre les niveaux des teneurs peuvent &tre
trés différents, a cause vraisemblablement de 1l'influence de nombreux fac-
teurs d'ordre physique, chimique, agronomique (climat, nutrition, techniques

culturales, etc ...) auxquels les fruits sont soumis.

Conclusion et discussion.

L'ensemble des résultats qui viennent d'é€tre exposés nous permet

de dégager les points suivants :

— Les dérivés hydroxycinnamiques évoluent dans le méme sens : 1l'augmentation

de leurs teneurs est en rapport avec 1l'dge physiologique et le degré de

maturité du fruit. Aux zones plus miires correspondent des teneurs relative-

ment plus élevées comparées aux zones moins mlres. Cette situation particu-
liére est tout a fait 1l'inverse de ce que l'on observe classiquement dans de
nombreux fruits., C'est dans les fruits en fin de croissance tels que la

poire (HUIME, 1958a +..), la pomme (HULME, 1958a ; MACHEIX, 1968, 1974), la
cerise (MELIN, 1976), pour n'en citer que quelques-uns que les dérivés hydro-

xycinnamiques sont les moins abondants.

— Une augmentation de concentration de la plupart des dérivés hydroxycinna-—

miques présents dans le fruit, s'observe au cours de la maturation. Elle porte

principalement sur les dérivés p—coumariques particuliérement abondants et

trés diversifiés, qui sont accumulés en quantités appréciables. Toutefois les




Tableau 18 — Evolution quantitative des principaux composés identifiés chez

1'ananas Comosus, variété Cayenne Lisse

au cours de la maturation sur pied.
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Tablcau 19 — Pourcentage de variation des teneurs en dérivés hydroxycinna-
miques au cours de la maturation des fruits sur pied

(récolte 1976).

Stade de ma- o st Fruits
turation & TRERR 3/4 mirs
%
Composés Teneurs Teneurs
(_yg/g.m.f.) (’ug/g.m.f.)
Pg 100 . 92 - 8%
P5 63 100 + 37 %
P4 87 100 + 13 %
P, b5 100 + 55 %
P37 41 100 + §9
P38 58 100 + 42 %
P32 68 100 +32%
P26 89 100 + 11 %
- : diminution
+ : augmentation



Tableau 20 - Pourcentage de variation des teneurs en dérivés

hydroxycinnamiques au cours de la surmaturation des

fruits sur pied (récolte 1976).

Stade de ma- Fruits Fruits
turation 3/L mirs L/l mOrs
; %
Composés Teneurs Teneurs
( wg/gem.f.) ( Mg/gem.f.)
Pg 100 76 - 24 %
P 57 100 + 43 %
P4 90 100 + 10 %
P3 59 100 + 41 %
T %
P37 78 00 + 22 %
P38 56 100 + Lh %
P32 72 100 +28%
Poe 38 100 + 62 %
- 5 diminution
+ : augmentation
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autres termes (caféique, férulique, sinapique) de la série cinnamique sont

représentés et augmentent dans le méme sens.

Il est & rapprocher de cette augmentation 1'hypothése suivant la-
quelle le composé Pg, (acide p-coumarique) qui diminue sensiblement chez
les fruits 3/4 et 4/4 mlrs par rapport aux fruits verts, mais tout en restant
non dosable, peut &tre utilisé pour la synthése des dérivés quiniques (PS’
P3, P37, P38 cees) et glucosidiques (P37, etc ...) aprés une phase vrai-
semblable d'activation. Rappelons que Pgs se trouve en quantité tres appré-
ciable dans le pédoncule du fruit. Son transfert et sa migration dans le
fruit par l'intermédiaire de la séve sont trés probables. Mais son utilisa-
tion immédiate réduirait rapidement sa concentration 4 tel point qu'on se

trouverait toujours a des niveaux relativement bas non dosables.

— Le composé Pg (dérivé férulique avec un sucre) diminue au contraire pendant

la maturation. Il pourrait participer 3 la formation des molécules telles que

P35, un autre dérivé férulique sucré ou Pog un dérivé sinapique, qui augmen-

tent au cours de la maturation.

- Le seul o.diphénol présent en quantité dosable (P,) augmente également au

cours de la maturation mais tout en restant a une concentration modeste par

rapport aux dérivés p—coumariques dont P5.

La période de temps choisie pour observer les fruits du stade fruits
verts au stade fruits 4/4 mirs sur pied, peut &tre relativement courte pour
permettre une étude compléte de 1l'évolution des composés phénoliques. En
effet des variations de concentration des dérivés hydroxycinnamiques sont ob-
servées pendant la croissance de nombreux fruits. Ainsi, dans la pomme
(MACHEIX, 1974), 1l'acide chlorogénique et l'acide p-coumaryl-quinique augmen-—
tent de concentration pendant une courte période de la croissance pour dimi-

nuer ensuite alors que le p—coumaryl-glucose diminue réguliérement.

Le méme phénoméne de diminution de concentration de l'acide chlo-
rogénique a €té mis en évidence par divers auteurs dans d'autres fruits dont
la poire (ULRICH et THALER, 1957 ; HULME, 1958a ; JOSLYN et GOLDSTEIN, 1964 ;
RYUGO, 1969 ; DAVIES et al., 1971 ; RANADIVE et HAARD, 1971), le raisin
(RIBEREAU-GAYON, 1963), la tomate (WALKER, 1962 ; WARDALE, 1973 ; FLEURIET,
1975), le pamplemousse (MAIER et HASEGAMA, 1970). Un phénoméne semblable a

été observé concernant les dérivés caféyl-shikimiques de la datte (MAIER et

a.lc 9 1964) °
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Chez l'ananas, avant le stade fruits verts — autrement dit pendant
la croissance — il est probable qu'on soit aussi et déja en période d'aug-
mentation en ce qui concerne les dérivés hydroxycinnamiques autres que Pg.
Celui-ci aurait peut-&tre augmenté pendant cette période pour diminuer ensui-
te pendant la maturation. Cette hypothése n'a cependant pas pu €tre vérifiée

dans le cadre de ce travail.

Le phénoméne qui est observé chez l'ananas est tout a fait diffé-
rent de ce que l'on rencontre généralement dans de nombreux fruits ou il y a
une baisse de concentration des teneurs en dérivés hydroxycinnamiques en fin

de croissance. Chez l'ananas par contre, les dérivés hydroxycinnamiques aug—

mentent de concentration au cours de la maturation (fin de croissance ?)

excepté pour le composé Pg (férulyl-glucose) qui diminue de concentration

dans le méme temps.
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CHAPITRE IV

IES RELATIONS entre les DERIVES HYDROXYCINNAMIQUES de 1'ANANAS

et le BRUNISSEMENT INTERNE (B.I.)

La répartition des dérivés hydroxycinnamiques dans l'ananas et
leur évolution au cours de la maturation telles que nous les avons mises en

évidence précédemment posent le probléme de leur relation éventuelle avec

le B.I.

Pour répondre & cette question nous avons cherché a préciser :
— les différences qu'il y a entre fruits brunis et non brunis,
— les variations des teneurs en dérivés hydroxycinnamiques au cours de la
conservation,
— la nature des substrats du B.TI.,

— les relations éventuelles entre B.I. et teneurs en dérivés hydroxycinna—
miquess.

Par ailleurs, nous avons étudié l'influence de quelques facteurs
physiques ou physiologiques sur l'évolution des dérivés hydroxycinnamiques

au cours de la conservation des fruits.

I - COMPARAISON ENTRE ANANAS SAIN et ANANAS BRUNI.

La maturité des ananas du commerce ou des ananas ayant subi une

simulation de transport et de conservation selon les conditions définies au
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Chapitre I, évolue plus ou moins vite suivant la durée et les conditions de
conservation (AKAMINE et al., 1974 ; I.R.F.A., 1975 ; observations personnelles).
En fin de conservation le degré de maturité atteint par les fruifs est sembla-
ble a celui des fruits 4/4 mlrs & la récolte avec, en surcroit, des modifica-
tions pigmentaires plus ou moins importantes (coloration jaune-orange plus ou
moins foncée) et un début de desséchement de la peau. A ce stade la plupart

des fruits présentent a l'observation des symptOmes du B.I., alors que d'autres

fruits cependant restent sains sans B.I.

Dans un premier temps nous avons comparé, a titre d'information,
des fruits sains (non brunis) aprés conservation,a des fruits frais. Ensuite,

une comparaison a €été faite entre des fruits brunis et des fruits non brunise.

Tous les fruits utilisés ont été récoltés au stade 3/4 mlrs. L'échan-
tillonnage et la préparation des extraits ont été réalisés selon les techniques
définies aux Chapitre I et II, et portent toujours sur les mémes zones 21 des

fruitse.

Dans le cas des fruits brunis nous avons analysé les principaux
dérivés hydroxycinnamiques dans deux lots de fruits ayant deux notes de B.Il.

différentes,

A — COMPARAISON ENTRE FRUITS FRAIS et FRUITS SAINS aprés CONSERVATION.

1 - Aspects qualitatifs.

L'observation en lumieéere ultra-violette des chromatogrammes des
deux extraits de fruits frais et non brunis aprés conservation montre qu'il
n'y a pas de différence qualitative en ce qui concerne les composés phénoli-
ques présents : on retrouve les mémes composés aussi bien chez les fruits
sains aprés conservation que chez les fruits frais et il ne disparait ni
n'apparait aucun composé déja présent ou nouveau. Cependant dans 1l'ensemble,
1'intensité de coloration de fluorescence devient sensiblement plus forte dans
le cas des extraits de fruits sains aprés conservation, que dans le cas des
extraits de fruits frais (Fig. 30, 30a), ainsi que le confirme 1'étude quanti-

tative.



w9

2 — Aspects gquantitatifse.

L'étude quantitative réalisée concerne uniquement les variations

de teneurs en Pg, P5, P&’ P3, P37, P38, P3p et Poge

a — Teneurs en dérivés hydroxycinnamiques (Tableau 21).

Le dosage spectrophotométrique nous a permis de conclure que les
fruits non brunis aprés conservation ont des teneurs en dérivés hydroxycinna-—
miques légérement plus élevés que les fruits frais. Ainsi, la teneur en P5
est multipliée par 1,5, celle en P, par 1,4, et celle en P3 par 1,2.
Alors que les composés P37, P38, P32, P> ne semblent pas varier beau-

coup, le composé Pg par contre diminue légérement.

b — Variations des teneurs dans d'autres zones de fruits

non brunis.

Nous avons étudié les variations des teneurs en P5, PL et P3
des fruits non brunis aprés conservation, verticalement dans les zones 11,
21, 31, 41 et horizontalement dans les zones 20, 21, 22 et 23, dans le but
de déterminer s'il existe d'autres variations différentes de celles que nous
avons mises en évidence précédemment dans les fruits a différents stades de
maturation. Les résultats des dosages effectués montrent que 1l'on retrouve
les mémes variations de teneurs que lors de 1'étude des gradients dans les
fruits frais 3/4 mlrs (voir Chap. III). Il semble donc qu'il n'y ait pas de

variations différentes de teneurs en dérivés hydroxycinnamiques, sauf quan—

titativement, de celles que nous avons mises en évidence chez les fruits frais

3/L mirs,dans les zones 21 des fruits sains aprés conservation,

L'ensemble de ces résultats nous permet de dégager quelques points

intéressants

— Dans le fruit sain (zone 21), non bruni, aprés conservation, comparativement

au fruit frais 3/4 mlr, il y a une augmentation de teneurs en P_, P, et P3
) ] b=

d'une part et, d'autre part, une diminution de teneur en Pge Par contre, les

composés P37, P38’ P32 et P,g restent a des concentrations trés peu

variables. Rappelons que ces derniers augmentent de concentration, en mé&me
temps que d'autres dérivés hydroxycinnamiques au cours de la maturation de

l'ananas sur pied. On peut penser que leurs faibles variations de teneurs



Tableau 21 -

Teneurs comparées en Pg, PS’ Ph’ P3, P37, P38’ P32 et Pyg

entre fruits frais, fruits brunis et fruits non brunis apres

exprimés en AAp

par gramme de

matiere fraiche,

conservation. Zones étudiées : zones 2l. Les résultats sont

Remargge S

trois fruits ont été

analysés dans

chaque case.

Dérivés hydroJ Origine des extraits purifiés (A.E.)
Xycinnamiques Ananas non Ananas brunis Ananas brunis
Ananas frais | brunis aprés 1 N 1
conservation (B.I. = 3) (B.I. = 13)
6,7 4y7 4,9 37
P6 7,1 M=79 Zi]-)ll- 572 M=57li0,9 A:l M:A;SiOyB 3,3 M=3,3ioyll-
7’8 5’4’ ["’Ll' 2’8
P 3.8 8,1 18,8 97,1
5 3,3 M=3,7+1,0 | 4,9 M=5,2+0,3 |20,3 M=20,6i4,8 89,6 M=92,7+9,7
By d. 56 22,6 91,5
P 1,1 1,6 78 38,7
I 1,8 M=1,5+0,8 2,5 M=2,1+0,4 |10,1 M=8,7+2,9 |41,3 M=40,1+3,2
1,5 2,1 8,3 40,2
6,3 755 57 2,4
P3 5,8 M=6,0+0,6 | 6,9 M=7,2+0,8 2,9 M=3,6+1,5 | 3,5 M= 2,8il,h
: 6,0 751 4,1 257
P 2,1 2,0 1,3 0,7
37 1,3 M=1,7+1,0 15 M=1,8i0:6 1,7 M=1,3+0,9 1,1 M=0,9
1,8 1,9 0,9 -
p 1,85 1,7 1,2 -
38 2,0 M=1,7+0,7 2,2 M=1,9+0,7 0,8 M=0,9+0, 5 -M=0,5
1,6 1,8 0,9 G;5
p 1,9 2,3 1,6
32 1,4 M=1,6+0,6 | 1,7 M=2,Qi0,8 1,9 M=1,6+0,9 -
1,6 2,1 1,2
p 2,7 3,6 252 1,6
26 3,4 M=3,1+0,9 | 3,1 M=3,3+0,6 | 2,5 M=2,2+0,6 | 0,9 M = 1,3
3’1 3,3 2,0 —
A.E. = extraits purifiés a 1l'acétate d'éthyle
M = moyenne




seraient probablement dues ici a un ralentissement de 1'activité métabolique

conduisant a leur formation.

- Bien que l'augmentation de teneurs en Pg, Py, P3 et autres composés,

soit faible en général, elle montre encore une fois le phénoméne particulier

d'augmentation de teneurs en dérivés hydroxycinnamiques au cours de la matu-

ration de l'ananase.

B — COMPARAISON ENTRE FRUITS BRUNIS et FRUITS SAINS aprés CONSERVATION,

1 - Etude qualitative.

a - Spectres d'absorption et chromatogrammes (Fig. 36, 36a,

et 39) °

Nous avons vu que le spectre d'absorption en lumiére ultra-violette
d'un extrait d'ananas bruni se caractérise par un important pic d'absorption
vers 315 nm, noyant complétement le maximum vers 280 nm, alors que pour le
spectre de l'extrait d'ananas sain, c'est le maximum vers 280 nm qui reste
le plus important par rapport a 1l'épaulement a 315 nm. Ce qui suppose dans
le fruit bruni 1'apparition et l'accumulation des composés phénoliques ab-

sorbant vers 315 nm.

L'observation aux U,V. des deux chromatogrammes d'extraits de

fruits brunis et sains apres conservation, montre que ce sont B (1'acide
dip-coumaryl-1l,4 quinique) et P; (caféyl quinique, un acide di—caféyl-1,4

quinique ?) représentés par de grandes taches dans le cas de fruit bruni,

qui constituent les deux dérivés hydroxycinnamiques responsables pour une

bonne part de l'importance du maximum d'absorption vers 315 nm.

L'absorption due a P4 reste cependant dans les deux cas toujours

inférieure 2 celle due i PS'

b - Mise en évidence de composés phénoliques nouveaux.

L'étude chromatographique a montré qu'en dehors des dérivés hydro-
xycinnamiques identifiés communs aux deux types d'extraits, il apparait avec
le brunissement interne de l'ananas, trois nouveaux composés (Fig. 36), dont
quelques caractéristiques sont rappelées dans le Tableau 22, Il s'agit vrai-
semblablement des produits d'oxydation (P43, P310) et des produits de

brunissement représentés par Plb.
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Fig. 36 - Chromatographie bidimensiomnelle dans les solvants B.A.E,
(4-1-5) M.F.E. (3-1-2) des extraits purifiés d'ananas.

A
B =
&

frais (3/4 mir)

non bruni (ou sain) aprés conservation

bruni (B.I. = 14 - 2) ot il y a accumulation de

PS et de PA’ apparition de nouveaux composés : P13, P310
et diminution des autres dérivés hydroxycinnamiques.
Quantité déposée : 1 ml (2 g par ml d'extrait purifié)
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Fig. 36a - Spectres d'absorption comparés en U.V., d'extraits purifiés

en milieu éthanolique a 20 % d'eau, d'ananas (zones 21)
A - frais (3/4 mir)

B - non bruni aprés conservation

C - bruni (B.I. =13 - 2)

L'importance du maximum d'absorption vers 315 nm est une caractéristique
spécifique de 1'extrait de fruit bruni (parties brunies).



Tableau 22

Pi3

P310
P1b
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apparus avec le B.TI.

Caractéristiques de révélation des composés nouveaux

. Révélation
composés
phénoliques U.V
visible U.V.. + NH 3 Benedlkt
Plb jp nF jbr nF br nF & 2
P310 0 jp F jeor. F <4
p 0 bF vy F
43 -
b : bleu 3 j br : jaune brun 5 br brun
jp ¢ Jjaune pale ; : vert jaune
jeOr : jaune orange
F : fluorescent
nF : non fluorescent
: un o—diphénol, de mémes colorations de fluorescence que Ph’

semble &tre trés proche de ce dermier,

un produit d'oxydation,

ne s'extrait qu'a l'acétate d'éthyle et reste dans la phase

aqueuse (de coloration brune) au cours de la purification de

1'extrait hydroalcoolique brut. Pour une étude qualitative rapide,

nous l'avons donc séparé par chromatographie monodimensionnelle

dans le solvant B.A.E. (20-7-10) (Fig. 37), & partir des extraits

bruts d'ananas brunis. Sa caractérisation a fait 1l'objet d'une

étude particuliére,
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Fig. 37 - Chromatographie monodimensionnelle dans le solvant B.A.E.
(4-1,1-2 ou 20-7-10) d'extraits bruts non purifiés d'ananas (A) frais ;
(B) non bruni ; (C) bruni avec B.I. = 1 1-2
volume chromstographié : 1 ml (2 g par ml d'extraits bruts)
P]b ¢ est un produit de brunissement, Identification des spots : voir Fig., 8

F ¢ Front du solvant et 8a

D : dépot



¢ — Nature des produits de brunissement (Plb)

L'idée du brunissement des tissus des organes végétaux a la suite
de chélation de certains groupes de phénols a fonction o.dihydroxylée ou
trihydroxylée, avec des ions métalliques, en donnant des complexes colorés
(jaune, brun ...) suivant les ions impliqués (GEISSMAN, 1955 ; JURD et
GEISSMAN, 1956 ; FIESER et FIESER, 1956 ; RIBEREAU-GAYON, 1968 ...), nous a

conduit a étudier la nature des produits de brunissement de 1l'ananass.

~  Importance des ions ferriques dans les extraits

d'ananas brunise.

La mise en évidence des ions ferriques dans les
extraits d'ananas brunis a été réalisée suivant le processus inspiré de la

méthode de DE CLERCK (1963) sur deux extraits aqueux d'ananas non bruni et

bruni

50 sl de ClgFe a 5 % 5 gouttes de 1 ml de coloration

dans 2 ml d'eau + Hel + KSCN a — rose-rouge

bidistillée concentré 20 % formation du
complexe :
Fe[ Fe(SCN)g]

2 ml d'extrait aqueux 5 gouttes de 1 ml de coloration

d'ananas non bruni e Hel + KSCN &2 —p rose—orangé

| concentré 20 %
2 ml d'extrait aqueux 5 gouttes de 1 ml de coloration
d*ananas bruni ¥ Hel * KSCN a — rose-rouge
concentré 20 % (foncé)

La formation du complexe Fg [ Fo (SCN)6J de coloration rose-
rouge indique la présence des ions ferriques (Fe+++) dans le milieu. Les
extraits d'ananas brunis ont ainsi des colorations plus foncées que les
extraits d'ananas non brunis ; ce qui montre que les ions du fer présents
en quantité relativement importante dans les extraits d'ananas brunis, sont
sous forme ferrique (Fe+++). Le complexe rose-rouge peut &tre extrait en

ajoutant & la solution colorée 3 ml d'éther éthylique. Aprés agitation et



repus pour sCparation des phases, le complexe se trouve enticrement dans la
phase Cthérde supdricurce. Un dosave semi—quantitatifl peut &tre oficctud au

spectrophotometre dans le visible & 486 nme Les extraits provenant d'ananas

Lrunis possédent 1,1 4 2,1 Tois plus d'ions ferriques que les extraits d'ana-—

nas non brunts,.

— [Etude chromatographique.

En dchors de la séparation chromatographique directe a partir
d'extrait brut d'ananas bruni qui a conduit & 1'obtention du composé Plb,
"nous avons voulu tester la présence d'ions ferriques dans le produit brun
en réalisant unce séparation sur résines cationiques et une étude chimique
pour la détermination de la nature des substances phénoliques éventuellement

impliquées.

— préparation de 1'extrail aqueux.

Sclon les techniques d'extraction déja définies, 80 g de¢ matériel
végétal (fruits brunis) sont broyés en deux fractions dans 166 ml d'eau bi-
distillée. Les deux broyats sont rassemblés et filtrés sur verre fritté n° 4.
Le filtrat est ensuitc centrifugé a froid pendant 2 h. a 18000 t/mn. Le culot
de couleur brun foncé est récupéré et lavé plusieurs fois a 1'alcool 80° en
remettant en suspension chaque fois. Dix lavages sont nécessaires pour débar-
rasser entiércment le culot des phénols "libres" et autres substances solu-—
bles, chaque lavage ¢tant suivi d'une centrifugation. La préscnce de ces
phénols dans lcs alcools de lavage peut 8tre contrdlée par mesure spectro-

photométrique.

— préparation de 1'c¢luat acide.

Unc partie du culot brun est remise en suspension dans 50 ml d'eau

bidistillée. Le pH de 1'extrait ainsi obtenu est mesuré au pl-metre.

5,7_6,3
On le transfére quantitativement sur des résines cationiques fortes (DOWEX

+ 2 % 5
~-¥%8,100 mesh, sous forme Il ) préalablement préparées dans une colonne de 1,5 cm
de diametre et de 15 cm de hauteur. Le débit est réglé a 1 goutte par 25

secondes.

Les composés phénoliques "libres" restant, passent dans le percolat.
Afin d'éliminer leurs traces les résines sont lavées plusieurs fois (6 fois)

A 1'eau bidistillée. On les élue ensuite a 1'acide Hel 6N (50 ml) et on raméne
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1'¢lual obtenu au pll primitif en ajoutant fiaOll 1ON. Pour précipiter le
NaCl formé, 1'¢luatl esl additionné d'un grand volume d'éthanol 95°, La
solution trouble cst alors laissée pendant 24 h. a —20°C puis centrifugée a

froid en {in dc¢ sédimentation. Le surnageant est concentré sous vide a 30°C
jusqu'a un volume minimum d'environ 1 ml et repris dans 1'éthanol a 80 %
en vue de 1'étude chromatographique. Cet extrait sera appelé éluat acide

(coloration jaune-brun).

Remarque :
Une bonne partie du produit brun reste en téte de colonne sans
étre entiérement é€lué. Il s'agit vraisemblablement des produits de brunisse-

ment polymérisés condensés.

— Résultats chromatographiques.

Une étude chromatographique monodimensionnelle dans le systéme
de solvant B.A.E. (20-7-10) a permis de séparer 5 composés a partir de 1'éluat
acide dont trois de m&me caractéristique de fluorescence bleu-pile aux
U.V, virant au vert—jaune pale en préseﬁée de vapehrs d'ammoniac et deux au-—
tres non fluorescents (Sl et 52) passent du jaune-brun au brun foncé. Le
tableau 23 rapporte quelques réactions colorées spécifiques des ions ferri-
ques ééns lequel nous avons groupé les résultats sur les composés bruns et
les différents fractionnements de 1l'extrait aqueux. La présence des ions

ferriques dans les produits bruns Plb et Sl’ est certaine,

Hydrolyse alcaline.

L'étude chimique de P S et du culot brun

. lb’ l,
par hydrolyse alcaline selon les techniques décrites au Chapitre I, met en
évidence dans les parties phénoliques ou aglycones, chromatographiées en
présence des acides phénols témoins, la présence d'acide caféique et d'autres

composés dont 1'acide p—coumarique (faible) et 1l'acide férulique (trés faible).
Les produits de brunissement Plb’ Sl (et le culot) renferment donc
des dérivés d'acides phénols tels que 1l'acide caféique, 1l'acide p—coumarique
et dfautres, non oxydés.
L'hypothese d'une oxydation de certains dériyés hydroxycinnamiques
de l;gnapas dont principalement P4 (gaféyl—quinique, un dicaféyl 1-4 quini-

que) est trés probable selon les réactions classiques dans lesquelles les
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Tableau 23 — Réactions colorées des ions ferriques et des produits

bruns du B.I.
Réactifs 1 goutte de Hcl 1 goutte de CH, COOH monosulfo-
chimiques concentré a 30 % + 1 goutte de alizarine
Solution + 1 goutte de KSCN| Nap Sp O34 1 % - + NH; CH, 2N
(ions a 20 % + 1 goutte de . " .
Fettt) , (jusqu'au virage

culot brun

rose (plus ou
moins pale)

violet (un peu pile)

p1b * rose . violet
Sl rose-rouge violet
52 incolorf (ou jau- P
ne pile)
éluat acide rose—rouge violet
rettt (C13Fe) 3 rose-rouge) violet
pércolat incolore incolore
Al+++(C13Al) violet rouge—orangé
* P présente des colorations plus ou moins faibles suivant

1b

1'extrait d'ananas bruni.

o—diphénols sont transformés en quinones polymérisables et condensables

pour former les complexes brunse. L'intervention des autres dérivés hydro-

xycinnamiques (dérivés p—coumariques, féruliques et autres) dans la for-

mation de Plb

et Sl pourrait &tre expliquée, soit par des phénoménes d'oxy-

dations secondaires, soit par simple combinaison ou condensation sur les

complexes déja formés a partir de l'oxydation de Pre

La complexation des dérivés hydroxycinnamiques avec les ions

ferriques dont plus particuliérement des composés du type P4 en donnant
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des produits bruns est un fait courant observé dans d'autres organes végé-
taux. Divers auteurs (BROSSARD, 1958) et d'autres cités par VAN BUREN (1970)ont
mis en évidence des chélates formés a partir des phénols a fonction o-dihy-
droxylée ou trihydroxylée avec des ions métalliques dont les plus caractéris-
tiques donnant lieu a des complexzes bruns sont la chélation de 1l'acide chlo-
rogénique avec le fer (SWAIN, 1962 ; VAN BUREN, 1970 ...). HAYASHI (1962) a

décrit des complexes contenant a la fois K, Mg et acide p—coumarique.

2 =~ Gradients comparés des teneurs en dérivés hydroxycinnami-

ques dans les fruits non brunis et brunis (Fig. 38, 38bis,

39).

Nous avons comparé deux fruits de méme degré de maturité (3/4 mrs)
a la récolte dont 1'un a bruni en fin de conservation et l'autre n'a présenté
aucune trace de B.I. dans les mémes conditionse.le B.I. du fruit bruni est de

1
12 selon le systéme de notation de 1'I.R.F.A. (1975) dans lequel sont notés :

BeIs = O, 1les fruits qui n'ont pas bruni apreés conservation,

B.I. = 1, les fruits dont le point d'attache des yeux sur l'axe cylin-
drique central présente un brunissement,

BeIo = 2, les fruits avec un brunissement en forme de manchon autour

de l'axe cylindrique central,

BeI. = 3, les fruits dont 1l'axe cylindrique central est en plus
affecté,
BeIe = 4, 1les fruits affectés dans toute la partie centrale sauf les

zones sous—corticales (TEISSON, 1972).

Dans le fruit non bruni P5, P) et P3 varient "normalement" en
augmentant de concentration quand on passe des zones moins mlires aux zones
plus mires et de l1l'axe cylindrique central vers la pulpe périphérique. P3
reste cependant plus concentré dans l'axe cylindrique central et dans les
zones plus mlres que partout ailleurs dans le fruit. Nous retrouvons ici les
mémes sens de variations de concentration des dérivés hydroxycinnamiques que

dans les fruits en cours de maturation sur pied (voir Chap. III).

Les mémes variations de teneurs sont observées dans 1le fruit bruni

sauf dans les zones ou il y a le B.I. Dans ces zones les teneurs en Px et P4

sont respectivement 19 et 11 fois plus grandes par rapport a celles des zones
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Fig. 38 - Gradients des teneurs
en P5’ PA et P3 dans un fruit non
bruni aprés conservation.

Concentrations exprimées en g par gramme
de matiere fraiche.
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Fig. 38bis - Gradients des teneurs
en P5, PA et P3 dans un fruit bruni
(B.I. = 1-11%)

concentrations exprimées en ug par nr: mme
de matiere fraiche. Les fléches indiquent
le sens des gradients croissants.
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Fig. 39 - Spectres d'absorption comparés en U.V. des extraits purifiés (E)

Remargue

et des éluats e Pﬁ’ PA et P3

(A)
(B)

en milieu éthanolique a 20 % d'eau

Ananas non bruni (zone 21)

Ananas bruni (zone 21)

1'importance du maximum d'absorption vers 315 nm des extraits
de fruits brunis est due essentiellement a 1l'accumulation

des composés P_ (di p.coumaryl-l,4-quinique) et PA (caféyl-
quinique, un di-caféyl-1,4—quinique ?)
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correspondantes dans le fruit non bruni, alors que celles de

P> diminue

sensiblement.

Remarg_ge s

Bien que cela n'a pu &tre chiffré nous avons observé sur des

chromatogrammes révélés une diminution de P37, P38, P32, P26, Pg eees dans

le fruit bruni, par rapport aux teneurs normales dans le fruit non bruni.

3 =~ Etude gquantitative .

Le B.I. de 1l'ananas entraine des variations quantitatives au niveau

de la plupart des dérivés hydroxycinnamiques étudiés. Les uns augmentent de

teneurs (PS et PA) par contre, d'autres diminuent de teneurs

(P ’ P37’ P38’

P32, Pyg eee)s Nous avons alors estimé leurs teneurs en les dosant au spectro-

photométre aprés séparation chromatographique. Par ailleurs,

. ~ D.0e_a 315 nm .
culé le rapport r = D.0. 5 280 om ’ dans le cas des fruits

des extraits hydroalcooliques brutse.

a) Dosage des principaux dérivés hydroxycinnamiques (Tableau

Trois catégories d'extraits purifiés ont été étudiées :
— 3 extraits provenant de 3 fruits non brunis,
-3 " n " " brunis avec B.I.

-3 n n n L u avec B.TI,

nous avons cal-

étudiés, a partir

17) .

|
= NP

e

Les résultats rapportés dans le tableau concernent les composés P, Ps, Pﬁ’

P3, P37, P38, P32 et P26'

Alors que dans les fruits non brunis les teneurs de ces composés

restent 4 des niveaux normalement modestes, l'apparition du B.I. s'accompagne

dans les fruits atteints :

— d'une diminution de teneurs de certains composés dont

P38, P32, P26 LN

P, P3, P37,

— d'une importante augmentation de teneurs en P5 et en Ph' Ces deux

caractéristiques semblent &tre fortement exprimées avec l'intensité

du B-I-
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Deux hypothéses peuvent &tre formulées pour expliquer les variations

de teneurs en dérivés hydroxycinnamiques dans les fruits brunis -:

— L'accumulation de PS et PA pourrait &tre due 4 un contact direct entre
enzymes de synthése et substrats, ce qui supposerait une rupture des struc-
tures membranaires par différents facteurs dont le froid, selon la théorie
de LYONS (1973). Cette hypothése semble &tre probable quand on sait que dans

la pomme par exemple, bien que cela n'a pas été démontré par ailleurs dans

le cas de l1l'ananas, les phénols se trouvent essentiellement dans les vacuoles
alors que les enzymes, en l'occurence les P.O., se localisent dans le proto-
plasme, soit a 1'état soluble, soit sous forme combinée a des organites,
chloroplastes, mitochondries (BENDALL et GREGORY, 1963 ; HAREL et al., 1964 ..).
Dans une étude récente, TEISSON (1977) a montré que 1l'activité oxydative des

jus bruns d'ananas brunis est plutdt due a des peroxydases du type A.IL.A.
oxydase, qu'a des phénoloxydases classiques. On peut rapprocher a cette acti-
vité oxydative le fait que Py en s'accumulant dans le fruit bruni, pourrait
jouer un rdle dans l'activation des péroxydases. Rappelons que P5, un dérivé

p-coumarique, pourrait bien &tre un co—facteur de 1'A.I.A. oxydase (GORTNER

et al., 1968).

— La diminution des autres composés Pgs P3, P37, P387 P32, PG eee, serait
due a leur utilisation, soit dans le phénoméne du brunissement comme subs—
trats éventuels, soit comme des métabolites intermédiaires actifs, tout au
moins P37 (p—coumaryl—gluCOSe) et P38 (p—coumaryl—quinique) pour la synthése
des molécules plus complexes : P5 (di-p—coumaryl-1,4 quinique) et PA (caféyl-
quinique, un acide di p—caféyl-l,4 quinique ?). La diminution de teneur en
Pg (ferulyl-glucose) a été mise en évidence (voir Chap. III) au cours de la
maturation de 1'ananas sur pied. Il est vraisemblable que cette baisse de
teneur, que 1l'on peut observer également dans les fruits brunis, ne puisse
pas avoir un rapport avec le phénoméne du BeI. La diminution de P3, P32, P26
semble avoir un rapport avec le B.I., les deux derniers devenant extré&mement

faibles en concentration quand le brunissement interne s'intensifie,

D.O, a 315 nm
b .
) Etude du rapport T = 5.0.3 280 om

Les spectres d'absorption en lumiére ultra—violette des extraits
bruts tels que nous les avons vus précédemment, présentent des caractéristi-

ques différentes suivant qu'il s'agit des fruits non brunis ou des fruits
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brunis. Le tableau 24 rappelle les différents points particuliers de ces

spectres :

Tableau 24 : Caractéristiques spectrales des extraits bruts d'ananas

non bruni et bruni, dans 1'éthanol a 80 %

origine de 1l'extrait Maximum et minimum d'absorption
brut en UV, ( A en nm)
Ananas non bruni 2h5-247 ~ 270-280"  310-315
* %% 3363
Ananas bruni 252-256 300 315-320

minimum d'absorption

épaulement

maximum d'absorption

o
M)
b
b
b

L 1]

L'accumulation des composés P5 (A max = 312 nm) et P4 ( A\ max = 328 nm)
dans l'extrait d'ananas bruni entraine un léger déplacement bathochromique.
Dans ce cas le maximum d'absorption vers 315 nm est si important que le pic
vers 280 nm est complétement masqué. Cependant, il semble qu'il y ait une

diminution de la D¢O. & 280 nm (voir paragraphe recherche de corrélation).

Remarque :
Les extraits d'ananas verts, 3/4 mirs a la récolte, 4/L mirs
(surmaturation sur pied) ont les mémes caractéristiques spectrales que les

extraits d'ananas non brunis.

Le rapport r, des densités optiques (D.0.) mesurées a 315 nm et &
280 nm, pourrait donc constituer un paramétre permettant d'apprécier la
teneur en dérivés hydroxycinnamiques notamment P5 et PA’ a partir directement
des extraits bruts, d'autant qu'il évolue non seulement en fonction de la
teneur globale, mais surtout en fonction de celles de P5 et de Py, quand
1'intensité du B.I. augmente (Tableau 25).
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Tableau 25 : Quelques valeurs du rapport r calculées a partir
d'extraits d'ananas non brunis (5 fruits) et d'ananas

brunis (8 fruits).

315 nm
280 nm

Origine de Note de D.O.
1'extrait brut B.T D.O,

=
Il
i,

=
[

Ananas 0,57 0,52 + 0,06

non brunis 0 0,54

M= 0,87 + 0,03

N
o
(@0)
Ul

Ananas brunis

1,27
1,23
1,35 M
1,19

0, 14

(S
]
vl—'
o
+

Ananas brunis 1

avec un coefficient de sécurité de 95 %

Une étude de corrélation sera faite, dans un paragraphe ultérieur
entre r, les deux termes du rapport et 1l'intensité du B.I. On peut déja
constater, d'aprés les résultats du tableau 25, qu'il existe une corréla-

tion positive entre r et l'intensité du B.I.

CONCLUSION.

Il ressort de ces études que les dérivés hydroxycinnamiques inter-

viennent dans le phénoméne du B.I. de l'ananas a4 plusieurs titres comme :
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— produits d'accumulation (PS et PA) résultant d'une activité synthétique

accrue anormale par rapport & celle observée dans les fruits non brunis. Il

est cependant certain qu'aucune augmentation excessive des dérivés hydroxy-—
cinnamiques présents ne soit décelée avant l'apparition des premiers symptomes,
pouvant prédisposer le fruit au B.I. L'accumulation de Pg et de Ph est un

phénoméne concomitant au B.I et s'intensifie avec le B.I.

— substrats (P6, P3, P37, P38, P32, Pog ees) utilisés vraisemblablement

dans des phénoménes d'oxydation ou dans le brunissement ou dans la synthése

d'autres composés tels que P5 ou PA' De par sa nature o-diphénolique, Py

serait un meilleur substrat oxydable par les P.O, a un degré plus élevé que

les autres dérivés dont Ps, P3, P37, P38 wniw

— produits d'oxydation : P43 et P310 sont les seuls composés nouveaux

décelables n'existant que dans les fruits brunis.

- produits de brunissement (Pjp, Sl) dans lesquels Py est impliqué en

chélatant avec les ions ferriques. D'autres dérivés tels que les dérivés
p-coumariques, féruliques, semblent participer & cette complexation.

SHON KUNG SUN (1971) en exposant des tranches d'ananas a des températures
alternées de 12° et 30°C observe la formation des "grains de mélanine" dans
les cellules des fruits atteints de B.I., d'autant plus importante que 1'in-
cubation se fait en présence de tyrosine. Il conclut que la formation de la
"mélanine" provient d'un substrat naturel dérivant de la tyrosine. Cette
hypothése semble bien correspondre d'une part aux caractéristiques des déri-
vés hydroxycinnamiques (Ph’ dérivés p-coumariques, féruliques, ...) impliqués
dans nos produits (Pip, Sl) de brunissement et, d'autre part a 1l'utilisation
possible du "pool phénolique" (Pg, P3, P37, P38, P32, Pog ees) présent dans
le fruit comme source endogéne de métabolites actifs aux réactions d'oxyda-—

tion ou de brunissement.
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IT - VARIATIONS des TENEURS en DERIVES HYDROXYCINNAMIQUES
au COURS de la CONSERVATION de 1'ANANAS.

Nous avons mis en évidence dans le paragraphe I précédent 1'im—
portance quantitative des dérivés hydroxycinnamiques chez 1l'ananas bruni
comparé a l'ananas frais et a l'ananas sain aprés conservation. Une évolu-—
tion semble donc avoir lieu au cours de la conservation conduisant, avec
1'apparition du brunissement interne, a l'accumulation de quelques—uns
d'entre eux (P5 et PA) et 4 la diminution de teneurs d'autres (Pg, P37,

P38 -

Dans le but de rechercher un indice qui prédisposerait sur le
plan des composés phénoliques, le fruit au brunissement interne, nous avons
suivi l'évolution des principaux dérivés hydroxycinnamiques précédemment

identifiés (voir Chap. II), au cours de la conservation de l'ananas.

A - FRUITS UTILISES.

Pour faire cette étude nous avons réalisé des expériences de
simulation de conservation sur des fruits 3/4 mlrs a la récolte. Nous
entendons ici par censervation, l'ensemble des différentes phases de trans-

port & 8°C et de commercialisation & 20°C., Les conditions d'expérimentation
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et de prélévement d'échantillons adoptées sont celles décrites au Chap. I.
Deux types d'échantillons ont été considérés :

-~ des broyats de pulpe de fruits groupés en lots de 2 & 6 fruits, suivant

leurs caractéristiques (jour de prélévement, note de B.I. éventuelle <s.)o
Ce type d'échantillonnage a été utilisé par 1' I.R.F.A. comme nous l'avons
signalé au Chap. I. Les broyats nous parvenaient a 1l'état congelé. Ils sont

décongelés seulement au moment de l'extraction.

— des échantillons par zones de fruits, préparés selon les techniques décrites
au Chap. I. Nous étudierons principalement les zones 21, zones de localisation
habituelle des premiers sympt&mes du B.I et éventuellement les zones 41 ou il

n'y a généralement pas de B.I.

Remarques sur les fruits brunis aprés simulation de conservation et les fruits

du commerce.

Les résultats de simulation de conservation obtenus, au point de
vue phénoméne de brunissement, sont semblables a ceux des fruits du commerce
qui présentent un B.I. Nous avons vérifié cette similitude en dosant dans
les deux cas, les composés PS et P4 qui sont significativement caractéristi-
ques du B,I., comme nous l'avons vu précédemment par leur accumulation impor-

tante dans les fruits atteints.

Dans le Tableau 26 sont représentées quelques valeurs provenant
des fruits simulés et achetés dans le commerce dont le pays d'origine est
la Cote d'Ivoire. L'ensemble des résultats montre qu'il y a bien accumulation
de P5 et P, avec le B.I. obtenu aprés simulation de conservation et que le

phénoméne est identique au B.I. classique.

Tableau 26 : Caractéristiques communes entre fruits brunis aprés simulation

de conservation (S) et fruits brunis du commerce (C).

Années 1973 1975 1976

B.I 1. C S & S & S
composé 1/2 -1 1-11/2 1 11/2-2 12 1-11/2

P 35,8 41,5 61,1 87,5 49, 4 79,5
49,0 67,2 711-,9 - 57,1
19,3 37,3 ; 36, 4 40,6
P 52 25,9 26,7 20,4
* 25,8 45,0 ’ e ’ 30,8




- 8 -

B - RESULTATS EXPERTMENTAUX.

Les résultats sont exprimés en termes de concentration' selon le
mode d'expression adopté dans les dosages précédents (voir Chap. III) en _ig

par gramme de matiére fraiche.

1 - Résultats sur broyats.

ILes résultats exposés correspondent aux données d'un essai de

1'T.R.F.A. de 1l'année 1974.

a — Teneur globale (Fig. 40).

Trois phases essentielles se dégagent de l'ensemble des résultats :

— pendant la mise au froid a 8°C (10 jours) la teneur globale en dérivés
hydroxycinnamiques croit lentement. Considérée dans un intervalle de temps
beaucoup plus réduit (de J 4 J + 5), cette croissance se compose d'une baisse
de teneur d'abord, suivie d'une hausse ensuite. Les différences des moyennes
comparées sont cependant non significatives, ce qui impliquerait que les fluc-
tuations observées sont dues au hasard de 1l'échantillonnage. L'hypothése d'une
faible chute de teneur pendant la mise au froid n'est pas réellement a exclure

car nous avons observé le phénoméne, dans l'intervalle considéré, sur la plu-

part des résultats obtenus.

— la mise & la température de 20°C entraine ensuite une augmentation plus ou

moins importante de la teneur globale de J + 10 =T a I + 4.

~ la troisiéeme phase assez nette sur certaines courbes d'évolution correspond

a une augmentation moins rapide de I + 4 & I + 8.

b — Teneurs individuelles (en Ps, Py et P3) (Fig. 40)

Au niveau des composés individuels, notamment P5 et Ph’ les trois

phases précédentes sont assez distinctes.
P3 ne semble cependant pas varier beaucoup pendant la mise au

froid a 8°C, par contre, il diminue de teneur 3 20°C,

L'ensemble de ces observations nous permet de'dégager quelques

points intéressants :
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~ Les dérivés hydroxycinnamiques évoluent pendant la conservation en augmentant
de teneur. Cette augmentation est sensiblement plus forte quand il y a un B.I

que quand il ne se présente aucun symptdOme de B.I.

— Dans les deux cas (avec et sans B.I) 1'augmentation globale observée est due
a l'accumulation simultanée de certains dérivés hydroxycinnamiques dont prin-—
cipalement Pg (un monophénol) et P4 (un o-diphénol) tels que nous les avons
identifiés au Chap. II. Le niveau de teneur en P reste cependant, comme nous
1'avons observé par ailleurs dans d'autres études, toujours supérieur a celui

de Pl'_o

— Les composés qui diminuent de teneurs telsque P3 n'ont aucune influence sur
1'allure de la courbe d'évolution globale, & cause de 1l'importance quantitative

de Pg et PL, en particulier chez les fruits brunis en fin de conservation.

Remarques :

Les teneurs globales en dérivés hydroxycinnamiques des broyats
utilisés, au jour J (mise & 8°C), sont relativement plus faibles par rapport
a celles des fruits individuels ou les valeurs moyennes sont de 43 ug/g.m.f
(zones 21 des fruits 3/4 mirs) et de 53 pg/gemef (zones 21 des fruits 4/4

mirs). Deux raisons sont possibles 3

— Certains fruits constituant les lots peuvent &tre de maturité inférieure
par rapport au stade 3/4 mr (stade de récolte normale) généralement étudié,
dans lequel cas on se trouverait entre fruits verts et fruits 3/4 mirs (en
restant plus prés du stade 3/4 mlr). Comme nous l'avons vu précédemment
(Chape. IITI) les teneurs en dérivés hydroxycinnamiques sont dans ce cas, infé-

rieures i celles des fruits 3/4 mlrs.

— Une dilution pourrait avoir lieu dans le broyat final, dans la mesure ou
des zones différentes des fruits plus ou moins riches en composés phénoliques

seraient mélangés et broyés ensemble,

2 = Résultats sur fruits individuels,

Les résultats obtenus se rapportent aux fruits de la récolte 1976.
Chacun des prélévements effectués est constitué de 3 a4 5 fruits. Les teneurs
globale et individuelle en dérivés hydroxycinnamiques ont été déterminées selon

les techniques de dosage déja définies.
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a — Teneur globale (zones 21) (Fige 41).

Nous retrouvons les trois phases essentielles de la courbe d'évolu-—

tion de la teneur globale :

- une lente et faible augmentation pendant la mise au froid i 8°C (10 jours)

ol les moyennes des valeurs mesurées passent de 41 & 46 jug/g.m.f.

- pendant les huit premiers jours suivant la sortie de 8°C (passage a 20°C)
une importante augmentation dans laquelle la valeur moyenne de la teneur glo-

bale atteint 130 gug/gem.f. pour un B.I estimé entre 1'état de traces et 1/4.

— la phase 3 correspond & une augmentation moins rapide que dans la phase
précédente : la teneur globale devient 150 Ag/ge.m.f, en moyenne, au bout du

I + 8e jour, avec un B.I noté entre 1/2 et 1.

b — Teneur globale (zones 41) (Fige. 41).

Nous avons suivi parallélement aux zones 21, 1'évolution de la teneur
globale dans les zones 41 (zones plus mlres des mémes fruits) qui ne présentent,

rappelons-le, aucun sympt®me de B.I aprés conservation.

Les variations observées se traduisent par uretrés faible augmentation

de la teneur globale (Fig. 41).

c — Teneurs individuelles (Fig. 42).

Nous avons étudié principalement les dérivés hydroxycinnamiques
Py Ps, Py P3, P37, P38, P35 et Pyg. Les courbes d'évolution peuvent &tre

rassemblées en deux groupes kien distincts.

~ le premier groupe est formé par les composés qui évoluent suivant les carac-
téristiques des 3 phases observées précédemment. Il s'agit des composés Py et Py,
qui sont les seuls composés déja existants dans les fruits a augmenter considé~-
rablement de teneurs. Leur augmentation est sensiblement plus accentuée du

jour (I + 8) a la fin du (I + 15) jour i 20°C quand le B.I passe du stade
(traces-1/4) au stade (1/2-1). '

-~ dans le deuxiéme groupe de composés, caractérisé par des courbes d'évolution
décroissante se trouvent les autres dérivés hydroxycinnamiques P6, P3’ P37,
P38, P32 et Ppg qui diminuent réguliérement de teneurs depuis la mise i 8°C
et pendant toute la conservation des fruits. Nous avons observé la méme baisse

de teneur pour P3, dans le cas des broyats,
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L'ensemble des observations concernant ces résultats condorde en
plusieurs points avec nos conclusions, sur les broyats. Les variations sont
vraisemblablement plus marquées et plus exprimées dans le cas des zones (21)
qu'en considérant globalement toute la pulpe du fruit, le B.I étant un phéno-

méne trés localisé dans les fruits atteintse.

3 =~ Interprétation des résultats.

a) Dans les parties non brunies des fruits brunis, telles
que les zones 41 (zones plus mlres), l'évolution des dérivés hydroxycinnami-
ques ne permet de distinguer qu'une faible augmentation des teneurs au cours
de la conservation. Ces variations sont semblables a celles que nous avons
mises en évidence au cours de la maturation du fruit sur pied et paraissent
donc &tre liées au "phénoméne de maturation" des fruits en cours de conserva-
tion. Par contre, dans les parties susceptibles de brunir et qui brunissent
effectivement aprés conservation, a 1l'évolution précédente font place des va-
riations quantitativement différentes par 1l'accumulation excessive de PA et
P5 d'une part et, d'autre part la diminution de teneurs en d'autres dérivés
hydroxycinnamiques, et des modifications de coloration conduisant au brunis-—
sement des tissus, les trois phénoménes étant concomitants. Le développement
des symptdmes du B.I passerait donc par un certain nombre de phases. Il
s'agirait dans un premier temps d'une phase préparative ou généralement appe-
lée d'induction (I.R.Fe.A., 1975) qui correspondrait 3 la période de mise au
froid 4 8°C et une partie du temps du séjour des fruits & 20°C, jusqu'a
1'apparition des premiers sympt®mes du B.I. La synthése des composés phénoli-

ques devrait s'effectuer normalement encore pendant cette période,

Dans une seconde phase il y aurait accélération de l'activité syn-
thétique de Py et Py, diminution de teneur en P3, P37, P38, P3p, Pyg et bru-

nissement des tissus (oxydation des substrats de brunissement) .

Chacun des facteurs de variation précédent (synthése de P, et P5,
baisse de teneur en P3 ..., brunissement des tissus) se trouverait intensifié
dans une troisiéme phase. L'importance des tissus brunis dans les zones affec—
tées laisserait penser que les substrats de brunissement auraient été. utilisés
en majeure partie au cours du B.I et qu'il ne devrait vraisemblablement plus
en rester dans le cas du B.I sévére. Cette hypothése.aurait été valable pour les
composés P6, P3, P37, P38’ P32, P26 eee, qui diminuent de concentration avec

le Bo.I. mais qui ne sont peut-&tre pas des substrats oxydables directs.
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P,, un o-diphénol, est un substrat oxydable. Contrairement a ce qu'on pourrait

attendre, sa disparition par oxydation au cours du B.I, par exemple, PA’

s'accumule (avec P5) et reste toujours i des niveaux de concentration de plus

en plus élevés au fur et 3 mesure que le B,I augmente.

I1 semble donc qu'au cours du phénomene de B.I., la synthése de ces

deux composés, P4 et P_, 1l'emporte sur leur utilisation éventuelle,
J

b) Un fait essentiel semble expliquer partiellement 1'augmen-—

tation de teneurs en Ph et P5 :

— la présence particuliéremeht abondante de métabolites actifs intermédiaires
tels que P37, P38, P3; et Ppg susceptibles d'€tre utilisés pour la synthése
de P, et P_ et la diminution de leur teneur au cours de la conservation (et

4 5
plus tard avec le B.I).

I1 est probable que Pg et P4 puissent &tre formés a partir princi-
palement des unités activées (TOWERS, 1964 ; HAHLBROCK et GRISEBACH, 1970 ;
WALTON et BUTT, 1971 ; RHODES et WOOLTORTON, 1973 ; STOCKIGT et ZENK, 1974)
en particulier, P37 et P3g des esters p—coumariques respectivement avec le

glucose et 1l'acide quinique.

Toutefois 1l'augmentation progressive conduisant & une accumulation
importante de PS et de PL dans le cas du BsI., implique vraisemblablement
1'intervention d'enzymes de synthése de types PAL (phénylalanine ammonialyase
et P.O. (phénoloxydase). Il serait donc intéressant de faire 1'étude de la
PAL, par exemple, comme test précoce d'apparition du brunissement. Divers
auteurs ont observé par ailleurs l'augmentation de 1l'activité PAL dans des
organes végétaux soumis a des traitements comme les infections et les mala—
dies (MINAMIKAWA et URITANI, 1965 ; FRIEND et al., 1973), les blessures
(MINAMIKAWA et URITANI, 1965 ; ZUCKER, 1965, 1968 ; CREASY, 1968 ; WONG et
al., 1974 ; FLEURIET; 1975). L'activité des P,O. est faible dans les fruits
frais et devient seulement dosable dans les fruits brunis (I.R.F.A., 1975).
TEISSON (1977) a montré que l'activité oxydative des jus d'ananas bruni est
plutdt due a des peroxydasese.

Conclusion.

I1 ressort de cette étude que les dérivés hydroxycinnamiques

augmentent de teneur au cours de la conservation de deux maniéres différentes :
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— normalement quand il n'y a pas de brunissement interne. Dans ce cas, les

variations suivies sont généralement faibles et ne donnent lieu a 1'apparition

d'aucun symptdme de B.I.

— anormalement et d'une maniére plus ou moins considérable quand il y a

brunissement interne. L'augmentation concerne pour le pool phénolique déja

existant, strictement les composés Pz et P, qui s'accumulent au fur et a

mesure que le B.I. devient de plus en plus sévére.

La diminution de certains dérivés hydroxycinnamiques au cours de la
conservation semble avoir un rapport avec le phénoméne du B.I., vraisembla-—
blement en tant que métabolites actifs intermédiaires pour la synthése

possible de Py et P4 ou de substrats d'oxydation ou de brunissement.

Nous essayerons de préciser dans le paragraphe suivant la nature du

ou des substrats du brunissement internee.
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ITI - LES SUBSTRATS du B.I. de 1'ANANAS

Nous avons vu que certains composés dont PA’ participent a la
formation du complexe brun par chelation avec les ions ferriques. Il est
vraisemblable que cette réaction ne puisse &tre que partiellement responsa-
ble du brunissement interne de l'ananas et que le brunissement enzymatique
y intervienne pour une bonne part, étant domné la présence quantitativement
importante des dérivés hydroxycinnamiques susceptibles d'&tre oxydés par
des phénoloxydases (P.0.) soit directement pour les o-diphénols telsque P,,
soit indirectement par un phénoméne d'oxydations induites (ROBERTS, 1957)
pour les monophénols tels que PS’ P3 «es Par ailleurs, TEISSON (1977) a
montré que les péroxydases pouvaient également intervenir en jouant comme

oxydases.,

Dans le but de préciser la nature des substrats du B.I., nous
avons suivi par chromatographie quelques réactions enzymatiques pouvant

utiliser les dérivés hydroxycinnamiques comme substrats d'oxydation.

1 -~ Effet de pulvérisation de préparations enzymatiques sur

des chromatogrammes d'extraits d'ananas.

Des solutions de tyrosinase du commerce et de P.0. extraites des
péches ont été pulvérisées sur des chromatogrammes obtenus a partir d'extraits
d'ananas non brunis et brunise. Dans les deux cas, avec incubation en atmos-

phére humide pendant 24 h. & 25°C selon les techniques de SIEGELMAN (1955b)
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ou sans incubation a 1l'air ambiant, il apparait au niveau du composé P, une

coloration jaune—brun visible & 1'oeil nu, beaucoup plus intense dans le cas

de 1'ananas bruni. Les autres dérivés hydroxycinnamiques (P5,'P3 esey P3p, P26)
n'ont donné lieu i aucune apparition apparente de coloration brune (Fig. 43).
Pb a donc été oxydé par la tyrosinase et les P.O des pé&ches en formant un pro-
duit de brunissement. Une réaction de décoloration est partiellement obtenue
sur P, ainsi oxydé par pulvérisation de solution d'acide ascorbique qui réduit
les quinones formés et peut faire régresser l'intensité du brunissement (ROUET-

MAYER et PHILIPPON, 1974).

2 - Effet d'adjonction de solution de tyrosinase a des extraits

tamponnés d'ananas.

Nous avons cherché a confirmer l'expérience précédente d'une part,
et d'autre part a montrer qu'en dehors de P4, d'autres dérivés hydroxycinnami-
ques peuvent &tre utilisés dans des conditions de pH, proche du pH optimum

d'activité de l'enzyme.

a — Préparation de 1l'extrait tamponné et expérience.

Dans les deux cas de fruits, non bruni et bruni, 20 g de matériel
végétal sont broyés en présence de tampon phosphate a pHg (0,1 M). Le volume
est ajusté a 250 ml dans une fiole jaugée, avec du tampon, qui contient la
solution de tyrosinase (50 U/ml). L'extrait tamponné est transvasé quantita—
tivement dans un flacon et maintenu ensuite a 30°C dans un bain-marie en
faisant barboter dans l'extrait de l'oxygéne (0,2 1/mn). Un témgin préparé a
partir du méme matériel est broyé dans les mémes conditions et immédiatement

acidifié en vue de la purification a l'acétate d'éthyle,

Pour chaque essai des prélévements (50 ml) sont effectués les
premiers 4 1/2 h., ensuite toutes les heures, De l'acide métaphosphorique i
20 % est ajouté i chaque prélévement selon les techniques définies au Chap. I,
pour arréter l'action enzymatique et acidifier le milieu, comme précédemment,

en vue de la purification de l'extraite.

Une étude chromatographique et spectrophotométrique sera faite sur

chaque extrait purifié.

b ~- Eésultatg.

— Spectrophotométriques (Fig. 44). Aprés 1 h. d'incu-

bation la teneur globale en dérivés hydroxycinnamiques a diminué de 5 fois par
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rapport au témoin dans le cas de fruit bruni. Dans le m€&me temps unc diminu-—
tion faible de la teneur globale est observée dans le cas de fruit non bruni.
Ce qui suggeére que quelques-uns des dérivés hydroxycinnamiques ont J&té con—
sommés.,

~ Chromatographiques. L'observation en lumieére ultra-

violette des chromatogrammes préparés a partir des différents extraits pré-

cédents montrent que ce sont P, et P- principalement qui diminuent sensible—

ment de teneurs (B , 1 a 20 fois et P 1 a 30 fois au bout de 1 h, d'incuba-—

Eigg). Les autres dérivés hydroxycimmamiques dont P3 diminuent également de
concentration. Les mémes chutes de concentration ont été observées pour 1l'ex-—
trait de fruit non bruni a des proportions vraisemblablement équivalentes aux
précédentes (fruit bruni)s les teneurs faibles en dérivés hydroxycinnamiques
de l'essai ne permettent pas un dosage correct, particuliérement de P5’ Pj et
P3.

L'utilication de Ph’ Pg et autres dérivés hydroxycinnamiques
(P3, P35, P38, Pg, P32, Ppyg eees) par la tyrosinase exogéne, est certaine.
Pgr rapport aux autres composés, en particulier P, et P5 sont consommés

plus vite.

3 — Brunissement réel, sans apport de tyrosinase (Fig. 45).

Des extraits préparés dans les mémes conditions que 1l'expérience
précédente (fruits non bruni et bruni) ont été incubés sans apport de tyro-
sinase. Les séparations chromatographiques et le dosage spectrophotométrique

ont permis d'observer deux caractéristiques principales :

— une trés faible variation de teneurs en dérivés hydroxycinnamiques dans le

cas de fruit non bruni. P diminue faiblement alors que P5_ ne semble pas

bouger au bout de 3 h. d'incubation.

— une diminution de teneur de (-44 %) par rapport au témoin pour le composé Pﬁ.

Par contre, P_. augmente de concentration de (+ 23 %) dans le méme temps (3 h.
i §
d'incubation) chez 1'extrait de fruit bruni. Les autres dérivés hydroxycinna-

miques dont P3, ne varient pas de teneurs, sinon trés faiblement.

L'ensemble de ces résultats a été obtenu a la suite de deux expé«
riences identiques réalisées dans les mémes conditions. Des vérifications
devraient cependant &tre effectuées pour confirmer définitivement la diminution

et l'augmentation de teneur respectives en Ph &t P5.



0,5

0

t
ﬁ D oA ' 3h
B |
I s |
5 /2 h
T
.
Ps
240 280 320 360  ynom Xnm
# DO f
A A
i Ps
+
3h
328
|
[}
|
]
4 L] i e
240 - 280 320 360 X nm A nm

Fig. 45 - Brunissement réel (sans apport de tyrosine) d'extraits tamponnés d'ananas.

Spectres d'absorption en U.V. de P, et de P
brunis (B.I. = 13) : B,

Temps d'incubation

Témoin

obtenus a partir d'extraits de fruits
et non brunis apres conservation :
1/2 h. et 3 h.

T (PA ou PS) au temps t = o



- 08 -

Il semble donc exister dans l'ananas bruni (trés faible dans

1'ananas non bruni) une activité phénoloxydasique comparable en certains

points a celle de la tyrosinase, qui pourrait &tre l'activité oxydative des

péroxydases mise en évidence par TEISSON (1977) et utilisant les mémes subs—

trats dont le principal est P (caféyl-quinique, un dicaféyl-1l,4 quinique ?).

L'augmentation de teneur en Pg si elle est significative, pourrait traduire
une activité synthétique semblable a celle qui aurait conduit a 1l'accumulation

de P dans le cas du B.I "normal.

5

Nous n'avons cependant pas cherché a approfondir 1l'étude enzymati-

que du BeI. qui a fait 1l'objet d'un travail détaillé (TEISSON, 1977).

L - Autres activités enzymatiques.

a — Apport de péroxydase et d'eau oxygénée exogénes.

Dans les mémes conditions que les expériences précédentes (broyage,
température d'incubation) mais en présence d'eau oxygénée & 0,25 % et de
péroxydase commerciale (pH du tampon phosphate utilisé, 5,9~6, 0,1 M), 20 g de
matériel végétal sont employés dans les deux cas de fruits non brunis et

fruits brunis.

L'étude chromatographique et spectrophotométrique de chaque extrait

provenant du prélévement correspondant permet de constater que P. et P, ont
J

été entiérement consommés au bout de 1/2 — 1 h. d'incubation alors que les

autres dérivés hydroxycinnamiques (P3, P35, P39, P35, Pog, Pg ees) le sont
seulement aprés 3 h. Les mémes résultats ont été obtenus avec les extraits

provenant des prélévements de fruits non brunis (Fige. 46, 47).

b — Recherche d'une activité péroxydasiques.

L'hypothése d'une activité péroxydasique possible utilisant les
dérivés hydroxycinnamiques étudiés comme la péroxydase du commerce tel que
nous venons de le voir dans l'expérience précédente, nous a conduit & recher-—

cher si cette activité existe dans nos extraitse.

Pour sa mise en évidence nous avons réalisé des expériences simples
en faisant une adjonction, uniquement d'eau oxygénée aux extraits tampomnés,

selon le processus précédemment adopté.

Les résultats obtenus aprés étude chromatographique et spectropho-~

tométrique, peuvent &tre résumés ainsi :
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Fig, 46 - Chromatogrammes d'extraits d'ananas frais (tamponnés et addi-
tionnés de péroxydase et de H0p exogénes) '

1 : témoin

2 : aprés &+ h. d'incubation
3 i " 1 h. B

4 . " 3 h. "

La plupart des dérivés p.coumariques (PS, P37, P3g ess) sont
consommés aprés 1 h., d'incubation,
tr : traces
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Fig, 47 - Chromatogrammes d'extraits tamponnés d'ananas bruni (B.I. = 1 %)
avec apport de H;0, et de péroxydase exogénes

1 : témoin

2 : aprés 3 h. d'incubation
3 U ] h, u
4 . mn 3 h. n

P4, P5 diminuent de concentration, réguliérement dans le temps.

te ¢ traces
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P4 et P5 diminuent de concentration, respectivement de 1 a 1,5
fois et de 1 a 1,2 fois par rapport au témoin, au bout de 1 h. d'incubation
des extraits de fruits brunis. Les autres dérivés hydroxycinnamiques (P3,

seo) diminuent aussi, mais d'une maniére assez faible.

P37: P38
Les mémes baisses de teneurs s'observent également chez les extraits

de fruits non brunis, traités dans les mémes conditions.

Dans les deux cas de fruits (non bruni et bruni) P4 est utilisé

plus vite que P. ou tout autre dérivé hydroxycinnamique présent.

5

Une activité péroxydasique semblable & celle de la péroxydase du

commerce existe chez l%'ananas, utilisant, dans les conditions expérimentales

définies, la plupart des dérivés hydroxycinnamiques présents dont principale-—

ment P, (un o-diphénol). Cette activité oxydative sur les dérivés hydroxy—

cinnamiques peut &tre rapprochée de celle des péroxydases du type A I A oxy-

dasique mise en évidence par TEISSON (1977).

¢ — Autres activités enzymatiques des extraits d'ananas.

A partir des expériences classiques simplifiées, nous avons pu mettre
en évidence une activité catalasique mesurable principalement dans les extraits
i

d'ananas brunis.

5 = Action d'un inhibiteur de brunissement, l'acide ascorbique,

sur les extraits d'ananas brunis (Fig. 48).

L'adjonction d'acide ascorbique & des extraits aqueux de fruits
brunis permet d'avoir, au bout de 5 mn, un virage de coloration du bruﬁ au
jaune. Sur le plan des composés phénoliques une augmentation de teneur en P4
(de 1 a 2,1 fois) et simultanément une diminution en Pg (de 1 2 2,3 fois)
par rapport aux valeurs de P4 et de Py dans la fraction de l'extrait sans
adjonction d'acide ascorbique exogéne et ayant servi de témoin. L'augmenta-
tion de teneur en Py (de 1'extrait) est due & la réduction totale ou par-
tielle par 1l'acide ascorbique de ses formes quinonigues ;.alors que la baisse
de teneur en Pg résulte vraisemblablement de son utilisation dans une réac-

tion d'oxydation, couplée peut—&tre a celle de P4 (réduif) (oxydo-réduction).

L'ensemble de ces résultats permet de dégager quelques points in-
téressants sur le plan de la connaissance du rdle des dérivés hydroxycinna-—

miques dans le phénoméne du B.I, de l'ananas :
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Fig. 18 — 1 — Spectres d'absorption en U.V. de Py (A) et de P (B) pro-
=143) (T) et avec (E) addi-

venant d'extraits aqueux d'ananas bruni (B.I.
tion d'acide ascorbique.
2 — Chromatogrammes des mémes extraits (C) sans addition d'acide
ascorbique, (D) avec addition d'acide ascorbique. Il s'est formé deux
produits d'oxydation de l'acide ascorbique : A et Ay sombres non fluo-

rescents aux U.V. & 256 nm et devenant jaune-brun a l'air (oxydation).,

Alors que P5 diminue par contre P, augmente de concentration apres ad-

jonction d'acide ascorbique dans 1l'extrait de fruit bruni.



- 100 -

= By (caféyl-quinique, un dicaféyl-1l,4 quinique ?) est le principal substrat

de brunissement dans le fruit bruni. Cette particularité rapproche le B.Il.

de 1'ananas du point de vue substrats, aux brunissements enzymatiques classi-
ques que l'on rencontre chez beaucoup de fruits et dans lesquels les substrats
de brunissement sont généralement des esters quiniques de l'acide caféique tel
que l'acide chlorogénique chez la pomme (WEURMAN et SWAIN, 1953). L'oxydation

de P, est due i une activité phénol-oxydasique nulle ou faible dans les fruits

non brunis mais, par contre quantitativement appréciable dans les fruits bru-

nis. D'autres activités enzymatiques, dues a des péroxydases fonctionnent
également dans les fruits brunis, utilisant en présence de H30p, P et autres
dérivés hydroxycinnamiques qui sont des donneurs d'hydrogéne potentiels. Un
rapprochement peut &tre fait ici sur le travail de MACHACKOVA et al., (1975)
dans lequel ces auteurs rapportent qu'en présence de Hy0, exogéne la péro-
xydase extraite des feuilles de jeunes plants de blé, oxyde l'acide férulique
et 1l'acide p—coumarique. Des travaux récents sur le B.I. de l'ananas (ToReFuhes
1975 ; TEISSON, 1977) ont montré une activité péroxydasique plus importante

dans les zones brunes par rapport aux zones saines de l'ananas bruni.

— La présence d'inhibiteurs de brunissement enzymatique dont le principal sur
le plan physiologique est 1'acide ascorbique (BARUAH et SWAIN, 1953 ; BOGDANSKI,
1960 ; HENZE, 19056 ; TAUFEL et VOIGT, 1964 ; PIERPOINT, 1966 ...) peut jouer

un rdle déterminant dans le phénomeéne du B.I. En effet en réduisant les qui-
nones formés i partir des dérivés hydroxycinnamiques, notamment Py, il inhi-
berait le B.I. tout en favorisant l'utilisation dans des réactions d'oxydo-
réduction, des composés tel que Ps o L' I.R.F.A. (1975) et TEISSON (1977)
rapportent que la teneur en acide ascorbique diminue sensiblement avec 1'in—
tensité du B.I., pour rester 4 un niveau i peu prés constant ensuite (cas de

B.I. sévéres).
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IV — RECHERCHE d'UNE CORRELATION entre 1'INTENSITE du B.I.

et la TENEUR en DERIVES HYDROXYCINNAMIQUES.

Nous avons vu dans les études précédentes que la teneur globale
et les teneurs individuelles en Pj (o—diphénol) et P5 (monophénol) augmentent
beaucoup dans les fruits brunis et que l'absorption importante vers 280 nm,
caractéristique des spectres des extraits bruts de fruits frais ou sains

aprés conservation, semble varier avec l'intensité du B.I.

Nous avons donc cherché a déterminer s'il existe des corrélations

entre 1l'intensité du B.I. et ces différentes variables.

Pour réaliser cette étude nous avons groupé suivant le stade de
B.I. ou note de brunissement attribuée, 10l extraits (extraits bruts et ex—
traits purifiés a l'acétate d'éthyle) provenant de 101 fruits (zones 21)
simulés des récoltes de 1974, 1975 et 1976. Rappelons que pour apprécier le
B.I. nous avons adopté une échelle de notation arbitraire de O (B.I. nul) i
L (BeI. noté 4) correspondant aux /4 stades de B.I. définis par TEISSON (1972).
Les notes de B.I. intermédiaires entre deux stades ont été estimées suivant
le critére basé sur le nombre d'yeux affectés et 1l'importance relative du
brunissement sur chacun des yeux affectés. Ainsi dans le cas de B.I. faible,

a 1'état de traces, nous avons noté :

B.I. = O, les fruits qui n'ont aucun oeil i base translucide.

B.I,

1/6L # 0,02, les fruits qui présentent 5 & 10 yeux & base translu-

cide, mais sans brunissement visible.
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BeIse = 1/32#:CLO3, les fruits qui ont plus de 10 yeux a base trans-—

lucide mais sans brunissement visibles.

BeI. = l/lfifé0,06, les fruits affectés, avec un brunissement visible dans

certains vaisseaux des bases d'yeux translucidese.

B.I. = 1/ 8 les fruits caractérisés par un début de brunissement

visible généralisé a la base des yeux translucides.

Bels = 1/4 les fruits avec un B.I., visible et assez net,

Nous avons rassemblé dans les tableaux 27 et 28, les caractéristi-
ques des valeurs expérimentales dont nous utiliserons les moyennes pour le
calcul statistique des coefficients de corrélation et 1'établissement des
équations des droites de regression, selon les méthodes préconisées par

LAMOTTE (1957) pour les petits échantillons,

1 ~ Etude de corrélation entre 1l'intensité du B.I. et la teneur

globale en dérivés hydroxycinnamiques.

D'aprés les résultats des tableaux 29 et 30, la valeur 0,95 trouvée

pour le coefficient de corrélation permet de conclure qu'aux forts brunisse—

ments internes correspondent des teneurs globales en dérivés hydroxycinna—

miques élevées.

Nous avons déterminé les droites de régression théoriques selon
les formules classiques (LAMOTTE, 1957). On peut constater sur la Fig. 49
que l1l'angle formé par les deux droites est faible, ce qui implique que la
corrélation entre les deux variables v (teneur globale) et X (intensité du

B.I.) est grande.

Pour un B.I., nul, la teneur globale théorique prend alternative—
ment les valeurs 70 et 83 jg/gem.f. Ces valeurs se rapprochent de celles
que nous avons trouvées chez des ananas 4/, mrs & la récolte (voir Chap.III}
mais elles sont cependant nettement plus élevées que les teneurs globales
observées chez des fruits frais 3/4 mlrs ou des fruits sains aprés conser—

vation,



Tableau 27 — Caractéristiques des valeurs expérimentales groupées suivant
le B.I. des fruits simulés (récoltes de 1974, 1975 et 1976).

241,0

Nombre valeurs Ecart-type [Intervalle [coeffi-—
Intensité | d'ex— [expérimentales | Moyenne de la de cient de
de B.T. traits (mg/gemet.) moyenne confiance |[variation
(P=95%) ] (%)
33,2 34,4 35,1 |
0,02 7 32,5 35,7 34,5 1,239 + 1,24 | 3,6%
34,4 36,3
0,03 o %2 B9} 55 0,9 £1,60 | 2,4 %
38,3 37,6
43, 4 44,6
0,06 6 51,0 53,6 47,2 3,9 ks byl 8,2 %
43,6 47,2
95,6 81,6 86,1
65,3 64,5 63,1
0,125 12 63,8 69,6 76,5 73,4 979 i 6,6 1375 /0
79,1 67,6 66,9
106,5 105,3
0,25 6 |116,0 99,5 | 107,9 4,2 + 1,6 3,9 %
104,6 115,3
133,9
0,38 P33 130, 4 2,45 + 45 | 1,9%
127,5
128,8
139,6  140,3
0,50 6 |154,8 154,3 | 145,8 6,6 +7,55 | 4,5 %
139,0 146,6
220,6  205,3
0,75 7 (B8 RO g 7,2 +7,3 | 3,5%
200,2 216,8
202,7
252,5 247,4
1 T 2448 242,3 246,7 3,8 + 3,8 1,5 %
29,9  247,4




Tableau 28 — Caractéristiques des valeurs expérimentales groupées suivant
le B.I. des fruits simulés (récoltes 1974, 1975, 1976).

Intensits Nombre valeurs Ecart-type|Intervalle jcoeffi-—
d nSItel drex- expérimentales| Moyenne de la de . cient de
€ B,I., . . . .
traits (_yg/g.m.f.) moyenne confiance {variation
(P=95%)| (%
260,7  253,7
1,25 5 |261,4 265,2 260 3,7 + 5,2 1,4 %
258,8
276,2
276,7 278,6
1,50 9 275,k 274,8 274,8 2,7 + 2,2 0,98 %
268,3 272,9
2757 74,5
282,4, 283,1
1,75 6 281,1 281,7 281,14 B | + 1,29 0,39 %
280,5 279,8
2 o |02 o2 g 1,5 £2,8 | 054
289,4  286,0
2,25 s |#P P52 297,1 1,36 +2,5 | 0,46 %
297,5 296,8
- 1317,5
2,50 3 321,9 320,7 2,2 + 6,86 0,70 %
322,6
326,4  330,9
2,75 5 1320,0 334,1 329,6 2,67 + 3,7 0, 8 %
327,8
359,6
3 3 |346,8 355,7 6,3 +£19,31 1, 8%
360,5
380,0
3,25 3 1383,8 380,9 2,1 + 6,5 0,56 %
378,2




Tableau 29 — Corrélation entre intcensitcé¢ du Bel. ¢l tencur plobale en dérivis

hydroxycinnamiques. Calculs préliminaircs.

B X, Teneur
L2} B0 | (x=%) | (Y-F) (DD | (x-B2[(v-7)°
0,02 34,5 - 1,278 - 177,9 227,356 1,633 31 648,41
0,03 38,8 - 1,268 ~ 1736 220,125 1,608 30 136,96
0,06 k7,2 - 1,238 - 165,2 204,518 1,533 27 291,04
0,125 73,4 - 1,173 - 139,0 163,47 1,376 19 321,00
0,25 103,9 - 1,048 - 108,5 113,708 1,008 11 772,25
0,38 130, 4 - 0,918 - 82,0 75, 276 0,843 6 724,00
0,50 145,8 - 0,798 - 06,6 53,147 0,637 4 435,56
0,75 209,9 - 0,548 - 25 1,37 0,300 6,25
1 246,7 - 0,208 - 34,3 | - 10,221 0,089 1 176,49
1,25 260, 0 - 0,048 47,6 | - 2,285 0,002 2 265,76
1,50 274,8 0,202 62,4 12,605 0,041 3 893,76
1,75 281,4 0,452 69,0 31,188 0, 204 4 761,00
2 287,5 0,702 75,1 52,720 0,493 5 640,01
2,95 297,1 0,952 84,7 80,634 0,906 7 174,09
2,50 320,7 1,202 108,3 130,177 1,445 11 728,89
2,75 329,6 1,452 117,2 170,174 2,108 13 735,84
3 3557 1,702 143,3 243,897 2,897 20 534,89
3,25 380,9 1,952 168,5 328,912 3,812 28 392,25
X 1,298 Y 212,14




Tableau 30 — Corrélation entre intensité de B.I. et teneur globale

en dérivés hydroxycinnamiques.

Calcul du coefficient de corrélation :

X =23 X - 1,208 n - 18 T« cZ7T = 2z4

G2- 2 3(1-7)° - 12 813,246

Il
=
o
~
~
~
<

oo

G2 -235@x-%°

X

p = ,—112 (x -X) (Y -Y) = 116,48727

(covariance)
1
r o= 2 _ 116 48727 - 0,95
(coef.de corrélation) ( x (r} 1,16744 x  12813,246
Détermination des droites de régression :
o Droite de régression de Y en X
- = P 116,48727 _
y— Y = by/x (O-%), by/x - 5 = W— 99,74
4 Oz
) = _99,74XC + 82,9
o Droite de régression de X en Y
. - _ _P__ 116,48727 _
% = By (Y= T B - G2 LWL C e
y

G 0,09\ - 0,63




% Y =Teneur globale
Mg/g.m.f

Fig. 49 - corrélation entre teneur globale (Y) eon «i‘rivés hydroxvcinnamiques ct
intensité du B.I1, (X)
Droites de régression. M = movennc

el”
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2 — Corrélation entre intensité du B.I. et teneur en
o—diphénol (Ph)'

Les résultats des calculs rapportés dans les tableaux 31 et 32 et

sur la Fig. 50 montrent qu'il existe une corrélation positive, avec un coeffi-

cient de 0,99, entre l'intensité du B.I. et la teneur en o-diphénol P4° Les

droites de régression déterminées permettent de calculer la teneur théorique

en P4 pour un B.I., nul : soit 1,7 et 2,4 pg/gem.f. Ces valeurs sont tout a

fait compatibles avec celles que nous avons rencontrées chez les fruits 3/4 et

L/L mirs a4 la récolte ou chez les fruits sains aprés conservation (voir Cha-

pitre IIT). Ce qui signifie qu'il n'y a aucune augmentation importante de Py

avant le déclenchement visible du B.I. Nous reviendrons sur ce point parti-

culier dans un paragraphe ultérieur.

3 - Corrélation entre intensité du B.I. et teneur en P5

Les calculs effectués sur les valeurs de P5 montrent qu'il y a

une similitude entre les résultats obtenus sur P, et ceux sur P5 (tableaux
33, 34, Fig. 51) :
— une corrélation positive avec le méme coefficient de corrélation 0,99.

- pour Pg, la pente de la droite de régression théorique de Y en X, est pra-
tiquement le double de celle de Ph correspondante ; inversement la pente de

la droite de régression de X en Y est la moitié de celle de PA correspondante,

L'ensemble de ces caractéristiques communes montre encore une fois,
comme nous l'avons déja signalé dans les études précédentes, que 1'augmenta-

tion de teneurs en PS d'une part et celle en P4 d'autre part sont deux phé-—

noménes simultanés et concomitants, , corrélés positivement (coefficient de

corrélation 0,99) avec 1'intensité du B.TI.

L ~— Remarques sur les valeurs théoriques calculées,

Les valeurs théoriques obtenues sur les teneurs globales et indi-
viduelles (P5 et PA) pour les fruits sains aprés conservation, présentent
un intérét particulier en ce sens qu'elles sont trés proches des valeurs
réelles mesurées (voir Chapitre III)., On peut admettre que théoriquement

les niveaux des teneurs initiales pour qu'un fruit ne soit pas susceptible



Tableau 31 — Corrélation entre intensité du B.I. et teneur en P4
Calculs préliminaires.,

T teneur en '
(XS Pr Y (Xx-X)¢ (Y-Y) |EX) (YY) (x-%)° (Y-7 )
( pg/gem.f.) :
0,02 2,3 = 1,278 - 35,0 44,73 1,633 1225
0,03 3,1 - 1,268 - 34,1 43,2388 1,608 1162, 81
0,06 3,9 - 1,238 - 33,3 41,2254 1,533 1108,89
0,125 5,2 = L 174 - 32,0 37,536 1,376 1024, 00
0,25 8,6 - 1,048 - 28,6 29,9728 1,098 817,96
0,38 10,4 - 0,918 - 26,8 24,6024 0,843 718,24
0,50 18,3 - 0,798 - 18,9 15,0822 0,637 357,21
0,75 26,8 - 0,548 = 10,4 5,6992 0, 300 108,16
1 28,9 - 0,298 - 8,3 2,4734 0,089 68,89
1,25 39,3 - 0,048 2.1 -1,008 0,002 Al
1,50 40,7 0,202 3,5 0,707 0,041 12,25
1,75 42,8 0,452 5,6 2,5312 0, 204 31,36
2 47,6 0,702 10,4 7,008 0,493 108,16
2,25 68,0 0,952 30,8 29,3216 0,906 948,64
2,50 71,8 1,202 34,6 41,5892 1,415 1197, 16
2,75 80,3 1,452 43,1 62,5812 2,108 1857,61
3 81,7 1,702 bk, 5 Ton 739 2,897 1980, 25
3,25 89,1 1,952 51,9 101, 3088 3,810 2693, 61
X = 1,208 Y = 37,2




Tableau 32 - Corrélation entre intensité du B.I. et teneur en PA

Calcul du coefficient de corrélation :

T=2F1x = Lze n =18 Y =3:5Y = 372
G2 - 2S(x-%)% - 1,1679% Gy2= 25(Y-7)%- 856,927
p = =3 (x-X) (¥Y-Y) = 31,35 2122
(covariance)
P 31,352122
r = o = B g = 0,99
(coef.de corrélation *2y 1,0871 x 29,273243
Détermination des droites de régression
o Droite de régression de Y en X
- - P 31,3521
- = b - b = = =
’}9 4 vix (X-x), v/x CT&Z e 26,84

NI 26,8 C + 2,36

e Droite de régression de X en Y

X - -3 - P _ 3,32
XX o=y (U-T)s vy G2 - oz - 905

= 0,036 - 0,063




go_Y= Teneur en P4 Fig. 50 - Corrélation entre tencur en Pb, (Y) et intensité du B.I. (X)
uglgmf Droites de régression. M = moyenne
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(monophénol). Calculs préliminaires.

Tableau 33 — Corrélation entre intensité du B.I. et teneur en P5

i T Y | (x-T) | (v-T) |6 () ( K-TR[ (1-T)
(mg/gem.f.)
0,02 6,8 = 1,278 - 75,9 97,0002 1,633 5760, 81
0,03 9,3 1,268 | -73,4 | o3,0m2| 1,608 5387,56
0,06 14,2 = 1,238 - 68,5 84,803 1,533 4692, 25
0,125 21,5 - 1,173 - 61,0 71,553 1,376 3721,00
0,25 26,2 - 1,048 - 56,5 59,2120 1,008 3192,25
0,38 39,0 - 0,018 — §%:7 40,1166 0,843 1909, 69
0,50 53,1 - 0,798 - 29,6 23,6208 0,637 876,16
0,75 65, 2 - 0,548 - 17,5 9,59 0,300 306, 25
1,0 74,0 - 0,298 - 8,7 2,5926 0,089 75,69
1,25 81,2 - 0,048 - 1.8 0,072 0,002 2,25
1,50 85,7 0,202 3,0 0,606 0,041 9,00
1,75 91,8 0,452 9,1 4,1132 0, 204 82,81
2,0 111,4 0,702 28,7 20,1474 0,493 823,69
2,25 132,3 0,952 49,6 47,2192 0,906 2460, 16
2,50 144,1 1,202 61,4 73,8028 1,445 3768,96
2,75 157,3 1,452 74,6 | 108,3192 2,108 5565, 16
3 178,9 1,702 96,2 | 163,7324 2,897 9254, bt
3,25 196,5 1,952 113,8 | 222,1376 3,810 12950, 44
X = 1,208 Y = 82,7




Tableau 34 — Corrélation entre intensité du B.I. et teneur en P5

Calcul du coefficient de corrélation :

§=%2X=1,298 n = 18 ?:%23{:82,7
1 — . -
0 - 2 (x-%X)% - 116790 g% - $Z(v-T)% - 337,975
b - Z\x—xn) (Y-F) _ ¢3,317177
(covariance)
B = ir - 62,317 177 - 0,99
(coeff. de corré- Gx Gy 1,0807 x 58,13756
lation),
Détermination des droites de régression
o Droite de régression de Y en X
b ¥ 62,317177
-Y = b, (CX), b, =—S= = = 53,3563
k= y/x § & T ov/x T g2 1, 1679442 ’
N - 53,36 )C o+ 13,44
e Droite de régression de X en Y
- = _3 o e _ 52,317177 _
X-% = b/, (A - T 3 by = 5 Tl = 0,018




(X

Fig. 51 ~ Corrélation entre teneur en P. (Y) et intensité du B.l.
Droites de régression. M = “moyennc

Y-=Teneur en P5
ug/g.m.f de XenY Z

100 - de YenX

0 0.5 i 15 5 25 X-BI
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de brunir au cours de la conservation, devraient &tre respectivement de :

- 70 3 83 pg/gem.f. pour la teneur globale
- 1,74 2,6 " | PA
~ 12,6 & 13,4 n " By

Pour atteindre ces valeurs il faudrait cependant laisser les fruits
avoir une maturation plus avancée sur pied, comme nous avons pu le constater
en étudiant les variations de teneurs en dérivés hydroxycinnamiques au cours

de la maturation (Chapitre III).

5 - Corrélation entre intensité du B.I. et D.O., & 280 nm

de 1l'extrait de la phase aqueuse (P.A.).

Nous avons mesuré au spectrophotometre les D.O. des extraits bruts
et purifiés correspondant aux 10l fruits précédents en faisant la lecture a
280 nm (l'extrait initial de concentration 2 g/ml étant dilué de 1/51 dans
1'éthanol & 80 %). Rappelons que presque la totalité des substances responsa-
bles de l'absorption vers 280 nm passent dans la phase aqueuse aprés puri-
fication de l'extrait brut (Chap. II) d'une part et que, d'autre part, la re-
reste toujours vérifiée dans chacun des cas d'extraits considérés (Chap.III).
Partant des valeurs expérimentales obtenues par la mesure des D'O'Ha(ZBO nm)

et D.O.AE(280 o) ® nous avons donc déduit les valeurs calculées de

D.0O. des 101 extraits précédents (Tableaux 35 et 36). D°O'E(280 nm)

PA(280 nm)
est négligeable comme nous l'avons vu antérieurement.,

La valeur du coefficient de corrélation trouvée -0,67 (Tableaux 31

et 32) permet de conclure qu'il y a une corrélation négative entre 1'intensité

du B.I, et la D.O., 2 280 nm de l'extrait de la phase aqueuse (P.A.) : au fort

BoI. correspond une D.O. 3 280 nm faible. Il y a donc diminution de cette

D.0O. avec le B.I. (Fig. 52).

Cette diminution est spécifique des extraits de fruits brunis.
En effet, dans le cas des extraits de fruits en cours de maturation sur pied,

la D.O. varie différemment : il y a une forte augmentation (+ 60% )

PA (280 nm)
quand on passe du stade vert au stade 3/4 mir (récolte normale). Quand le
fruit est en surmaturation sur pied, du stade 3/4 au stade 4/4 mlr, 1'augmen—

tation observée devient faible (+ 6 %).



Tableau 35 — Zorrélation entre intensité du Be.I. et D.0. a 280 nm de
‘oxtrait de la phase aqueuse (P A). Calculs préliminaires

O e

B.I. DO _ - - - —_— - .2
(x) PA a (x=-X)] (Y-¥ )10 (-0 (Xx=X)] (Y=7%)
280 nm (Y )
0,02 10,583 - 1,278 0,121 - 0,1546 1,633 0, 01464
0,03 0,531 - 1,268 0,069 - 0,0875 1,608 0, 00476
0,06 0,512 - 1,238 0,050 - 0,0619 1,533 0, 00250
0,125 0,516 = 1,73 0, 054 - 0,0633 1,376 0,00292
0,25 0, 508 - 1,048 0,046 - 0,0482 1,008 0,00212
0,38 0,410 - 0,918 | - 0,052 0, 0477 0,843 0, 00270
0,50 0,448 - 0,798 ~ 0,014 0,0112 0,637 0, 00020
0,75 0,439 - 0,548 - 0,023 0,0126 0, 300 0, 00053
1 0,462 - 0,298 0,000 0, 0000 0,089 0, 0000
1,25 0, 440 - 0,048 ~ 0,022 0,0011 0,002 0,00048
1,50 0,441 0,202 | - ¢,021 ~ 0,0042 0,041 0, 00044
1,75 0,437 0.452 | - 0,025 - 0,0113 0, 207, 0, 00063
2 0,426 ¢ 2 | - 0,036 -~ 0,0253 0,492 0,00130
2,25 0,461 0,972 ! ~ 0,001 o 1, DO 0,906 0, 00000
2,50 0,415 1,20z | - 0,047 - 0,0565 1,445 0,00221
2,75 0,430 1,452 - 0,032 ~ 0, 0465 2,108 0,00102
3,0 0,421 1,702 | - 0,041 - 0,0608 2,897 0, 00168
3,25 0,437 1,952 | - 0,025 - 0,0488 3,810 0, 00063
X 1,298 Y = 0,462




Tableau 36 — Corrélation entre intensité du B.I. et D.,O., & 280 nm

de 1l'extrait de la phase aqueuse (P A).

Calcul du coefficient de corrélation

- 1 - .
X = EZX = 1,208 n =18 Y==3> Y=0,462
G2 =32 -D%=16m G 2-3357-D? = 0,002153
p = S (X-X) (¥-T) = 0,03374
(covariance)
_ _Pp__ =_0,03374 _
* = gxGy ~ 1,0807 x O,046L 0,67
Détermination des droites de régression :
o Droite de régression de Y en X :
N - F = b ~X b - = = 0
J (] y/x (I X)’ Y/X G_xz ,029
N = -0,00)C+ 0,499
o« Droite de régression de X en Y :
- - P
- % =0 M =~D, b = — = - 15,67
x/y X[y G52

X= - 1567 + 8,54




Y:=D.0. a 280 nm

Fig. 52 — Corrélation entre intensité du B.I. (X) et densité optique a 280 nm de

de PA. 1'cxtrait de la phase agueuse (PA). M = moyenne

de X enY

0,2

0 0,5 1 1,5 2 25 x-BI
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Les composés, phénoliques ou non, qui absorbent vers 280 nm sont
nombreux (voir Chap. II). Il est vraisemblable que 1l'acide ascorbiquc qui
présente une bande d'absorption en lumiére ultra-violette vers 265 nm prenne
part d'une maniére significative dans cette absorption et que la diminution de
sa concentration dans les fruits, comme 1l'ont mis en évidence I.R.F.A. (1975) ;

TEISSON (1977) puisse &tre rapprochée de cette diminution de D.O. & 280 nm.
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V ~ RECHERCHE &'une CORRELATION entre 1'APPARITION du B.I. et
1'EVOLUTION des O-DIPHENOLS.

) Nous avons vu précédemment qu'il y a une concomitance entre le
développement et l'intensification du BeI. d'une part et 1l'accumulation de P
(o—diphénol) et de P5 (monophénol) d'autre part et que les deux phénoménes

sont corrélés positivement.

L'examen des résultats rassemblés dans le Tableau 37 permet de cons—.

tater que cette simultanéité est vérifiée 3 tout moment mais vraisemblablement

a une échelle de temps légérement décalée, par rapport & l¥apparition des

premiers symptSmes du B.T. En effet, dans les tout premiers symptOmes aucun

brunissement n'est visible alors que quelques bases d'yeux deviennent translu-
cides. Comparativement aux valeurs prises pour référence (valeurs de P) pour
BeI. = 0), on observe une faible augmentation de teneur en Py mais il n'y a

pas d'accumulation prépondérante pendant cette phase.

On peut remarquer que P5 évolue également dans le méme sens avec un
taux d'augmentation de 27 a 35 % et P, de (+ 20 %) a (+ 30 %) avant 1'appari-
tion du brunissement visible, Par ailleurs, entre le stade de B.I. nul et le
stade de quelques bases d'yeux translucides des fruits aprés conservation, il
n'y a pratiquemént aucune différence au point de vue valeur'de PA' Par contre,

P5 double de teneur quand le B.I. est nul par rapport au stade d'yeux



Tableau 37 — Variations des teneurs en P5 et Py liées a4 l'apparition

du B.I. Les résultats rapportés représentent des moyennes de valeurs
expérimentales (voir tableaux précédents). Pour le B.I. = O les valeurs
de P5 et P, proviennent de 3 dosages sur 3 fruits.

Nombre de bases
]
B-Io d yeuX PS PA
translucides ( - ) ( [gemaf )
avec ou sans B.IL A EelBal s ME/GeMole
C 0 11,7 2,1
0 12,3 - 13,4 15 = 24
0,02 5 a 10
(sans Bt visi- 6’8 2,2
ble)
supérieur a
0,03 10 (sans Bt 9,3 A
visible)
Bt visible
dans certains
vaisseaux des s
Oy 06 o 1[;., 2 3 ’9
translucides
BII.
0,125 et bases d'yeux 21,7 5,2
translucides
0, 250 B.I. 26, 2 8,6
* ¢ valeurs théoriques calculées a partir

des droites de régression.

B : brunissement
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translucides et sans brunissement visiblc. Cc qui scmble signifier que

1'augmentation de teneur en P, (et le B.I. plus tard) dépendrait, entre au-

tres facteurs, du niveau de teneur initiale en Pr dans les fruits. Les pre~-

miéres traces de B.I. semblent apparaitre spécifiquement dans les fruits en
cours de conservation dont les teneurs en P5 sont inférieures a la valeur de
référence 11,7 ug/gemef. (pour B.I. = O). La connaissance de la teneur en P5

serait donc, peut—€tre, un indice qui permettrait de reconnaitre les fruits

qui pourraient ou non brunir.

De l'ensemble de ces observations, deux idées essentielles peuvent
8tre dégagées :
1 - A 1'apparition des premiers signes du B.I. (bases d'yeux translucides
mais sans bruniseement visible) il est possible que la synthése de P, et

e
de P~ (en vue du B.I,) débute avant 1l'utilisation partielle de PL (brunisse-—

ment), mais les faibles augmentations de teneur en PJ et en Pz observées au

cours de cette phase, avant l'apparition du brunissement visible, montrent

que le décalage de temps, s'il existe, semble &tre relativement faible. Le

brunissement ne devient visible 4 l'observation qu'a partir d'une valeur
égale 4 1,9 fois la teneur "normale" en PA' On peut penser alors que le mé-
canisme du phénoméne du B.I. procéderait pendant la phase de bases d'yeux
translucide (sans brunissement visible) par une activation et des réactions
d'initiation des enzymes de synthése de type PAL (phénylalanine—ammonia-—
lyase) ( MAIER et HASEGAMA, 1970 ; AOKI et al., 197la, 1971b)

et P,O 3 activité hydroxylante (CHALLICE et LIAMS, 1970 ; MACHEIX, 1974).
Dans un second temps qui correspond a la phase de plus en plus active du B.I.,

1'activité synthétique (en P, et’en Pz) telle qu'elle est suggérée par les

résultats précédemment exposés, l'emporte sur l'activité oxydative utilisant

les substrats oxydables dont le plus important est P4 (o—diphénol).

Comme nous l'avons montré dans les études précédentes, 1l'intensité
du B.I. varie directement en fonction de la concentration en P4 (il en est
de méme pour PS)' Une bonne partie de PA "synthétisée" n'est cependant pas
utilisée (oxydée), la partie dosée. Ce qui suggére que la potentialité de
1'ananas en P4 susceptible d'é&tre oxydé est quantitativement limitée, autre-
ment dit, le B.I. dépend principalement de la concentration en enzymes d'oxy-

dation, vraisemblablement en péroxydases & activité oxydative (TEISSON, 1977).
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Les substrats n'étant plus limitants, les enzymes le deviendraient.

2 - Contrairement aux résultats obtenus par TEISSON (1977)
en ce qui concerne la teneur en o-diphénols totaux, et ceci a été observé

et démontré lors des études précédentes, il n'y a pas d'accumulation impor-

tante en o—diphénols (P;) avant 1l'apparition du B.I., ni pendant le déve-

loppement des premiers symptd®mes (tissus translucides & la base des yeux).

les faibles augmentations de teneurs en PA (et en P5) observées pendant
cette phase du B.I., dues vraisemblablement aux réactions d'initiation des
enzymes de synthése, ne permettent pas, d'aprés les techniques de dosage
mises en oeuvre, de trouver des teneurs en o-diphénols (Ph) extrémement
différentes de celles rencontrées classiquement dans nos résultats. Ces te-—
neurs (en PA) sont en moyenne de 2,2 g par gramme de matiere frafche pour
un BeIs = O et de 3,1 a2 3,9ug par gramme de matiere frafche lorsque le

début de brunisserent devient visible. Rappelons qu'il n'y a pas, non plus,

de diminution de teneur en o—diphénols (P,) au cours du brunissement, con-—

trairement a ce qu'indique cet auteur. Il faut souligner deux points par—
tiellement contradictoires et complémentaires dans le phénoméne du BeI. ¢

la synthése importante de P, (et de P.) d'une part, et d'autre part 1'uti-
& J

lisation (oxydation) d'une partie de P, qui produit le brunissement. La
o

premiére des deux activités est cependant, comme nous l'avons déja signalé,

prépondérante par rapport a la seconde,

En conclusion il semble donc qu'il existe une corrélation entre

1'évolution des o-diphénols (P;) et l'apparition du B.I.et que les activités

enzymatiques (activités synthétique et oxydative) deviennent vraisemblable—

ment le facteur déterminant du B.I.




= 1005 &

VI — INFLUENCE de QUELQUES FACTEURS PHYSIQUES ou PHYSTOLOGIQUES
sur 1'EVOLUTION des DERIVES HYDROXYCINNAMIQUES
au COURS de la CONSERVATION de 1'ANANAS
en RAPPORT avec 1'APPARITION du BRUNISSEMENT INTERNE

L'importance du choc thermique dans l'induction des désordres
physiologiques des organes végétaux, en particulier les fruits en cours de
conservation, a été rapportée dans de nombreux travaux. On sait que d'autres
facteurs de sensibilisation peuvent aussi s'ajouter & l'action de la tempé-
rature tels que la pratique culturale, la nutrition minérale, les conditions
climatiques, la maturation (WILKINSON, 1970), 1l'4ge physiologique de 1'or-—
gane (WEURMAN et SWAIN, 1955). Les m@mes facteurs ont été étudiés et semblent

intervenir dans le cas de 1'ananas (I.R.F.A., 1975).

PLANK (1938, 1941) et DAVIES (1937), cités par LYONS (1973) ont
tenté d'expliquer les désordres induits, par 1'équilibre entre deux facteurs
thermosensibles agissant en sens inverse : il y a augmentation de 1'induction
lorsque la température baisse et apparition des sympt®mes de plus en plus

intenses au fur et 34 mesure que la température s'éleve,

Le BeI. de l'ananas qui ne se manifeste généralement que pendant
la phase de commercialisation du fruit, semble &tre un cas typique de cette

double exigence,
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Dans le but de déterminer 1'influence de la température et du stade
de maturation sur 1l'évolution des dérivés hydroxycinnamiques, en rapport avec
1'apparition du B.I., nous avons réalisé sur différentes catégories de
fruits quelques expériences de simulation de conservation. Les conditions ex-

périmentales sont identiques & celles définies dans le Chapitre I.

Pour cela nous avons étudié plus particuliérement les variations de

teneurs en Pg, Ph et P3, liées au phénoméne du B.I. (en mg/gem.f.).

A - INFLUENCE de la TEMPERATURE de CONSERVATION sur 1'EVOLUTION des
DERTVES HYDROXYCINNAMIQUES (P, Py, P3 +..).

La réfrigération de l'ananas i 8°C est considérée généralement
comme la phase d'induction du phénoméne du B.I. alors que la mise & 20°C
comme la phase de développement du B.I. Dans les expériences réalisées nous
avons utilisé ces deux températures, successivement au cours des mémes manipu-—

lations et séparément dans des traitements différents.

1 - Conservation i deux paliers de température, a 8°C et 3 20°C.

Cette expérience est identique aux simulations classiques de trans-

port 4 8°C et de conservation a 20°C (phase de commercialisation).

Les résultats attendus demeurent semblables a ceux déja rencontrés

dans les études précédentes.

Il n'y a , ni brunissement interne ,. ni variations de teneurs en

dérivés hydroxycinnamiques significatives pendant la mise 4 8°C. Par contré,

pendant la conservation & 20°C, un brunissement interne se déclenche et se

développe progressivement dans le temps, accompagné d'une augmentation impor-—

tante de teneurs en Pz et en P, et d'une diminution significative de teneurs

en P, et autres composés (Tableau 38).

Remarque :
Les brunissements obtenus ne sont cependant pas de méme intensité
dans chacun des cas considérés et il en est de mé&me pour les teneurs en dérivés

hydroxycinnamiques correspondantes (variabilité liée au matériel, Chap. II).



Tableau 38 -

Influence de la température

hydroxycinnamiques (PS’ PA’

tion du B.I. Conservation a

20°C) des fruits 3/4 mirs a

sur 1'évolution des dérivés

Pq «es) en rapport avec 1'appari-

deux paliers de température (8° et

la récolte. Résultats exprimés en

La note attribuée correspond au fruit entier.

mg/gem.f. Zones étudiées : Zones 21
s sze Dérivés hydroxycinnamiques
(prélévements) B.I. P Py P3
b,2 1,5 5,5
J 0 L,O M= 5,1 1,0 M=1,2 7,0 = 61
mise a 8°C 6,1 1.2 5,9
5,7 1,6 5,3
I = J=10
cortie de 89C 0 6,6 M= 6,1 2,0 M=1,8 6,2 = 5,7
et mise & 20°C 6,0 1,9 5,7
e tr - + 22,8 6,8 4,3
I+
% 27,1 M= 30,1 7,9 M= 10,4 3,9 M = 3,9
a 20°C
: 3 4O, 4 16,5 3,5
1 76,2 31,0 2,7
I+ 15 1 8 a 3 _
13 2,3 M=75,11 42,7 M= 33,9 2,1 = 2,7
a 20°C
& % - 1 6677 28’2 3’4
M = moyenne
tr = traces de B.I. (bases d'yeux translucides)
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Au fort brunissement interne correspondent toujours des teneurs élevées en PS
et en PA’ et parallélement des tenecurs faibles en P3 et autres composés

(voir études de corrélation du méme Chap. IV).

2 ~— Conservation 3 température constante, a 8°C.

L'analyse des résultats présentés dans le Tableau 39 nous permet

de faire les observations suivantes :

Il apparait un brunissement interne faible, a 1'état de traces, a

partir du I + 8&me jour de conservation des fruits a 8°C et simultanément, par

rapport aux valeurs initiales au jour J, il y a augmentation de teneurs en P5

(+ 64 %) et en Py, (+ 66 %) et diminution de teneur en P3 (- 26 %) et autres

composés.

Cette expérience semble donc prouver qu'a "basse température",
telle qu'a 8°C, il y a évolution des dérivés hydroxycinnamiques (PS’ Py, P3 sua)
en rapport avec l'apparition d'un brunissement interne faible au point de vue
intensité., En effet, comparativement aux fruits conservés a deux paliers de
température (8°C et 20°C) précédents, on peut remarquer qu'il y a 2 fois moins
de P5 et PA a I+ 8et 3 fois moins & I + 15 quand les fruits sont maintenus

constamment a 8°C.

3 - Conservation a température constante, a 20°C.

Les résultats du Tableau 40 montre qu'un B.I. fort apparait assez

tot, des le jour I = J + 10, avec une augmentation importante de teneur en

Eqﬁ(+ 95 %) et en I (+ 94 %) et une diminution de teneur en P2 (= 52 %).

Par rapport aux fruits maintenus constamment a 8°C on trouve dans
les fruits conservés a 20°C :
12 fois plus de Py et 11 fois plus de Py, a I =17 + 10, et
6 fois " et 7 u n I+8

[0

La conservation a température constante, a 20°C, entraine donc chez
des fruits 3/4 mirs 3 la récolte des variations quantitatives des dérivés
hydroxycinnamiques (PS, Py, PB ess) trés nettes et trés significatives, lides
a l'apparition d'un brunissement interne qui évolue progressivement dans le

tempss,



Tableau 39 - Influence de la température sur 1'évolution des dérivés
hydroxycinnamiques (Ps, P, P3 ees) en rapport avec 1'appari-
tion du B.I. chez des fuits 3/4 miirs & la récolte et conservés
a température constante a 8°C. Résultats exprimés en phig/gem.f.

Zones étudiées : zones 21,

Dates Note Dérivés hydroxycinnamiques
PO de
(prelevements B.I. P5 PA P3
J’ 5)2 l,S 6,4
mise 3 8°C v L6 M= 4,9 1,2 M= 1,5]| 59 M= 6,1
4,8 1,8 6,0
6,1 1,3 5,2
b= 7+i0 0 55 M= 671 138 M= 1,6 57 M= 5,8
3 8°C 6,7 1,7 6,5
tr 14,3 3,3 4,3
L be tr | 13,0 M=13,7 | 4,7 M= 44| 58 M= 5,1
tr 13’7 5,1 571
tr - + 25,5 10,2 L,7
Ié gOClS i 26,1 M= 25,1 8,7 M= 9,6 3,8 M= 4,5
tr - ¢ 23,7 9,8 5,0
M = moyenne
tr = traces de B.I. (bases d'yeux translucides)

La note attribuée correspond au fruit entier,




Tableau 40 -

Influence de la température sur 1'évolution des dérivés

hydroxycinnamiques (P5, PA’ P3 «..) en rapport avec 1l'appari-

tion du B.I. Conservation a température constante a 20°C des

fruits 3/4 mlrs & la récolte. Résultats exprimés en ayg/gem.f.

Zones étudiées

zones 21

Dates Note Dérivés hydroxycinnamiques
s de
(prélévements) B.1. Ps P, P3
3
0 57 M= 4,7 1,5 M= 1,7 630 M= 578
i a 20°C
mise a L1 1,7 5,8
+ 68,1 16, 2 4,1
I= J+ 10 ;
N +-% | 7,5 M=70,7 19,5 M=16,9 | 3,6 M= 3,6
20°C + -3 72,4 15,1 3,2
z -1 85,2 39,4 2,8
I;’8 L1 86,1 M=286,7| 25,8 M=30,7 | 3,5 M= 2,8
20°C 1-1%1 88,7 26,9 2,0
I+ 15
3 = =
20°C
M = moyenne
Remarque : A I + 15, tous les fruits traités sont sénescents avec un B.I.

"supérieur" a l. A ce stade il est difficile de distinguer

1'importance de 1l'un ou de 1'autre phénoméne. C'est la raison

pour laquelle nous avons éliminé ces fruits de notre analyse.
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Remarque :

Les deux expériences de conservation i températures constantes, a
8°C et a 20°C ont été réalisées une seule fois et bien que le nombre de fruits
échantillonnés & chaque date de prélévement ait été de 3 4 4, les résultats

demanderaient a &tre confirmés.

L'ensemble des résultats obtenus par l'action de la température de

conservation nous permet cependant de dégager trois points essentiels :

— La conservation a température constante, a 8°C retarde 1l'expression

du B.T. (un B.I. & 1'état de traces) et de ce fait 1l'évolution des dérivés

hydroxycinnamiques se trouve ralentie. L'augmentation de teneurs en Py et en

P; , caractéristique spécifique d'un brunissement interne, entre autres varia-

tions, est généralement faible en fin de conservation. Il semble donc que 1l'ac-

tivité synthétique qui doit conduire & 1'accumulation de P5 et de P; dans
le cas de B.I. normal, d'une part, et d'autre part, l'activité oxydative qui
utilise partiellement P4 pour le produit de brunissement, seraient fortement

influencées par les basses températures.

— L'effet de la conservation des fruits a 20°C est de favoriser d'une

part 1l'augmentation importante de teneurs en P- et en P, et la diminution d'au-—

tres composés (P; ...) et, d'autre part le développement d'un B.I. qui devient

de plus en plus intense pendant toute la durée de la conservation.

— La notion d'induction du B.I. & 8°C est tout & fait relative puis-

que le B.I. apparait aussi bien & 8°C qu'a 20°C. La seule différence se situe
dans le délai d'expression et l'intensité du phénoméne. Autrement dit la mise
a la température de 8°C n'est pas une condition nécessaire pour que le phénoméne

du B.I. se produise normalement & la température de 20°C., Le maintien a la tem-

pérature de 20°C semble par contre sensibiliser plus l'ananas au B.I. que la

réfrigération constante & 8°C. Il est probable que la température de 20°C soit

déja suffisamment basse pour permettre 1l'induction et le développement du B.I.
si 1l'on tient compte du fait qu'au champ la température 4 l'intérieur du fruit
peut varier de 22 i 34°C et celle des zones sous—corticale peut atteindre 50°C
(I.R.FeA., 1975). AKAMINE et al. (1975) en faisant subir aux fruits (Ananas

Comusus L. Merr. cv. Smooth Cayenne) 'des traitements thermiques & 32,3 - 37,8°C,
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avant ou aprés la réfrigération a 7,2°C, obtiennent une réduction sensible de
1' "endogenous brown spot". Bien que cela n'a pas été explicité dans les con-
clusions de ces auteurs, on peut penser que le faible brunissement (et vrai-
semblablement les faibles variations des dérivés hydroxycinnamiques), qu'ils
ont obtenu dans les deux types de traitements thermiques, serait dG a 1'induc-

tion par le froid (réfrigération a 7,2°C).

Le choc thermique d aux basses températures ne serait peut—&tre
qu'un des aspects du mécanisme inducteur dans lequel pourraient intervenir
d'autres facteurs liés i certains phénoménes physiologiques (maturation, age
physiologique, survie-du fruit, ...), métaboliques (ralentissement de certai-
nes activités métaboliques, activités enzymatiques, fonctionnement des systémes

de régulation, potentialité en substrats phénoliques oxydables, ses)e

Il est a noter que certains fruits ne présentent aucun symptdme de
B.I. aprés la conservation. Sur le plan des composés phénoliques leurs teneurs
en dérivés hydroxycianamiques restent "normales" (voir Chap. III). Cette si-
tuation se rencontre surtout chez des fruits complétement mlrs avant la con-

servation (I.R.F.A., 1975 ; observations personnelles).

B - INFLUENCE de la MATURATION sur 1'EVOLUTION des DERIVES HYDROXY—
CINNAMIQUES (P5, P4, P3, ...) LIEE 3 1'APPARITION du B.I.

Les différentes zones de 1l'ananas atteignent au moment de la coupe
un stade de maturation bien déterminé. Le bas ou zone 4, qui mlrit en premier,
ne présente aucun symptdmes de B.I. chez les fruits dits "mlrs" (généralement
3/4 mlrs), quelles que soient 'les conditions thermiques de conservation.

Y a=t-il un rapport entre la maturation et la capacité du fruit a brunir ?

Pour essayer de répondre 3 cette question nous avons étudié 1'évolu-—
tion des dérivés hydroxycinnamiques (P5, P4’ P3 ees) liée & 1l'apparition du
B.I., chez des fruits L/L mirs et verts i la récolte en réalisant dans chacun
des cas des simulations de conservation a des conditions de température diffé-

rentese.

1 - Fruits 4/L mlrs 3 la récolte.

Les fruits qui nous sont parvenus (récolte 1976) étaient en réalité

au stade 7/8 mlirs : 2 3 3 rangées circulaires d'yeux sous—jacentes 4 la couronne
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tournaient encore du vert au jaune au début de 1l'expérimentation.

a — Conservation i deux paliers de température (8°C et 20°C).

D'aprés les résultats rapportés dans le Tableau 41 un

brunissement faible & 1'état de traces apparait dés le jour I + 8, & 20°C, et

ne devient visible qu'a partir de I + 15. Conjointement 1l'évolution quantita-

tive de Pz, P, et P, reste modeste sinon faible.

Par rapport a des fruits 3/4 mirs a la récolte, traités dans les
mémes conditions thermiques, les fruits 4/4 mirs & la récolte accusent 3 fois
moins de P5 et 4 fois moins de P4 avec un brunissement interne nettement plus

fa_ible °

b - Conservation a température constante, a 8°C,

Dans le cas des fruits maintenus constamment & 8°C, il

n'y a pas de variation significative en P et en Pj. Les autres dérivés hydro-

xycinnamiques (P3 «...) ne semblent subir aucune modification d'ordre quanti-

tatif. Parallélement aucun symptdme de B.I. n'apparait pendant toute la durée

de la conservation (Tableau 42).

c - Conservation & température constante, & 20°C (tableau 43).

Contrairement a l'expérience précédente, la conservation
a 20°C conduit a une augmentation trés significative de teneurs en Py

(+ 89 %) et en P (+ 91 %) et & une diminution de P3 (- 27 %) a2 I + 8 auquel

correspond un brunissement faible. Les résultats ainsi obtenus sont cependant

deux fois moins forts que ceux des fruits 3/4 mlrs i la récolte, traités et

analysés dans les mémes conditions.

D'aprés ces résultats il est donc clair que 1'augmentation de teneurs
en P5 et en P, et la diminution d'autres dérivés hydroxycinnamiques, liées a
1'apparition du B.I. qui est faible en général, soient moins importantes, con-

trairement au cas classique chez les fruits 3/4 mirs i la récolte,

Deux hypothéses peuvent &tre formulées pour expliquer le faible B.I.

observé :

— Il n'y a pas d'augmentation spectaculaire de teneurs en P_ et P,, suscepti-
s e 3

bles de conduire & un B.I. fort. Ce qui semble supposer l'existence de faibles

activités synthétique et oxydative de ces deux composés au cours de la conser-—

vation des fruits 4/4 mirs & la récolte.
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Influence de la maturation sur 1'évolution des dérivés

hydroxycinnamiques (PS’ PA’ P3 ees) lide a 1l'apparition du

B.I. Conservation 3 deux paliers de température : 8°C et 20°C

de fruits 4/4 mlrs i la récolte. Résultats exprimés en

Mmg/gem.fa  Zones étudiées : zones 21
Dates Note Dérivés hydroxycinnamiques
(prélévements) Bdi P P p
-I. 5 b 3
- 2,5 Ts2
4 0 57 M= 6,0 2,1 M= 22| 6,5 M= 7,2
1 p o
mise a 8°C 6,3 1,9 8,0
I = 53D 4yt 1,7 6,3
sortie ds Bo 0 6,1 M= 5,5 2,2 M= 1,8 7,9 M= 7,1
mise a 20°C. 5,5 1,5 -
0 6,9 1,8 5,7
LB £t 11,5 M= 9,4 | 2,7 M= 2,6 M =
a 20°C ot ,5 = 93 17 = 9 7,3 - 7,2
fotr. 9,8 3,2 8,6
tr 18,4 5,1 4,9
I+1
S o tr -+ | 25,2 M=22,7 | 68 M= 69| 55 M= 5,5
tr -+ | 24,6 8,8 6,1
M = moyenne
fotre= faibles traces de B.I.
tr. = traces de B.I. (bases d'yeux translucides)

La note attribuée correspond au fruit entier.
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Zones étudiées

H zones

21,

Influence de la maturation sur 1l'évolution des dérivés
hydroxycinnamiques (PS’ PA, P3 ees) liée 3 1l'apparition

du B.I. Conservation & température constante, a 8°C, des

fruits 4/4 mirs 3 la récolte. Résultats exprimés en ug/g.m.f.

Dates Note Dérivés hydroxycinnamiques
(préléevements) b
B.T, P5 P4 P3
B2 1,6 6,8
J
e o BN 0 58 M= 6,2 2,4, M= 20| 6,2 M= 6,9
6,5 2,0 7,9
5,4 1,3 By
T o= %10 0 6,0 M= 5,5| 1,8 M= 1,8 | 7,5 M= 6,5
a 8ec 5,2 2,2 6,6
» 7,0 2,5 8,1
I + 8
0 6,3 M= 6,6 | 1,4, M= 1,9 | 6,2 M= 7,1
P (4]
2 8 C 6’5 1,8 7!0
8,6 1;7 6,8
I = 15
0 10,9 M= 9,7 2,0 M= 2,1 6,1 M 6,9
a 8°c %
8,0 2,6 7,8

M

= moyenne




Tableau 43 - Influence de la maturation sur 1l'évolution des dérivés
hydroxycinnamiques (PS’ Py, P3 ee.) liée a 1l'apparition
du B.I. Conservation a température constante, a 20°C des
fruits 4/4 mlrs a la récolte. Résultats exprimés en

Jg/gem.f. Zones étudiées : zones 21

Dates Note Dérivés hydroxycinnamiques
(prélévements) i
F B« L. P Py, P3
455 176 679
J
0 5’9 M = 4,9 2,3 M = 1,9 535 M = 6,4
mise a 20°C L, 2 1,9 6,7
_ ’ ’ ’
e b 13,8 5,8 6,1
I = J+ 10 f. tr. 12,7 M= 13,5 6,2 M= 5,5 59 M= 6,1
a 20°C tr. 14,1 4,4 6,4—
% - % [1-673 20,3 592
I + 8
+ 43,8 M= 45,1 | 22,8 M = 20,7 L,3 M= 4,7
a 20°C
. -4 |452 19,2 4,6
I + 15
4 20°C - - N
M = moyenne
fetre = faibles traces de B.I.
tr. = traces de B.I. (bases d'yeux translucides)

La note attribuée correspond au fruit entier.

Remarque : A I + 15, les fruits sont plus sénescents que brunis.
(Bo+I. inférieur a 1)
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— Du point de vue physiologique, il est vraisemblable que les fruits 4//4 mirs

a la récolte, ait atteint un dge physiologique beaucoup plus avancé ou une

constitution tissulaire beaucoup plus ferme qui leur permettraient peut-&tre de

mieux résister a l'action des facteurs inducteurs du B.I. Il est a rapysrocher
de cette hypothése le fait que les zones saines d'un fruit affecté par le B.I.
qui sont généralement les zones plus miires, possédent une résistance électri-
que deux fois plus forte que les zones brunies (DEULLIN, 1975, cité par
I.R.F.A., 1975). Sur le plan des composés phénoliques nous avons vu au Chap.IIT
que les teneurs en dérivés hydroxycinnamiques vont en croissant des fruits

frais verts, 3/4 mfirs, vers les fruits frais 4/4 mlrs. Cette augmentation n'est

cependant pas du méme ordre de grandeur que celle observée lors du brunissement

interne. Mais ce qui est remarquable est que plus on va vers les fruits plus

mlrs, moins il semble se produire du B.I. Cette hypothése parait vraisemblable

quand on observe que la maturation de l'ananas s'effectuant par le bas du
fruit et gagnant progressivement le sommet, les zones 4 (zones plus mlres) des
fruits 3/4 ou 4/L mirs i la récolte ne brunissent jamais aprés conservation,
avec des teneurs en dérivés hydroxycinnamiques légérement plus élevées que

celles des zones /4 des fruits fraise.

Les ananas plus mrs sont donc potentiellement plus riches en dérivés

hydroxycinnamiques mais par contre ils semblent &tre moins sensibles au phéno-

méne du B.I. Rappelons que cette richesse en dérivés hydroxycinnamiques traduit
un état physiologique tout a fait normal et ne correspond nullememnt & une
accumulation préparative ou précoce des substrats susceptibles d'é&tre utilisés

ultérieurement au cours d'un brunissement interne.

2 = PFruits verts a la récolte.

De nombreux auteurs dont I.R.F.A. (1975), TEISSON (1977) ont signalé

la sensibilité des ananas verts au phénoméne du B.I.

Sur le plan des composés phénoliques tel que nous l'avons vu au
Chapitre III, les fruits verts sont cependant relativement "pauvres" en dérivés

hydroxycinnamiques, vis—a—vis des fruits milrs.

Nous avons essayé de mettre en évidence 1l'évolution des dérivés
hydroxycinnamiques (Ps, Py, P3 «s.) liée & l'apparition du B.I. sur des fruits
verts, cueillis 15 jours avant le stade de récolte normale, en déterminant

éventuellement 1'importance du B.I. déclaré par rapport & des cas classiques.
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Conservation 3 deux paliers de température (8°C et 20°C.

Deux zones du méme fruit traité ont été analysées : la zone 21

et la zone 41.
Les résultats consignés dans le Tableau 44, montrent que :

- Ily aun B.I. faible vers la fin de la mise & 8°C, devenant séveres a 20°C,

non seulement dans la zone 21 mais également dans la zone 4l. Le B.I. observé

se développe sur toute la hauteur du fruit (B.I. en colonne).

-

—~ L'évolution des dérivés hydroxycinnamiques est trés nette, a 20°C. Elle se

traduit, dans la zone 21 et au jour I + 8, par une augmentation trés signifi-

cative de teneurs en P= (+ 97 %) et en P (+ 99 %). Par contre, P3 ne varie

pas beaucoup en concentration. Une variation treés légérement inférieure s'ob-
serve dans la zone 41, avec (+ 95 %) et (+ 98 %) d'augmentation respectivement

pour P5 et Py.

Comparés aux fruits étudiés précédemment, conservés dans les mémes
conditions expérimentales, les fruits verts a la récolte présentent au jour

I+ 8,3 20°C :

— 3 fois plus de Pz et 4 fois plus de P, par rapport aux fruits 3/4 mirs

a la récolte, traités.

- 10 fois plus de Pz et 17 fois plus de P, que les fruits 4/4 mrs 3 la récolte,

traités.

Il y a lieu de remarquer que le nombre d'échantillons utilisés est
statistiquement faible et que les résultats exposés, obtenus a la suite d'une
seule expérience, mériteraient d'@tre confirmés, ce qui n'enléve cependant en

rien les caractéristiques originales des phénoménes observés.

Il semble donc que 1l'accumulation de Pz et de P, qui accompagne le

brunissement interne, est particuliérement plus importante chez les fruits verts

traités que chez d'autres dans les mémes conditions et s'exprime d'autant plus

fortement que le B.I. devient sévére. Ce qui semblerait suggérer d'une part une

potentialité trés grande de synthése de Ps et Py, liée peut—&tre au stade plus

jeune des fruits et, d'autre part une activité oxydative plus intense.



Tableau 44 - Influence de la maturation sur 1l'évolution des dérivés
hydroxycinnamiques (P, Py, P3 ees) liée 3 1l'apparition
du B.I. Conservation a deux paliers de température :
8°C et 20°C, de fruits verts & la récolte. Résultats expri-
més en uug/g.m.f. Zones étudiées : zones 21 et 4l des
mémes fruits,

ZONES 21 :

Dates Note Dérivés hydroxycinnamiques
(prélévements) Bd§ p p P
L] L] 5 l‘_ 3
3 2,9 0,4 2,1
(mise 3 Bog] 0 3,4, M= 2,8 0,6 M= 0,4 4,5 M= 3,5
. 2,2 0,3 3,8
tr 755 2.8 Ly7
J+10=1I ? ’ ’
sortie de 8°C 8 M= 7,9 M= 3,7 2,5 M= 3,6
mise & 20°C. " o 4,6
I+8a o= 1 % 85’3 39’7 2,8
M=091,1 M= 45,2 M= 2,4
200C ) ? ’
A 2-2%]97,0 50,7 2,0
ZONES 41
Dates Note Dérivés hydroxycinnamiques
(prélévements) Bdi P p
ole 5 l|- P3
. 4,3 0,7 3,6
(mise 3 8°C 0 51 M= 4,4 1,2 M= 0,8 L,9 M= /4,6
3,8 0,5 5,3
tr 9,3 3:2 4,0
J 4 10=1T ? ? 4
sortie de 8°C M= 10,2 M= 3,9 M= 3,8
mise a 20°C g 11,0 4,7 3,5
. 1-1% |92,8 30,6 2,5
I + 83 2 I ’ ’
e ) M = 96,6 M = 39,9 M= 2,9
2-2 2 100,4 4-9’2 3,4
M = moyenne
tr = traces de B.I. (bases d'yeux translucides)
B:sI. = brunissement interne ; la note attribuée corres—

pond au fruit entier,
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Conclusion :

L'ensemble des résultats obtenus nous permet de dégager quelques

points intéressants :

— Les basses températures ont pour effet de ralentir 1l'évolution des dérivés

hydroxycinnamiques liée a 1l'apparition du B.I. et de retarder ainsi 1l'expres—

sion du B.I. En effet 1l'accumulation de Py et de P, et le phénomene du B.I.
peuvent avoir lieu aussi bien & 8°C qu'a 20°C. Les seules différences qui

existent résident dans le délai d'apparition et 1'intensité du B.I. A 20°C,

ces deux caractéristiques sont plus rapidement et plus fortement exprimées
qu'a 8°¢,

— Cette évolution est trés variable suivant le degré de maturité des fruits.

Il y a une faible accumulation de P5 et Pﬁ’ liée a un faible brunissement
interne chez les fruits plus mlrs. Par contre, 1'augmentation de teneurs en
ces deux composés devient quantitativement plus importante avec un B.I. sévére
chez les fruits verts a la récolte traités dans les mémes conditions. Une

grande potentialité de synthése de P- et P, et d'oxydation d'une partie de Py

semble &tre liée au stade plus jeune et diminue du fruit vert au fruit 4/4 mlr.

— Le mécanisme inducteur du B.I. comprend vraisemblablement un certain nombre
de facteurs de natures trés diverses dont le froid (variations de température

vers les températures basses ?), la maturation du fruit, la potentialité en

dérivés hydroxycinnamiques oxydables. D'autres facteurs tels que les activi-

tés enzymatiques, phénoloxydasiques et péroxydasiques, les systémes de régu-
lation, la présence de certains co-facteurs et inhibiteurs de brunissement
(1'acide ascorbique et autres), qui ont été sommairement présentés ou qui
n'ont pas été abordés dans le cadre de ce travail, peuvent peut-&tre aussi

intervenir.
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CONCLUSIONS - DISCUSSION

Les résultats expérimentaux que nous venons d'exposer ont permis
de préciser le rdle et le comportement des dérivés hydroxycinnamiques vis-a-—

vis du phénoméne de brunissement interne de 1'ananas.

I1 nous apparait donc indispensable de rappeler les points impor-
tants qui peuvent &tre dégagés de cette étude. Ils se rapportent aux techni-
ques d'échantillonnage, a4 l'identification et a 1'évolution des dérivés
hydroxycinnamiques au cours de la maturation et de la conservation, a leur

relation avec le B.I. et quelques facteurs physiques ou physiologiques.

1 - Les techniques d'échantillonnage par tranches et couronnes concentriques

utilisées permettent de respecter trés approximativement 1l'anatomie du fruit

et tiennent compte des gradients de maturité qui existent, en groupant ensemble

les zones de méme stade physiologique. Si 1l'échantillonnage par broyage global

de toute la pulpe du fruit constitue par contre une technique pratique, sur

le plan d'analyse fine elle manque de rigueur et ne rend pas compte des varia-—
tions qui peuvent aveir lieu dans les différentes parties du fruit : une di-
lution de teneurs en dérivés hydroxycinnamiques par les zones moins riches sur
les zones plus riches, se produit au niveau de chaque échantillon. L'échan-~
tillonnage par fruits individuels ou yeux, isolés séparément de l'axe cylin-
drique central ou ils sont insérés, serait sans doute souhaitable mais sa réa-—
lisation semble &tre difficile du fait de la texture ferme et fibreuse des

tissus.
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2 - L'étude qualitative par chromatographie sur papier a permis de réaliser

d'excellentes séparations des 32 a 33 composés phénoliques présents dans

1'ananas Comosus, variété Cayenne Lisse, dont 28 & 20 dérivés hydroxycinnamiques.

Quinze composés ont pu &tre identifiés selon les techniques de révélation clas-

siques et d'analyse chimique, parmi lesquelles :

- un ester cinnamique avec le glucose, Pg3
- dix dérivés p-coumariques (P5, P3, P33, P3,s P35, P3g, P3y,  Pag,
P39, P62): dont :

o un ester avec le glucose g P37

. deux esters "simples" avec l'acide quinique : P38 et P39

. Cing esters quiniques isoméres : P3, P33, P34, P35 et P36

o un dip—coumaryl.l-4 quinique complexe 3 Py

o un acide phénol libre, l'acide p—coumarique - Peo

- un ester quinique de l'acide caféique, complexe (di caféyl.l-4 quinique ?)

le seul o-diphénol quantitativement appréciable : Py

— deux esters féruliques avec le glucose, complexes g Pg et P32

- un ester sinapique avec le glucose, complexe : Pog

L'abondance particuliérement remarquable de certains d'entre eux,
principalement : Pg, Ps, Py, P, P37, P38, P3p et Ppg a pu &tre exploitée
en mettant en oeuvre un dosage spectrophotométrique simple associée i une sé-—
paration chromatographique bidimensionnelle préalable dans les systémes de
solvants B.A.E. (4-1-5)/M.F.E. (3-1-2) directement a partir des extraits pu-

rifiés a 1'acétate d'éthyle.

Trois faits essentiels peuvent caractériser l'importance des dérivés

hydroxycinnamiques chez l'ananas :

— la présence d'acide phénol libre (Pg>, acide p—coumarique) et

d'ester cinnamique (P63’ cinnamyl-glucose) en quantité non dosable dans le

fruit mais suffisante pour &tre mise en évidence selon les techniques utilisées.,
Leur participation a la biosynthése d'autres molécules phénoliques tels que

les dérivés de chaque terme de la série cinnamique, est vraisemblable. L'acide
p—coumarique a 1'état libre (P62) se trouve en quantité relativement importante

dans le pédoncule de l'ananas. Son transfert et sa migration vers le fruit par
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la séve semblent bien &tre possibles. Par ailleurs, un grand nombrc dc méta—
bolites intermédiaires actifs tels que les dérivés cinnamiques(Pg3) ct p-
coumariques (P62’ P37, P38, P30, P3 «e.) peut conduire a la formation des
dérivés plus complexes : di.p-coumarique (PS)’ caféique (Ph)’ férulique (Pg,

'P32), sinapique (P26) estérifiés par l'acide quinique ou le glucose.

— tous les termes de la série cinnamique sont représentés, dont

les plus abondants et les plus diversifiés sont les dérivés p—coumariques.

Les teneurs apparaissent trés variables d'un terme & 1l'autre : trés élevées
pour l'ensemble des dérivés p—coumariques, moyennes pour les dérivés féru-—
liques et sinapiques, faible pour le seul dérivé caféique. Par ailleurs,

les concentrations en dérivé cinnamique et en acide p-coumarique libre restent

faibles dans le fruit.

— la diversité de combinaisons des acides phénols avec le glucose

et l'acide quinique dans lesquelles sont présentes des liaisons esters.

Suivant le terme de l'acide phénol, les deux types d'esters sont exprimés
simultanément avec une proportion plus ou moins grande pour l'un ou pour
1'autre (c'est le cas des esters p.coumaryl—quiniques qui sont particu~
liérement nombreux et abondants par rapport a l'ester p.coumaryl-
glucose), ou un seul type se définit, c'est le cas des dérivés cinnamyl-glucose,

caféyl-quinique, férulyl-glucose et sinapyl-glucose. .

En milieu alcalin un déplacement bathochromique des maxima d'absorp-
tion s’observe pour tous les dérivés hydroxycinnamiques étudiés, ce qui indi-
que que le radical hydroxyle OH, qui confére a leur noyau benzénique ses

caractéristiques phénoliques, est libre.

Une orientation préférentielle de la biosynthése de certains types
d'esters existe chez l'ananas en rapport Vraisemblablemeﬁt avec des phéno-

ménes physiologiques ou métaboliques telles que la croissance, la maturation.

3 - Au cours de la maturation du fruit sur pied les dérivés hydroxycinnami-

ques évoluent en augmentant de concentration du stade de fruits verts vers

le stade de fruits mlirs. Cette augmentation concerne la plupart des composés

identifiés dont :
Pg, di p.coumaryl.l-4 quinique
Pﬁ’ caféyl—quinique (di.caféyl-1,4-quinique)
P3 et P38, pe.coumaryl—-quinique
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P37, p.coumaryl-glucose

P35, férulyl-glucose
P>g, sinapyl-glucose

Les variations observées sont uniquement d'ordre quantitatif.

En effet les m&mes dérivés hydroxycinnamiques se retrouvent aussi bien chez

les fruits verts, 3/4 mirs, que chez les fruits 4/4 mirs (en surmaturation

sur pied).

Un seul dérivé hydroxycinnamique, Pg (férulyl-glucose), semble varier inver-—

sement, en diminuant de concentration, au cours de la maturation.

L4 - La répartition des dérivés hydroxycinnamiques dans 1'ananas 3/4 mfr,

n'est pas homogéne.Il existe des gradients nets dans les fruits : les zones

plus mlires ont des teneurs plus élevées que les zones moins miires et ceci de

facon croissante du sommet vers la base et de 1l'axe cylindrique central vers

la pulpe périphérique. Un cas particulier est cependant observé pour le

composé P3 (pscoumaryl—quinique) qui, trés abondant dans 1'axe cylindrigque

central, diminue de teneur dans la pulpe périphérique.

les mémes gradients ont été observés avec des proportions faibles

et élevées respectivement dans les fruits verts et 4/4 mirs.

Deux hypothéses peuvent &tre avancées pour expliquer 1l'importance
des teneurs en dérivés hydroxycinnamiques dans les zones plus mfires par

rapport aux zones moins mfires :

— Tant que le fruit reste sur pied, méme jusqu'a un stade de surmaturation,
les variations quantitatives se poursuivent normalement. Ce qui suggére deux
voies possibles : une intense activité synthétique des dérivés hydroxycinna-—
miques in situ & partir des éléments simples (P37, P38’ Pgp, Pgl eee) eXis—
tants d'une part et, d'autre part un transfert et une migration des métabo-
lites intermédiaires provenant d'autres organes de la plante (feuille, tige)
tels que, l'acide p.coumarique libre (P62) et ses dérivés (P, P37, P38 «es).

La premiére voie peut &tre toutefois la conséquence de la seconde.

— I1 est probable que les stades physiologiques étudiés chez 1'ananas corres—
pondent a des états équivalents a ceux observés dans beaucoup de fruits,
tels que la pomme, en phase de croissance ou les dérivés hydroxycinnamiques,

en particulier 1l'acide chlorogénique (MACHEIX, 1974), augmentent d'abord de
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concentration pour diminuer ensuite. Au stade de maturation avancée de

1'ananas sur pied, cette phase n'est peut—-&tre pas encore atteinte, mé€me
dans le cas des fruits 4/4 mOrs (en surmaturation sur pied). Les dérivés
hydroxycinnamiques continuent—ils & augmenter de teneurs dans le cas des
fruits laissés en surmaturation tardive sur pied ? Ou s'agit-il la d'une
évoulution vers une forme de stockage d'esters d'acides phénoliques avec

les sucres et l'acide quinique dans le fruit ?

Dans les conditions d'observation des fruits étudiés, 1l'augmenta-—

tion des teneurs en dérivés hydroxycinnamiques résulte d'un phénoméne natu-

rel au niveau du métabolisme des composés phénoliques et est liée étroite-

ment au processus de la maturation de 1l'ananas.

L, - Sur le plan des composés phénoliques les différences existant entre
fruit sain ou non bruni et fruit bruni sont d'ordre qualitatif et quanti-

tatif
— Trois composés nouveaux apparaissent avec le B.I. :

o un o.diphénol, vraisemblablement un produit d'oxydation de

24 (caféyl—quinique, un dicaféyl-1,L-quinique ?) : P13

o un produit d'oxydation, a fonction monophénolique : P31q

o un produit de brunissement constitué de dérivé caféique (Pﬁ)

qui chélate des ions ferriques et d'autres dérivés hydroxycin—

na,mlg ues.

— Le B.I. se caractérise par une accumulation extr&mement importante

de P, (caféyl—quinique, un dicaféyl-l,.i—quinique ?) et de Pz (di p.coumaryl-

1,, quinique) dont les proportions varient respectivement de 1 4 30 fois et

de 1 3 65 fois par rapport aux teneurs normales, suivant 1'intensité du B.T.,

alors que tous les autres composés (P3, P37, P38, P39, P32, P33, P34, P35,

P35, Pogy Pg ees) diminuent sensiblement de concentration parallélement et

simultanément. Comme dans le cas des fruits frais ou des fruits non brunis

apreés conservation, les teneurs en P- restent toujours i des valeurs nette-

ment plus élevées que celles de P/ dans les fruits brunis. La proportion

inverse en faveur de PA est rarement observée,

— L'importance du maximum d'absorption des extraits d'ananas brunis

vers 315 nm est due a l'abondance de P, et de Pz qui absorbent respectivement

3 328 nm et 4 312 nm en milieu éthanolique 3 20 % d'eau. Par contre, le pic
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d'absorption vers 280 nm, qui caractérise le spectre en U.V. des extraits
de fruits frais ou fruits non brunis aprés conservation baisse légércment
de niveau dans le cas des extraits de fruits brunis. La connaissance du

rapport r = g:g: g 3ég EE , pourrait donc permettre de suivre 1'évolu-

tion du B.I.

L'accumulation de PS et de Pﬁ’ et la diminution de teneurs d'au-
tres dérivés hydroxycinnamiques (B, P37, P38 «ee) dans les fruits brunis,
ne peuvent se justifier que par une activité de synthése et une activité de

dégradation intenses in situ. Deux possibilités peuvent &tre envisagées :

— Par l'action du froid, rapporté par divers auteurs comme étant le facteur
inducteur du B .I., selon la théorie de LYONS (1973) une rupture des struc-
tures membranaires se produit ayant pour conséquence la mise en contact des
substrats et des enzymes. Une voie de synthése et de dégradation concomitan-—
te, peut-&tre avec une différence de vitesse, s'établirait aussitdt a partir
des éléments présents, en l'occurence les dérivés hydroxycinnamiques (P62’
P37, Pag, Ps3 «es) et autres, conduisant préférentiellement a la synthése
accrue et & l'accumulation de Pg et de Py d'une part et a la disparition

rogressive des autres composés utilisés, d'autre part.
2

— En admettant 1'hypothése d'un transfert et d'une migration de métabolites
tel que l'acide p.coumarique libre (P62) provenant d'autres organes (feuilles,
tige), le fruit coupé (de sa tige) se trouverait dépourvu de sources d'acides
p.coumarique et utiliserait alors la réserve du pool phénolique in situ pour

la synthése de PS et de Pj.

5 - Les dérivés hydroxycinnamiques sont impliqués dans le phénoméne du B.I.

de l'ananas, a deux titres :

- En tant que produits de synthése (Pz et P;) dont l'accumulation

est en rapport avec l'apparition du B.I. Il y a une trés bonne corrélation

positive entre 1l'augmentation de teneur globale en dérivés hydroxycinnamiques,

de teneurs en P- et en P; et 1l'intensité du B.I. L'accumulation de ces deux

composés ne précéde pas, au moins avec la précision de la fréquence des points

apportés, l'apparition des premiers symt®mes du B.I. mais l'accompagne. A

1'état de traces de B.I., les teneurs en Pz et en P; sont a peine supérieures

aux teneurs "normales" observées dans les fruits frais ou fruits non brunis
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apres conservation. Par contre, par rapport aux mémes fruits les teneurs

en P5 et en P4 deviennent extr@&mement élevées lorsque le B.I. s'intensifie.

- Ce qui tend a montrer que 1'évolution des o—diphénols (P;) et du monophé—

nol (Pz) est liée 3 1'apparition du B.I.

I1 est treés intéressant de voir l'activité d'une enzyme comme la
P.A.L. (phénylalanine—ammonialyase) dont 1'augmentation d'activité précoce
est vraisemblable et dont la mesure de 1l'activité pourrait donner un test

précoce de préparation du B.I.

Par ailleurs, il existe une corrélation négative entre la densité

optique des extraits mesurée 3 280 nm et l'intensité du B.I. Les substances

responsables de 1'absorption en U.V., vers 280 nm, sont nombreuses, phéno—
liques ou non. Il est vraisemblable que l'acide ascorbique qui absorbe,
dans les mémes conditions vers 265 nm, prend part d'une maniére significa—

tive a cette absorption.

— En tant que substrats de brunissement. En effet, 1'étude enzyma-—

tique, qui a été trés sommairement abordée dans ce travail a permis de mettre

en évidence une activité oxydative, faible chez les fruits non brunis et grande

chez les fruits brunis, semblable & la fois a celles de la phénoloxydase de

la péche, de la tyrosinase et de la péroxydase commerciales, utilisant la

plupart des dérivés hydroxycinnamiques dont P; et Ps.

Par ailleurs, l'addition d'inhibiteurs de brunissement, tel que
l'acide ascorbique, aux extraits aqueux de fruits brunis, a pour effet de
faire régresser 1l'intensité du brunissement en réduisant les formes quinoni-—
ques polymérisables des composés oxydése. Parmi les composés présents apreés
adjonction d'acide ascorbique, seul P, augmente de concentration. Ce point

particulier montre que P, est le substrat principal du B.I.

Par contre, Pg diminue de concentration dans les mémes conditions.
I1 s'agit vraisemblablement d'une réaction chimique d'oxydo-réduction entre

d'un coté, Py oxydé qui se réduit et de 1l'autre, Pg5 qui s'oxyde.

I1 semble donc que le r8le des substances réductrices, telles que
1'acide ascorbique, présent dans l'ananas, pourrait &tre déterminant dans

le déclenchement du B.TI.

Deux faits essentiels caractérisent donc le phénoméne du B.I. de

1'ananas : l'activité stimulée des enzymes de synthése conduisant a l'aug-—

mentation de teneurs en Pz et en P; et l'utilisation d'une partie de P4
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produisant le brunissement, deux activités simultanées, mais vraisemblablement

avec une différence de vitesse, évolutives dans le temps.

La disparition totale de P; (o.diphénol) ne peuf &tre envisagée

du fait de son importante accumulation en rapport direct avec l'intensité du

B.I. (corrélation positive) d'une part et, d'autre part méme dans le cas de

B.I. sévére, il reste du P, non oxydé, la partie dosable, dont la teneur se

situe toujours & un niveau nettement plus élevé que ceux des stades de B.I.

intermédiaires. Le facteur limitant sur le plan de brunissement n'est donc

pas la teneur en substrats oxydables, puisque ceux—ci se forment et ne s'o-

xydent que partiellement avec le B.I. et que par ailleurs, il n'y a pas
d'accumulation importante de P4 (ni de P5) avant l'apparition des premiers

symptdmes du B.I., mais plutdt les activités enzymatiques responsables de la

synthése de Py, et de P5 et de 1l'utilisation partielle de Py, d'ou l'intérét

qu'il y aurait a étudier quelques systémes enzymatiques, par exemple la PAL,

6 - La conservation entrafne chez les fruits deux types d'évolution des

dérivés hydroxycinnamiques :

- Le premier quand il n'apparait aucun symptSme de B.I. (fruits

non brunis aprés conservation) correspond i une faible augmentation de
teneurs de la plupart des dérivés hydroxycinnamiques, dans le méme ordre
de grandeur que celui observé chez des fruits en cours de maturation sur

pled °

— Le second est 1ié 3 l'apparition du B.I. dans laquelle classi-

quement il y a augmentation progressive de teneurs en PS et en Py et accumu-
lation importante de ces deux composés avec le B.I. alors que les autres

dérivés hydroxycinnamiques diminuent de teneurs parallélement.

7 = L'étude de quelques facteurs physiques ou physiologiques a permis de
mettre en évidence une évolution des dérivés hydroxycinnamiques liée a l'ap-
parition du B.I., significativement influencée par la température de conser-

vation et le stade de maturation du fruit.

A basses températures (4 8°C) il y a une lente expression du B.I.

et une augmentation de teneurs en P- et en Py, faible, Par contre, a tempé-

ratures élevées (4 20°C) les phénoménes observés sont vite exprimés et trés

accentués. Il est donc clair qu'un des effets des basses températures sur le

fruit est de ralentir 1'évolution des dérivés hydroxycinnamiques et de ce

fait, l'expression du B.I,
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L'induction du B.I. & températures élevées (i 20°C) parait trés
possible. Ces températures sont—elles déji suffisamment "basses" par rapport
aux températures normales du fruit au champ, pour qu'il y ait peut-8tre in-
duction du phénoméne de B.I. dés les premiéres variations de température

subies par le fruit aprés la coupe ?

I1 est classiquement observé chez les fruits verts et mirs, en

conservation, une différence de sensibilité au B.TI.

L'évolution des dérivés hydroxycinnamiques étudiée dans ces fruits

tend a montrer que, sur le plan métabolique, 1l'augmentation de teneurs en

P- et en P, et la diminution de teneurs en d'autres composés (P3, 337, P38...)

en rapport avec l'apparition du B.I. devient de moins en moins importante dans

le sens du fruit vert, 3/4 mlr, vers le fruit 4/L mlr & la récolte.

Les résultats qui viennent d'é&tre rapportés soulévent de nombreux
problémes intéressants relatifs 4 la connaissance des dérivés hydroxycinna-—

miques et du phénoméne de B.I. de l'ananas.

D'un point de vue physiologique un certain nombre de questions
restent encore sans réponse quant a 1'évolution des dérivés hydroxycinnamiques
depuis la floraison, pendant la croissance et la surmaturation tardive du

fruit sur pied.

D'un point de vue métabolique de diverses voies de recherche peuvent

€tre abordées :

— la détermination des structures chimiques des dérivés hydroxycinnamiques

non encore précisées,

— 1'étude enzymatique de certaines voies métaboliques conduisant & la bio-

synthése de quelques uns d'entre eux,

— 1'étude de quelques systémes d'enzymes dont l'activité est vraisemblablement

liée au phénoméne du B.I., telle la PAL,

D'un point de vue technologique l'application de certains résultats
obtenus devrait permettre de déterminer les valeurs optimales de quelques
paramétres physiques ou physiologiques, tels que la température, le stade de

maturation, afin de mieux contrdler le B.I. de 1l'ananas.
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