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Les carotenoides de la cerise
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(Prunus avium, CV. bigarreau Napoleon)
Evolution au cours de la croissance et de la maturation.

G. OKOMBI, J. BILLOT et C. HARTMANN

INTRODUCTION

L.’évolution pigmentaire de quelques fruits a été analysée
de facon précise, en particulier en ce qui concerne la poire
(AUDIGIE, 1958 ; LAVAL-MARTIN, 1969 a), la tomate
(RAMIREZ et TOMES, 1964 ; LAVAL-MARTIN, 1969 b) ;
LAVAL-MARTIX et al 1972) et la péche (CURL, 1959 ;
SIDWELL et al., 1961 ; KOBAYASHI et al., 1969 ; KA-
TAYAMA et al, 1971 ; LESSERTOIS et MONEGER,
1978). Dans la poire et la tomate, LAVAL-MARTIN observe
une décroissance exponentielle des chlorophylles au cours
de la maturation. Cet appauvrissement en chlorophylle qui
marque la transformation des chloroplastes en chromoplas-
tes s'accompagne d’une baisse des quantités de caroténoides
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RESUME - Les variations qualitatives et quantitatives des caroténoides
de la cerise (Prunus avium, CV. Bigarreau Napoléon) ont été étudiées
au cours de la croissance et de la maturation. Alors que le fruit vert a
une composition en caroténoides de type foliaire, la maturation du
fruit est caractérisée par I'apparition de nouvelles xanthophylles
(zéaxanthine ...). Deux périodes sont distinguées dans le développe-
ment du fruit de la cinquiéme a la onziéme semaine apres la pleine
floraison
1. période 1 avec décroissance du /-caroténe et des xanthophylles.
2. période 2 avec augmentation du f}-caroténe, correspondant & la
phase de maturation.

chez la poire (AUDIGIE, 1958) et au contraire d’un enri-
chissement en caroténoides chez la tomate (LAVAL-MAR-
TIN et al., 1972), fruit dans lequel les modifications ultra-
structurales et métaboliques intervenant au cours de la
maturation ont éLé bien étudiées (LAVAL-MARTIN, 1969
b; LAVAL-MARTIN et al., 1974 ; GOODWIN et GOAD,
1970 ; HOBSON et DAVIES, 1971). Dans la péche, LES-
SERTOIS et MONEGER (1978) ont montré qu’il y a, lors
de la maturation, disparition totale des xanthophylles de
structure o non oxydées et oxydées et apparition de nou-
veaux composés de structure j (zéaxanthineet anthéraxan-
thine).

En ce qui concerne la cerise, I’évolution des pigments au
cours de la croissance et de la maturation n’avait pas été
étudiée a notre connaissance. SCHALLER (1969) a précisé
la nature des caroténoides contenus dans les cerises Mont-
morency mires (cerise acide, Prunus cerasus, L.) : ils sont
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en faible quantité et représentés pour 80 p. 100 par le
/s-Caroténe.

La cerise douce (Prunus avium, L., variété Bigarreau
Napoléon) est le fruit de type «non-climactérique» étudié
depuis plusieurs années dans notre Laboratoire, en ce qui
concerne les changements d’activités enzymatiques liés a la
croissance et a la maturation (HARTMANN, 1971 a, 1971
b, 1973 a, 1973 b ; HARTMANN et al., 1974). L’étude des
variations pigmentaires (chlorophylles, caroténoides, an-
thocyanes) au cours de la croissance et de la maturation du
fruit a été entreprise par OKOMBI (1979). Les résultats
concernant les chlorophylles et les caroténoides totaux ont
été précédemment publiés (OKOMBI et al., 1975). Le pré-
sent article est consacré a I'analyse des caroténoides et a
leur évolution qualitative pendant la croissance et la matu-
ration.

MATERIEL

Les cerises, (Prunus avium.L. CV. Bigarreau Napoléon,
Royal Ann aux Etats-Unis) ont été récoltées sur un méme
arbre d’un verger d’Olivet (prés d’Orléans) en 1974 et en
1976. Les cueillettes, étalées de la mi-mai a la fin juin a
raison d'une par semaine, représentent chacune un lot. La
premiére a lieu cinq semaines apreés la pleine floraison et
correspond au lot nO 1. Sept lots au total ont été prélevés et
immédiatement lyophilisés puis conservés a I’obscurité sous
pression réduite.

METHODES

Extraction.

Apreés avoir enlevé le noyau. les cerises lyophilisées sont
réduites en poudre par broyage au broyeur a billes Dan-
goumau. L’extraction des caroténoides est faite par I'acéto-
ne pure anhydre en utilisant les techniques décrites par
BILLOT et LEROY (1960), BILLOT (1962) et COSTES
(1958 et 1965), toutes les précautions étant prises pour
éviter une altération des pigments (abri de la lumiére, tempé-
rature voisine de 0°C, solution extractive préalablement
refroidie). Aprés filtration sur verre fritté n® 4, les chloro-
phylles sont saponifiées par la potasse en milieu méthanoli-
que et les caroténoides sont repris par I’éther de pétrole
300 - 50° selon OKOMBI et al. (1975).

Séparation et caractérisation des caroténoides

La fraction caroténoides totaux obtenue est soumise a
plusieurs chromatographies sur colonne dont les adsorbants
sont les suivants :

- I'anhydride silicique (Si02) qui sépare les caroténes et les
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xanthophylles monohydroxylées des autres xanthophylles ;
les solvants d’élulion étant le n-hexane et le méthanol ;

- I'alumine (Al203) neutre pour séparer les caroténes des
xanthophylles monohydroxylées en éluant respectivement
par le n-hexane et le méthanol ;

- la cellulose qui sépare les autres xanthophylles en trois
fractions qu’on élue par les mélanges éther de pétrole/acéto-
ne 3 p. 100 (diols non époxydés, et monoépoxydés), éther
de pétrole/acétone 7 p. 100 (diols diépoxydés) et éther de
pétrole/acétone 10 p. 100 (polyols) ;

- ’hydroxyde de calcium Ca(OH)2 qui permet le fraction-
nement des diols non époxydés, et monoépoxydés, le
benzéne étant utilisé comme éluant ;

- et le carbonate de calcium (CaCO3) qui a permis de séparer
les différents isoméres des triols, le solvant d’élution étant
I’éther de pétrole contenant de I'acétone dans des propor-
tions de 10 a 20 p. 100.

Pour les détails concernant la séparation chromatographi-
que des différents caroténoides, nous renvoyons au travail
d’OKOMBI (1979).

La caractérisation proprement dite est basée d’une part,
sur les maximums d’absorption et la forme des spectres
d’absorption dans plusieurs solvants, et d’autre part, sur des
tests chimiques dont les réactions avec le mélange méthanol/
HCI concentré (SCHALLER, 1969) et avec le chlorure
d’aluminium (LESSERTOIS et MONEGER, 1978) permet-
tent de différencier globalement les caroténoides époxydes
des autres caroténoides, et spécifiquement les caroténoides
5,6 - époxydes des autres époxydes.

Dosage des caroténoides.

Le pB-caroténe,et les xanthophylles assimilées a la lutéine
qui est de loin la plus abondante, ont été dosés d’apreés leurs
densités optiques mesurées aux maximums d’absorption
respectivement dans I'éther de pétrole et dans I’éthanol. Les
valeurs des coefficients d’absorption de ces deux pigments
( B -caroténe et lutéine) dans leurs solvants respectifs sont
celles utilisées par GOODWIN (1952).

RESULTATS

Les caroténoides ont été caractérisés dans les fruits verts
(riches en pigments liposolubles) et dans les fruits mirs
afin d’établir un bilan global au niveau qualitatif. Les ca-
ractéristiques spectrophotométriques des fractions séparées
par chromatographie sur colonne ainsi que leur identifica-
tion sont données dans le tableau 1. Cette analyse permet les
observations suivantes :

1) les caroténes ne sont représentés que par un seul pigment,
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TABLEAU I - Les caroténoides de la cerise Prunus avium (L.) variété Bigarreau Napoléon.

spectres d’absorption réaction avec Alclg présence
Caroténoides
] effet . I
A max (en nm) solvants coloration fruit vert | fruit mar
hypsochrome

p-caroténe ~ 425-447-474 hexane . . +
B-cryptoxanthine 424-448-476 éthanol - _ +
cryptoxanthine 5,6-5,6-

diépoxyde 416-440-469 éthanol bleue + +
lutéine 430-455-485 benzéne . N +
zéaxanthine ~ 450-475-505 sulfure de carbone - _ _
époxylutéine 450-472,5-502,5 sulfure de carbone | bleue + +
vinlaxanthine + auroxanthine 380-401-426-467,5 hexane bleue _ +
néoxanthine ~ 440-465-495 sulfure de carbone | bleu/vert + +
néochrome a 397-420-447 éthanol bleue N +
néochrome b 398-420-445 éthanol bleue . +
trollixanthine ~ 435-455-481 benzéne _ + N
pigment x (traces) 4725 sulfure de carbone ? ? _
trollichrome 401-425-451 hexane bleu/vert _ +

le 3-caroténe.

b) les xanthophylles appartiennent d’une maniére générale
a cing groupes

- celui des monols, représenté par des xanthophylles mono-
hydroxylées de structure j8, avec la -cryptoxanthine et une
de ses formes époxydées, la p-cryptoxanthine 5,6 - 5°, 6’ -
diépoxyde ;

- celui des diols, représenté par deux xanthophylles dihy-
droxylées ; la lutéine de structure a et la zéaxanthine de
structure f; ce dernier pigment se rencontrant uniquement
dans les fruits mars ;

- celui des diols monoépoxydés, représenté par une xantho-
phylle dihydroxylée et monoépoxydée de structure o,
I'époxylutéine ;

- celui des diols diépoxydés, représenté par des xanthophyl-
les dihydroxylées et diépoxydées de structure B, la viola-
xanthine et son isomére |’auroxanthine, non séparées apres
chromatographie sur colonnes de cellulose et de carbonate
de calcium ;

- celui des polyols, représenté principalement par des xan-
thophylles trihydroxylées et monoépoxydées de structure
B , la néoxanthine et le néochrome sous ses deux formes
isoméres, néochrome a (trans) et néochrome b (cis). La
trollixanthine et son isomeére le trollichrome tous deux de
structure a, sont en faible quantité.

Le B-caroténe et la lutéine sont les deux caroténoides les
plus abondants aussi bien dans les fruits verts que dans les
fruits mars.

Les caroténoides des feuilles du Bigarreau Napoléon
ont été aussi analysées a titre de comparaison. En plus des
onze pigments caractérisés dans les fruits verts, on y trouve
des traces d’ a-caroténe et deux xanthophylles dihydroxy-
lées et diépoxydées de structure B : la lutéoxanthine a
(trans) et la lutéoxanthine b (cis).

Le tableau 2 et la figure 1 résument I’évolution des
caroténoides au cours de la croissance et de la maturation
de la cerise Bigarreau Napoléon. La concentration en caro-
ténoides totaux ( f-caroténe+ xanthophylles) diminue régu-
lierement au cours de la croissance et de la maturation du
fruit. La teneur ( ug/fruit) en caroténoides totaux diminue
fortement pendant les trois premiéres semaines, c’est-a-dire
jusqu’a la huitiéme semaine aprés la pleine floraison (lot 4)
et réaugmente ensuite. Au lot 4, le fruit ne renferme plus
que 35 p. 100 des caroténoides du fruit vert (lot 1). Entre
les lots 4 et 7 (de la huitiéme a la onziéme semaine apres la
pleine floraison), la quantité de caroténoides totaux est
multipliée par 1,5. Il y a donc enrichissement des fruits en
caroténoides totaux a partir du lot 4, d’ou une augmenta-
tion en caroténoides totaux du fruit a maturité, augmenta-
tion qui représente prés de 46 p. 100 de la teneur initiale
(lot 1).

La concentration en xanthophylles diminue réguliére-
ment de fagon exponentielle pendant tout le développement
du fruit, ainsi que le montre la figure 2 ou sont portés en
ordonnées les logarithmes des concentrations (en ug/g sec).

Du lot 1 au lot 4, les concentrations en f5-caroténe et en
xanthophylles baissent rapidement a la méme vitesse ; le
rapport /5-caroténe/xanthophylles variant peu (de 0,44 a
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FIGURE 1 : Evolution des teneurs (quantité par
fruit) en pigments et du rapport f-caroténe/xan-

carotenoides totaux thophylles, pendant la croissance et la maturation
\ D de la cerise Bigarreau Napoléon.
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0,51). Mais a partir du lot 4, la concentration en -caroténe
diminue trés peu (figure 2) de sorte que le rapport f-carote-
ne/xanthophylles augmente rapidement, atteignant 1,65
dans les cerises miires.

lies figures 1 et 2 montrent nettement I'existence de
deux phases :

- pendant la premiére phase (jusqu'a la huitiéme semaine
aprés la floraison (lot 4) les teneurs (rapportées a un fruit)
en f-caroténe et en xanthophylles diminuent, traduisant
une phase d’appauvrizsement (62 p. 100 de fS-caroténe et

66 p. 100 de xanthophylles en moins au lot 4).

- au cours de la seconde phase (a partir du lot 4 jusqu’au lot
7), alors que la teneur ( ug/fruit) en xanthophylles continue
a baisser, mais de facon plus lente, on observe une remon-
tée trés nette de la teneur (ug/fruit) en -caroténe. Entre les
lots 4 et 7 (huitiéme et onziéme semaine apreés la pleine
floraison), la quantité de g-caroténe d’un fruit est multipliée
par 2,85 et, a maturité le fruit renferme une quantité de

3 -caroténe légérement supérieure a celle du fruit vert
(lot 1) ;5 3,7 ug/fruit contre 3,4 soit 108 p. 100.Cette secon-
de phase est donc caractérisée par un enrichissement du
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fruits en p-caroténe alors que les autres caroténoides (xan-

thophylles) continuent a décroftre.

L.a limite entre les deux phases, qui se situe au lot 4
(huitiéme semaine aprés la pleine floraison), correépond ala
véraison du fruit, marquée par I'apparition des anthocyanes
et le début de la décroissance rapide des chlorophylles. Cet-
te limite correspond au début de la phase de maturation.

CONCLUSION

L’étude qualitative des caroténoides du Bigarreau Napo-
léon a conduit a la caractérisation d’une dizaine de pigments

dans le fruit vert, la feuille possédant a peu prés la méme
composition pigmentaire. La présence du f-caroténe com-
me représentant unique des polyénes dans le fruit (vert et
miir) correspond aux résultats obtenus avec d’autres fruits
tels que la péche (LESSERTOIS et MONEGER, 1978) et le
poivion (CAMARA et MOMEGER, 1978). 1l convient
cependant de signaler que dans certaines variétés de cerises
des deux espéces, Prunus avium et Prunus cerasus, le
B-caroténe est souvept associé a I’ a-caroténe dans le fruit
mar (SCHALLER, 1969; GALLER et MACKIMNEY, 1965).
Dans les fruits analysés (fruits verts et fruits murs), la
lutéine, principale xanthophylle, constitue avec I’époxylu-
téine l'essentiel de la fraction xanthophylle. Selon RABI-
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TABLEAU 2 - Evolution des concentrations en -caroténe et en xanthophylles au cours de la croissance et de la maturation de la

cerise Bigarreau Napoléon.

concentration (en «g/g sec) B-caroténe
xanth0phyl--
lot | nombre de semaines aprés | poids moyen d’un fruit | couleur du | p-caroténe [ xanthophylles| j3-carotsxantho. les
la pleine floraison frais (en grammes) fruit

| 5 1,293 VvV 21,6 48,5 70,1 0,44
2 6 1,505 VVV 13,9 33,0 46,9 0,44
3 7 1,939 VVVv 9,7 19,0 28,7 0,51
4 8 2,740 VV] 5,0 9.8 148 0,51

5 9 3,950 A 4,6 5.8 10,4 0,79
6 10 4,920 JJR 4,0 34 7.4 1,16
7 11 6,280 JRR 3,3 2,0 5,3 1,65
V: vert; ] : jaune; R : rouge.

NOWITCH et al. (1975), le cycle lutéine - lutéine menoépo-
xyde, mis en évidence dans les fruits de tomate,constituerait
un mécanisme possible de protection contre la photo-oxy-
dation dans les tissus végétaux.

Parmi les xanthophylles trihydroxylées et monoépoxy-
dées, présentes aussi bien dans le fruit vert que dans la
feuille, le néochrome sous ses deux formes isomeéres cis et
trans, est signalé pour la premiére fois dans la cerise, tout
comme la trollixanthine qui accompagne la néoxanthine
dans le fruit mar. Cependant, selon un travail récent (BU-
CHECKER et LIAAEN-JENSEN, 1975), cette trollixanthine
serait un mélange de néoxanthine proprement dite et de son
dérivé furanoide, le néochrome, que les auteurs assimilent
au trollichrome.

Enfin, parmi les xanthophylles trés répandues dans la
nature, la zéaxanthine ne se rencontre que dans le fruit mar.
Son absence dans le fruit vert, déja remarquée dans I’avocat
(GROSS et al., 1973), vient d’étre confirmée par des travaux
réalisés sur la péche (LESSERTOIS et MONEGER, 1978)
et sur le poivron (CAMARA et MONEGER, 1978).

I’apparition dans le fruit mar de nouvelles xanthophylles
parmi lesquelles la zéaxanthine, prouve I'existence d’une
étape de formation oxydative des caroténoides lor= de la
transformation des chloroplastes (fruit vert) en chromo-
plastes (fruit mar). Le mécanisme de cette formation pour-
rait étre élucidé par I'incorporation dans le fruit (dés 'ovai-
re) de précurseurs radioactifs suivis par des dosages de pig-
ments effectués tout au long de la croissance et de la matu-
ration de celui-ci.

L ’analyse quantitative des caroténoides de la cerise Bi-
garreau Napoléon a permis de mettre en évidence deux
phases caractérisant I’évolution de ces pigments au cours de
la croissance et de la maturation du fruit. Pendant la phase 1
qui correspond au stade II de croissance (BOLILARD, 1970 ;

ROMA™I et JENMING, 1971) caractérisé par un ralentisse-
ment de la croissance pondérale du fruit, le j-caroténe et les
xanthophylles disparaissent a la méme vitesse, contraire-
ment aux chlorophylles a et b (OKOMBI et al., 1975) dont
I’évolution est directement liée a la désorganisation des
chloroplastes. Dans ce fruit, cette phase est marquée aussi
par une diminution de la concentration en composés

phénoliques, MELIN, 1976).

Au cours de la phase 2 qui marque le début de la matura-
tion et coincide avec le stade 111 (caractérisé par une reprise
de la croissance rapide du fruit), on assiste a une remontée
de la quantité de f-caroténe qui peut s’interpréter comme
étant due a une synthése additionnelle de ce pigment lors
de la maturation. Pendant le méme temps, la quantité en
xanthophylles elle, décroit progressivement aprés une légére
augmenltalion qui correspond vraisemblablement a I'appari-
tion de nouveaux pigments tels que la zéaxanthine, dont la
présence semble caractéristique du fruit mar. La redécrois-
sance de la teneur en xanthophylles, serait due en grande
partie a la baisse de pigments telles que I'époxylutéine et la
néoxanthine souvent absentes des fruits mars (LESSERTOIS
et MONEGER, 1978).

Cette phase 2 est caractérisée aussi par une chute du rap-
port chlorophylle a/chlorophylle b (OKOMBI et al., 1975),
par une baisse plus atténuée de la concentration en compo-
sés phénoliques et par I'apparition dans la peau du fruit de
nouveaux pigments type anthocyanes.

l.’étude de I’évolution des caroténoides au cours du
développement de la cerise Bigarreau Napoléon permet donc
de distinguer nettement deux phases, la limite entre les
deux se situant huit semaines aprés la pleine floraison (lot 4)
et marquant le début de la maturation. La différence la plus
nette entre les deux phases est I'augmentation de la quantité
de p-caroténe du fruit a partir du lot 4. Ceci confirme I'hy-
pothése faite par OKOMBI et al. (1975) d’aprés les résultats
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de GALLER et MACKINNEY (1965) et SCHALLER
(1969), I'hypotheése selon laquelle la trés forte prédominan-
ce du f-caroténe par rapport aux xanthophylles dans la
cerise mire pourrait s’interpréter comme étant due a une
synthése additionnelle de 3-caroténe lors de la maturation.
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