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INT OUUCT ION

En dépit des nombreux travaux réalisés chaque année dans le domaine
de la chlorophyle, les ébudes ayant trait aux divers facteurs de dé~
gradation et de modification sont peu completes et ne mettent pas en
lumiére les relations entre ces divers facteurs.

gwawwﬁﬁéu£%ﬁ3¢1433$ des divers modes de dégradation en fonction de la
température, des ions H' ou OH™, les vitesses des réactions sont incon-
nues ou imparfaitement connues. L’étude du remplacement de 1’atome
de Magnésium par d’autres atomes métalliques a été réalisée seulement
dans des cas particuliers et il était intéressant de connaltre les
stabilités respectives de ces nouveaux corps formés.

D’autre part, 1’état de la chlorophylle dans les végétaux étant in-
déterminé, il n’est pas certain a priori que la chlorophylle "in vivo"
réagisse comme le produit d’extraction, qu’on appelle chlewophylles
Si 1%0on sait qu’il existe des complexes chlorophylle-protéines ou
chlorophylle~lipides, ceux-ci n’ont jamais pu &tre extraits. De méme,
a titre d’cxemple, si il est prouvé que 1"ion cu't peut remplacer fa-
cilement 1’atome de Magnésium de la chlorophylle en solution acidey,
on ne peut affirmer pour autant que cet ion Cu++ (qui cependant rever=-
dit des végétaux dont la chlorophylle a été dégradée en milieu acide)
‘agisseds facon semblable sur la chlorophylle non extraite. Il se

pourrait dans ce cas que le cuivre produise plutdt un armchement dans

\
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les complexes existants, qui provoquerait des réactions différentes. !

En regard de ces probléemes existe un point de vue pratique, indus-
triel, celui de la perte de la coloration verte des végétaux, par sui-
te des opérations technologiques de 1’industrie de la conserve.

S1 la cause principale en est la conversion de la chlorophylle en
phéophytine, par arrachement (d{i aux ions H) de 1’atome de Magnésium,
on assiste parfois & des phénoménes de recoloration ou de décoloration
ne correspondant plus directement avec la formation de phéophytine,

et dont 1l’origine est inconnue,

Les relations entre ces diverses questions nous ont incité & entre-
prendre une étude systématique, & partir de solutions pures de chlo=
rophylles a et b, de nombreux facteurs susceptibles de transformer,
d’accélérer ou de retarder les divers modes de dégradation dont nous
étudierons aussi les cinétiques.

Enfin; une étude comparée, dans certains cas, aura trait aux réac-
tions de la chlorophylle dans les plantes, envisageant le point de wvue

industriel et pratique.

L O
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CHAPTITRE T, HISTORIQUE ET NOMENCLATURE (1)

1) On appelle chlorophylles les pigments verts qui existent dans
les feuilles des plantes et plus généralement'dans tous les organes
participant & 1’assimilation du gaz carbonique. Elles sont localisées
dans les plastes et associées de fagon mal connue & des protéines,
pigments caroténoides, ou lipidess

Des différentes chlorophylles existant dans la nature, les compo=-
santes a et b sont 1les principales, celles dont nous entreprenons une

étude physico-chimique. Les chlorophylles ¢ et d n’existent que dans
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La chlorophylle a attiré 1’attention des chimistes depuis tres long-



65f

"~ fémps. Cependant, malgré les publications nombreuses, ce n’est que

vers la fin du sitcle passé que 1’on a acquis quelques données poBi=-
tives sur ce corps. Les difficultés étaient énormes, car le pigment
gu’on essayait d’isoler était en réalité un mélange de 4 corps (2
chlorophylles et 2 caroténoides).

Le pionnier dans ce domaine est WILLSTAETTER (2 & %) qui a pu réa=
liser la secparation entre chlorophylles et caroténoldes et découvert
la présence de Magnésium. Il a pu aussi réaliser une hydrolyse avec
séparation et découverte du phytol., Plus tard, en 1928, H.FISHER(5-~6)
précise 1’individualité des dérivés de WILLSTAETTER et pas & pas, éta=-
blit des détails de structure qui finalement ont abouti & une formule
développée et a des synthéses partielles (7). La formule fut modifide
en 1938 (8). Citons parmi les auteurs qui ont contribué & 1’4tablis-
sement de la formule, COI'ANT et coll.(9), STOLL et WIEDERMANN (10-11).

51 WILLSTAETTER a pu réaliser la séparation des pigments par sole
vants, une méthode bien meilleure consiste & employer la chromatogra-
phie, découverte par TSWETT (12), précisément pour la chlorophylle,
et perfectionnée depuis (13~14).

2) Propriétés physigques

La chlorophylle a est un corps d’un aspect noir bleuté, celul Qe
la chlorophylle b est plus vert. Les chlorqlrylles sont insolubles
dans 1l’eau, avec laquelle elles forment des suspensions colloidales.
Elles se dissolvent bien dans 1’alcool absolu, dans 1’éther, 1’acétone,
le benzene, le chloroforme. Dans 1’éther de pétrole, la composante b
est moins soluble que a.

En solution, la chlorophylle a est vert-bleuy la chlorophylle b est
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verte. Les huances varient avec le solvant. Le spectre d’absorption
posséde une série de bandes dans le visible, dont 1l’une, dans le
rouge, est tres large et intense. Dans le violet, se trouve une au-
tre bande trés forte. Nous détaillerons plus loin.(chap.III) les
longueurs d’onde des maxima d’absorption pour les chlorophylles et
leurs principaux dérivés. Comme on le verra, ces longueurs d’onde
sont variables selon le solvant. C’est pourquoi, étant donné la par-
ticularité du solvant utilisé au cours de cette étude (50% eau = 50%
propanol), nous avons dfiy & partir des produits purs, déterminer &

nouveau les spectres complets dans la région visible.

3) Propriétés chimigues

Magnésium: la chlorophylle perd facilement son métal sous 1’influ~
ence des acides, méme trés dilués. On obtient ainsi la phéophytine.
La formation de phéophytine en relation avec divers facteurs fait
1’0objet d’un chapitre de ce travail.
seulement par les agents d’hydrolyse habituelsy mais plus particuliéw=
rement par un enzyme, la chlorophyllase, qui sépare le phytol du
reste de la molécule. On obtient ainsi la chlorophyllide. Nous étu-
dierons plus particuliérement 1’hydrolyse du phytol et la saponifi=
cationy par 1os alcalis. La deuxiéme fonction éther-sel est bien
plus stable.

Allomérisation: on a constaté que la chlorophylle conservée dans
des conditions mal définiesy s’altérait et perdait son pouvoir de
cristallisation. Cette allomérisation (appelée ainsi par WILLSTAETTER)

conduit & la formation de chlorines (dihydro=~porphine) et purpurines



Bem

(dihydro-porphine avec anneau isocyclique et liaison éther entre les
carbones 09 et CIO)' I1 s’agit d’une oxydation sous 1’influence de
1’aire. Elle se produit aussi sous l’action des alcalis fortse
mé@iats subissent des dégradations progressives avec modification

du squelette carboné. Gréce & une longue mise au point des détails
opératoires, des chercheurs ont pu suivre pas & pas ces transforma-
tions et obtenir une abondante série de dérivés du groupe des chlo=-
rines et purpurines. Par dégradation alcaline de la phéophorbide
(phéophytine moins phytol) & chaud dans le méthanol, on obtient la
chlorine e. Mais & froid, dans 1’alcool propyliqﬁe, on obtient des
composés violets en solution éthérée, découverts par CONANT, qui les
a appelés purpurines. On a pu montrer qu’il y a eu oxydation par
1’air. L’action des alcalis peut donc avoir un effet plus profdhd
qu’une simple saponification. A partir des chlorophyllidesy WILL~
STAETTER, par les alcalis & chaud, a pu obtenir des composés appelés
isochlorophyllines, qui par enleévement du Magnésium, conduilsent a

des chlorines et des purpurines.



CHAPITRA II., PREPARATION DE

SOLUTIONS PURES DE CHLOROPHYLLE a ET DE CHLOROPHYLLE b

1) Matiéres premiéres et extraction

La chlorophylle est extraibe de végétaux verts, par exemple d’or-
ties (ortica dioica). Les pigments sont obtenus en solution dans
1’éther, par la méthode de ZSCHEILE et COMAR (15):

15 g. de tissu frais et une petite quantité de CO3Ca (pointe de
3

canif) sont placés dans un broyeur & couteaux avec 100 cm” d’acé-
tone.

Remarques a) le CO3Ca est destiné & neutraliser les acides et a faci=~

liter 1l’extraction de la chlorophylle en la séparant de ses attaches

avec des protéines ou des lipides.

b) d’autre part, (16) l’extraction serait facilitée par
1’effet de cations tels qua Ba++, Caf+, Mg++, Na%. C’est pourquoi
nous utilisons de préférernce le CO3Mg au lieu de CO3Ca pour l’extrac-
tione On évite ainsi le remplacement éventuel d’une petite partie
du Magnésium de la chlorophyl2 par du Calcium (voir chap.VII) (17).

Aprés 5 minutes de mixage, on filtre sur Buchner et lave & 1’acé-
tonee. Une portion de 100 em® est ajoutée a 50 cm3 d’éther sulfurique
redistillé sur réducteur pour éviter les peroxydese. Puis, dans une
ampoule a décanter, on ajoute 100 em® d’eau distillée.

Le transfert de la chlorvophymlle de 1’acétone dans léther est une
modification ¢e la technique de ZSCHEILE et COMAR, décrite par

LE ROSEN (18). Cette modification évitec une perte importante due &
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1’émulsions En effet, l’acétone est enlevé de la phase éthérée conte~
nant les pigments, par lavage a l’eau, non par mélange, ce qui donne
des émulsions considérables, mais en faisant tomber de 1l’eau goutte 2
goutte d’un tube effilé au-dessus de la solution. On fait couler ain-
si 300 cmS d’eau environ. La solution &thérée est séchée en plagant
1’ampoule au réfrigérateur, ce qui fait diminuer la solubilité de
1’eau dans 1’éther. Enfin, on seéche définitivement sur sulfate de
sodiums |
Remarques: a) quoique les chlorophylles soient trés solubles dans
1’éther, on ne peut les extraire en triturant simplement le tissu
dans ce solvant, Il faut un matériau ionique. Mais, méme alors, on
utilise de préférence un solvant miscible & 1l’ecau et & 1’éther, &
cause de la tendance générale des porphyrines & s’adsorber sur des
protéines (19).

b) pour prévenir toute adsorption excessive de la chloro=
phylle sur la matiére solide, il vai mieux diluer 1’acétone par 15
4 20% d’eau. Au-deld de cette quantité, on risquerait de voir se for-
mer une émulsion (20).

¢) il est absolument nécessaire de faire passer la chloro-
phylle dans 1’éther apres extraction si on veut 1’obtenir pureg parce-

qu’ainsi on élimine les pigments hydrosolubles, comme les authocyani=-

nes (21)0

2) Séparation des pigments

Lz seule méthode permettant une séparation totale des pigments est

la chromatographie d’adsorption (43-44), Celle~ci peut &tre réalisée
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sur colonnes d’adsorbants les plus variés, tels que 1l’urée (22), 1’a=-

midon (23-45), 1’acétate de plomb (24), la poudre d’os (25), etCess
Nous avons choisi la méthode de ZSCHEILE et COMAR (26), légtrement

modifiéey sur colonne de saccharose commercial impalpable, contenant

des matieres amylacées. La méthode est pratique et rapide.

(Nous avons utilisé le "sucre de Tirlemont", impalpable, contenant

3% d’amidon).

Solvant: il est prévu 30% d’éther sulfurique redistillé, et 70%
d?éther de pétrole. Nous avons préféré établir les proportions & 27%
d?éther sulfurique et 73% d’éther de pétrole (P.E.: 30°-70°).

Ceci permet d’éviter un léger pourcentage de carotenes élués avec

la chlorophylle a.

" e mmm . w me

le a, chlorophylle a isomérisée, chlorophylle b, xanthophylles.

Dimepsiong des colonngs: il est évident qu’il est plus facile d’ob=-

tenir des zones horizontales et régulieres avec des colonnes de petite
section (2,5 cm.)e En pratique, nous avons préféré utiliser des colon=
nes de grapde section (5 cm.), que nécessite la préparation d’une gran-
de quantité de chlorophyllee Le débit étant fonction du carré de la
section et donc 4 fois plus important pour une section double.

La longueur des colonnes a ¢té portée,y des 35 cm. prévusy, a 45 cmaey
ceci permettant d’obtenir la chlorophylle b pures exempte de chloro-

phylle a, en un seul chromatogramme. Mais9 d’autre part, 1’augmenta=

tion de la longueur nécessite 1l’emploi d’une systéme d’élution sous
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pression de gaz (env. 0,3 Kg.).L’élution sous vide donnerait lieu

3 des fendillements de 1’adsorbant.

3) Critéres de pureté

Aucun pigment ne s’élue entre les zon

es de chlorophylle a et la

zone de chlorophylle b, ce gui semble indiquer que leur séparation

est totale. Mais il existe un critere
ques On se base sur des rapports d’inte
sorption dans 1’éther de pétrole. Le ra

chacune des deux chlorophylles, permet

de pureté spectrophotométri-

nsité de divers maxima d’ab-
maximum rouge

pport s pour
maximum bleu

d’établir 1’absence de caro=-

ténes ou de xanthophylles, qui absorbent dans la région bleue du

spectre., Ces rapports sont, respectivement d’aprés MACKINNEY (27)

et ZSCHEILE (28): 0,76 et 0,77 pour la
0,38 et 0433 pour la
Vérificationg: nous avons obtent les

ses solutions pures: 0477 pour la

0435 pour la

v “

chlorophylle ae
chlorophylle D.
nombres suivants pour diver-
chlorophylle a
chlorophylle b.

La phéphytine a est décelée par son meximum d’absorption & 5.0504°

maximum rouge

ou & 5.350 A°, La rapport

) maximum 54350
NEY et de 52 d’apres ZSCHEILE.

La phéophytine b est décelée par son

est de 23 d’apres MACKIN=-
AO

maximum & 5.280 A°, Le rap-

port correspondant est établi par MACKINNEY & 13, et par ZSCHEILE

a 19.

Vérifigcation: nous avons obtenu les nombres suivants pour diverses

solutions de phéophytines pures:




Remarquesg: 1)

2)

0427 pour la phéophytine a
0,13 pour la phéophytine b.

les colonnes sont enveloppées a’une gaine opaque
poﬁr éviter 1l’action destructrice de la lumiére.

les chromatogrammes réalisés dans les conditions dé-
crites permettent d’obtenir de 0,005 a 0,0I g. de
chlorophylle ay et une propation variable selon les
végétaux, de chlorophylle b.

Le pourcentage de celle-ci est moindre que la moitié

de la quantité de chlorophylle a.



CHAPITRE III

METHODES DE DOSAGE - TECHNIQUES UTILISEES

I1 existe plusieurs méthodes de dosages

a)

b)

c)

la_colorimétrig (29-30)3 elle est peu préci-
S

la_flugrométrig (3I) est trés précise et per=-
met de doser des quantités trés minimes de
chlorophylle. Malheurcusement, elle nécessite
1’emploi d’un spectrophotométre adapté aux
dosages de la fluorescence a diverses longueurs
d’onde pour &tre d’utilité pratiquee.

plus employée parce que la plus pratique tout
en étant précise. Elle permet en outre de do-
ser plusicurs corps en présence, de déceler
la formation de nouveaux produits etqméme,
nogs le verrons au chap.VII; peut rendre pos-
sible une évaluation du mode de liaison des

noyaux pyrroliques avec divers métaux. (32 &

3k4)

1) Spectre des chlorophylles a et bs les chlorophylles, comme les

porphyrines en général, ont une absorption caractéristique dans toute
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la région visible du spectre. Nous donnond au graphique I, fig.l et
2, (page 16) les spectres des chlorophylles a et be Ces spectres:
ont été étudiés précisément dans le cas du solvant qui sera utilisé
le plus souvent au cours des expériences qui suivront (50% eau =~
50% propanol). Les spectres varient selon le solvant, probablement
d’apres la 'regle de Kundt':

"Le spectre d’un corps en solution est dévié vers le

rouge ou le violet suivant que le solvant a un indice

de réfraction plus élevé ou plus faible'.

Les auteurs ne s’accordent pas entierement sur cette gquestion
(354 36, 37)e Mais i1 existe de toute fagon des modifications con-
sidérables dans le spectre de chacune des chlorophylles, selon le
solvant. Ceci est précisé par 1’étude spectrophotométrique de HARRIS
et ZSCHEILE, détaillant les spectres des chlorophylles pour 13 sol=-
vants (38).

2) Dosages:

Les dosages sont effectués par mesure de la densité optique.
8 = log. I®/I,

I° est 1’intensité de la lumiere incidente.

IA est 1’intensité de la lumiére transmise.

Lorsqu’un solvant contient un corps dissout, on a en accord avec
la loi de BEER-LAMBERT (ou de BOUGUER)3

A=Kxexds= log. 1°/1,

K est le coefficient spécifique d?absorption, propre a chaque corps

pour une longueur d’onde donnée.
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17 ¢=

¢ est la concentration en mg par litre.

d est 1l’épaisseur de la cuvette du spectrophotométre.

Remarque:

Les spectres d’absorption sont additifs, pour autant que 1’inten-
-sité en soit calculée par la densité optique; il est donc possible
de doser deux corps en solution par mesures de 1’absorption & deux
longueurs d’onde données, connaissant le coefficient spécifique de
chacun de ces corps pour ces longuars d’onde. Un systéme d’équations
a deux inconnues permettra de déterminer les quantités de chacun des
corps de la solutions Nous utiliserons couramment cette méthode, no-
tamment pour la conversion de la chlorophylle en phéophytine et en
chlorophyllide.

Lorsque 3 corps sont en solution, il est encore possible de 1les
doser par mesures d’absorption & 3 longueurs d’onde caractéristiques
mais des lors, toute précision du dosage est illusoire étant donné

1’importance des erreurs expérimentales.

3) Erreurs de dosage vis=a-vis de la loi de BEER-LAMBERT

L’intensité d’absorption du spectre obéit & la loi de BEER~LAMBERT
pour des densités optiques variant entre 0,2 et 0,8, nombres qui
conviennent parfaitement pour les diverses solutions de chloropylle
utilisées (39)e Dans le cas ol la densité optique & n’importe quelle
longueur d’onde serait inférieure a 0,2, dans le cas de cuvettes de
1 cme d’épaisseur, nous avons utilisé des cuvettes de 4 cm. d’épais-

seure On évite ainsi une concentration trop forte des produits de 1a
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solutiony ce qui pourrait donner lieu & des émulsions.

Erreurs expérimentales

Les erreurs xss plus importantes sont dues (27-85) spécialement
dans la région rouge du spectre, aux largeurs de fente du spectropho=-
tométre. Elles peuvent étre de 5% dans le bleu et de 7% dans le rou=-
ge. Cependant, pour un dosage a une méme longueur d’onde, les erreurs

relatives n’ont jamails our diverses solutions, dépassé 2%.
J 9 9

4) Appareillage
Les dosages ont été effectués au spectrophotometre UNICAM S.P.500

(CJE.ReI.he, Bruxelles), au spectrophotométre JOBIN-YVON (Institut

de Recherches :ur le Cancer, Lille).

5) Traitement de la chlorophvlle = Technigues

Un des buts de ce travail est notamment d’étudier le comportement
des chlorophylles a et b vis~-a-vis de la chaleur, en présence de SO=
lutions acides et basiques. Dans ce cas, examinons quelles sont les

conditions expérimentales les plus favorabless

P -

a) la premiére méthode essayée fut de faire absorber la chlorophyl-
le sur du papier filtre, de placer ce papier filtre dans des solu=-
tions aqueuses d’acidité donnée et aux diverses températures. Ceci
présentait 1’avantage de pouvoir utiliser une phase aqueuse conte=
nant la chlorophylle. On se rapprochait peut-€tre ainsi de 1’état

natif de 1la chlorophylle, qui, dans les plastes, se trouvait aussi
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absorbée sur diverses protéinese. Malheureusement, pour une cause
indéterminée, 1l’extraction de cette chlorophylle ou de ses pro-
duits de dégradation s’avere en partie ou méme totalement impos-
sible dés qu’il y a eu chauffage a température élevée (100° ou
plus) & des pH au-deld de 5 environ. Il y a fixation irréversi-
ble sur le papier.

En faisant monter le solvanbt par capillarité le long du pa-
pier filtre, 1l’extraction est facilitée. Des divers solvants
utilisés, 1l’acétone semble donner 1l’extraction la plus efficace,
mais celle~ci n’est compleéte qu’avec de 1l’acétone saturé d’acide
chlorhydrique. Mais des lors, la destruction de la chlorophylle

est trés rapidement totale et tout dosage est rendu irréalisable.

b) Ce procédé s’étant donc révélé imparfait, nous avons tenté
des essais d’absorption sur microcolonnes de Magnésie, d’Alumine
ou de cellulose, mais les résultats de 1l’extraction sont iden-

tiques aux précédents.

c¢) Nous avons donc été obligé d’utiliser un procédé de trai-
tement direct de la chlorophylle en solution mixte, par la cha-
leur. Les expériences nécessitant 1’emploi de solutions acides

8

& divers pH, requiérent un solvant de la chlor-phylle miscible

v

& 1l’eau. D’autre part, le chauffage & 100¢ ou davartage néces-
site 1’utilisation de tubes scellés pour éviter 1’évaporaiion.
On utilisera, pour empécher 1’éclatement de ces tubes, un sol~
vant & point d’ébullition relativement élevé, Dans la série des
alcools, solvants adéquats, 1le propanol bolt & 97° et le butanol

& 117°. Ce dernier n’est cependant pas miscible & l’eau en des



proportions suffisamment importantes. Or, nous devons utiliser
une solution & 50% d’ecau environy de fagon a pouvoir déterminer
d’une part avec précision au pHmétre la concentration en ions
H+. D?autre part, il est nécessaire de pouvoir y dissoudre un
sel tamponnant relativement concentré. C’est pourquoi nous avons
choisi le propanol qui, bien que formant avec l’eau un azéotro-
pe a point d’ébullition minirum de 87° lors d’un mélange en
parts égales, permet cependant d’utiliser sans danger les am-
poules de verre. Un pourcentage trop grand d’eau dans la solu-
tion ne permettrait pas de dissoudre une quantité suffisante de
chlorophylle pour permettre un dosage spectrophotométrique en

évitant une émulsione.

vemn ¥ s mmae | Brae  mees moA weeos  Gmw M mman  ewea eema eess  gese

Nous discuterons au chapitre IV, a propos d’une étude de
MACKINNEY et JOSLYN (40) de 1’opportunité de choisir un tampon
pour stabiliser 1la concentration en ions H+. Nous estimons par
exemple qu’une solution & pH 6 contenant 50% ou davantage d’un
solvant organique ne saurait étre stable durant un dosage de la
vitesse de formation de phéophytine, si elle contient seulemel..
un acide de normalité connue. D’une part, 1’acidité varierait
au cours de la réaction, et d’autre part, toute détermination
de 1l’acidité n’aurait aucune valeur, par suite du manque de sen-

sibilité de 1’appareillage potentiométrique.

= g e eme wws A

Le solvant (50% eau - 50% propanol) contient suffisamment
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d’eau ;our permettre de dissoudre facilement des sels tamponnants
sans risquer de précipitation. Mais les tampons n’ont-ils pas
une influence propre sur la destruction, ce qu’il convient évi-
demment d’éviter? Or, on peut constater certaines différences
dans la destruction de la chlorophylle en milieu acide avec dif=-
férents tampons. Mais chaque fois il a pu &tre constaté qu’il
s’agissait d’une "chélation" (fixation cde 1’ion métallique du
sel tamponnant, en lieu et place du Megnésiumj; par exemple,
di-Sodium phéophytine). Une possibilité subsiste, celle d’utili-
ser un tampon réalisé avec un sel de Magnésium. Les résultats
dés lors ne peuvent €tre faussés: il n’est pas possible de cons-
tater la formation de chlorophylle & partir de phéophytihe mise
en présence d’ions Mg++ libres. Nous avons d’autre part comparé
la formation de phéophytine en présence d’un tampon au Magnésium
et en présence d’un acide seul (citrique), & des pH cette fois
mesurables et identiques dans les ceux cas (3,7). Les vitesses
sont égales.

Mais peu de sels de Magnésium sont solubles et il faut couvrir
une étendue importante de pH (de 2.5 & 7 environ. Au-deld de 74
il ne forme plus de phéophytine.). Nous avons pu réaliser un tam-
pon adéquat & partir d’acide citrique et d’acétate de Magnésium.
Nous en avons déterminé le pK: 5,5, et la zone tampon s’étend

de 3 environ a 7,5.

D)_Influence_du pH_sur_le spectre de_la chlorophylle

L R i s e el wme e e e e e e tmme

L’influence du pH sur le spectre est nullk. Celui-ci ne varie

ni en intensité ni par déplacement des longueurs d’onde des ma-



xima d?absorption.
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Les divers sels tampons ajoutés aux solutions de chlorophylle

dans le propanol=-eau ne. provoquent aucune modification du spectre:

Le pH est vérifié avant et aprés traitement des solutions
sans jamals montrer aucune variation. Il a été déterminé au
pHmetre Radiometer type 22, ajusté au tampén de biphtalate de
Potassium M/20: pH = 3.97,

1



CHAPITRE IV

DESTRUCTION DE LA CHLOROPHYLLE EN MILIEU

ACIDE FT FORMATION DE PHEOPHYTINE,

On sait que la chlorophylle en solution, en présence d’acide
méme trées faible, se décolore rapidement. Autrement dit, il se
forme de la phéophytine qui est le résultat de 1’arrachement
de 1l’atome de Magnésium, lequel est remplacé par deux ions H+,

Ce chapitre a pour but d’étudier la cinédétique de formation
de la phéophytine en fonction de divers facteurs: témpérature,
temps, concentration de la solution en ions H .

D’autre part, des facteurs secondaires seront envisagés, qui
pourraient avoir une influence sur la formation de phéophytine.
Nous nous efforcerons de préciser si ces facteurs tendent & for-
mer des produits de dégradation en relation ou non aveé la phéo=-

phytine.

1) Détermination de 1l’cordre de la réaction de conversion de la

chlorophyvlle en phéonhvtine

(vitesse de la réaction)

On travaille avec une concentration constante en ions H+, a
température constante et & 1’abri de la lumiére, en 1’absence
d’autres ions métalliques que Mg++9 de réducteurs ou d’oxydantse
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Remargue: on a tout d’abord établi que les expériences réalisées
en présence d’air et dans des conditions strictes de température
donnaient des résultats absolument identiques aux essais réalisés
en 1’absence d’air. Seulks, comme nous le verrons, des durées tres
longues ou des températures trop €élevées fausseraient les résul-
tats.

wa

A)_Conditions expérimentales_pour la _chlorophylle a.

L I =} e T Rn | e wms mmw el omee | Goa wme e cmes s emed anst dom e s

nant le tampon (acide citrique - acétate de Magné-
sium) ont un pH respectivement de: 3,7 - 4 - 4,5
5 = 545 = 6 = 645
pérature qui permet la plus grande précision; il
s’agit en effet de la température ambiante et aucune
erreur ne peut donc résulter du temps de chauffage
et de refroidissement des solutions,

durées:s des dosages sont cffectués aprés diverses durées
pour chaque essai, jusqu’a ce que le pourcentage de
phéophytine approche du maximum.
ment pour chaque essail.
X = 2 mge. par litre. ‘

pureté des_solutions: la chlorophylle a est supposée &tre ab-
solument pure, l’éxtraction ayant été réalisée 1le
jour méme, suivie d’une vérification du critére de

pureté.
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fig.l, page 26, se trouve le spectre de la phéo-
phytine a dans le solvant utilisé. Si la proximité
des maxima de la chlorophylle a et de la phéophytine
a dans la région bleue ne permet pas un dosage pré-
cis, il est possible de doser la phéophytine, en
opérant d’une part a 5.370 A° ol 1’absorption de la
chlorophylle a est trés minime, et d’autre part a
6.650 A°, longueur d’onde & laquelle correspond un
maximum d’absorption de la chlorophylle et de la
phéophytine, mais avec une intensité trés différen-
tees Connaissant le rapport des coefficients spéci-
fiques d’absorption respectifs aux longueurs d’onde
citées (ce quivdétermine expérimentalement avec des
solutions équimolaires de chlorophylle et de phéo-
phytine), le dosage sera déterminé par la résolution
d’un systeme d’équations & deux inconnues. On ap-
plique la loi de BEBR-LAMBERT, en tenant conmpte
comme nous 1l’avons dit, du fait que les densités
optiques sont entiérement additives. Si x représen-
te la quantité de chlorophylle a et y la quantité
de phéophytine a a tout moment de 1l’essai, on as

3 6,650 4° = klx + Kly

B 5370 AP = k2x + sz
k et K représentent pour chaque longueur d’onde le
coefficient spécifique de la chlorophylle et de la

phéophytine ou des nombres proportionnels.
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RESULT ATS

a) Quelle que soit la concentration initiale de chlorophyl~
ley, la vitesse de formation de phéophytine est toujours égale,
sauf pour des températures supérieures a 100°, et des pH supé~

rieurs a 6,5.

b) Le spectre des produits de la solution n’indique & aucun

moment un produit autre que la chlorophylle ou la phéophytine.

¢) Au graphique III figure 1, page 28, se trouve une courbe Al
donnant la vitesse de la conversion de la chlorophylle a en phéo—r
phytine. I1 s’agit de 1’expérience ayant permis des dosages les
plus précis: & 20°C., & pH = 4, Aprés 90 min., il n’est plus pos=-
sible de déceler une modification dans la forme ou 1’intensité
du spectre d’absorption jusqu’a une durée de 36 heures environ.
Apres quoi, 1l’abscrption s’affaiblit lentement aux divers maxi-
ma étudiés (il se forme des produits d’oxydation qui seront étu-~
diés plus loin).

Si on appelle x le pourcentage de phéophytine formée, et t

la durée, une réaction monomoléculaire répondrait & 1l’équation:

ax _
Sk (100 -~ x) ou kt = 2,3 log.lo(lOO - x) (I)

k étant une constante variant avec la température
ou 1l’acidité.

Or, cette équation est entiérement vérifiée comme le montre
la droite AII tracée sur le graphique III. Les ordonnées de cha-
que point de cette droite ont pour wvaleur: 1og.lO (100 - Xl),
logeqo (100 = x,), etce..

I1 s’agit donc incontestablement d’une réaction monomoléculai-
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re, ce qui confirme d’ailleurs le résultat a).
A tout moment, toute la chlorophylle a détruite correspond

&4 la quantité de phéophytine existante.

Remargue: MACKINNEY et JOSLYN (40) étaient plutdt favorables

3 cette réaction monomuléculaire.

d) L’équation (I) est vérifiée pour les diverses acidités
inférieures & pH = 6,5 et pour des températures de 20°C, 50°C,
et 100°C, Les essais effectués & 120°C indiquent une réaction

complémentaire.

B) Conditions expérimentales pour la chlorophylle b

Elles sont identiques en ce qui concerne

les températures envisagées, les durées des
expériences, les concentrations en chloro-
phylle, la pureté des solution, aux condi=-
tions énoncées pour la chlorophylle ae
Acidité: La chlorophylle b est plus résistante a
1’hydrolyse par les acides. Les solutions
étudiées, & 50% propanol-eau, contenant le
tampon, ont un pH respectivement de : 2 =
245 =3 = 3,7 -4 - hL,5 -5 - 5,5,
page 26, se trouve le spectre de la phéo=-
phytine b dans le solvant utilisé. D’aprés

la méthode employée pour le dosage de la

phéophytine a, nous choisissons cette fois
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le maximum caractéristique de la phéophytine |
b a 5.280 A° et celul commun & la chloro=-
phylle b et & la phéophytine b situé a

6.460 A°.

RESULTATS

a) Ils confirment entidrement la rcaction monomoléculaire
obtenue dans le cas de la chlorophylle a. Seule la vitesse d’hy-
drolyse est différente. ‘

Au graphique III, fig.l, se¢ trouve la courbe Bl résultant de

1’expérience. La droite BII démontre la réaction monomoléculaire.

b) I1 est intéressant de connalitre le rapport des vitesses
respectives de conversion en phéophytine pour chacune des deux
chlorophylles., MACKINNEY et JOSLYN (40) ont déja établi appro-

ximativement ce rapport:

kchlea

= approximativement 9 a 11l.

kChl b

Au cours de nos expériences, nous avons comparé notamment
les vitesses d’hydrolyse pour chacune des deux chlorophylles,

4 pH = 3,7 et & 20°C. Nous avons obtenu pour ce méme rapport

établi pour des coefficients k du premier ordre: 6,6.
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2) Effet de la concentration en ions gt

MACKINNEY et JOSLYN (id.) ont précédemment estimé que la con-
version de la chlorophylle en phéophytine était du premier ordre
par rapport a la teneur en ions H de la solution.

Cependant, ces auteurs ont effectué cette détermination en so-
lution 80% acétone~ 20% acide de normalité connue, tout comme
pour la détermination des vitesses respectives d’hydrolyse de
chacune des deux @hlorophylles, dont nous avons parlé au para-
graphe précédent. Si la quantité d’ions g présents dans cette
solution peut étre suffisamment importante pour que la concen=
tration en soit déterminée avec précision et reste pratiquement
constante durant les expériences pour des pH de 3 a 4,5 environ,
nous pensons d’autre part que pour un pH compris entre 5 et 7,
le nombre d’ions H+, excessivement faible, peut varier tres fa-
cilement. Les résultats ne peuvent plus &tre précis, de méme que
la détermination de la normalité de 1’acide envisagé. Or, pour
obtenir une cinétique complete de la formation de phéophytine%\
il est bien nécessaire de travailler en milieu treés faiblement\ g
acide (pH = 5,5 & 7). |

C’est pourquoi nous avons établi a notre tour la cinétique
de formation de phéophytine vis~-a-vis de la teneur en ions H+

de la solution. Mais cette fois, nous 1’avons établie par une
méthode semblable & celle qui nous a donné des résultats satis-
faisants lors de 1’étude envisagée au paragraphe 1) de ce cha-
pitre: la chlorophylle est en solution 50% propanol 50% eau}

la solutiof contient un tampon & 1’acide citrique et & 1’acétate

de Magnésium.
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a) Elle permet d’obtenir des pH rigoureusement précis, ce
qui est absolument nécessaire. Le pH ne peut varier au cours de

la réaction.

b) Elle permet de travailler & n’importe quelle température
et de vérifier la concordance des résultats en ce qui concerne
1’ordre de la courbej ceci n’était pas possible en milieu 80%

acétones.

Conditions expérimentales pour les chlorophylles a et b

Comme pour 1’étude du paragraphe précédent, les diverses ex=-
périences ont été réalisées a 20°C, 50°C et 100°C. Les diverses
concentrations en ions H sont celles pour lesquelles le pH est gi~
tué entre 3,5 et 7 pour la chlorophylle a et entre 2,5 et 7
pour la chlorophyllé be Aux pH inférieurs, la formation de phéo-
phytine est trop rapide pour pouvoir étre déterminée avec pré-
cisiony méme aux basses températures. Aux pH supérieurs & 7, il
ne se forme pas de phéophytines Les durées des expériences va-
rient entre 30 minutes et 36 heures.

RESULT AT S

Quels que soient les facteurs de 1l’expérience, les courbes
obtenues pour chacune de deux chlorophylles sont du méme type
avec des coefficients variables. Nous donnons au graphique III
figs2, page 28, les courbes expérimentales obtenues pour une
température de 20°C. Les dosages sont effectués aprés 60 min.

d’action des ions H'. A cette température, les résultats sont
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les plus précis, parce qu’ils évitent 1’erreur du réchauffage
et du refroidissement de ces solutions.

Sachant que la réaction de conversion de chlorophylle en phéo-
phytine est du premier ordre vis-a-vis de la chlorophylle, on a
vu au paragraphe 1 que 1’équation

%E % % (100 - %) sk vEriride.

si k représente une constante du premier ordre, et x
le pourcentage de phéophytine formée.
Dés lors, si on admet d’apreées les travaux de MACKINNEY et
JOSLYN que cette réaction est aussi du méme ordre vis-a-vis des

: + 5 3
ions H 4 on doit avoirs

o

&= ky (100 - x)y,

si k, représente une constante de second ordre, et y
. g +
la concentration en ions H »

On aurait donc:

dx s
T00 - % X 3t = KoY
ou

1og,n(1OO - x) = kyy
ou
1og.n(lOO - xl) log.n(lOO - x2)

= = jic K
yl y2 ete

Or, ces relations ne sont pas vérifides.
On pourrait avoir, si on tient compte de ce que deux ions H

remplacent un atome de Magnésiums
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ax - 2
at ke(lOO - X))y .

et cette équation n’est pas vérifice.

On ne peut donc admettre que la réaction de conversion de
chlorophylle en phéophytine soit du premier ordre vis~a-vis des
ions H'. Le graphique III, fig.2, page 28, montre en effet que
la réaction est plus lente. Pour une concentration double en
ions H+, la vitesse d’hydrolyse n’est pas doublée.

Les courbes expérimentales obtenues nous ont permis d’établir
les valeurs de k suilvantes pour chacune des deux chlorophylles.
Nous avons d€ja vu précédemment que le rapport des vitesses res-
pectives d’hydrolyse pour les chlorophylles a et b avait » été

établi & 6,6.

pH ka kb

6 0,015 (non déter
5.5 | 0,05 i

5 0,264 0,04

4.5 0,66 0,1

b I 0,215
345 - 0,39

3 - 0,751
2eb5 - 1

Ces coefficients ont été déterminés & une température de 20°C.,

et pour une unité de durée de réaction d’une heure.
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Les valeurs de k inférieures & 0,02 sont peu nrécises ou

n’ont pu étre déterminces.

3) Mesure du coefficient de température

Les réactions chimiques obéissent souvent & la loi suivante:

log.k = i + B. (I1)
T
k étant le coefficient de vitesse, T la température absolue
et A et B sont les constantes.
I1 est donc facile de vérifier si cette loi est respectée,
sur graphiques
¥n abrisses 1/T
En ordonnée: log.k.
On doit oWenir une droite.

pH: On a choisi des solutions de chlorophyl-
le a a un pH situé entre 5 et 5.5.
a2 des températures s’échelonnant entre
0 et 1e0°.

Durée: Les solutions ont été traitées dans
les conditions de pH et de température
énoncées, pendant 60 minutes. Ces expé-
riences permettent ainsi de répartir

la formation de phéophytine entre 0 et
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100% environ.

gueurs d’onde déja utilisées lors des
expériences détaillées aux paragraphes
1 et 2

RESULT ATS

La courbe expérimentale de la formation de phéophytine obte-
nue en fonction de la tempdrature, est donnée au graphique IV,
figel, page 37

Le graphique IV, fig.2, établi d’apres 1’équation (II) mon=-
tre que celle-ci est vérifiée entierement pour toutes les bem-
pératures jusgu’i 1029, - - ‘

Remargues Ce résulfat entre en contradiection avec celul de
MACKINNEY (4I) qui, étudiant la réaction en milieu 80% acétone
non tamponné et jusqu’a une température maximum de 5I°, ne peut

obtenir une vérification de la loi de coefficient de températu-
res que pour des basses températures, la réaction étant plus ra-
pide ensuites

On pourrait peut-étre expliquer ces divergences, soit par un
effét propre du solvant (acétone), soit par une modification de

pH en cours de réaction lorsque le milieu n’est pas tamponné.

Calcul de la chaleur d’activation:

D = e T I e S - g -t

Celle-ci peut étre calculée pour des températures comprises

entre 0 et 102°, étant donné la vérification de la loi (II).
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I1 est donc naturel de peuser que les molécules ne sont chimi-
quement actives que si leur ¢nergie dépasse une certaine limite
ordinairement trés supérieure a la moyenne. Cette idée, déve=-
loppée par BERTHCUD (42), puis par d’autres auteurs, est aujour-
d?hui généralement admise.

Résultatss nous avons obtenu une chaleur d’activation de:

q = 13.500 calories.

e L A R i S S g~

pHs: La chlorophylle b étant plus résis-
tante a 1’hydrolyse en milieu acide,
le pH des expériences a été porté en-

tre 4,5 et 5.

Les autres données expérimentales sont
identiques & celles établies pour la

phéophytine a.

RESULTATS

Ils confirment entiérement la vérification de la loi (II)

pour des mémes conditions de température.
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4) Effet de la lumiére

On sait que la lumiére a pour effet de décolorer rapidement
la chlorophylle en solution. Dans ce chepitre qui a trait a la
formation de phéophytine, nous avons étudié 1’effet de la lu-
miére sur la formation de ce corpss

nos conclusions rejoignent celles.de ARONOFF et MACKINNEY
43).

La photooxydation de la chlorophylle produit des corps tota-
lement différents ce la phéophytine, sans que celle-ci soit un
stade intermédiaire. Nous 1’avons nontré par un dosage spectro-
photométrique aux longueurs d’onde des maxima de la phéophytine
(phéophytine as 5.370 A° et 5.050 A°: phéophytine b: 5.280 4A°)
comparant en méme temps la dégradation de la chlorophylle par
dosage des maxima respectifs de 6.650 A4° et 6.460 A° pour les
chlorophylles a et by les solutions de ces chlorcohylles étant
soumises & une vive illumination. Une méme série d’expériences
a été réalisde par lumiére ultraviolette. Nous reviendrons en
détail sur la photooxydation au chapitre VI,

D’autre part, nous avons montré par d’autres essais que 1la
lumiere, tant visible qu’ultraviolette n’accélérait aucunement
la formation de phéophytine dfie aux ions H . 4 cet effet; nous
avons dosé la formation de phéophytine dans un tube A (pH = 4,5
température = 20°C) & 1’abri de la lumiére et dans un tube B
(pH = 4,5, température = 20°C), vivement illuminé.

Cette expérience a été réalisée pour chacune des deux chlo-

rophylles.
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5) Effet de 1’air, de 1’oxygene occlus et des oxydants

Nous montrerons au chapitre VI que le rdle de ces facteurs
est identique & celui de la lumiére en présence d’air.

Ils n’ont aucune influence sur la formation de phéophytine.

Comme dans le cas de la photooxydation, les produits formés
ont un spectre.trés différent de ceux de la chlorophylle et de

la phéophytine.

6) Effet des réducteurs

I1s n’ont aucune influence sur la formation de phéophytine.
Nous montrerons aussi qu’ils ont pour action de réduire la
fonction vinyl, et par 1la, de rendre la chlorophylle plus résis-

tante a 1’oxydation.

Les réducteurs utilisés lors de nos expériences étaient:
1’hydrasine, 1’acide ascorbique, l’hydroxylamine et 1l’hydrosul-
fite de Sodium. Dans ce dernier cas, les résultats sont diffé-
rents, par suite d’une '"chélation" dlie 2 1’ion Na
Remarque: en plus des expériences réalisées aux paragraphes 5
et 6, nous avons étudié 1’influence, nulle, des oxydants et des
réducteurs par électrolyse entre électrodes de platine. Pour ce
faire, des solutions de chlorophylles a et b en milieu acide
tamponné, ont été placées & la cathcde et & 1’anodes On a comparé
les cinétiques de formation de phéophytine. Dans aucun cas, la
cinétique ne varie sous l’effet de la réduction ou de 1’oxyda-

tion.
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7) Effet des métaux

Nous avons signalé 1’importance qu’il y avait & éviter dans
les solutions de chlorophylle traitées, la présence de tout au-
tre ion métallique que Mg++. En effet, le remplacement du Magné-
sium par d’autres métaux consiitue un probléme important vis-a-
vis de la formation de phéophytine, de la décoloration de la
chlorophylle en milieu acide, et de la stabilité des différents

produits formé€s. Nous traiterons cette question au chapitre VII.

8) Effet des anions

L’action des anions est identique: la destruction de la chlo-
rophylle en phéophytine est la m&me sous 1’effet des acides tels
que: 1l’acide chlorhydrique, citrique, acétique, pouf un pH iden-
tiques La conclusion est logique, puisqu’il s’agit en effet d’une

reaction faisant intervenir wniquement des ions H .

9) Effet des cations organiques

L’effet des cations organiques pose un probléme important

et totalement irrésolu que nous étudierons au chapitre VIII,



CHAPTITRE V

DEGRADATION DE LA CHLOROPHYLLE EN MILIEU
ALCALIN ET FORMATION DE_ CHLOROPHYLLIDE .~

Nous considérons ce probléme sous le méme angle que celuil de
la formation de phéophytine, c’est-a-dire qu’on envisage une dé=-
gradation ménagée.de la chloriphylle en milieu alcalin, en pré-
cisant dans quelles conditions la réaction la plus simple peut é-
tre obtenuey et guelles sont les actions de divers facteurs sur
cette réaction.

La chlorophylley, on 1’a vu, possede deux fonctions esters,
dont 1’une (phytyl) est mcins stable que 1l’autre (méthyl).

En milieu alcaliny il peut y avoir arrachement et saponifica-
tion. De plus, dans le cas d’un traitement plus énergique, peu-
vent se former des produits d’oxydation alcaline tels que les

chlorines (ou rhodines) et les purpurines.

1) Détermination de 1’ordre de la réaction de dégradation de

la chlorophylle a ou b en milieu alcaline Vitesse de la

2 -
reaction.
Pour ce faire, les expériences sont réalisées avec des concen-
trations constantes en ions OH , des températures constantes, &

1’abri de la lumiére et en l’absence d’air.
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pH: Un tampon alcalin réalisé avec un sel
de Magnésium n’existe pas, mais il ne
s’avére plus nécessaire: 1l’hydrolyse
du Magnésiun n’est pas réalisée en
milieu alcalin.
Les solutions de chlorophylle étudiées
(50% eau - 50% propanol) sount tamponp-
nées a des pH respectifs des
835 = 945 = 10 = 1045 = 11 = 11,5 =
1,7 = 1149 = 12q
Tampons: NaCH - POQNaQH

effectué pour chaque essai pour des

durées de réaction variant entre 10

min. et 180 min.

tivement pour chaque essail avec X =

2 mge. par litre.
Pureté des solutions: Les solutions de

chlorophylles sont supposées étre ab-

solu ment puresy, l’extraction ayant

été réalisée le jour méme, suivie

d’une vérification du critére de pu=

reté,
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gradation des chlorophylles a et b
par les alcalis a froid ont des spec=-
tres d’absorption caractéristiques.
En effety leur absorption dans la
région rouge est constituée par une
bande tres forte déplacée de 250 A°
vers le bleu paf rapport & la chlo=-
rophylles c’est-a-dire respective=-
ment & 6.400 et 6.2I0 4A°. Ceci per-
met de réaliser pour chacune des
deux chlorophylles un dosage précis
par mesure de 1l’absorption respec-
tivement & 6.6504° et 6.400 4° pour
la chlorophylle a et 6.460 A° et
6.2I0 4° pour la chlorophylle b,dé-
gradées par les alcalis a froid.
On résoud ensuite le systéme d’équa-
tions & deux inconnues que nous -avons
déterminé, connaissant par expérience
le rapport des coefficients d’?absor-
ption de chacun des produits aux

longueurs d’onde indiquées.

RESULTATS

a) Quelle que soit la concentration initiale de chlorophylle

a ou by la vitesse de dégradation est proportionnelle.  pour
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tous les essais réalisés & 20°C. Pour les autres températures,

le spectre indique une réaction complémentaire.

b) A 20°C, le spectre des produits de la solution n’indique
a aucun moment de la réaction un produit autre qQue ceux que

nous avons cités . °®

c) 4Au graphique V, fig.l, page 47, se trouve une courbe don-
nant la vitesse de dégradation de la chlorophylle a, réalisée
a 20°C et a pH = 12, La courbe correspond & celle d’une réaction
du premier ordrej or, une réaction de saponification est géné-
ralement (45) monomoléculaire. Dans les conditions décrites,
on serait donc en présence d’une réaction simple de saponifica-
tidn d’une fonction ester avec formation correspondante de chlo-

rophyllide.

d) La courbe est semblable pour tous les essais réalisés &
20°C et pour chacunc des deux chlorophylles. Seul le coefficient

k du premier ordre varie en fonction du pH et de la température.

e) Lorsque 1’action des alcalis est étudiée & chaud, on ob-
serve une ou plusieurs réactions complémentaires caractérisdes
par une diminution ce 1l’absorption respectivement obtenue a

froid a 6.4004° et 6.2I04€.
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2) Effet des ions OH™

Nous avons établi que la réaction de dégradation de la chio-
rophylle cn milieu alcalin ¢tait monomoléculaire, & froid. Elle
correspond donc & la formation de chlorophyllide. Cette dégrada-
tion simple a ét¢ aussi étudiée par rapport & 1a concentration
en ions OH™ du milieu. Une réaction de saponification comme cel-
le qui nous intéresse est en général proportionnelle & la fois
& la concentration de l’ester, ce que nous avons vérifié, et
4 la concentration en ions OH ™.

Ce paragraphe a trait & cette vérification.

pH: Les wlutions sont ajustées aux pH
suivants: 10 - 10,5 - 11 = 11,3 =
ll,s by 1197 -~ 1139 - 120
périeures n’ont pas &été envisagées
afin d’éviter des réactions complé-

mentaires.,

La précision peu rigoureuse de 1’appareillage potentiométri-
que fournit une source d’erreus en cec qui concerne la détermina-
tion exacte du pH. En effet, la destruction constatée dans les

conditions données varie fortement pour une tres faible varia-
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tion de pH.
Cependant, comme le montre le graphique V, fig.2, page 47,
la réaction semble tres proche d’une réaction du premier ordre:
a4 une concentration double des ionsCH™ correspond une vitesse
double.
Conclusions: On est en présence d’une réaction caractéristique
de saponification, c’est-a-dire bimoléculaire: elle est & la foisi
proportionnelle & la concentration en ester et & la concentration

en ions OH .

3) Effet de la température.,

Nous avons vu que des réactions complimentaires apparaissent
rapidement avec 1’¢lévation de température., Dés lors, toute me-
sure du coefficient de tempcirature serait peu significative et

n’a pas été envicsagée.
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CEAPITHE VI

L4 PHOTOOXYDATION DE L4 CHLOROPHYLLE

Le probleme de la photooxydation de 1a chlorophylle qui a
ét€ trés Jtudié «cs dernidres années présente pour nous un in-
térét moindre que les autres questions traitées, étant donné
1’0objet particulier de cette étude. cpcndant, nous avons d’une
part repris les données de ccrtains travaux et en avons confirmé
les résultats afin de préeiser d’une fagon plus compléte les
divers modes de dégradation de 1la chlorophylle.

D’autre part, il <¢tait intéressant de déterminer 1’effet pos~
sible, sur la formation de phéophytine, de certains corps agis-
sant sur la photooxycation. Si le mécanisme de ces deux réac-
tions est entiérement diffdrent, on ne peut & priori dcarter

toute relation entre clles.

1) Btude cinétique de 1la photooxydation de la chlorophvlle

5]

Cette étude a ét¢ réalisée par ARONOIFF et MACKINNEY (8I)
qui ont montré ques a) la réaction de photooxydation est pro=-
bablecment de second >rdres
b) il nc se forme au cours de la réaction
aucun prodult intermédiaire, et les produits

d’oxydation compléte sont stables.
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¢) les vitesses comparées de 1l’oxydation des
chlorophylles a et b n’ont pu étre obtenues, celles-ci étant pro-
balklement tres variables selon la longueur d’onde de la lumiére

émises

Nous avons repris 1’étude cinétique et confirmé la courbe ob-
tenue, par un dosage spectrophotométrique. (graphique VI, courbe l
vérification par la droite 2). Ces expériences ont été réalisées
pour diverses longueurs d’onde d’émission de la lumiére,
Remarques: 1’effet de la photooxydation donne des corps dont
1’absorption est tres faible dans la région visible du spectre
et est en ce point semblable & celui de 1’oxydation par les corps

tels que le peroxyde d’hydrogeéne ou d’autres oxydants.

2) Etude des modifications possibles dans la réaction de photo-

oxydation

Une étude trés compléte a €été réalisée par URBOSKI et coll.
(82-83) sur 1’action stabilisante de certains corps vis-a-vis de
la photooxydation. Il s’agit principalement d’amines, de diamines,
de dérivés de 1’aniline, ¢t naturellement de réducteurs.

Notre but n’est pas de confirmer ces résultats, maiss

a) d’étudier ces réactions par spectrophotométrie.
b) de déceler 1’effet possible de ces corps sur

la formation de phéophytine.



Graphique VI

t!
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a) I1 a été établi (83) que 12 nitrosodiméthylaniline avait
la propriété d’éviter la décoloration de la chlorophylle en so-
lution,exposée a une vive lumiere. La preuve d’un complexe for-
mé avece la chlorophylle était fournie par la disparition de la
fluorescence de celle-ci apres irradiation de la solution.

Un sffet semblable a ¢té constaté dans le cas de diverses
amines. (82).

Nous avons compaeré la cinétique de la photooxydation de lé
chlorophylle a en 1’absence et en présence d’amines (mono- et
diéthanolamine) ¢t de paranitrosodiméthylaniline. (ce produit
a été préparé a4 partir de diméthylaniline.- 84)

L’étude est réalisée par spectrophotométrie et le dosage

effectué a 6.650 A°, La chlorophylle a est en solution dans

1’alcool éthylique.

RESULTATS

1°) Les doses actives des divers produits varient essentiel-

lement .pour chacun d’cuX.

2°) URBOSKI et coll. avaient montré que des faibles doses des
divers corps envisages avalent le pouvoir de stabiliser la chlo-
rophylle a la photooxydation, ¢t que des doses fortes avaient
un effet contraire. Ces résultats sont confirmés ici comme le
montre le graphique VI, courbes 3, 4 et 5, page 52. Ces courbes
donnent les cinétiques obtenues pour des concentrations X, 2X
et 5X du stabilisant envisagé. La courbe 1 constitue la dégra-
dation du témoin.

Maisy de plus, il est intéressant de remarquer que quel que
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soit le produit stabllisant envisagé, on obtient pour certaines
concentrations intermédiaires, un effet stabilisant suivi d’une
brusque déformation de la courbe de photooxydation, par accélé-
ration du phénomene. Apres quoi, la cinétique est rétablie nor-

maleratt.

3°) Preuve de la formation d’un complexe: si celle~ci a été
fournie par UKEOSKI ¢t colle. sur la base d’une disparition de
la fluorescence de la chlorophylle a, 1’étude spectrophotométri-
que donne un résultat plus caractéristique, dans le cas de la
paranitrosodiméthylaniline; un déplacement du maximum d’absorp-
tion de la chlorophylle a, de 6.650 A° & 6.550 A°, lors d’un ef=-

fet stabilisant. Le phénoméne a été observé en lumieére visible

et ultraviolette, et méme lors d’une oxydation de la chlorophylle

a en présence d’air & chaud ¢t & 1’abri de la lumiére.

b) Nous avons voulu déceler 1’influence possible des corps
envisagés plus haut, sur la formation de phéophytine. Les essais
ont €t¢ réalisés avec la paranitrosodiméthylaniline et des corps
trés semblablesy comme la diméthylaniline et la nitrosoaniline,
ainsi qu’avec des amines ¢t diamines.

L’effet de ces produits sur la cinétique de formation de
phéophytine a, en milieu acide, a ¢té étudié en deux séries
d’expériencess:

1°) sans irradiation.
2°) apres irradiation ménagée, et aprés vérifi-
cation de la formation d’un complexe stable

& la photooxydation.
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Ensuite, la cinétique de formation de phéophytine a été com-

parée & un témoin, & pH = 4 et & 20°C,

RESULT ATS

Dans aucun cas, il ne peut &tre constaté de modification dans
la réaction du premier ordre qu’est celle de la conversion de la
chlorophylle en phéophytinec.

I1 semble donc que les stabilisants ne soient pas liés, méme

indirectement, & la formation de phéophytine.




CHAPITHE VIT

REMPLACEMENT DE L?ATOME DE MAGNESIUM DE LA

CHLOROPHYLLE PAR D’AUT &S ATOMES METALLIQUES

(Formation de chélatesdec phéophytine)

I) Définition et introduction

Le terme "chélate" correspond (46) & une structure cyclique
formée par coordination intramoléculaire dans des systemes con-

tenant un donneur et un accepteur d’électrons ar exemples
9 P

salicylaldéhyde
—CHz?

A O B
I1 en est de méme lorsque un anneau e€st constitué par coordina-

tion intramoléculaire dans des systémes qui sont capables de for-

mer deux ou plusieurs liaisons coordonnées:

~ NH R
ci,  /
éthyléne diamine- f Au
CH \
m 2 N
R« ~ Aus N NH./ R
Le nom de "chélate" est dérivé du grec 'chela" = pince de cra-

be et fut proposé en 1920 par MOAGAN et DREW (47).

5]

La formation d’un chélate peut modifier considérablement les

a

propric¢tés de certains corps. Par exemple (48), 1’effet de la

chélation sur les propriétés de 1l’acide salicylique (formation

)
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d’une liaison hydrogéne interne) rend cet acide beaucoup plus
fort que ses homologues méta- et para-. Initialement d’ailleurs
le terme "chelate" ¢tait employé uniquement dans le cas d’une
liaison hydrogeéne interne formant le cycle, mais la notion a été
étendue aux métaux en général. Dans des molécules organiques
(49) contenant 2, 3, Leeses Ny centres de coordination, des
structures condensces de chdlate peuvent se former. On les dé-
signe sous le nom de : bi-, tri-, quadri-, ... polydentates.

La chleorophylle constituc un quadridentate.

Plutdt que de détailler dés & présent les résultats de nos
expériences sur la formation de chdélates de phéophytine, et que
d’en tirer une conclusion empirigue, il nous a semblé préférable
de préciser les facteurs de formation de chélates et les carac-
téristiques spectrales de ceux-ci. Une documentation trés détail-
1ée nous est fournie par MARTELL et CALVIN (50) et dans la mesu-
re du possible, nous 2vons mis en évidence les principaux é1é-
ments de ce probléme trées complexe en les illustrant des quel-
ques études déja effectuées dans un domaine proche, celui des

porphyrines en général.

2) Lois générales de la formation des chélates métalliques
(51, 52)

Les facteurs qui gouvernent les tendances relatives pour les

différents métaux & se combiner avec un donneur d’électrons
9

peuvent €tre divisés en deux classes:
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Les liaisons entre un ion métallique et un donneur peuvent |
étre soit ioniques, soit covalentes, soit de caractére inter-
médiaires coordonnées. Dans ce dernier cas (résonance) , la 1i-
aiééhﬁéé fait uniquement entre structures ayant le méme nombre
d’électrens impairs.

Dans le type de liaison réside une cause principale de la
stabilité du chélate. Certains métaux (alcalins) forment pres-—
que toujours des liaisons ioniques, rapidement dissociées.,

Par contre, d’autres forment toujours des liaisons covalentes,
comme le Palladium et le Platine et celles-ci sont tres stables.

Dans ce cas d’un type de liaison intermédiaire (par exemple:
Cu- Phtalocyanine) le systéme de liaison qui compléte la réso-
nance existant dans la molécule est tellement stable que pour le
dissocier i1 faut detruire la molécule tout entiére. Dans ce der-
nier cas, 1’ion possdde donc des orbites supplémentaires pour la
formation de doubles liaisons nécessaires a 1’obtention du sys-~

téme résonant (53).

Remargue:s

En ce qui concerne le type de liaison du Magnésium dans la
moléecule de chlorophylle, on aboutit & une controverse:
1°) En général, on estimait que lecs liaisons étaient du
type coordonné, le Megnésium, dont le nombre de coordina-

tion est 4, <tant attaché aux 4 noyaux pyrroliques.
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RUBBEN et coll. (54-59) montrent d’ailleurs qu’en solution,
la chlorophylle, mise en présence d’ions Mg++ radiocactifs
ne permet aucun échange. Dans ce cas, on incline & penser
que les liaisons ne peuvent €tre de nature ioﬁique, ce gui
impliquerait un €change treés rapide (56). D’autre part,

le spectre d’absorption de la chlorophylle qui contient

une bande trés forte dans la région rouge, est en faveur

de liaisons covalentcse.

2°) A 1’encontre de ces résultats, on peut cependant re-

marquers

2.) Lorsque le Fer est 1ié de fagon ionique & 17’h&me
il n’est pas possible de noter un échange avec des
ions radicactifs (57).

[3) Le Magnésium forme difficilement des chélates de
nature covalente.

%) La molécule de chlorophylle est plane, tandis que
1’ion Mg++ posséde sur ses couches extérieures des
électrons disposés en tétraddre, ce qui nécessiterait
dens le cas de liaisons covalentes une distorsion de
la molécule.

f) Un systéme de liaisons coordonnées est toujours
trées stable et on 2 vu que le Magnésium est rapide-

ment arraché de la molécule.

C’est pourquoi 1’hypothése la plus nlausible nous semble étre
celle d?ARONOFF (58): le Megnésium formerait une liaison tri-

pSle avec les noyaux pyrroliques. On explique alors que l’effet
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du chromophore électronégatif tel qu’il existe dans le groupement
aldéhydique de la chlorophylle b‘pourrait renforcery en conjugai»r
son directelavec un azote pyrroliquey la liaison ionique

Mg-N. On sait en effet que la chlorophylle b se dégrade moins
vite que la chlorophylle a en milieu acide.

D’autre part, dans ce cas, le type de liaison n’implique au=-
cunement une distorsion de 1la molécule.

Nous attachons une importance toute particuliére au type de
liaison du Magnésium dans la chlorophylle, parce que nous verrons
au chepitre VIII gue si 1l’on admet qu’ii reste une ¢ vlusieurs
valences libres sur 1le Magnésium, la possibilité subsiste de
fixer des molécules organiques, d’apres le méme principe que
pour 1l’héme, quil peut &tre 1lié & diverses bases organiques par
son atome de Fere. De pluss on peut admettre alors que la chloro-
phylle peut &tre liée de cette fagon a des protéines et lipides
dans les chloroplastese.

-

— s S s awa e e e I = A

de_1’ions: (50)

Dans le cas ou les liaisons formées sont de natire ionique,
la stabilité du chiélate est proportionnelle au carré de la charge

de 1’ion et inversement proportionnelle & son rayon. (ez/r)
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Corollaire:

On ne peut se limiter a ces deux lois généraless En effet,
1’affinité entre cations et donncurs serait identique dans le
cas des complexes et des checlatese: ory, on sait qu’il n’en est
rien (50); cela indique que dans le cas des chélates existent
d’autres facteurs, particulierement de nature stéréochimique,
qui compliquent 1l’interprétation du travail expérimental. La
chlorophyllie, comme toutes les porphyrines, est une molécule
planes Se fixeront donc lc plus facilement sur les 4 pyrrols
les métaux possédant sur leurs couches extérieures 4 électrons
dans un méme plan (néteux du type dsng'un électron sur d, un
sur s et deux sur p). On ¢évite ainsi une distorsion de la molé-
cule lors de la chélation.

La constitution de la molécule de chlorophylle a aussi son
imnortance, en cc sens qu’on se trouve en présence d’un donneur
qui par sa structure cdoit complétement entourer 1’ion métallique
et lmpose donc ses propres conditions de forme, de structure,

et de dimensionse

— 5 . ; : : 2
stable appartiendra 2 un ion de dimensions optima, dsp ¢ per=-
mettant une augmentation du systéme résonant par son aptitude &

|

la formation de liaisons coordonnées.

3) Colcration et _snectre des chélates

Nous insisterons sur les rodifications qui pourront apparaitre
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dans les spectres lors de la recherche de nouveaux chélates.

En effet, ce point constitue une méthode supplémentaire d’i-
dentification et souvent une preuve du remplacement du Magnésium
par un autre métal. Lors d’une étude de différents chélates mé-
talliques, SMITH et coll. (60 & 62) ont constaté que les spectres
des chélates ctalent tres différents de ceux des ions métalliques
et des donneursy, e¢n ce qui concerne les longueurs d’onde des ma-
xima d’absorption. Mais, et c’est encore un point capital, 1’in-
tensité d’absorption peut dépendre trés fortement de la nature
méme du métal. MAC KENZIE (63) note que les chélates ioniques
ont un spectre trés proche de celui du donneur, et cés mémes ché-
lates (64) présentent un faible déplacement du spectre vers des
longueurs d’onde »lus courtes, mais d’autant plué prononcé ¢ue
la stabilité du chélate est plus grande.

Par contre, dans le cas de liaisons covalentes, le chélate
présente un spectre trés différent de celui du donneur et de ce-
lui de 1’ion. L’explication pourrait &tre : une plus grande inter-
action entre le métal ¢t le donncur que dans le cas de liaisons
ioniquese Une plus grande stabilité correspond a un déplacement
plus grand du spectre vers des longueurs d’onde plus élevées,
ce qui s’expliquerait par le fait qu’une fixstion d’électrons
au métal produit des états d’excitation plus bas.

Une augmentation de la résonance (doubles liaisors additionnelles
donc liaisons mixtes) aurait aussi tendance & faire dévier le
spectre vers des longueurs d’onde plus élevées.

Cette loi n’est cependant pas rigoureuse comme le montre

BABAEVA (65): des chélates A’oxalate donnent en effet les maxi-
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ma suivants:
20 -A®°
51 4P
.200 A°
Pti s 2.800 A°
alos que ceux-cl sont :'angés par ordre de stabi-
1ité décroissante. Mals on exnlique partiellement ce fait en
supposant que les deux nremiers ont un caractére principalement

ionique tandis qus les zutres sont certainement covalents comme

tous les chélates de Pla*ine et de Palladium.

Cet exposé sur les spectres des chélates ne permet pas de
conclusions trés précises, mais cependant on saura que tout dé-
placement du specire des la chlovopnhile vers des longueurs d’cnde

plus grandes indiquera ces liaisons principarement covalentes
tandis que le déplacement du maximum Tui-mfme est une preuve de

Ve

formation ¢’un nocuveau chélat=.

4) Discussion théoricue sur la Tormation des chélates de

Au cours de cette discussion, on examinera quels sont, du
point de vue théorique, et sur la base des lois énoncées précé-
demment, les ions qui ont la plus grande affinité & la formatiorn
de chélates. Nous ccmparerons ensuite avec les résultats expé-
rimentaux. Aducune détermination de constantes de stabilité des

chélates n’a encore jamais été réalisée dans le cas de la chlo-
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rophylle, ni méme des porphyrines en général (53).

— e o e Mmoo was  wems e ceee e e — e a. mee e e e wwe v

Presque toujourss . pat, Pt

++ ++ +4 bt R ++
Souvents Zn 4 Co 4 Fe ,Cr ,Al ,Au ,Cu , Ni

i+ ++
, AgT, Fe T, Mn catt,catten™

+ o ++
Jemais: Na*, Li*, K*, Rb', Cs*, NH, , Ba ', Sr

++ -

Parfois: Be' , Mg

1%

R}

Dans le cas des métaux du premier groupe, le Rubidium
et le Césium sont trés défavorables & la formation
de cﬂélates, étant donné que leur rayon est tres
grand. Tous les métaux du premier groupe ont un fac-
teur e2/r tres défavorable par rapport au Magnésiume.
Parmi les métaux du second groupe, le Béryllium est
plus favorable (r = O,44) gque le Magnésium (r = 0,82)
Le Calcium (r = 1,18) est défasvorable par rapport

au Magnésium, mais constitue 1l’exception générale &
la regle (66). Le Zinc (r = 0,88) est aussi défavo-
table, mais a une plus forte tendance aux liaisons
covalentes. Le Baryum (r = 1453), le Strontium

(r = 1,32) et le Cadmium (r = 1,14%) sont trés défa-

vorablese.

3°)Parmi les autres groupes, la plupart ont un facteur

2 . . o
e“/r favorable mais se lient souvent de maniére co-

valente.



Corollaire:

1°) En ce qui concerne l’espace disponible, les plus aptes
sont les métaux suivants: le Palladium, 1e¢ Platine et le Fer
bivalent (67)

2°) Le‘Fer bivalent convient cependant moins: i1l a une moin-
dre tendance a la configuration dspg.

3°) Les métaux les plus aptes a former des chélates avec des
donneurs d’électrons plans du fait de la disposition des élec~

trons sur leurs couches extérieures sont: le Palladium, le Pla-

tiney le Nickel, le Cuivre, 1'0r, tous dsgg et le Cobalt.

Conclusion:
Apres avoir éliminé un certain nombre de métaux qui, 6u bien
ne peuvent former d’ions positifs, ou bien ne peuvent donner
d’ions dans des conditions de pH compatibles avec les molécules
organiquesy on pourrait admettre la formation des chélates sui-
vants (dens un ordre relatif de stabilité décroissante):
1°) le Palladium et le Platine, le plus facilement (dspz,
espace disponible, augmentation du systéme résonant)
2°) le Cuivre, le Nickel, le Cobalt et 1l'or , pourraient
aussi former des chélates trés stables. (dSpZ, résonan-
ce)
3°) le Chrome et 1’Aluminium, trivalents, le Zinc, 1e
Fer et le Manganése, 1'Etain 4 pourraient former des
chélates (liaisons covalentes).
40) Le Béryllium et le Calcium bivalents pourraient former

des chélates légerement plus stables que la chlorophylle
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de méme que 1’Argent.
50) les métarx alcalins et NH), pourraient former des chéla-
tes rapidement dissociés
6°) Lo Ebicimm. le Jésium monovalents, le Strontium, le Cad-

mium. le Baryum bivalents et les métaux lourds en géné-

ral, ne formerzient pas de chélates,

5) Bibliogravhie

Ayant ainsi déterminé quelles seraic.at les conditions opti-
ma de chélation, 11 est bon de passer briévement en revue avant
de noter les résultats de2 nus essais, les conclusions expérimen=-
tales de divers auteours. Il s’agit de chélates en général ou plus
particuliérement d'zxpériences traitant des porphyrines

a) BARNES a2t DO2CTT (64) ont étudié le remplacement des mé-
taux par d’auntres plus stables, pour des porphyrines synthéti-

= wlowle

sées: 2 Na' remplacent 2 e Cu  remplace Zn++; Zn' T remvlace
rapidement P ¢t Ho |

b) MELLOR et MALEY (68-09) out déterminé un ordre de stabi-
1ité pour la chélation de différeiits ions bivalents, avec 1’éthy-
leéne diamines

PO M Cu >WL >Pb >Co>2n >Cd > Fed Mnd Mg

¢) ASKINAZI et GLIKMAN (70-7I) déterminant les réactions de
la chlorcphylle avec des ions métalliques établissent tout d’a-
bord en contradiction avec RABINOWITCH et WEISS (72), que la
décoloration de solutions alcooligues de chlorophylle par addi-
tion de Fer trivalent sous fcrme de chlorure, ne serait pas dlle

& la formation d‘un complex. hypothétique: 1’oxychlorophylle.
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Les auteurs montrent qu’il se produit, par la dissolution du sel
de Fer, une augmentation de la teneur en ions H' de la solution
et par suite, une dégradation de la chlorophylle en phéophytine.
La preuve en est fournie par la mesure d’un effet semblable avec
des sels d’Aluminium. Cette conclusion, qui d’ailleurs peut sem-
bler évidente, a pu étre confirmée par nous au moyen d’un dosage
comparé de la teneur en phéophytine de 1la solutiony par rapport
& un témoin, au cours d’une expérience semblable. Nous avons tenu
compte de 1’acidité en tamponnant les solutions.

La suite de cette étude de ASKINAZI et GLIKMAN est consacrée
a 1’effet de quelques autres ions testés par des expériences sem=-
blables. I1 s’agit de K, Pb'', Ca'', Cu' 'y Zn' ", Sn**, Fe'™™ gyt
pour lesquels on s’est efforcé d’établir si des chélates peuvent
se former, par dosage par rapport a un témoin aprés une durée
donnée, du maximumr rouge d’absorption de la chlorophylle. Seuls
Cu++ et Zn++ montrent une absorption nettement plus intense que
le témoin, ce qui prouve la formation d’un chélate. Dans le cas
de Fe++, une légere différence & la forme du spectre incline &
penser que le Fer s’est fixé sur la molécule. Ceci est d’ailleurs

prouvé par extraction et calcination. Les autres ions sont sans

effet.

Cette derniere série d’expériences est trés proche du travail
que nous nous sommes proposé d’entreprendre, mais & notre avis
on peut leur faire les reproches suivants:

1°) les essais sont trés incompletss ils ne portent que sur

un petit nombre de métaux.



2°)

3°)
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il n’est pas prouvé par exemple que sntt ou mttt n’ont pas
aussi la possibilité de former un chélate: 1’augmentation
considérable de la teneur en ions Ht de la solution mise

en présence d’un sel d’Etain ou d’Aluminium pourrait inhiber
une chélation relativement peu stable. La destruction ne se-

rait pas compensée par la chélation et 1’étude spectrophoto-

métrique ne peut donner aucun résultat.

il n’est pas tenu compte du fait que des ions peuvent former

des chélates dont le spectre serait moins intense que celui

de la chlorophylley ou méme de la phéophytine. Dés lors,

ces résultats ne sont plus décelables au spectrophotométre

dans les conditions données.

6) Expériences personnelles

Méthode d’obtention des chélates

a) Pour éviter toute erreur, méme minime, dfie & une varia-

tion de le tencur en ions H' dans 1la solution de chlorophylle,

nous avons procédé comme pour le dosage de la phéophytine.

On emploie un solvant mixte esu-propanol,en parties égales, con=

tenant un tampone. Celui-ci est ici réalisé nécessairement avec

un sel deo Magnésium, pour éviter une interaction de cationse

b) Le pH des solutions est situé entre 2 et 6, de fagon a

mesurer la stabilité relative des chélates. On facilitera la dé=-

gradation de la chlorophylle par un chauffage standard de 1 he
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& 100°C, ce qui a pour but d’accélérer les réactionss

¢) D’autre part, des expériences seront effectuées & partir
de phéophytine pure afin de déterminer dans quelles conditions

on peut obtenir la formation d’un chélate.

d) Pour chaque métal envisagé et expérimenté, le spectre
entier de la chlorophylle est tracé dans le visible, avec dosa-

ge précis asux maxima d’absorption.

e ++ ++ ++ ,
e) Les expériences avec Cu 4 Zn et Fe  qui, on 1’a vu,
forment des chélates, sont reprises ici afin de comparer les sta-

bilités reepectives avec celles des autres chélates.,

f) Les expériences sont réalisées avec les chlorophylles a

et b, pures, apres séparation par chromatographie.

g) Diverses concentrations d’ions métalliques ont été envi-
sagées, mals toujours avec un exces d’ions dans la solution par

rapport & la quantit¢ de chlorophylle.

h) Nous avong dit que certains métaux ne peuvent &tre essayés
pour des raisons de compatibilité de pHe D’autres ne peuvent &tre
mis en oeuvre en raison de leur rareté: Scandium, Gallium, Indium

Radiumy etcCeee
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7) Vitesse de réaction de la chélation dans un cas particuliex

Nous avons voulu analyser de fagon plus précise la formation
d’un chélate en général, et pour ce faire, nous avons choisi le
chélate de "Cu-phéophytine a". Il est particuliérement facile
d?’étudier la cinétique de formation de ce chélate étant donné
qu’il possede dans la région rouge du spectre un maximum d’ab- ?
sorption & une longueur d’onde différente de celle du maximum
d’absorption de la chlorophylle a. (6.500 A°)

D&s lors, il est possible d’étudier la cinétique aux deux
longueurs d’onde suivantes: 6.650 A° et 6.500 A° et de résoudre
comme auparavant un systéme d’équations & deux inconnues. \

L’expérience est réalisée a partir de phéophytine a pure. Ie
milieu est légerement acide, ce qui est nécessité par la présen-
ce d’ions Cu . La réaction de chélation est en réalité uns réac-
tion d’équilibre entre les ions Cu'' et 2H . Mais comme on tra-
vaille en présence d’un grand excés d’ions Cu++, nous admettons
qu’en fin de réaction toute la phéophytine est transformée en
chélate de Culvre. Ceci est en effet une condition sine qua non
de dosage, qui nécessite de connaltre les absorptions propor=-
tionnelles de la phéophytine et du chélate aux deux longueurs

d’onde citées.

a) On opére & la température de 50°C qui active la réaction.
Celle~-rl sera presque complete en quelques heures, ce qui évite

les réactions subsidiaires. D’autre part, la phéophytine n’est
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chélate

7la=
nullement altéréde & cette température.

b) le pH de la solution contenant la phéophytine a, et un sel
de Cuivre est fixé a 5. On a intérét & travailler au pH le plus
élev4 possible pour déplacer 1’équilitre, tout en évitant le ris-
que de précipitation d’un sel de Cuivres.
RESULTATS

Ci-dessous se trouve un graphique donnant la vitesse de forma-
tion du chélate. Cette réaction est trés proche d’une réaction
monomoléculaire (la droite du graphique représente les nombres
proportionnels aux logarithmes des pourcentages de phéophytine

transformée).,

4+

£



720~

Les 1légéres divergences pourraient provenir du fait qu’on n’a

pas exactement en fin de réaction 100% de chélation.

Conclusion

La réaction e¢st du méme ordre que celle de la conversion de

~chlorophylle en phéophytine.

8) Résultats généraux des essais de qhélation

1°) Les métaux_du groupe_I_et 1’Ammonium - 2) Ammonium, So-

dium et .Potassium  : Leur effet de remplacement est du
méme ordre. Une sdlution de chlorophylle (5 mg. par litre) chauf~
fée & 100°C, pendant 60 min., & pH 5.5, c’est-a-dire convertie
en grande partie en phéophytine, ne subit qu’un remplacement
trés faible du lagnésium par 1l’un de ces trois ions, lorsque
ceux-cl se trouvent en solution 0,001 M. Ces ions n’ont pas ,
quelles que soient les conditions de pH ou de température, une
grande affinité de chélation vis-i-vis des ions H' . Par contre,
si la teneur de la solution en un de ces ions est fortement aug-
mentée, (solution saturée en chlorure de Sodium par exemple),
le remplacement est beaucoup plus considérable.

La chélation est révélée de la fagon suivante: un témoin
traité dans des conditions identiques, 'ndique la formation d’une
quantité supérieure de phéophytine qui est dosée & 5.370 A9,
D’autre party la formation du chélate est aussi prouvée par un

déplacement du maximum d’absorption de la chlorophylle ou de la
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phéophytine, (situé & 6.650 A€), & 6,580 A° aprés 1’expérience
en présence d’un sel d’Ammonium, de Sodium ou ce Potassium,
Le graphique VII, fige.l, 2 et 3, page 74, montre des
cas particuliers de chélation par un de ces trois catlions.
Remarquons que les chélates cités sont moins colorés que
la chlorophylle, comme le montre 1’absorption dans la région
rouge du spectre.-
Les expériences réalisées a partir de chlorophylle b don-

nent des résultats similairese

b)- Lithium: Pes essais absolument semblables & ceux du para-
graphe ;)—ont été réalisés avec un sel de Lithium. Dans aucvn cas
il n’est constaté par mpport au témoin:

%) un déplacement du spectre

) une formation moindre de phéophytine

¥) une absorption moindre dans la région rouge du

spectre.
Le Lithium ne peut donc former de chélate.
c )- 98}3{? Seuls les sels de Cuivre bivalent sont solubles,

I1 est bien connu que le Cuivre forme avec la phéophytine un ché-
late trés stable. Cependant, nous avons voulu réétudier ce pro~
bleéme afin d’en préciser certaines caractéristiques (modifica=-

tions spectrales, stabilité relative, etcCese)e
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Résultats pour la chlorophylle a:

Lors de la formation d’un chélate de Cuivre, le maximum d’ab-
sorption est déplace de 6.650 A° A 6.500 A°, accompagné d’une
Torte augmentation de 1’intensité, par rapport au témoin.

Le chélate est excessivement stable en milieu acides: il est
en effet possible d’en constater la formation & des pH tels que
le noyau pyrrolique tout entier commence & se degrader (par exem-
ple & pH = 2 et a 100°C). Le Cuivre est donc aussi solidement

attaché que le reste de la molécule, ce qui implique la formation

de liaisons coordonnées. (voir exemple au graphique VII,fig.3)

Résultats pour laz chlorophylle bs
Ils sont similaires aux précédents; en effet, la formation du
chélate implique un déplacement du spectre, du méne ordre (de

6,460 A° & 6,310 A°) et la stabilité est analogue.

d) Le Rubidium. Rb' ne forme pas de chélate, quelles que

soient les conditions expérimentales.

e) L’?Argent. Ag+ forme un chélate avec un déplecement
correspondagt-d; gaximum d’absorption, de 6.650 4° & 6.550 A°
dans le cas de la chlorophylle a. L’absorption spécifique du
chélate dans la région rouge est treées faible, comme le montre
un exemple donné au graphique VII, fig.5. Ce spectre est en.fa-

veur de 1l’existence d’un chélate de nature ionique. La stabili-

té du chdélate est relativement ¢levées environ pH 4 & 4.5,
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f) Le Césiums Cs™ ne forne pas de chélates

g) L’0Or: A forme un chélate trés stables. Lors de sa
formation, ;n~constate un déplacement du maximum rouge d’absorp=-
tion dev6.650 A° & 6.600 A" dans le cas de la chlorophylle a.
(voir graphique VII, fig.6). D’autre part, 1’absorption dans la
région rouge est tres faible.

La stabilité du chélate d’0Or est élevée, et par chauffa=-

ge & 100°C d’une solution de chlorophylle a, sa formation a pu

&tre constatée pour des pH minima situés entre 3 et U,

a) Le Béryllium: Be't forme probablement un chélate avec
la phéophytgn; ;,-m;i; Ies résultats ne sont pas trés nets. I1
n’est constaté au cours des expériences aucun déplacement des
maxima du spectre, mais cepecndant les intensités d?absorption
peuvent €tre légérement supérieures & celles du témoing ceci est
réalisé pour des pH situés entre 6 et 7.(graphique VIII,fig.l)

I1 semble donc que le Béryllium forme un chélate légere-~
nent plus stab'e que la chlorophyllee. Il serait de méme nature,
étant donné la similitude des ions Be & et Mg++.

En ce qui concerne la chlorophylle by les résultats ne

permettent pas de définir avec certitude la formation du chélate.

Les résultats sont encore moins sensibles.

b) Le Magnésium: Mg++ forme la chlorophylle, et ses carac-

téristiques ont déja ¢té étudides.
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c¢) Le Calcium: ca't peut former un chélate. Le spectre
n’indique aacan_dgpié;ement caractéristique. Seule 1’absorption
constatée peut &tre 1légeérement plus intense en présence d’un sel
de Calciume

En ce qui concerne la stabilité du chélate, il a été
difficile d’établir un pH minimum de formation, étant dongé des
différences d’intensité d’absorption relativement faibles.
I1 nous a paru s’établir entre 4.5 et 5.5 (& 100°C).
(voir graphique VIII, fig.2, page 78).

Pour la chlorophylle b, les différences sont trop mini-

mes pour établir des conclusions plus précises.

d) Le Zinc: Zn'" forme facilement un chélate. La colora-
tion de cel;i:c; ;st tres intense, comne le montre 1’intensité
d’absorption du spectre dans la région rouge. Aucun déplacement
du spectre n’accompagne la formation du chslate.

La stabilité est tres grande, quoique légérement moindre
que dans l: cas du cheélate du Cuivre. I1 se forme facilement &
pH = 3. &4 pH = 2, 1lec 7Zinc semble &tre sans actione Le graphique
VIII, fig.4, donne un exemple de formation de chélate de Zinc.

Vis-a~-vis de la chlorophylle b, les résultats sont simi-
laires. L’intensité d’absorption est trés grande dans la région

TOUge .«

e) Le Strontiums sr't ne forme pas de chélate.

- ww B e M e e
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a) L?Aluminiumse a7 est tres acide et il n’est possible
d?obtenir dgs-ign; Zl;4+ en solution qu’a des pH relativement bas
en évitant une précipitaticn. L’Aluminium cependant peut former
un chélate tres coloré comme en témoigne 1’intensité tres élevée
de 1’absorption du spectre dans la région rouge (voir graphique |
VIII, fige3). I1 semble de plus, qu’un léger déplacement du spec-‘
tre se produise avec la chélation, vers des longueurs d’onde plus
grandes, mais il est difficile de le certifier. (Chl.a:de 6:650A° 3
6.660 4°). La stabilité du chélate cst relativement faible et par
chauffage d’une solution & 100°, il n’est pas possible d’en cons-
tater la formation & des pH ¢ 4,5

Les conditions de chélation sont donc trés limitées, étant
donné qu’on ne peut constater de chélation que jusqu’a un pH ma-
ximum de 5.8 (& 100°C); =zu~dessus de cette valeur, 1l’ionisation
est pratiquement nulle.

En ce quil concerne la chlorophylle b, les résultats sont
semblables en ce quil concerpe la stabilité et 1’intensité d’absorp-

tion. Aucun déplacenent du spectre n’est remarqué.
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b) L’Etains L’Etain, & 1’état minimum ou maximum, ne

- s e

forme pas de chélate.

c) Le Plombs Pb' " ne forue pas de chélate.

d) Le Chrome: Cr' ' forme un chélate trés coloré. La ché-
lation déplgc; ze—mgximum du spectre dans la région rouge, de
6.650 & 6,670 4A°, La stabilité du chélate est relativement fai-
ble et aucune chélation ne se constate au-dessous de pH = 5.
Toutefoisy 1’intensité d’absorption dans le rouge devient réelle-
nent tres élevée par rapport au témoin aux environs de pH = 5.9

&

comme le nontre le graphique VIII, fig.5.

! " +++ g
e) Le Manganeése: Mn ne forme pas de chelatee.

e

f) Le Fers Nous avons précisé qu’ ASKINAZI et GLIKMAN
(70-71) avagegt—prouvé la formation d’un chélate dans le cas du
Fer & 1’¢état minimum. Nos résultats se rapprochent de ceux de
ces auteursj toutefois, comme le montre le graphique VIII, fig.6
la seule différence réside dans le fait que'par rapport au té-
moin, 1’absorption du chélate de Fer n’est pas plus intense &
6.650 4°, Ceci étant, il n’est pas possible de déterminer avec
précision la stabilité¢ du chélate en milieu acide. Il semble
que le pH minimun de formation se situe entre 3.5 et %.5,

En ce qui concerne la chlorophylle b, les résultats

sont tres peu sensibles et ne permettent aucune précision. Nous

verrons au chapitre IX que dcs résultats plus précis ont pu étre
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établis au cours d’expériences semi-industrielles ayant trait
a des végétaux.

Au cours des expériences de chélation que nous avons
réalisées sur les chlorophylles a ¢t b avec du Fer ferreux,
nous avons opéré en 1’absence d’air et en présence d’un réduc-
teur (hydrazine) pour éviter la précipitation d’une certaine

quantité de Fer ferrique. Ce dernier ne permet pas de chélation.

g) Le Cobalt: Co' ' forme un chélate caracteristiques
Son absorptgo; ;pgc;fique dans la région rouge est trées faible.
Elle est plus faible que celle de la chlorophylle et méme que
celle de la phéophyﬁine. Une preuve de la formation d’un chélate
est cependant fournie par un dosage de la phéophytine & 5.370 A°.;

Le chélate de Cobalt est trés stable. Sa formation'peut |
&tre constatée pour des pH minima situés entre 3 et 3.5. I1 sem=-
ble de plus que le maxirmun rouge du spectre soit trés légérement
déplacé vers le bleu lors de la chélation (de 6.650 4° & 6.630 A°
dans le cas de la chlorophylle a).

Pour la chlorophylle by la faible intensité du spectre

du chélate dans 1o région rouge ne permet pas des résultats aussi

précis. Un exemple est donné au graphique IX, fig.l, page 82.

h) Le Nickels Ni"t ne forme pas de chélate.

|
I

i) Le Platine: Nous avons vu que le Platine & 1°état mi-

nimum a une configuration dsp2 et une grande aptitude a la forma-

tion de chélates. Cependant, seul le Platine & 1’état maximum
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est soluble. Nous avons utilisé celui-ci au cours de nos expé-

3, le Platine a 1’état ma=-

riences. Si sa configuration est dgsp
ximum peut convenir cependant aussi & une chélation avec des
donneurs d’électrons planse.

Au cours de nos expéricnces relatives & la chlorophylle a,j
le maximum d’absorption se déplace avec la chélation, de 6.650 A° |
4 6,300 A°, ce qui est considérable. L’intensité d*sorption est
tres faible. Un exemple le montre au graphique IX, fige.3.

La stabilité du chélate e¢st remarquable. 4 pH = 1.5,
alors que a 100°C la phéophytine co mence a se dégrader, il est
encore possible de¢ constater la formation du chélate par son ma-
ximum & 64300 4°. Le déplacenent considérable de la bande rouge
du spectre vers des longueurs d’onde plus petites a pour résultat
une coloration trés bleue du chélate, ce qui se constate facile-
mente.

DVans 1¢ cas de la chlorophylle b, les résultats sont ana%

loguess

j) le Palladium: Pa"" cst tres acide, et il est nécessai-
re d’opérer-é-d;s—pﬁ Efés bas pour obtenir des résultats satis-
faisants.,

En effety, entre pH = 3 et pH = 6, seul un tres léger dé-
plcament du spectre vers le bleu indique la chélation sans qu’il
ne soit constaté une différence dans 1’intensité d’absorption.

L pH = 2, apparalt un maximum caractéristique, quoique
faible, & 6,450 4°, cc qui indique la formation d’un chélate sta-

ble. En faity, 1l’effet est trées semblable & celui du Platine.
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vis-a-vis de la chlorophylle b, les résultats correspondent aux
précédents avec un déplacement semblable du maximum d’absorption
de 6.460 A° & 6.260 A°; mais les résultats sont moins bien défi-
nis que dans le cas de la chlorophylle a.

-+

k) Ytrium: vt ne forme pas de chélate.

9) Discussion des résultats

1°) Le Sodium, le Potassium et 1’Ammonium. Les résultats
sont absolu ment en accord avec les hypothéses émises:

un ion monovalent formant un chélate (p.ex. di-sodium-

phéophytine), celui-ci sera nécessairement moins coloré
(79), particuliérement dans le cas de liaisons ioniques.
On a vu d’autre part que ces métaux forment toujours

des chélates de nature ionique, ce qui explique la stabi~-
1ité excessivement faible de ceux~-cie. Ils ne peuvent se

former qu’en présence c’ungrand excés ‘de catlons.

2°) LYArgent forme un chélate plus stable. Parmi les mé-
taux monovalents du premier groupe, il est le seul a
avoir une aptitude plus grande a la formation de chélate

en général.

3°) Le Rubidium et le Césium ne forment pas de chélate.
Ceoi semble logique, étant donné qu’ils ont un facteur

e2/r tres défavorable,
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4©) Le Cuivre forme un chélate tres stable. En effet, ce
métal a une grande aptitude 2 la formation de liaisons coor-:

données et il appartient au type dsp2.

5€) L’0Or forme aussi un chélate trés stable. I1 appartient
au type dsp2 et possede en général une grande aptitude a la
formation de chélates stables. Les résultats confirment

donc encore l’hypothése émise.

Parmi les métaux du second groupe, la plupart ont tendance &
former des chélates ce nature ionique. Si on tient compte, deés
lors, de leur valeur eg/r, seul le Béryllium est favorable & la
formation d’un chélate plus stablé que la chlorophylle. D’autre
part, le @Galciumy nous l’avons vu, constitue wune exception géné-
rale et serait donc aussi favorable. En ce qui concerne le Zinc,
le cas est différent en ce sens que son aptitude & la formation
de liaisons covalentes est plus grande.

Expérimentalement, nous avons vu que le Béryllium et le Cal-
cium forment des chélates plus stables que la chlorophylle. Nous
avons vu aussi que le Cadmium, le Strontium, le Baryum, le Mer-
cure, ne donnent pas de chélates® Par contre, le Zinc forme un

chélate trés stable.

e - Y

1°) L’Aluminium qui forme souvent des chélates colorés et
relativement stables, forme ici un chélate avec la phéophy-

tine, ce qui confirme 1’hypothése émise.
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2°) Le Chrome est tres semblable & 1’Aluminium et nous avons

vu en effet qu’il forme un chélate treées coloré.

5

3°) Le Cobalt a une grande ap’itu’2 a la formation de 1i-

aisons covalentes. Il appartient au type d25p3

, mais peut

se combiner facilement avec des donneurs d’électrons plans.
Nous avons vu en effet, que le cobalt forme un chélate sta-
ble avec la phéophytine; ce chilate est tres caractéristi-

que en ce sens que son absorption spécifique est tres fai-

ble dans la région rouge du spectre.

40) Le Fer a 1’¢état minimum forme un chélate.avec la phéo-
phytine., Son aptitude aux liaisons de nature covalente est
relativement grande et on sait (héme) qu’il se combine sou=
vent & des porphyrines., Le Fer & 1’état maximum ne permet
pas la chélation, mais ceci peut s’expliquer par 1l’aptitu=-
de moins grande du Fer sous cette forme a former des liai=-

sons covalentes.

5°) Le Paliadium et le Platine: nous avons vu qu’en théo=-
rie ces deux métaux possédent foutes les conditions essen-
tielles de formation d’un chélate avec une molécule de por=-
phyrine. Les résultats expérimentaux confirment entiérement
cette constatation: les chélates formés sont les plus sta-

bles.

Cette discussion des résultats montre que ceur~ci concordent

avec les diverses théories émises. Deux exceptions cependant:
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a) Le Lithium ne semble pas former de chélate alors qu’il
semblerait devolr se comporter comme le Sodiumy le Potassium ou

1? Ammoniume.

b) Le Nickel a une configuration dsp2 et des dimensions adé-
quates; de plus, 11 forme souvent des chélates tres stables.
Cependant, nous n’avons pas pu constater la formation d’un ché~

late dans le cas du Nickel.

Tableau de formation des chélates

Stabilité relative Ordre d’intensité Déplacement du
(pH minimum de d’absorption dans spectre. (par rap-
formation) lgaggyggaire> port & la chlorophyllea)

Cu~-Pt-Pd E 2 Zn Pt ‘6350 A°
" B Cu Pa 6450 4°
Zn | 2m2,5 Cr Cu 6500 4A°
Co-Au-Fe | 3-4 Al Ag 6550 4°
Ca=~ Ag E 4,5-5,5 | Oa~ Be - Mg~ Fe Na-K-NH, 6580 A°
Al tL,5-5 Na - K - NH,- &g fiy 6600 4°
Cr ; 5=545 Pt - pg Co 6630 4°
Be ! 6=7 Co Mg-Be-Zn 6650 A°
Mg { Al~Ca 6 660 &e
[ Na~K-NH,, ) | Cr 6670 Ao

[

d




88.-

CHAPITRE VIITI

EFFET DES CATIONS ORGANIQUES SUR LA FORMAT ION

DE_PHEOPHYT INE

(en relation avec l’existrnce, in vivo, de comple=-

xes chlorouphylles-protéines)

1) Introduction et discussion

On peut envisager plusieurs modalités de formation de conple=
xes de la chlorophylle ou de 1la phéophytine avec des cations or-

ganiquess

a) par analogie avec les divers chélates métalliques de phéo-
phytine, qui ont ¢été étudiés au chap.VII, on pourrait imaginer la
formation de complexes semblables avec des bases organiques. Ceux=-
cl seraient cette fois directement en relation avec la perte de
1’atome de Magnésium, et ils pourraient étre, soit plus stables en
milieu acide, soit plus colorés. L’étude de ces complexes qui n’a
encore jamais été envisagée, nécessite des essais empiriques avec

différentes bases organiques caractéristiques.

b) On sait qu’il existe d’autre part descomplexes encore indé-
terminés dans les chloroplastess ceux de la chlorophylle avec des
protéines. De nombreux travaux ont &été réalisés dans ce domaine
et de tels complexes n’ont jamais pu &tre extraits (72 &4 78).

Le type de liaisons en est encore inconnu.
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Nous envisageons les expériences sous 1l’angle suivant: le Ma-
gnésium serait 1ié aux groupements pyrroliques par liaisons bi-
pbles ou tripdles ; ce dont il a déjad été discuté plus haut (cha~-
pitre VII), laissant 2 ou 1 valence libre. Ceci nous rapproche
du cas de l’héme, qui, possédant un atome de Fer 1ié & 4 pyrrols
posséde encore 2 valences libres (le nombre de coordination.
étant 6). C’est pourquoi mous avons entamé cette recherche par
1’essal de formation de complexes avec les amino-acides ou les
bases organiques gquil se combinant a 1’héme. Les nouveaux comple-
xes éventuellement formés pourraient avoir aussi une influence
sur la formation de phéophytine, puisqu’ils seraient formés par
liaison & 1’atome de Magnésium. Ils pourraient aussi posséder
des caractéristiques spectrales propres, qui fourniraient un moyenl

d’identification spectrophotonétridue.

c) Nous avons vu au chap.VI que la chlorophylle pouvait former
des complexes avec des corps organiques, ceux-ci ayant une action |
nette sur la photooxydation. Cecpendant, on a vu qu’ils n’ont au-
cune influence sur la formation de phéophytine. Ils constituent

un probléme tres différent de celui que nous envisageons ici.

Remargue

Nous allens exposer en méme temps les recherches impliquées
dans les paragraphes a et by qui donnent lieu & des expériences

trés semblables.



Conditions_experimentales

On établira la formation de¢ complexes par des méthodes sem=-
blables & celles utilisécs lors de 1’étudc des chélates métalli=-
ques. Un corps, quel qu’il soit, fixé soit sur le Magneésium,

soit en remplacement du Megnésium, pourra &tre déterminé par un

déplacement €ventuel du spectre de la chlorophylle ou de la phéo=-

=3

tue une preuve de la formation d’un

|_Jo

phytine. Un déplacement const
complexe. De méme, une augmentation de la stabilité ou de la
coloration sera indiquée par examens comparatifs des spectres
par rapprort & un témoin. Il sera nécessaire de travailler & di-
vers pH, rcalisant notemment unc destruction ménagée de la chlo-
rophylle cn milieu acide, comme nous 1l’avons fait pour les ché-
lates métalliquess On comparcra aprés chaque expérience les spec-
tres d’une solution témoin et cd’une solution contenant le corps
organique expérimenté, lcs traitements étant rigourcusement iden~-
tiques quant au pH, & la température, & la durée de 1l’expérience.
Les essais sont faits avec les deux chlorophylles pures en
solution, et avec un tampon identique & celui des expériences

précédentes (acide citrique - acétate de iagnésium).

2) Effet des bases orgenigues

Des essais ont &té rcalisés avec les bases organiques sui-

vantess

a) Amines aliphatiques (primaires, secondaires, tertiaires,

et ammonium primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire).
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méthylamine, diméthylenine, triméthylamine, diéthylamine, nitro-

sodiméthylenine, octylamine et hexadécyla minej choline, déter-
gents cationiques industriels du nom des aminol, onyx, roccal
(chlorures d’alkyl - diméthyl - benzyl - ammonium) et émulsept

(ot le benzyl est remplacé par un pyridinium).

ey

b) diamines et polyamines: €thyléne diamine et guanidine.

c) Alkanolamings: méthenolamine, monoéthanolemine, diétha-

nolamine, morpholine, triéthanolamine.,

d) Composés azotés cycligues: pyridine , 2-aminopyridine ,
gamma-picoline, acide nicotinique, nicotinamide, diaminobenzi-
dine, acide para-aminobenzolque, aminodiméthylbenzéne, aniline,
diméthylaniline, paranitrosodiméthylaniline, pyrazole, amido-

pyrazoline, pyrrol, pyridoxine, pyridoxamine, aminoquinoléine,

diphénylguanidine, guanine, xanthine, caféine , imidazole, indole.

RESULT ATS

1°) Les résultats des expériences ayant trait a 1’imidazole
et & 1’indole, seront detaillés, étant donné le rapprochement,

avec les résultats des expéricnces du paragraphe 3).

2°) Parmi tous les autres produits exnérimentés, les seuls

donnant un résultat caractéristique vis-a-vis du témoin sont:
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aminoly, onyx et rocecal. Ces produits qui constituent des déter-
gents cationiques industriels, sont des dérivés d’Ammonium qua-
ternaire. En solution a 0,5%, mélangés & la chlorophylle (5mg.
par litre) ils ont un effet sur la formation de phéophytine.
Comme le montre le graphique IX, fig.W, page 82, il se forme

a pH = 5,5, et par chauffage de la chlorophylle a pendant 60 mi~-
nutes a 100°C, moins de phéophytine que dans une solution témoin
traitée dans les m€mes conditions. Ceci est déterminé par un do=-
sage & 5.370A° ¢t a 6.650 A°, Le naximum d’absorption dans la
région rouge du spcetre a une intensité tres faible. Quoiqu’au-~
cun déplacement du spectre ne soit constaté, on peut rapprocher
ces résultats de ceux fournis par les ions Na+, K" et NHM+;

I1 se forme aussi, semble-t-il, des chélates ioniques dont
1’absorption est faible dans la région rouge. Par ailleurs, les
détergents n’ont un effet de chélation, que pour autant qu’ils
soient en solution en quantité suffisante (& 0,01%, on n’obtient
aucun résultat.) De plus, la stabilité des chélates est trés
faible. Aucune chélation n’est constatée & des pH au-dessous de
5e

I1 est significatif que 1’¢érmulsept ne donne aucun résultat.

I1 différe seulement par un noyau pyridinium. . G e T ey

v

3) Effet des amino-acides et dérivés.

(en relation aved les couplexes "héme-histidine'", etcCess)
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Les divers amino-acides ont été expérimentés. Des résultats

caractéristiques sont fournis pars

e e e e

Dans certaines conditions strictes, 1l’histidine modifie
considéfablement le spectre de la chlorophylle ou de la phéo—
phytine. Des solutions de chlorophylle a, contenant un cristal
d’histidine, sont chauffées durant 60 minutes & 100°C. Les pH
des solutions s’échelonnent entre 3 et 7. Les résultats sont
obtenus par comparaison avec des témoins identiques et traités
dans les mémes conditionse

RESULTATS

1°) Pour des pH situés entre 5 et 6,5, 1’absorption dans 1la
région rouge du spectre cst nettement plus intense lorsque la

solution contient de 1’histidine.

2°) Un déplacement peu accusé (30 4° environ) du maximum
rouge d’absorption se marque par repport au témoin pour les so-
lutions contenant de 1’histidine et dans les conditions du para-

graphe 1°).

3°) A une augmentation de 1’intensité d’absorption dans la
région rouge du spectre corrcspond une légére augmentation des

autres maxima (notamment ccux de¢ la phéophytine).
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Expériences_complémentaires

e — wmm e men e ewm

Des expériences complémentaires furent réalisdes afin de
préciser et de confirmer les résultats obtenus, dont un exemple
est donné au grephique X, page 94, fig.l, dans le cas de la chlo=-
rophylle a.

Les ncuvelles expérienccs sont ceractérisdes par aes modifi-
cations des facteurs suivants: tenpcrature et durée.

On peut en conclure facilement que 1’histidine a un effet
positif (modificaticn du spectre) lorsqu’il reste en solution
une certaine quantité de chlorophylle,apris l'expérience., ‘L'htg-
tidine est sans action lorsque les conditions expériment sles
sont telles que toute la chlorophylle soit dégradée. (par exenm-
pley, lors d’un chauffage de chlorophylle a pendant 120 minutes
a pH = 5,5, et & 100°C)

D’autre part, le milieu doit &tre légérement acide: pH = 6,5
au maximumme

Des expériences du méme type ont été réalisées avec la chlo-
rophylle b. Les résultats sont encore positifs, mais cette fois,
1’augmentation de 1’intensité d’absorption est moins nette.

Le graphique X, fig 2, révéle cependant un effet caractéris-

tique de 1l’histidine.

= e anst Smm e soo | s mes tems e G e me e mem

Quelles conclusions pouvons-nous tirer de cette série d’ex-

périences?
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1°) dans certains cas, 1’histidine peut former des complexes

plus colorés que les témoins traités dans les mémes conditions

comme l’indique 1’absorption de la région rouge du spectre. ,

2°) La preuve d’un complexc chlorophyllea~ histidine ou

phéophytinc a- histidine est feurnie par le déplacement du maximum
d’absorption de la chlorophylle c¢t de la phéophytine de 6.650 A4A°
a 6.680 4° lcrsque les solutions sont traitées en présence d’his-
tidine dans les conditions adéquatess L’histidine n’absorbe au- f
cunenent la lumiére dans ses longueurs d’onde et ne peut inter-
férer .Pour la chlorophylle b, déplacement du maximum de 6.450 A® |
3 6.490 Ao, J
|

3°) I1 e¢st étonnant de constater qu’a une absorption plus !
forte dans 1la région rouge cn présence d’histidine correspond j
aussi une absorption plus intcnse aux deux maxima de la phéophy-
tine: 2 5.050 A° ¢t 5.370 A° aprés traitement de la chlorophylle
a et au maximum situé & 5.260 A® aprés traitement de la chloro-
phylle b. Ceci e¢st éviderment paradoxal s?il s’agit d’une ché-
lation, ¢tant donné que dans les conditions expérimentales, la
réaction de destruction est moncmoléculaire: toute la chloro- |
phylle détruite correspond a une méme quantité de phéophytine
formée. I1 n’e¢st jamais possible d’avoir en solution une plus
grande quantité de chlorophylle et de phéophytine que dans le
témoin de comparaison. '

C’est pourquoi on peut érmecttre les hypothéses suivantess

) On sait que 1’histidine se fixe dans tous ses complexes ‘

solt par liaison covalente soit par liaison ionique. Si on ad-
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met qu’il reste une valence libre sur 1l’atome de Magnésium de
la chlorophylle, il se pourrait que 1l’histidine s¢ fixe¢ sur
celui-ci. On se reprroche ainsi des complexes "heme-histidine"
dont on a prouv¢ 1l’existence. Par analogic encore avec ces-com-
plexes, la fixation de¢ 1’histidine (79) entrainerait une augnen-
tation de 1’absorption dans toute la région visible du spectre.
Ceci expliquerait 1’augmentation d’absorption aux trois maxima
cités.

Un autre argument existe en faveur d’un complexe histidine-~
chlorophylle: lorsque toutc la chlorophylle est détruite au cours
de 1’expérience, 1’histidine cst sans effet. Dans ce cas, le phé-

nomene serait logique, s’11 s’agit d’une fixation au Magnésium.

L)atome de Magnésium étant arraché ds la molécule de chlorophylle1

1’histidine redcviendrait libre et ne pourrait plus influencer

le spectre.

g) Une autre hypotﬁése permnise est celle de la formation
d’un complexe histidine ~ phc¢ophytine, c’est-a-dire dfi au rem-
placement du Megnésiunm par 1’histidine par un phénoméne sembla-
ble & celui de la formation des chélates métalliques. Pour expli-
quer 1l’augnentation d’abscrption aux divers maxima, le nouveau
complexe formé devrait avoir une absorption plus intense que cel-
le de la chlorophylle & ecs longueurs d’onde. Mais alors, il se-
rait difficile d’expliquer pourquei 1’histidine est sans effet
lorsque le traitement est tel que la chlorophylle scit convertie
en phéophytine. C’est pourquoi il nous semble plus prcbable que

1’histidine soit fixée au Mognésium.

|
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L’histidine ne pourrait &tre fixée & 1’atome de Magnésium
que si celui-ci posséde au moins une valence libre. Par conséquent
s*il est possibl: de montrer que 1l’histidine ne se fixe pas sur
le chélate de Cu-phéophytine, qui nc¢ possede pas de valence li-
bre, le resultat serait tres en faveur de l’hypothése émise.

En effet; on sait que 1l¢ Culvre, dont le nombre de coordination
est 4, est fixé aux Y pyrrols de la molécule.

D’autre part, il est aussi intéressant de montrer que 1l’his-
tidine ne pourrait se fixer sur lea phéophytine. Ceci constituerait
presque une preuve de la proposition avancée, pour autant que
toutes les conditions expérimentales soient absolument identiques

& celles des essais sur la chlorophylle.

e = = R = e T Sy =T~

Une solution de phéophytine a, obtenue par acidification
d’une solution de chlorophylle a, & pH 2 environ, par de 1l’acide
citrique, est alcalinisée jusqu’a pH 5,2 par de 1l’acétate de Ma-
gnésium. Une fraction A dc cette solution est destinde aux essais
relatifs & la phéophytine. Une autre fraction B est additionnée
d’un cristal de chlorure cuilvrique et placée au bain-marie, &

50°C pendant 5 heures, & 1’abri de la lumiére. On a vu que dans

ces conditions, la plus grande partie de la phéophytine a est
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transformée en chélate de Cuivre.

Ensuite, une mcitié de chacune des fractions A et B est
additionnée d’un cristal d’histidine. Chacune des autres moitiés
constitue un témoin. Les quatre solutions sont chauffées en am-
poule de verre pendant 60 minutes, a 100°C, refroidies et étu-
diées au spectrophotometre.

Dans les mémes conditions, on sait que la chlorophylle forme
un complexe avec 1’histidine, tandis que les résultats fournis
par le chélate de Culvre et par la phéophytine sont négatifse.

En conclusion, il apparalt trés probable que 1’histidine

se fixe sur 1l’atome de Magnésium.

b) le_tryptophane et la_prolines

des expériences semlables a celles quil ont é€té réalisées
avec 1’histidine ont donné des résultats trés semblables, pour
14 tryptophane et la prclines

dans certaines conditions de durée et de température de pH,
se constate une augmentation de 1’intensité d’absorption aux di-
vers awxima de la chlorophylle et de la phéophytine. Cependant,
aucun déplacemént de la bande rouge du spectre n’est constaté.

Les conclusions sont les mimes que dans le cas de l’histidine.

c¢) Le_glycocolle ot _la tyrosipe:
Le glycocolle ou la tyrosine sembleht donner des résultats

positifs en ce sens que dans certaines conditions, la bande rouge

|
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est 1légerement déplacée vers de plus grandes longueurs d’onde.
Toutefois, le déplacement est trés minime et il ne se constate
aucune sugmentation de 1’intensité d’absorption. C’est pourquoi
ncus ne considérons pas ces résultats comme absolument signifi-

catifs.

Les autres amino-acides, aliphatiques ou cycliques, ne don-

nent aucun résultat.

d) Expériences complémentaires:

Etant donné les résultats positifs obtenus dans le cas de
(15histidine, et du tryptophane, et étant donné la similitude en-
tre ces résultats et ceux que l’oﬁ obtient avec 1’heme, il était
intéressant d’e¢nvisager les corps suivants:

L?ifnidazole (qui constitue le noyau de 1’histidine)

L’indole (qui constitue le noyau de tryptophane)

La caf”éine et la pyridine, (qui se combinent & 1’héme)

L’imidazoles: donne des résultats caractéristiques. La chloro-
phylle a réagit dans les conditions expérimentales €moncées an-
térieurement en formant en présence d’imidazole une bande d’ab-
sorption & 6.600 A°. L’intensité de 1’absorption est beaucoup
plus faible que celle du témoin. Il semble qu’un complexe soit

formé.
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L’indole: L’indole donne des rdésultats positifs en ce qui con-

[~

cerne 1lintensité d’absorption, mais infiniment moins nets que

ceux du tryptophane.

L& saelne ot _la pyridine: ces corps ont ét¢ expérimentés

- e e ewn

m
m—l

lors de la premieérc série d’essdls .. en méme temps que diver-

ses bases organiques, sans résultat.

Nous avons encore procédé a une derniére série d’expériences
avec 1’histidylhistidine, qui conduit & un effet semblable & ce-
lui de 1’histidiney quoique moins net, mais ceci est probable-

ment dfl & une question d’encombrement stérique.

En conclusion, il est caractéristique que les amino-acides
présentent 1’action la plus nette sur la chlorophylle. Les com-
plexes formés sont probablement directement en relation avec les
complexes chlorophylle-protéines des plastes, scindés & 1l’extrac-
tion.

I1 serait intéressant, lors de recherches ultérieurecs, d’ana-
lyser 1l’effet des peptides et des protéines sur la chlorophylle

en solution.
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CHAPITRE IX

REACTIONS DE L4 CHLOROPHYLLE DANS LES

VEGET AUX

I.Intérét nratique

Nens avons dit, au début de ce travail, qu’il existe certaines
différences dans la constitution de la chlorophylle telle qu’on
1’obtient par extraction, et telle qu’elle se présente dans les
chloroplastes. Il est donc intdressant de soumettre des végétaux
a des traitements semblables 2 ceux que nous avons fait subir &

la chlorophylle en sclution. D’autre part, 1’importence de la dé

gradation cé la chlorophylle lors des traitements technologiques
de 1’industrie de la conserve est tres grande. En effet, le pro-
bléme de la déccloration n’a pas encore trouvé de solution pra=-
tique, si ce n’est le reverdissement au Cuivre, difficilement
admis.

Certains auteurs ont étudié la formation de phéophytine (€0~
8l) en relation avec ce probléme, dans des conditions de traite-

ment courantes, et notre but ests

a) d’étudier d’une part 1’effet de cations,organiques et inor-
ganiques sur des végétaux verts traités & la chaleur, par des
procédés semi-industriels semblables & ceux de 1’industrie de

la conservee.
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b) @’étudier les variations anormales de coloration de végé=-
taux vertsy et les prodults obtenusy, par traitements ther-

miques particuliers.

2) Méthode d’extraction

Aiprés traitement des végétaux, les pigments doivent &tire ex-
traits pour permettre 1’analyse spectrophotométrique.

I1 est rationnel d’utiliser la méthode qui nous a servi & ob-
tenir la chlorophylle pure. Toutefois, dans le cas de 1l’extraction
des pigments aprés traitement thermique, celle-ci donne lieu a
des difficultés. La quantité d’eau que contiennent les végétaux
traités par 1’industrie de la conserve est en effet trop impor-
tante et empéche toute extraction directe & 1’acétone. C’est pour=-
quoi nous avons prévu les modifications suivantes & la méthode ori-
ginale:

environ 20 gr. (pesés avec précision dans le cas d’un dosage

quantitatif) de produits traités sont’ filtrés sur Buphner,

avec I00 cm3 d'acétone.

La dessication par 1’acétone est ainsi facilement obtenue.

Le produit essoré est repris etvtraité au micro-broyeur & cou=-

teaux avec 100 cm3 d?acétone et un peu de carbonate de Magné-

siume On filtre & nouveau, lave a 1’acétone, mélange les deux
filtrats et fait passer dans 1’éther d’aprés la méthode ori-

ginale. L’extraction est pratiquement totale.
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3) Méthodes d’analyse

Lors d’ure étude spectrophotométtique, il’n’est pas néces=-
saire de réaliser au préalable une séparation chromatographigque
des pigments. En effet, nous avons vu qu’il est possible de dé=-
terminer les chlorophylles et les phéophytines dans le mélange.

On sait que chacune des deux chlorophylles réagit de la méme
fagon. Seuls différent les coefficients. Pour permettre un do=-
sage comparé de la formation de phéophytine, nous opérons de |
la fagon suivante: on sait qu’avec la formation des phéophytines

a et b, un maximum d’absorption commun croft & 5.300 i°, tandis
que le maximum commun aux deux chlorophylles, & 6.500 4°, dé-
crolt au cours ¢e¢ la formation de phéophytine. Ceci permet donc
d’établir avec une certaine précision un cegré de destruction

si nous ¢tablissons le rapport des densités optiques obtenues

& ces deux maxima. La précision est méme plus remarquable étant
donné que pour un seul produit de destruction,les valeurs varient |
€n sens inverse.

De plus, dans le cas de rcéactions avec dés metaux, le spec-
tre complet de la région visible est tracé afin ce noter d’é&ven-

tuels déplacements des maxima.

Des essais semi-industriecls ont été réalisés & 1°INACOL

(Institut National pour 1’imélioration des Conserves de Légumes),

1°) des végétaux (épinards) ont été traités avec différents \
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sels mé¢talliques et des bases organiques.

2°) Les doses variaicnt entre 25 et 200 DeDeMe

3°) Les traitements thermiques subis étaient ceux prévus par
le bareme de 1’Incdustrie de la Conserve, notamment avec blan-
chivent & 67°, qui permet des résultats plus nets.

Le) L’examen.des boites a ¢té réalisé & diverses ¢poques,

entre trois mois et un an aprés lcs essais (stockage & 20°C)

Nous résumons en un tablcau pour chaque série d’essais carac-
téristiques les résultats ilmportants, c’est-a-dire:

la coloration par rapport au témoin

le rapport I§.3OO Ao/IZ.SOO o des intensités d’absorption

aux maxima cités.

‘Eventuellement, nous notons un déplacement de maxima d’ab-

sorption, ce qui indique la formation de chélate

Iére série d’essais

Métal 1V/1%  Coloration pH Max.abs.
R A BN S
| !
| témoin 1) 0,265 |  brun-vert i 5,6 | 6.500 4° T
! | l { | |
E > o0 | . |
| | | I
(Fer Ferreux 1) 0,324 { Beaucoup plus{ 5,55 5 6.500 4 E
{ | | { [ !
| SO B S | :
l} l{3) 0,330 '{ . : :
i I i
|  Chrome i 0,252  !un peu plus { 5,651 6.500 »° {
| : | vers |1 |
[ Sodium I 0,270  i1un peu plus 1 5,55 6.500 jo |
I ! ! | I [
L ! [ péle | [ I
' i

et T —
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Discussion

En ce quil concerne le Fer ferreux, le rapport des intensités
d’absorption concorde avec les résultats obtenus dans le cas de
la chlorophylle pure. D’autre part, la coloration indique net-
tement le formation d’un chdélate. Le Chrome semble conduire &
la formation d’une quantité légeérement moindre de phéophytine
que dans le témoin. I1 semble qu’un chélate soit formé. Le So-
dium ne permet pas de¢ conclusion précise. I1 semble qu’il ne

forme pas de chélate,

2éme série d? essais

Métal ou Base IV/I¥  Coloration pH Max.abs.

! l | | | |
[ ) I l i | I
! témoin { 0,173 | brun~-vert | 5,58 6,500 4i° !
| ! | | | l
| Cuivre ! 0,138 | le plus | 5,42 | 6400 i° |
| i p o, vert . A
| Cobalt 1 0,210 | = témoin 1 5,55 16,500 4 |
r i ! | | 1
| Btain 1 0,180 | = témoin | 5,52 '16.500 4° !
1 : 4 i ] |
: Zinc | 0,150 trés vert E 5,48 26.500 A°§
I l I
n |
E Fer ferrique i O,200§ un peu plus | 5,5 }6-500 A°E
I I [ vert que t. | | !
: Nickel l 0,I75 | = témoin 1 5,56 16.500 4° |
| | x i | !
| Aminol | 0,180 | trés pAle 15,6 16.500 4° |
' ‘ ! {jaunftre) | | i
| I | :
x 1 : x a [
Discussion

Le Cuivre forme un chélate trés coloré et la p euve en est

aussi fournie par le diplacement du maximum. I1 se forme moins

de phéophytines.
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Le Cobalt formerait aussi un chélates 1’absorption dans le rouge
est becauccup plus faible que celle du témoin. L’Etain ne forme
pas de chélate,

Le Zinc forme un chilate trés coloré. Il se forme peu de
phéophytine.

Le Fer ferrique donne des résultats beaucoup moins nets que
le Fer ferreux. Il est possible qu’il forme un chélate, mais il
s’agit plus probablement d’une ch lation dfie & une petite quan=-
tité de Fer ferreux.

Le Nickel ne forme pas cde. chélate.

L’ dminol donne des résultats semblables & ceux obtenus dans
le cas de la chlorophylle pure. L’absorption trés faible dans la

fégion rouge indique un chdélate trés peu colord.

b) Essais spéciaux

Ces essais sont relatifs & 1’amélioration de 1la coloration
d’¢pinards en conserve qui peut &tre obtenue par des modifica-
tions dans les durdées de blanchiment et les températures e blan-
chiment et de stérilisation. On avait remarqué que le blanchiment
& 67°C avait pour effect une nette amélioration de coloration par
rapport au blanchfment & 100¢€C.

Diverses boltes ont ¢td analysées et le tableau suivant don-
ne les valeurs de I, IF pour chacune de ces boltes.

La température de stérilisation est de 115%C,

Les durées de stérilisation varient entre 30 et 180min.

Les durces de blanchiment & 65° varient entre 5 et 60 min.
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3? 3 65° 307 & 65 60’ a 65°
30’ é 1150 \1/ 0733 O,3I5 O,3IO
607 3 115° 0,3%0 - 04355
1807 & 115° 0,470 0,470 0,425
Discussion

Les rapports obtenus confirment entierement 1’augmenta-
tion du pourcentage du phéophytine avec le temps de stérilisa-
tion.

Par contre, il est remarquable que le pourcentage de for-
nation de phéophytine varic en sens inverse de la durée de
blanghfment.

D’autre part, en ce qui concerne 1a ccloration, celle=ci
augmente dans le sens indiqué par les fleches.

I1 est paradoxal ‘que lors d’un blanchiment & 65°, la co-
loration soit plus verte lors c’un terps de stérilisation plus
long ou de blanchiment plus long.

I1 semble done que d’autres phénonénes interviennent, qui
sont indépendants de la formation de phéophytine. Ces phéno-
menes restent inexpliqués et feront probablement 1’objet d’étu~ j
des complémentaires réalisdes a8 1°INACOL au cours des saisons

prochaines.
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CONLLUESION GLNERALE

1) Nous avons précisé les cinétiques de formation de phéo-

phytine en milieu acide.

2) Nous avons &tudié

rophyllide en milieu alc

3) Nous.avons nontré

la photooxydaticn c¢e la chlorophylle,

4) Nous avons ¢tudié
talliques de phlophytine

5) Nous avons montré

les cindtiques de formation de chlo=-
alin.

1’effet de certains stabilisants sur

la formation des divers chélates mé-
et leurs stabilités resnectives.

dans quelles conditions des amino-

acides ou des bases organiques pouvaient se couplexer avec la

chlorophylle. Nous avons montré les relations entre ces comple=-

xes et les lialsons possibles de 1’atome de Magnésiume

6) Nous avons réalisé en regard avec les expériences por-

tant sur la chlorophylle pure, des essais semi-industriels

ayant trait & des végétauxe
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