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INTRODUCTION 



Les anthocyanes sont les pigments hydrosolubles les plus répandus 

dans le règne végétal, elles sont responsables des colorations vives 

rencontrées chez de nombreux végétaux. Ces pigments peuvent être ré- 

partis dans tous les organes des plantes mais se rencontrent plus 

particulièrement dans les fruits et les fleurs. 

Tous les pigments anthocyaniques possèdent une même structure de 

base - le phényl-2 benzopyrylium - et ne se différencient que par 
l'état de substitution des cycles, ce qui conduit à de profondes mo- 

difications de leur spectre d'absorption visible. Ces modifications 

ne sont pas très bien comprises, c'est pour cela que nous nous sommes 

intéressés à l'étude de ces mo~écules, pour essayer de comprendre les 

variations de teintes en fonction de la structure de ces composés. 

Comme ces molécules possèdent une bande d'absorption située dans 

le visible, la spectrométrie Raman de résonance s'avère être un outil 

de choix pour l'étude de ces pigments d'autant plus qu'elle permet 

l'obtention de spectres de vibration de chromophores sans être gêné 

par un environnement complexe non absorbant. 

Depuis l'avénement des sources lasers et le perfectionnement des 

techniques spectroscopiques, la spectrométrie Raman de résonance n'a 

cessé de voir son rôle s'étendre pour les études analytiques et struc- 

turales dans tous les domaines, en particulier, la biologie et la 

biochimie. La connaissance des modes normaux de vibrations de ces 

pigments peut apporter des renseignements analytiques et structuraux 

très intéressants. 



Les pigments anthocyaniques n'ont jamais été étudiés par spectro- 

métrie Raman de résonance. Aussi il nous a semblé intéressant de voir 

l'apport de la spectrométrie Raman de résonance à la connaissance 
\ 

des structures de ces pigments, de déterminer les méthodes de sépara- 

tion et de purification les plus adaptées à cette technique spectros- 

copique et d'analyser les informations que les spectres Raman peuvent 

nous fournir. 

Dans ce mémoire, nous consacrons le premier chapitre à des géné- 

ralités sur les pigments et en particulier, les anthocyanes. Nous pré- 

sentons l'intérêt de la spectrométrie de résonance à ce genre d'étude. 

Dans le deuxième chapitre, nous présentons les méthodes d'extrac- 

tion et de purification des anthocyanes, les techniques chromatogra- 

phiques de séparation et d'identification sont discutées. Nous incluons 

également dans ce chapitre la description de l'appareillage spectros- 

copique utilisé au cours de cette étude. 

Les pigments anthocyaniques ne sont pas disponibles dans le 

commerce, aussi, nous avons effectué nos travaux sur des composés 

directement extraits des végétaux. Par excitation in s i t u  d'une seule 

cellule végétale à l'aide de la Microsonde M.O.L.E., il est possible 

d'obtenir le spectre de vibration du pigment inclus dans son milieu 

naturel. 



La comparaison des spectres obtenus i n  s i t u  et i n  v i t r o  font 

l'objet du troisième chapitre. L'identification des anthocyanes 

extraites et séparées par chromatographie est faite par comparaison 

des Rf et des longueurs d'onde des maximums d'absorption avec des 

données bibliographiques. Nous étudions plus particulièrement la 

pigmentation du raisin, de la mauve des champs "MaZva s y Z v e s t r i s r t  

et du chou rouge t fBrass ica  o l é racéa" .  Des exemples de fleurs (tulipe, 

iris, delphinium, oeillet) sont présentés. 

Dans le quatrième chapitre, nous proposons une attribution de 

certains domaines des spectres Raman de résonance obtenus à différen- 

tes conditions acido-basiques. La complexation des anthocyanes par 

des sels métalliques est présentée. 



CHAPITRE 1 



1. LES PIGMENTS DU REGNE VEGETAL 

De nombreuses substances chimiques sont responsables de la 

coloration du monde végétal. Elles existent aussi bien chez les 

organismes les plus simples que chez les individus les plus évo- 

lués. Les substances colorantes sont généralement incluses dans 

les cellules végétales, elles sont soit solubilisées dans le 

.cytoplasme, soit contenues dans des vacuoles, soit fixées à d'autres 

constituants cellulaires. 

D'après leur site de localisation dans la cellule, les pig- 

ments végétaux sont séparés en deux groupes : les composés lipo- 

solubles comme les caroténoïdes présents dans les tissus mernbra- 

naires et les composés hydrosolubles dissous dans le suc cellu- 

laire et qui comprend entre autre les flaxronoïdes. Les pigments 

des végétaux peuvent être groupés en différentes classes. 

Les pigments chlorophylliens sont les pigments verts les 

plus répandus dans la nature et sont les colorants essentiels 

de la matière vivante : feuilles des plantes supérieures ainsi 

que des bactéries, algues, lichens, cryptogames vasculaires .., 
Ils sont inclus dans les chloroplastes. Leur rôle prédominant 

est d'absorber l'énergie de la lumière solaire etde la transformer 

en énergie chimique, .lors de la photosynthèse. 



La structure de hase des pigments chlorophylliens est la 

porphine, un cycle tgtrapyroij-que (Fig, 1.a). Les dérivés substi- 

tués sont généralement trouvés sous forme de complexesavec le 

magnésium comme c'est le cas des chlorophylles a et b (Fig. 1. b) . 

1 . 2  - Les ca/tu4tEnoZdea : - - - - - - - - - - - - - - - -  

Les carolénoldes sont les pigments liposoluble~ les plus 

répandus dans le monde végétal. Ils sont responsables de la majo- 

rité des colorati.ons rouge et jaune. Cependant tous les tissus 

verts des plantes renferment des caroténoïdes qui sont localisés 

avec la chlorophylle dans les chloroplastes. Ils jouent dans ce 

cas le rôle de récepteur secondaire de la lumière. 

Les caroténoïdes les plus courants chez les plantes sont le 

8-carotène (Fig. l.c), la lutéine, la violaxanthine (Fig. 1.d) et 

la néoxanthine (1). On peut cependant trouver d'autres types de 

caroténoïdes mais en plus faible quantité. Les caroténofdes sont 

des longues molécules polyisopréniques possédant des doubles 

liaisons conjuguées ; chaque extrémité de la molécule est formée 

généralement d'un noyau cyclohexénique non saturé et substitué. 

Les deux principales classes de caroténoïdes sont les carotènes 

dont le cycle cyclohexénique est non saturé et les xanthophylles 

qui sont caractérisés par des fonctions oxygénées (OH ; C=O) sur 

les noyaux terminaux, 
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Il existe actuellement plus de 300 caroténoïdes connus, se 

caractérisant par la nature du groupement terminal (fonctions 

acides, cycles benzéniques, chaines polyéniques, etc. ..) et par 

la modification du motif isoprénique de la chaine (fonctions 

acétyléniques, alléniques, epoxy, etc...). 

Le terme flavonoïdes s'applique à l'ensemble des composés 

possédant une structure dérivée du phényl-2 chromone (ou flavone) 

(Fig. 2.a) qui se caractérise par deux cycles benzéniques reliés 

entre eux par l'intermédiaire d'un hétérocycle oxygéné. Les di£- 

férentesflavonoIdes se différencient par l'état d'oxydation des 

atomes de l'hétérocycle benzénique, 

Dans la nature les substances flavoniques sont sous forme 

d8hét$rosides. 

Certainesflavonoïdes ne possèdent pas la structure de base 

de la flavone mais en dérivent, c'est le cas des chalcones et 

des aurones (Fig. 2. i et j) . 

Sur la figure 2 nous reportons les structures de certains 

types de flavonoZdes les plus connues. 

Ces pigments sont généralement contenus dans les vacuoles eel- 

lulaires des plantes supérieures et sont responsables de la pigmen- 
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tation des fleurs, des fruits et de certaines feuilles. 

Les colorations les plus vives, observées dans la nature, 

sont provoquées par la présence d'un ou plusieurs dérivés des 

flavonoïdes appelés anthocyanes (Fig. 2.b). C'est cette classe 

de dérivés des flavonoïdes qui a fait l'objet de ce travail. 

1 . 4  - Les - - - - - - - - - - -  auXhes pigmenAs - - - - - -  : 

Dans le règne végétal, on rencontre d'autres pigments tels 

que les dérivés quinoniques (benzoquinones, naphtoquinones, an- 

thraquinones, quinones polycycliques et quinones N-hétérocycliques. 

Leur contribution à la coloration des plantes est relativement fai- 

ble, elles donnent des teintes allant du jaulie pâle jussu'au noir. 

Les phytochromes sont des pigments photochromiques bleu-vert. 

Ce sont des protéines possédant un chromophore tétrapyrolique li- 

néaire qui existent sous deux formes (Fig. 3) : 

-"Priqui est la forme inactive, possêde son maximum d'absorption 

dans le rouge (660 nm) 

-"Pfr:qui est la forme activerabsorbe dans le rouge lointain (730 nm). 

Leur rôle essentiel est le contrôle du développement et du 

métabolisme des plantes vertes. 

On peut encore citer les pigments suivants : bétacyanines, 

bétaxanthines, les O-Acylphénols, les pyrones et des pigments azotés 
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(phénazines, phénoxazines et mélanines) qui sont peu répandus et 

dont le r6le est peu connu. 
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2. LES ANTHOCYANES 

Les anthocyanes sont les pigments. hydrosolubles les plus répan- 

dus dans le règne vkgétal, elles se local'isent dans les fleurs, les 
, . 

fruits, les feuilles de certiines espèces et sont à l'origine d'une 

très grande variété de couleurs allant du rouge au bleu: 

Ces composes sont genéralement trouvés dans la nature sous for- 

me d'hétérosides ; il faut donc faire la distinction entre.la molécu- 

le glucidee appelée :anthocyane et la molécule débarassée de ses 

6 .  



, sucres, qui constitue l'aglycone et qui est appelée anthocyanidine 

(Fig. 2 , b ) .  

Deux nomenclatures peuvent être utilisées pour désigner ces 

substances. La première conforme à la nomenclature de Genève et 

qui est adoptée en France, utilise les terminaisons "oside" pour 

les hétérosides et "idol" pour les aglycones. Un autre système 

adopté pratiquement dans tous les pays et qui tend à supplanter 

le prernier, utilise les terminaisons "ine" pour les hétérosides 

et "idine" paur les aglycones. C'est ce dernier système que nous 

utiliserons dans la suite de ce mémoire. 

Du point de vue chimique, les anthocyanes sont des dérivés 

hydroxylés et méthoxylés du phényl-2 benzopynène. Elles se diffé- 

rencient des autres flavonoïdes par l'absence de groupement car- 

bonyle dans l'hétérocycle oxygéné. Le cycle benzénique adjacent 

à l'hétérocycle est appelé cycle A, le cycle benzénique latéral 

est appelé cycle B. 

Le cation flavylium dans lequel l'atome d'oxygène trivalent 

est chargé positivement est la forme la plus stable de cette molé- 

cule. 

Dans la nature six anthocyanidines sont répandues : pélargo- 

nidine, cyanidine, péonidine, delphinidine, petunidine et malvidine 

(Fig. 4). Ces substances ont la même structure de base que celle 



du flavylium (phényl-2 benzopyryliud et ne varie que par l'hy- 

droxydation ou la méthoxydation des cycles benzéniques. 

R= Off Cyanickne 
R=- OCHJ Péonidule 

PetunirLine R I  = O H ,  Rf= OCHj  

Mdv.Ûüne R I  = R2= oCHj 

Fig. 4 : Structure des aglycones 

A côté de ces principales structures, on connait des antho- 

cyanidines peu répandues pour lesquelles les groupements hydroxyles 

du groupement benzopyrylium peuvent être méthylés, ce sont l'hir- 

sutidine (méthyl-7 malvidine), la rosidine (méthyl-7 péonidine) : 

la capensinidine (méthyl-8 malvidine) et la méthyl-5 delphinidine. 

@ 

I 



On connait d'autres pigments dont le groupement hydroxyle en 

position 3 est substitué par un H I  ce sont la tricétinidine 

(pentahydroxy - 5,7,3',4',7' flavylium), la capérine (diméthoxy-6,4' 

dihydroxy-5,7 flavylium) .et surtout l'apigénidine et la lutéo- 

lidine (Fig. 5) . 

Fig. 5 : Structure de l'apigénidine (R=H) 

et la lutéolidine (R=OH) 

Les anthocyanes existent dans la nature sous forme d'hétéro- 

sides dont lthydrolyse acide libère une ou plusieurs molécules 

de sucre. La glucosidification des groupements OH se fait généra- 

lement en positions 3 et 5 sur l'aglycone. Toutes les anthocyanes 

connues possèdent une molécule de sucre en position 3. 

La glucosidification de cet OH est indispensable à la stabi- 

lité de la molécule (2),,:qeci a été montré par la régénération de 

la forme rouge par acidification de la forme incolore, alors que 



la forme rouge n'est plus régénérée par acidification dans le cas 

des anthocyanidines hydroxylées en position 3. La molécule de glu- 

cose est probablement fixée avant le dernier stade de la synthèse 

de l'anthocyane. Dans le cas des hétéropolysides, les molécules 

glucidiques se fixent en position 3 ou 3 et 5, donc si une seconde 

molécule de sucre substitue un hydrogène d'un groupement hydro- 

xyle, c'est toujours en position 5. Les 3, 5 dimonosides sont 

très répandus, une seule exception est la sophoroside-3, glucoside 

- 7 pélargonidine. 

Le glucose est la molécule glucidique qui intervient le plus 

fréquemment, on rencontre cependant d'autres molécules glucidiques 

telles que la rutinoside, le galactose, ... Certains glucides peu- 
vent être acyles et possèdent un acide organique estérifié. 

2 . 3  - - - - - - -  Lea dihh2aen;tea - - - - - - - -  bottmes - - - - - - - - - - -  ch.imiyue~ - - - - - - - - - - - - - -  dea an;thacyanea - - - -  : 

Les changements de couleurs observés dans les solutions 

anthocyaniques en fonction du pH sont engendrés par des transfor- 

mations structurales. Ainsi le cation flavylium qui est l'espèce 

la plus stable, donne une couleur rouge aux solutions acides, alors 

que les deux formes taütomères de la base quinonique donnent à la 

solution neutre (pH 6) une coloration violette qui disparait pro- 

gressivement pour donner une solution incolore contenant la forme 

carbinol ou pseudo-base (Fig. 6) . 

En milieu alcalin, ,à partir de pH 8, les anthocyanes sont 



décomposé par ouverture du cycle et par oxydation ; la réacidi- 

fication ne régénère que partiellement la forme rouge. 
RI 1 RI 

Base quinonique ou anhydre . O H  

Fig. 6 : Structures 

des formes chimiques 

des anthocyanes en 

milieu acide 

OH Chalcone 

2 . 4  - R ô l e  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  d e a  a n t h a c y a n e a  _ _ _ _  : 

Le rôle predominant des anthocyanes est la coloration des 

pétales de fleurs, de fruits et même de certaines feuilles. La 

coloration des fleurs leur confere tout autant que la forme, 

le parfum et le nectar, un caractère propre qui attire les insectes, 

papillons, et abeille* assurant ainsi,leur fertilisation. 

.1 



Différents auteurs se sont intéressés au rôle physiologique 

des anthocyanes dans les plantes ( 3 ) ,  mais celui-ci n'est pas très 

bien compris jusqu'à prgsent. Certaines hypothèses leur confèrent 

un rôle de réserve de sucre, aucun rôle photorécepteur n'a pu 

être démontré. 

L'hydroxylation du noyau latéral est le facteur prépondérant 

sur la coloration des fleurs, ainsi les trois pigments de base 

pélargonidine, cyanidine et delphinidine ne diffèrent que par 

le nombre de groupements OH sur le cycle latéral. La méthylation 

de ces groupements hydroxyles n'entraîne qu'une très faible modi- 

fication de la coloration. 

Dans les fleurs bleues, les anthocyanes sont complex&s 

par des sels métalliques (Aluminium, fer, magnésium, etc...), ou 

par des composés organiques appelés Co-pigments. Ces Co-pigments 

peuvent être des hétérosides flavoniques ou des tanins 

hydrolysables. 

Le tableau suivant donne la participation de certains 

pigments dans la couleur de certaines fleurs ( 3 ) .  
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3. INTERET DE L'ETUDE DES ANTHOCYANES 

Les anthocyanes sont des pigments qui ont été très étudiés 

par le passé. Leur intérêt en oenologie semble très évident et 

il est important de connaitre leurs propriétés chimiques, leur 

stabilité en fonction du milieu dans lequel elles se trouvent 

et du temps. 

Un nouveau centre d'intérêt, beaucoup plus récent concerne 

l'industrie alimentaire en général. Comme les hommes et les ani- 

maux ont consommé ces pigments sans effet nuisible depuis le début 

des âges, leur emploi comme colorant synthétique des aliments 

serait très apprécié. Si leur utilisation ne s'est pas généralisée, 

c'est à caGse de l'instabilité de ces molécules, on a vu dans le 

paragraphe précédent que seul le cation flavylium, obtenu en milieu 

acide, est stable. Toutes les études précédentes ont été réalisées 

par spectrométrie d'absorption U.V.-visible. Si cette technique 

présente de gros avantages sur le plan analytique et de la simpli- 

cité d'emploi., elle est par contre assez pauvre pour l'étude struc- 

turale de ces composés. 

La spectrométrie de vibration qui apporte des renseignements 

sur la nature des liaisons chimiques, sur la symétrie et la confi- 

guration des molécules a été très peu utilisée. On ne note qu'une 

seule étude par spectrométrie d'absorption infrarouge, réalisée 

par M.L. JOSIEN et P. RIBEREAU-GAYON (4). Les flavonoïdes ont par 

contre été beaucoup plus'.étudiés par spectrométrie de vibration 



mais Les auteurs se sont beaucoup plus intéressés aux caractéris- 

tiques de l'élongation C=O vers 1600 cm-' qu'à la totalité des 

spectres. 

Il semble donc intéressant dkffectuer une étude des antho- 

cyanes par spectrométrie de vibration en utilisant une technique 

assez récente : la spectrométrie Raman de résonance. 

Sans entrer dans le détail du principe de la spectrométrie 

Raman (voir annexe), il est bon de rappeler que le spectre Raman 

est observé par l'analyse de la lumière diffusée par un échantillon 

quand ce dernier est irradié par une radiation monochromatique. 

L'utilisation des sources lumière laser pouvant être focalisées 

sur une très petite surface confère une très grande simplicité à 

la technique. Les échantillons peuvent être liquide, solide ou 

gazeux, analysés à l'air libre ou sous atmosphère contrôlée. De 

plus l'eau possède un spectre de diffusion très faible ce qui per- 

met l'étude de solutions aqueuses. 

L'application de la spectrométrie Raman à l'étude des molé- 

cules d'intérêt biologique est relativement récente car l'expéri- 

mentateur était confronté à deux obstacles majeurs : 

- La faible sélectivité de l'eefet Raman qui ne permet l'obtention 
de spectres que pour des solutions suffisamment concentrées 

(concentratio-n supérieure à 1om2 M) 

- La grande complexité des spectres obtenus. 



L%tilisation des sources laser avec Peur gamme étendue de 

radiations excitatrices disponibles permet de contourner ces obs- 

tacles. 

La spectrométrie Raman ordinaire est obtenue lorsque l'échan- 

tillon est excité dans une de ses fenêtres de transmission. Si on 

irradie la molécule avec une radiation monochromatLque de longueur 

dkonde voisine d'une de ses bandes d'absorption électronique, un 

couplage entre niveaux électroniques et niveaux vibrationnels, se 

traduit par une forte intensification de certaines raies du spectre. 

Cette exaltation qui peut atteindre 106, permet l'analyse de compo- 

sés à des concentrations compatibles avec les milieux biologiques 

-8 jusque 10 M dans le meilleur des cas. Ces bandes observées cor- 

respondent à l'édifice polyatomique responsable de la bande d'ab- 

sorption d'où une grande simplification du spectre, Il est ainsi 

possible d'étudier des molécules à très faible concentration in- 

cluses dans un milieu complexe non absorbant à la longueur d'onde 

utilisée. La spectrométrie Raman est donc une méthode bien adaptée 

l'étude des pigments naturels. 

Le faisceau laser pouvant être focalisé sur une très petite 

surface, il est possible d'interroger de très faibles quantités 

de matière et de réaliser des études in situ. 



CHAPITRE I I  



PARTIE 1 

PREPARATION ET PURI FICATION DES ANTHOCYANES 

1. ORIGINE DES PRODUITS 

Très peu de composés anthocyaniques sont disponibles dans le 

commerce, aussi nous avons entrepris nos études sur des composés 

extraits directement à partir de produits naturels. Des dévelop- 

pements récents-dans la chimie et la biochimie des anthocyanes 

ayant été réalisés (5-7), il est possible de connaitre les sources 

des différents pigments anthocyaniques. 

Au cours de notre étude nous avons utilisé les pétales de 

diverses variétés de fleurs, la peau de raisin "Muscat" et des 

cultures de cellules d 'un type de chou rouge " " ~ r a s s i c a - 0 Z e  lqacéal' 

variéténtête de nègre'! Cette culture a été réalisée au laboratoire 

de physiologie végétale II par Monsieur P. MORINVILLE. 

2. EXTRACTION ET PURIFICATION 

En général l'extraction de tous les composés phénoliques et 

en particulier des anthocyanes est réalisée après broyage du maté- 

riel végétal frais ou sec. Cette extraction ne présente pas de 

difficultés majeures, bien qu'il soit parfois nécessaire d'effectuer 



une purification de l'extrait initial. L'extrait brut de plante 

est préparé en faisant agir un solvant approprié sur le broyat. 

Les solvants utilisés au cours de cette opération sont surtout 

des solvants polaires à base d'eau, de méthanol, d'éthanol ou 

d'acétone. 

L'eau apparait comme un solvant médiocre pour l'extraction 

des anthocyanes ( 8 ) ,  alors que le méthanol et l'éthanol apparais- 

sent plus efficaces. L'acétone a un rendement d'extraction assez 

bon, mais on constate une rapide dégradation des anthocyanes au 

cours du temps. 

Au cours de l'extraction, deux paramètres apparaissent comme 

très importants : ce sont la température et le pH. En prenant cer- 

taines précautions, l'extraction peut être effectuée à température 

élevée, pour augmenter la vitesse d'extraction. L'extraction est 

plus efficace quand on opére en milieu acide et les composés ex- 

traits sont ainsi stabilisés sous la forme d'un cation flavylium. 

Cependant il est recommandé d'utiliser les acides minéraux avec 

beaucoup de prudence car ils peuvent entrainer une dégradation des 

pigments au cours d'opérations de concentration des extraits. 

Pour purifier l'extrait global et éliminer les composés gênants 

(graisses, chlorophylles), on peut reprendre l'extrait avec un autre 

solvant coritme l'hexane, l'acétate d'éthyle ou le chloroforme. 

Nos extractions ont surtout été effectuées par des solutions 

aqueuses et méthanolicjues acidifiées à 1 % d'acide chlorhydrique. 



Comme l'eau possède un spectre Raman de faible intensité, nous avons 

pu étudier l'extrait brut sans être gênéspar le solvant. 

3. SEPARATION ET IDENTIFICATION DES ANTHOCYANES 

Les extraits bruts contiennent généralement plusieurs types 

d'anthocyanes ; il est donc nécessaire de pouvoir les séparer et 

les identifier. 

La séparation des anthocyanes par chromatographie sur papier 

est effectuée le plus souvent sur papier Watman 3 MM ou WatmanJ hO1. 

Ces papiers donnent d'excellents résultats. 

Le papier Watman 3 MM permet de séparer les anthocyanes d'un 

extrait plus ou moins complexe à cause de son épaisseur et sa Capa- 

cité d'absorption. Le papier Watman no 1 donne aussi une excellente 

séparation des anthocyanes mais il a une faible capacité d'absorption 

à cause de sa faible épaisseur, nous l'avons utilisé pour déterminer 

les Rf des anthocyanes du chou-rouge pour les comparer avec 

ceux obtenus-: par HARBORNE (9, 10) . 

Les solvants d'élution utilisés sont nombreux (ll), les mé- 

langes les plus utilisés sont : 

- Méthanol - acide chlorhydrique à 1 % 

- Butanol - acide formique - eau 
- Butanol - acide acétique - eau (BAW) 



nous avons choisi ce dernier mélange qui nous a donné de bons résultats. 

Les proportions étant 12 : 3: 5. Les différentes taches peuvent être 

découpées et les constituants redissous dans des solvants appropriés 

comme l'eau ou le méthanol pour les études par spectrométrie Raman. 

3 . 2  - ChnomaXugnaphLe aun  couche mince : - - - - - - - -  - -  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La chromatographie sur couche mince permet une excellente réso- 

lution, une sensibilité plus poussée et une grande rapidité d'exécu- 

tion, ce qui permet le travail en série (12). Cette technique chro- 

matographique est três répandue et couramment appliquée (13, 14). 

Les chromatogrammes sur couche mince de cellulose et gel de 

silice donnaient en général des taches au contour plus net que les 

chromatogrammes sur papier réalisés dans les mêmes conditions. 

Plusieurs systèmes de solvants sont utilisés pour l'élution 

des anthocyanes sur couche mince (Il), mais le mélange butanol- 

acide acétique-eau reste l'éluant le mieux adapté. 

Nous représentons sur le tableau II les Rf des trois 

principales taches obtenues par chromatographie de l'extrait brut 

d'une variété de raisin d'Afrique du Sud, en utilisant différents 

mélanges de solvants. 



- 2 3  - 
s - 

'OLVANT I SOLVANT 1 1 SOLVANT II SOLVANT 111 : ÇOLVANT IV 

ièhe .tache : 
: O,46 O,42 0 , 4 3  O, 38 (mauve) . 

Tableau II : Rf des anthocyanes d'une variété de raisin d'Afrique 

du Sud dans différents mélanges de solvants. 

Dans le tableau III, nous donnons la composition des diffé- 

rents solvants avec les proportions et la durée d'élution pour 

chaque mélange. 

SOLVANT 1 : éthyl-acétate, acide : 
: formique, eau : 1 4 : 3 : 3  : 3  

SOLVANT II : n-butanol, acide acé- : 
: tique, eau (BAW) : 1 2 : 3 : 5  : 7 

--------------.----------------- 
SOLVANT III : acétone, éthyl-acétate : 

: acide formique, eau : 10:11:4:2 : 2 1 5  

-------------.------------------------.--------------*----------------- 

SOLVANT IV : n-butanol, éthyl-acé- : 10:11:3:2 : 5 
: tate, acide formique, : 
: eau 

Tableau III : Composition et proportions des solvants dans 

lléluant et la durée d'élution. 



Ces différents systèmes d'élution donnent des taches bien 

concentrées aux contours bien nets, mais nous avons obtenu une 

meilleure séparation avec le mélange n-butanol, acide-acétique, eau. 

La facilité de détection des anthocyanes sur papier et couche 

mince est certainement une des raisons qui explique le succés de 

l'utilisation de la chromatographie pour la séparation et l'identi- 

fication de ces composés. Les anthocyanes apparaissent en spots 

rouges sur les chromatogrammes donc leur révélation ne pose pas 

de grandes difficultés. Les taches peuvent ensuite être récupérées 

et remises en solution pour d'autres analyses. 

L'identification des anthocyanes par chromatographie suppose 

l'utilisation de produits de référence, mais seul un nombre limité 

est disponible commercialement (diglucoside 3-5 malvidine chez 

ROT~I et le chlorure de pélargonidine chez FLUKA). L'identification 

des anthocyanes par comparaison des Rf obtenus par l'expérimenta- 

teur avec ceux donnés dans la littérature, n'est pas une méthode 

rigoureuse, car ces valeurs ne sont pas toujours reproductibles. 

Elles sont influencées par de nombreux facteurs tels que la 

température, le degré d'humidité, la qualité du papier ou du 

dépôt. L'égalité des Rf n'est pas une preuve d'identification, il 

faut que cette égalité se retrouve dans plusieurs solvants et que 

d'autres méthodes physiques ou chimiques confirment le résultat. 



L'étude chromatographique des anthocyanes, en fonction de 

leur structure dans un solvant alcoolique (Butanol) ou aqueux 

(9, 15) a permis de dégager certaines conclusions qui apportent 

des éléments permettant leur identification. 

1') Une augmentation du nombre de groupes hydroxyles diminue le 

Rf aussi bien dans le solvant alcoolique (butanol acétique). 

que dans un solvant aqueux. 

2') La méthylation des hydroxyles augmente le Rf. 

3') La glucosidification diminue le Rf dans le solvant alcoolique 

et l'augmente dans les solvants aqueux. 

4') L'acylation des groupes glucidiques augmente le Rf dans les deux 

solvants, 

Une identification par comparaison des Rf, nécessite donc 

l'isolement du produit pur, l'identification de l'aglycone et 

la caractérisation de llhétéroside par des tests appropriés comme 

une hydrolyse alcaline pour savoir si l'hétéroside est acylé. 

Dans le tableau IV, nous présentons les Rf des principales 

anthocyanes relevés dans la littérature (9, 11). 



Rf 
ANTHOCYANES .-----------------------------------. . COULEUR 

: Papier Watman : Plaque de gel de : 
no 1 : silice 

Pélangonhdine 

Monoglucoside-3 0,44 O, 44 
Diglucoside-3,5 0,31 0,31 rouge-orangé 

C yankdine 

Monoglucoside-3 0,38 O, 38 
Diglucoside-3,5 O, 28 O, 28 rouge 

Péonidine 

rose 

pourpre 

pourpre 

Monoglucoside-3 O, 38 0,38 
Diglucoside-3,5 O, 31  0,31 mauve 

Tableau IV : Rf des anthocyanes dans BAW sur papier ( 9 )  et 

sur plaque de silice (11) 

3.4 - C h ~ o m a X o g h a p h h e  _ _ _ _ _ _ _ _  _ _  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  a u n  coLonne : 

La chromatographie sur colonne est également une technique 

très utilisée pour la séparation des anthocyanes. Cette méthode 

permet l'isolement des pigments à partir d'une faible quantité de 

substance végétale et donne un bon fractionnement. Chaque com- 

posé est obtenu avec une c~ncentration supérieure à celle obtenue 

par chromatographie sur plaque ou sur papier. 



Différents types de colonnes peuvent 6tre employés pour 

séparer les anthocyanes : 

- La poudre polyclar A.T avec un éluant à base d'eau-éthanol et 

HC1 (14). 

- Les gels de polyamide qui sont sous forme de perles dont le 

gonflement détermine la zone d'utilisation. 

- Les gels de silice et d'acide silicique comme les polyvinyl- 
pyrroliques PVP, sont des adsorbants très énergiques des antho- 

cyanes. 

- Les résines échangeuses d'ions servent surtout pour la purifi- 
cation des extraits végétaux. 

- Le talc fixe les matières colorantes anthocyaniques et permet- 
une élution très facile. 

- Les sephadex sont des gels de dextrane, ils permettent une très 
bonne séparation des anthocyanes (16, 17) ; c'est le type de 

colonne que nous avons utilisé (Sephadex L.H.20) avec comme 

éluant une solution à 60 pour cent de méthanol-eau acidifiée à 

1 % par HC1. 

La chromatographie en phase liquide à haute performance peut 

être appliquée à la séparation des anthocyanes (18-20). 

Cette technique permet une sélectivité, une résolution, une rapidi- 

té et une sensibilité (quantité minimale détectable de l'ordre de 

50 mg) supérieures aux techniques chromatographiques classiques. 



Les différentes colonnes utilisées sont : P Bondapack C18/10 Pm, 

Nucléosil C18/10 Pm, Pertisil PXS ODS/10 Pm, Li chrosorb ~ ~ - 8 / 5  Pm. 

Les éluantç sont à base d'acide acétique, d'eau, de méthanol ou de 

butanol (21-22). Bien que les temps de rétention ne soient pas repro- 

ductibles, ils sont ordonnés. 

La chromatographie en phase gaz ne donne pas de bons résultats 

(23-24). 

4. CARACTERISATION CHIMIQUE DES ANTHOCYANES 

Certaines réactions de dégradation ont permis d'établir la 

structure des anthocyanes (25) et peuvent être utilisées soit pour 

leur identification, soit pour leur dosage, nous citerons : 

- L'action du bisulfite qui permet le dosage de S02 dans le vin 
rouge (26). 

- L'oxydation par l'eau oxygénée qui permet d'identifier les glu- 
cides en position 3 (27-28). 

- La copigmentation avec les métaux ( ~ 1 ~ + ,  I?e3+) qui permet par 

l'apparition d'un complexe bleu en milieu peu acide de détermi- 

ner les anthocyanes ayant deux groupements OH libres en ortho 

sur leur noyau latéral. 

Cette réaction permet de différencier la cyanidine et la péo- 

nidine d'une part, la delphinidine et la pétunidine de la malvidine 

d'autre part. 

Le magnésium, le potassium, le cuivre, 1 ' étain et l'uranium 

sont également susceptibles de former descomplexes avec les anthocyanes, 



PARTIE I I  
-------m.- 

MÉTHODES SPECTROSCOP IQUES 

1. SPECTROSCOPIE D'ABSORPTION U.V. ET VISIBLE 

La spectroscopie d'absorption visible et ultraviolette est 

une méthode très employée pour l'identification des anthocyanes. 

La réalisation de spectres d'absorption électronique des substances 

chromatographiées directement sur papier a été envisagée, mais à 

cause des impuretés que peut entraîner l'éluant (29), l'enregis- 

trement des spectres de solutions reste la méthode la plus utilisée. 

La coloration des anthocyanes en solution acide varie en fonction 

du nombre et de la position des substituants en l'occurence, des 

groupements hydroxyles et méthoxy. 

Les spectres d'absorption des anthocyanes présentent deux 

bandes d'absorption intenses, l'une dans le visible et l'autre 

dans l'ultra-violet vers 270-280 nm. La bande visible se déplace 

vers les grandes longueurs d'onde quand on passe de la pélargoni- 

dine (1 OH) à la cyanidine (2 OH) et à la déphinidine (3 OH) : le 

coefficient d'extinction molaire augmente dans le même sens. Cette 

bande est attribuable aux transitions électroniques mettant en jeu 

les électrons T de l1hétkrocycle central conjugué aux deux cycles 



benzéniques, elle varie avec le pH et subit un glissement en fonc- 

tion du solvant utilisé (Tableau V) et (Fig. 7). 

SoRvuni : X I  nlux X 2  max 
nm : nm 

eau 276 518 

méthanol 278 534 

éthanol 278 544 

butanol 276 550 

Tableau V : Longueur d'onde des maximums d'absorption 
de la diglucoside-3,5 malvidine en fonction 

du solvant 

La méthylation des hydroxyles du noyau latéral modifie peu 

le spectre d'absorption. Par contre la mgthylation des groupements 

OH en position 7, comme c'est le cas pour la rosinidine et l'hir- 

sutidine, perturbe fortement le spectre d'absorption (2). 

La bande d'absorption dans l'ultra-violet correspond aux 

groupements phénoliques et n'est pas affectée par la variation du pH 

(dans la mesure of3 les fonctions phknols ne sont: ionisées) cette 

bande correspond 3 la bande II des flavones (2) 

La glucosidification entraine us effet bathochromique du ma- 

ximum d'absorption dans,le visible de 10 nm, alors que la position 
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de la bande d'absorption dans l'ultra-violet ne subit aucune modi- 

fication. Les coefficients d'extinction subissent un fort abaisse- 

ment (Tableau VI) 

: X I  m a x  E l  : X 2  M a x  E 2 ----------------------------.----------------.---------------- 
Cyanidine : 278 14600 : 547 34700 

Diglucoside-3,5 cyanidine : 279 5000 : 535 12500 

Malvidine : 277 13300 : 557 36200 

Monoglucoside-3 malvidine : 278 5400 : 545 10300 

Tableau VI : Maximum d'absorption d'anthocyanidine et de 

leur glucoside dans L'éthanol HC1 0,l % (2) 

Pour les anthocyanes acylées, le spectre des résidus acylés 

intervenant dans la structure se superpose au spectre d'absorption 

de l'aglycone (30), ainsi pour l'acide p.coumarique on observe 

une bande d'absorption à 308-313 nm et entre 326 et 329 nm s'il 

existe un acide caféique ou férulique. 

D'après HARBORNE (30), pour des produits parfaitement purs, 

le rapport des densités optiques au maximum d'absorption de l'acide 

et au maximum d'absorption du pigment dans le visible est propor- 

tionnel au nombre de molé.cules d'acide pour une molécule d'anthc- 

cyanidine. Ce rapport est de 50 à 60 pour cent pour une molécule 

et environ 90 pour cent pour deux molécules. 



De même, si la position 5 d'une anthocyane est libre (glucide 

en 3), le spectre de ce pigment présente un épaulement caractéris- 

tique à 440 nm. Le rapport des densités optiques à 440 nm et au 

maximum d'absorption dans le visible, varie du simple au double 

selon que le groupement OH en position 5 est libre ou non. 

Nous donnons dans le tableau VII, les maximums d'absorption 

des principales anthocyanes d'après la littérature (31). 

2. SPECTROMETRIE RAMAN DE RESONANCE 

2 . 1  - C h o i x  - - - - - - - - -  den - R g ~ g g g g ~ + - d ~ g ~ d g - g ~ g & t ~ ~ ~ & c g +  - 

L'une des principales difficultés rencontréeçau cours de cette 

étude est le problème de la fluorescence qui apparait comme un si- 

gnal très intense rendant difficile l'observation des spectres 

Raman. Ce phénomène peut être provoqué par les composés eux-mêmes 

(fluorescence intrinsèque) ou par certains composés organiques dans 

les solvants (fluorescence extrinsèque) ; dans ce cas, un traitement 

de purification du solvant s'impose pour éliminer les produits gé- 

nants (filtration sur charbon actif, distillation). Dans le cas des 

anthocyanes une forte fluorescence apparait quand la radiation exci- 

tatrice possède une longueur d'onde voisine du maximum d'absorption 

dans le visible. Le maximum de fluorescence est insensible à la lon- 

gueur d'onde d'excitation. 



X rnax d a m  H20 - pH 0 , 5  1 h max dam rn~kha f io t  HCL 1 % 
Cornpua CA 

Chlorure de pélargonidine : 505 522 

Glucoside-3 pélargonidine : 266,5 : 494 267 508 

Sophoroside-3 pélargonidine : 275 500 269 509 

Diglucoside-3,5 pélargonidine: 

Chlorure de cyanidine : 274 

Glucoside-3 cyanidine : 278 

Glucoside-5 cyanidine : 271 

Diglucoside-3,5 cyanidine : 275 

Chlorure de delphinidine : 272 

Glucoside-3 delphinidine O 274 

Rutinoside-3 delphinidine : 277,5 518 . , 278,5 540 

Rutinoside-3,glucoside-5 Dp : 274 

Chlorure de péonidine : 272 

Glucoside-3 péonidine : 278 

Chlorure de malvidine 

Glucoside-3 malvidine 

Diglucoside-3,5 malvidine : 272 518 274 534 

Glucoside-5 malvidine 522 543 

Chlorure de pétunidine 524 273 544 

Glucoside-3 pétunidine 

Diglucoside-3,5 pétunidine : 270 516 272 534 

Tableau VI1 : Maximum d'absorption dans un tampon citrate à pH 0,5, dans 

le méthanol acide à 1 % (31) des principales anthocyanes. 



Sur la figure 8, nous avons superposé les spectres d'absorp- 

tion et de fluorescence de la diglucoside-3,5 malvidine. Nous 

voyons que pour respecter les conditions de la résonance une exci- 

tation vers 518 nm s'avère nécessaire, cependant le signal Raman 

diffusé se superpose à un signal de fluorescence très intense. 

Pour diminuer l'influence de ce signal parasite, il faut utiliser 

des longueurs d'onde d'excitation plus courtes et diminuer d'au- 

tant la résonance. Les radiations 488 nm et 457,9 nm d'un laser 

à Argon ionisé (Spectra Physics 164 C) conviennent à ce genre 

d'étude. 

Au cours de cette étude que nous avons réalisée, nous avons 

utilisé différents spectromètres adaptés aux problèmes que nous 

avions à résoudre. Ainsi,pour l'étude de solutions stables, nous 

avons utilisé un spectromètre conventionnel, un spectromètre équipé 

d'un système de balayage rapide a été employé pour l'étude des 

solutions évoluant dans le temps. Les études in s i t u  sur des va- 

cuoles cellulaires ont été réalisées à l'aide d'un microspectro- 

mètre à effet Raman. 

Le spectromètre que nous avons utilisé pour l'étude des solu- 

tions stables est un spectromètre à balayage lent, comportant un 

triple monochromateur. Le prototype a été réalisé au laboratoire 





(32) et a donné naissance à la série des spectromètres T.800 Coderg, 

ensuite la série R.T DILOR. 

C'est un montage additif constitué de trois monochromateurs 

de 800 mm de focale possédant chacun un réseau plan de 1800 traits/mm. 

Les quatre fentes s'ouvrent de façon continue. 

Ce spectromètre possède un taux de lumière parasite très £ai- 

ble, ce qui rend la rejection de la radiation excitatrice excellente. 

La détection est assurée par un photomultiplica~eur refroidi 

par effet Peltier afin de diminuer fortement le bruit thermique. 

La tension engendrée aux bornes du circuit RC est amplifiée puis 

enregistrée sur papier au moyen d'un enregistreur potentiométique. 

Le dispositif de balayage mécanique assurant la rotation des réseaux 

est synchronisé avec le défilement de l'enregistreur, 

2 . 4 -  - Spec;th~m&thc? - - - - - - - - - - - - - - - - - -  Ù balayage - - - - -  haphde - - -  : 
/ 

Pour l'étude des systèmes chimiques en évolution rapide, il 

a été développé,au laboratoire, des spectromètres à balayage rapide, 

ce fut en 1960 par M. DELHAYE (33), ensuite par F. WALLART en 1970, 

qui a mis au point un système de balayage spectral rapide (34) équi- 

pant un spectromètre double monochromateur à réseaux plans gravés, 

puis par J.M. BENY (35) qui a équipé un spectromètre double mono- 

chromateur à réseaux holographiques concaves d'un dispositif de 

balayage rapide (Ramanor H.G.2), c'est cet appareil que nous avons 

utilisé pour l'étude des solutions évoluant en fonction du temps. 



Le spectromètre utilisé est le prototype réalisé par Lirinord, 

de la série des Ramanor H.G.2 (1.S.A-Jobin Yvon). Les réseaux holo- 

graphiques qui l'équipent ont une focale d'environ 1 m et un rayon 

de courbure de 920,5 cm et possèdent 2000 traits/mm, De par leur 

fabrication, ils ont un taux de "ghosts" nul, ce qui confère au 

spectromètre un taux de lumière parasite extrêmement faible. 

L'ouverture des fentes s'effectue de manière continue. 

Le mécanisme de balayage rapide adapté sur cet appareil permet 

d'explorer un intervalle spectral réglable entre 0 et 1500 cmm1 

en un temps pouvant atteindre un minimum d'une seconde. Le disposi- 

tif transmet à la barre cosécante et donc au porte-réseaux un mou- 

vement de rotation linéaire alternatif rapide. Un capteur linéaire 

permet de connaitre à tout moment la valeur du nombre d'onde. 

La détection est assurée par un photomultiplicateur Hamamatsu 

R 943. Celui-ci est suivi d'un amplificateur à courant continu pos- 

sédant des constantes de temps RC adaptées à ce type de balayage. 

Le signal sortant de l'amplificateur est ensuite filtré afin d'éli- 

miner les hautes fréquences inutiles. Ce filtre passe-bas possède 

différentes fréquences de coupure comprises entre 10 et 1650 Hz. 

Le mécanisme de balayage rapide fournit un signal en dent de 

scie qui assure le balayage horizontal d'un oscilloscope à mémoire. 

Le signal issu du filtre passe-bas est envoyé sur l'amplificateur 

vertical du même oscilloscope, ce qui permet ains'i la visualisation 

constante du spectre Ra~an. 



Les spectres peuvent également être tracés au moyen d'un en- 

registreur rapide. 

Il est possible de transférer les spectres Raman dans un sys- 

tème d'acquisition et de traitements de données, en vue de les ac- 

cumuler ou de leur faire subir diverses opérations (soustraction 

du spectre du solvant, lissage, etc...). Nous avons à notre dispo- 

sition l'interzoom S.E.I.N. pour faire ces opérations. Il est syn- 

chronisé sur le signal à analyser grâce à des impulsions issues du 

mécanisme de balayage. Les spectres sont ensuite retranscrits au 

moyen d'une table traçante X-Y. 

L'analyse ponctuelle par effet Raman est une technique analy- 

tique récente mise au point au laboratoire (M. DELHAYE et 

P. DHAMELINCOURT) (36). La radiation monochromatique émise par un 

laser peut être focalisée sur une très petite surface de l'échan- 

tillon, l'analyse de la lumière diffusée par le volume irradié, 

permet l'identification et la localisation des différents édifices 

polyatomiques présents dans ce volume. 

Basée sur ces travaux, la Microsonde M.O.L.E. à effet Raman 

( 3 7 ) ,  a été réalisée, et a été commercialisée par la Société 

I.S.A. Jobin-Yvon. Elle permet d'effectuer une microanalyse des 

composants d'un mélange hétérogène, à l'air libre ou sous 

atmosphère contrôlée, on peut ainsi obtenir le spectre Ramah d'un 



échantillon microscopique de quelques Iim' de volume. La microsonde 

moléculaire laser associe dans un même appareil : un microscope 

optique classique, un filtre optique à réseaux holographiques 

concaves possédant un très faible taux de lumière parasite, un 

système de détection monocanale et multicanale. 

Cette association permet différents types de fonctionnement : 

deux de ces modes sont particulièrement utilisés : 

a) Microspectromètre Raman (~ig. 9 .a) 

En utilisant le dispositif d'éclairement en fond clair, l'ob- 

jectif du microscope focalise le faisceau laser sur l'échantillon 

et recueille la lumière diffusée qui est analysée par le filtre 

optique. Le détecteur est un photomultiplicateur (microspectromètre) 

ou un tube intensificateur d'images suivi d'une caméra de télévision 

(microspectrographe). Le spectre Raman obtenu permet l'identification 

des espèces polyatomiques contenues dans le volume irradié. C'est 

çe mode d'éclairement que nous avons utilisé au cours de nos mani- 

pulations, en prenant toutefois certaines précautions. En effet, 

l'irradiation d'une cellule vivante 3 une longueur d'onde coïnci- 

dant avec l'une des bandes d'absorption peut entraîner des dommages 

très importants. Il a été nécessaire dans tous les cas de minimiser 

au maximum la puissance du faisceau laser incident, voire même de 

défocaliser le faisceau laser pour éviter toute perturbation due à 

un échauffement local de l'échantillon. 



b )  Microscope Raman (Fig. 9.b) 

L%échanti7len héterogène est eclairé globalement grâce à une 

optique annulaire associée au dispositif d-clairement fond noir. 

En isolant, grkcê au filtre optique, une raie Raman caractéristique 

d'un des constituants de l'échantillon, on obtient 2, l'aide de la 

détection multicanale une image micrographique donnant la réparti- 

tion de ce constituant à la surface de l'échantillon avec une réso- 

lution spatiale de L'ordre du Pm, 

Cette technique permettant l'obtention des spectres de diffusion 

(vibration, fluorescence) et des images d'un objet à une longueur 

d'onde donnée, est parfaitement adaptée à l'étude de la localisation 

des eçpsces chimiques à l'intérieur d'une cellule, et a déjà trouvé 

de nombreuses applications dans le domaine de la microanalyse ( 3 7 ) .  

La localisation des espèces peut être réalisée in situ et i n  v i v o .  

La microsonde moléculaire MOLE est équipée d'un système d'ac- 

quisition et de traitement de données. 11 comprend : 

- Un coffret microordinateur MOSTEK à base d'un microprocesseur 2.80.  

- Une console de visualisation alphanumérique avec clavier. 
- Un boitler de liaison pour la communicat:~.on éventuelle avec un 
microordinateur, 

Ce système permet entre autre d'effectuer des accumulations 

de spectres en liaison avec le microordinateur. ( 3 8 L  



a )  mode micrtoopeckttomiW~ Raman 

b)  mode micrtoacape Raman  

'."_l.i 

FlG.9  : SCHEMAS S Z M P L I F l S  DES 'PRINCIPAUX AIUDES DE FUNCTlUNhfEMENT 



3. SPECTROMETRE D'ABSORPTION 

Au cours de nos études des anthocyanes, nous avons utilisé 

un spectromètre d'absorption électronique conventionnel type 

DUOSPAC 203 (I.S.A. Jobin-Yvon) pour la réalisation des spectres 

d'absorption des extraits anthocyaniques à partir de produits na- 

turels et pour d'autres études. 



CHAPITRE I I  1 ------------ 

DE RESONANCE DE P 1 GMENTS ANTHOCYAN 1 QUES 



Les systèmes pigmentaires des végétaux supérieurs sont souvent 

complexes. Les vacuoles contiennent toujours plusieurs types d'an- 

thocyanes d'où la grande variété de nuances dans les teintes des 

fleurs ou des fruits. Comme aucune étude des anthocyanes par spectro- 

métrie Raman de résonance n'a été réalisée jusqu'à ce jour, il nous 

était donc impossible d'utiliser des travaux antérieurs comme réfé- 

rence pour attribuer nos spectres. Il a donc été nécessaire dans 

un premier stade de notre travail de : 

- Choisir différentes espèces végétales connues pour contenir tel 
ou tel type d'anthocyane. 

- Observer in situ au moyen de la microsonde moléculaire MOLE le. 
spectre Raman de résonance des pigments contenus dans le liquide 

vacuolaire. 

- Extraire et de séparer les différents constituants pigmentaires, 
de les identifier et d'obtenir leur spectre Raman de résonance 

afin de pouvoir établir la contribution de chacun d'eux au spectre 

du mélange vacuolaire. 

C'est l'ensemble de ces opérations d'aspect analytique que 

nous présentons dans ce chapitre. 



1. ETUDE DES PIGMENTS DU RAISIN 

Les anthocyanes contenuesdans les différentes variétés de 

raisin ont été étudiées depuis fort longtemps car leur rôle en 

oenologie est évident. De leur conservation et de leur transforma- 

tion dépend la "robe" des vinÇsi appréciée des connaisseurs. Le 

pigment majeur des raisins est la glucoside-3 malvidine, dérivé 

méthylé de la delphinidine. Il est souvent mélangé à un certain 

nombre d'autres pigments anthocyaniques, dont la nature et la qua- 

lit6 peuvent varier avec le type de cépage et les conditions clima- 

tiques. 

1 . 3 .  EXude in s i t u  : - - - - - - - - - - - - -  

La peau de raisin de type "Muscat de Provence" observé au 

microscope présente de nombreuses cellules pigmentaires (Fig. 10.a), 

c'est sur ces dernières que nous avons focalisé la radiation excita- 

trice 488 nm. 

Les spectres Raman de résonance obtenus sont caractéristiques 

des pigments contenus dans la vacuole ; ils sont reproductibles 

d'une vacuole à l'autre (Fig. 10.b). 

Nous avons également enregistré sur cette préparation le spectre 

d'absorption du pigment présent dans la peau de raisin à l'aide de 

la microsonde MOLE. L'utilisation d'un système d'acquisition et de 

traitement de données (TRACOR NORTHEN TN 1710) permet d'enregistrer 





le spectre d'émission de la lampe blanche, le spectre de cette 

lampe transmis par la préparation et d'effectuer le rapport de 

ces deux signaux, Tl est ainsi possible dtobtenir le spectre d'absorp- 

tion in situ d'une substance contenue dans une préparation microsco- 

pique de quelques centaines de microns carrés de surface (Fig. 11). 

2 La surface analysée est d'environ 0,018 mm , elle peut être réduite 

par l'interposition de diaphragmes limitant le champ. 

La longueur d'onde du maximum d'absorption de la peau de raisin 

est situé à 529 nm. 

1 . 2 .  Spec;tned  rama^ d e  hQaonance ek d'abbohpkion dea extttahks bhuxb : - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'extraction des anthocyanes à partir du raisin "Muscat" a 

été réalisée par macération des peaux dans le méthanol acidifié à 

1 % par HC1 ou dans une solution aqueuse acide à pH 1. Les anthocyanes 

libérées se trouvent alors en solution sous la forme stable de chlo- 

rure de flavylium, 

Le spectre d'absorption de la solution est presenté sur la 

figure 12. Les longueurs d'onde des maximums d'absorption sont compa- 

rables à celles obtenues pour l'ensemble des pigments anthocyaniques 

(31). 

Les spectres Raman de résonance des solutions méthanoliques et 

aqueuses ont été réalisés à l'aide des radiations 488 nm et 457,9 nm 

(Fig. 13 et 14). 
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Les spectres Raman obtenus in s i t u  et en solution sont simi-- 

laires, nous pouvons conclure que les anthocyanes existent dans la 

vacuole des cellules sous forme de cation flavylium. 

Ces spectres illustrent parfaitement la qualité du solvant 

H20 pour ce genre d'étude. en effetIles solutions méthanoliques pré- 

sentent des raies intenses pouvant perturber les intensités de cer- 

taines raies. 

De fortes variations en intensité relative peuvent être obser- 

vées dans la région 1500-1650  cm-' quand on compare les spectres 

obtenus avec les radiations 488 nm et 457,9 nm. 

1 . 3 .  SlipanaXion _ _  _ _ _ _ _ _  _ _ _ _ _  e t  ibdnXi5 _ _  jcaXion _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  des  di6dZnenXs _ _ _ _ - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  conaXiXuanXs de  

L' exXhaiX de peau de  n a i s i n  "Muscat  de  Pnovence" : - - - - - - - _ _ _ _ - _  _ - _ _ _ - - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - _ - - - - - - _ _ - - -  

Pour séparer et caractériser les différents constituants pigmen- 

taires du raisin, nous avons principalement utilisé la chromatographie 

sur couche mince, méthode très bien décrite dans la littérature et 

qui peut nous fournir de nombreuses valeurs de références. 

La séparation par chromatographie ascendante sur plaque de gel 

de silice ( 6 0  HP-TL@) dépourvue de support fluorescent avec comme 

éluant le mélange n-butanol-acide acétique-eau (BAW) dans les propor- 

tions ( 1 2 - 3 - 5 ) ,  donne six taches bien nettes dont les Rf sont repro- 

duits dans le tableau VIII, 

Pour caractGriser, par spectroscopie d'absorption U.V.-visible, 



les princ~pales taches (Rf = 0,15 ; 0,22 ; 0 , 3 4  ; 0 , 3 8 ) ,  les frac- 

tions correspondantes ont été grattées et reprises par une solution 

aqueuse à pH 1 ; les spectres sont reproduits sur la figure 15. Il 

est possible de remarquer que les bandes visibles des fractions 3 

et 4 possèdent un épaulement vers 440 nm,ce qui permet de les carac- 

tériser comme des monoglucosides (10). 

Nous avons ainsi caractérisé les différentes fractions par l'ac- 

tion du chlorure d'aluminium en solution tamponnée à pH 3. Les résul- 

tats sont regroupés dans le tableau VII7;.LVaction de A1Cl3 se mani- 

feste par une coloration bleue si deux hydroxyles adjacents sont 

présents sur le cycle phénolique. 

Tache : Rf obtenu : X m m  : Action : Ident i f icat ion proposie : R;? Zitté- : X m m  
no  : :visibZe:de AZCZ3: : ruture : vis ible  

: l i t t é ra .  

1 : 0,15 : 51 3 : oui rDigZucoside-3,s delphinidine: 0,15 

2 : 0,22 : 515 : oui :DigZucoside-3,5 petuni &ne : 0,24 
OU 

:monogZucoside-3 de lphinidine : 0,26 

3 : 0,34 : 51 6 : oui :MonogZueoside-3 petunid$ne : 0,35 

4 : 0,38 : 520 : non :MonogZucoside-3 malvidine : 0,38 : 520 

Tableau VI=: Identification des anthocyanes extraites de la 

peau de raisin "Muscat de Provence"'. 
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ig 15 Spectres d 'absorption des principales ankhocyanes - . \\ 
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La présence de pigments diglucosés indique bien que le raisin 

"Muscat de Provence" n'est pas à classer dans le groupe des 

v i t i s  v i n i f e r a  qui sont les espèces utilisées pour la vinification. 

7 . 4 .  Specknes Raman dc ,  nEnonance den conskiXuanXs de 1' e x t h a i t  bhut - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les spectres Raman de résonance des principales fractions chro- 
i 

matographiées ont été réalisés à partir de solutions aqueuses à pH 1. 

Nous comparons sur la figure 16, les spectres Raman de résonance 

des quatre principales taches au spectre obtenu pour l'extrait brut. 

Une très forte fluorescence de la fraction 1 empêche l'observation 

des bandes de haute fréquence. 

Nous pouvons distinguer deux zones bien définies : 

- La zone 1100-1650 cm-' est comparable pour la totalité des spectres 

présentés. Ce domaine spectral ne semble pas caractéristique du 

type d'anthocyane considéré. 

- La région 500-900 cm-' est très différente d'une anthocyane à l'autre : 

il semble qu'elle pourrait apporter des renseignements quant à la 

nature du pigment anthocyanique. 

L'utilisation d'une chromatographie sur colonne pourrait apporter 

de nombreux avantages par rapport à la chromatographie sur couche 

mince surtout pour l'étude Ramah des solutirrs. 





- Possibilité d'obtenir des solutions plus concentrées. 

- Le pigment obtenu directement en solution prêt à être analysé par 

spectrométrie Raman. En effet, l'opération qui consiste à récupérer 

la tache, de la solubiliser et de filtrer la solution peut intro- 

duire certaines impuretés fluorescentes. Elle est ici supprimée. 

Cette technique a été testée sur une variété de raisin en prove- 

nance d'Afrique du Sud, en utilisant une colonne séphadex L.H.20 de 

longueur I 1 m, de section intérieure a - .  10 mm et un solvant d'élution 

constitué d'un mélange à 60 % de méthanol dans l'eau acidifiée par 

HC1 à 1 %. 

Nous avons obtenu une séparation bien nette de trois composés 

de couleurs rouges. La séparation sur couche mince de gel de silice 

a donné également trois taches dont deux bien nettes. 

Les différentes fractions, recueillaes ont directement été uti- 

lisées pour enregistrer les spectres d'absorption et les spectres 

Raman de résonance (Fig. 17 et 18) . 

Nous n'avons pas cherché, dans ce cas à caractériser les diffé- 

rentes fractions, mais nous pouvons cependant observer que le spectre 

de la première fraction est analogue au spectre de la tache no 2 obte- 

nu par chromatographie sur couche mince du raisin "Muscat". Nous pou- 

vons donc l'attribuer à la malvidine monoglucosée. 



1"' fraction 
- - - - .-- 2'*'frac tion 

- - - 3'"' Fraction 

Fig :17 Spectres d 'absorption des anthocyanes du raisin 
dNaFrique du sud obtenues par chromatographie 
s u r  colonne 





Bien que présentant certains avantages, cette technique n'a pas 

été employée plus amplement, Bn effet,les raies caractéristiques du 

solvant peuvent gêner l'observation de certaines bandes du pigment. 

Une évaporation suivie d'une redissolution, s'avgre nécessaire si 

l'on désire utiliser l'eau comme solvcnt. 
-. - 



2 .  PIGMENTATION DE MALVA S Y L V E S T R I S  

Le pigment majeur de la mauve des champs MaZva s y Z v e s t r i s  est 

la diglucoside-3,5 malvidine ; c'est dans cette fleur qu'elle fut 

mise en évidence et caractérisée la première fois d'où son nom de 

malvine. 

L'extraction de ce pigment dans l'eau à pH 1 donne une solution 

rouge possédant un maximum d'absorption à 518 nm. La chromatographie 

de cette solution sur plaque de gel de silice avec le solvant BAW 

donne une tache unique possédant un Rf de 0,30 ce qui montre que la 

malvine est pratiquement le seul pigment présent dans la mauve. 

Sur la figure 19, nous présentons les spectres Raman de résonance 

des solutions aqueuses de l'extrait brut et de la diglucoside-3,5 

malvidine commerciale (ROTH-8346). Nous pouvons constater la parfaite 

similitude des spectres. 

Ce pigment présente l'intérêt de posséder la même aglycone que 

le pigment majeur du raisin la glucoside-3 malvidine. La comparaison 

de ces deux spectres (Fig. 20) nous fournit un premier élément quant 

à la compréhension des bandes de diffusion Raman. Si les domaines spec- 

traux 700-1650 cm-' sont comparables en fréquences et en intensités 

relatives, les raies observées dans la région 500-650 cm-' sont dif- 

férentes. Le pigment diglucosé sur le groupement benzopyrylium possède 

une raie d'intensité moyenne vers 625 cm-' qui nlapparait pas dans le 

spectre Raman du pigment monoglucosé. Les autres caractéristiques spec- 

rales de cette région sont également différentes d'un pigment à l'autre 

ce qui nous permet d'attribuer ce domaine spectral à des vibrations 

propres au groupement benzopyrylium. 







3. ETUDE DES ANTHOCYANES DU CHOU-ROUGE "BRASSICA OLERACEA" 

3 . 7 .  M & L L g ~ - $ g - g g R k ~ - g  : 

L'étude des anthocyanes du chou-rouge ffBrassica-OZdracéa'f 

(variété "tête de nègre") a été réalisée sur des cellules issues d'une 

colonie tissulaire (appelée souche) provenant de la culture in vitro 

de fragments de feuilles de chou-rouge. 

Les colonies tissulaires ont proliféré sur un milieu nutritif 

synthétique composé de macroéléments (phosphates, nitrates, sulfates), 

de microéléments (cuivre, fer, molybdène), de vitamines, de substances 

de croissance (acide a-naphtylacélique, 6-benzyl-aminopurine) et de 

saccharose (30 g/l). Le milieu nutritif est solidifié par l'agar-agar 

(gelose), après être stérilisé par autoclavage à llO°C pendant 30 mi- 

nutes et placé en boite de pétri. Les prélèvements de cellules ont été 

effectués après 7 et 14 jours de culture, c'est à dire quand les colo- 

nies tissulaires sont respectivement en cours et en fin de phase de 

croissance (39) . 

3 . 2 .  Etude - - - - - - - - - - - - - - - -  den anthocyanen - - - - - - -  du-chou-&auge - - - - - - -  - -  p a < - + p g g ~ < ~ + ~ g p & g - ~ ~ ~ g ~  - 

Les cellules pigmentaires du chou-rouge, observées sous le micros- 

cope, sont représentées sur la figure 21. La vacuole contenant le mélan- 

ge anthocyanique occupe la presque totalité de la cellule. Il nous a 

été impossible dans ce cas de focaliser le faisceau laser à l'intérieur 

de la vacuole, l'absorption de la radiation excitatrice par le liquide 

vacuolaire provoque un échauffement de la vacuole. Les meilleurs résul- 

tats ont été obtenus en minimisant L . ~  maximum la puissance du faisceau 





laser et en défocalisant le point d'impact, de manière à irradier 

l'ensemble de la vacuole. A plusieurs reprises, nous avons constaté 

une très forte fluorescence quand les cellules se dégradent sous 

l'impact du faisceau laser. 

De très nombreuses cellules ont été sondées ; les spectres les 

plus caractéristiques ont été reproduits dans la figure 22. 

Les spectres 1, 2 et 3 ont surtout été observés à partir des pré- 

parations étudiées après 7 jours de culture, donc en phase de crois- 

sance. Ces spectres se caractérisent par des raies attribuables a des 
caroténoldes (1525, 1154, et 1003 cm-') superposées au spectre des 

anthocyanes (1644, 1600, 620 cm-'). 

Ces caroténoides semblent se dégrader facilement sous le faisceau 

laser, si le temps d'irradiation se prolonge ou si la puissance de la 

radiation excitatrice est trop élevée. Par contre le spectre des an- 

thocyanes ne semble pas perturbé. 

Les spectres 4 et 5 ont été obtenus pour la totalité des cellules 

en fin de croissance ; les raies des caroténoïdes ne sont plus obser- 

vées et le spectre des anthocyanes présente des différences notables 

avec celui observé pour les cellules plus jeunes ; principalement 

dans les rapports d'intensité des raies 1600-1640 cm-'. 

Il semblerait donc que : 

- Des caroténoldes sont synthétisés par la cellule au cours de sa 
phase de croissance, puls.disparaissent quand les ceLlules ont 
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terminé leur développement. La localisation de ces caroténoldes 

n'a pas pu être réalisée de manière précise g il semblerait qu' elles 

soient présentesdans tous le cytoplasme et en quantité plus impor- 

tante au voisinage de la vacuole. 

- Les anthocyanes ne semblent pas avoir la même structure pendant la 
phase de croissance et 2 la fin de leur développement. La modifica- 

tion des intensités relatives dans 1600-1650 cm-' peut être le re- 

flet d'une complexation de l'anthocyane ou de la présence de la 

.molécule sous la forme base quinonique. 

Nous pensons que la seconde hypothèse est la plus probable car si 

l'on modifie légèrement le pH vacuolaire en plaçant les cellules  dan^ 

une solution d'HC1 (0,005 M), nous obtenons in situ un spectre Raman 

de résonance identique à celui observé pour une solution aqueuse de 

pigment à pH 1 et aux spectres obtenus à partir des cellules âgées de 

14 jours. Une modification du pH vacuolaire entre la phase de crois- 

sance et la maturité des cellules pourrait expliquer ce phénomène. 

Il est à noter que l'examen de cellules dépigmentées, c'est à 

dire dont la croissance s'est effectuée à l'abri de la lumière, ne 

met en évidence aucun caroténolde. 

Ces observations pourraient apporter une réponse à certaines 

des hypothèses avancées par les physiologistes sur la biosynthèse des 

anthocyanes (40 )  . 



Pour le chou-rouge, il a été constaté que la lumière rouge 

(660 nm) et la lumière rouge lointain (730 nrn) contrôlent la bio- 

synthèse des anthocyanes par l'intermédiaire d'un phytochrome, situé 

dans la membrane des cellules (41). Ce phytochrome agit dans le tissu 

cultivé in vitro par transformation de la forme active (Pfr) en for- 

me inactive (Pr) à l'obscurité (42-43) ou par irradiation en lumière 

rouge lointain (44-45) . 

Chez certaines espèces (par exemple Brassica papa), la synthèse 

des anthocyanes est induite par exposition à la lumière rouge unique- 

nent si celle-ci est précédée par une longue durée d'irradiation à 

la lumière bleue. 

A partir de ces éléments, certains auteurs ont suggéré que la 

lumière bleue est active par l'intermédiaire d'un pigment autre que 

le phytochrome. Les caroténoldes et les flavines sont des composés 

susceptibles d'intervenir dans ce type de photoréaction. 

Ainsi la mise en évidence de caroténoïdes dans les cellules de 

chou-rouge en phase de croissance par spectrométrie Raman de résonance 

peut apporter une réponse à l'hypothèse de la présence d'un second 

photorécepteur autre que le phytochrome. 

SépaxaZhon e.t .iden;th~ica.tian des anZhocqanes de "~rassica-oZéracéa" - -  - - - - - - - - - - - - - - - - -  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Nous avons effectué une séparation par chromatographie sur papier 

Watman no 1 des anthocyanes 'du chou-rouge extraitespar macération des 



cellules dans du méthanol acidifié (HC1 1 $ )  ou dans une solution 

aqueuse à pH 1, nous observons trois taches dont les Rf sont donngs. 

dans le tableau I X  et comparés avec les valeurs de Harborne (10). 

L'éluant utilisé est le mélange BAW dans les proportions 5-1-4. 

Taches : Rf : Rf d'après 
: Harborne (10) 

Première : 0,36 : , 0,34 

Deuxième : 0,33 : 0,33 

Troisieme : 0,23 : 0,23 

Tableau IX : Rf des anthocyanes du chou rouge 

Les différentes taches ont été ensuite découpées et remises en 

solution aqueuse à pH j,. I;es spectres d'absorption électronique de 

ces trois solutions ainsi que l'extrait brut sont reproduits dans 

la figure 22. 

Nos résultats sont en parfait accord avec ceux précédemment obte- 

nus par Harborne (10). La similitude des spectres montre qu'il s'agit 

bien de la même aglycone avec des hétérosides différents. Les trois 

principaux anthocyanes responsables de la coloration du chou rouge 

sont des hétérosides de la cyanidine appelés Rubrobrassicine A, B et 

C et dont la structure est la suivante.: 



Fig : 23 Specf res  d 'absorption d e s  onkhoryancs du 
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Avec R un groupement acylé ou un hydrogène 

- Rubrobrassicine A : glucoside-5, p-coumaroylsophorose-3 cyanidine 
- Rubrobrassicine 'B : glucoside-5, f eruloysophorose-3 cyanidine 
- Rubrobrassicine C : glucoside-5, diferuloylsophorose-3 cyanidine 

Les groupements acylés sont greffés sur un oxygène d'un groupe- 

ment OH de la sophoroside-3, formulé par R dans la structure de la 

rubrobrassicine. D'autres pigments dérivés de la cyanidine sont éga- 

lement présents dans le chou rouge mais en plus faible quantité (46). 

- Glucoside-5, di-p-coumaroylsophoroside-3 cyanidine 
- Glucoside-5, sinapoylsophoroside-3 cyanidine 
- Glucoside-5, disinapoylsophoroside-3 cyanidine 
- Glucoside-5, malouylsophoroside-3 cyanidine 



Spectne _ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Raman de &Esonance des so&u.tions 

L'étude des spectres Raman de résonance des extraits totaux 

des anthoçyanes en milieu aqueux à pH 1, a été effectuée sur des 

solutions obtenues par macération des cellules. NOUS les comparons 

à ceux obtenus à partir des pigments chromatographiés (Fig. 24.a-b). 

Les spectres sont identiques en intensités et en fréquences, 

ce qui est conforme avec l'une des propriétés de la spectrométrie 

Raman de résonance (voir annexe). seules les bandes attribuables 

aux vibrations du chromophore, ici, l'aglycone de la cyanidine sont 

exaltées par résonance. Les spectres présentent tous une raie à 

624 cm-' caractéristique de la diglucosidation du groupement ben- 

zopyrylium ce qui confirme l'hypothèse précédemment avancée à propos 

de la malvidine. 







4. PIGMENTATION DE TULIPA CULTIVAR 

La tulipe est une fleur très appréciée pour sa grande variété de 

ccouleurs qui peuventvarier par toutes les gammes de l'orange au 

#rouge, du jaune au noir. La pigmentation de différentes espèces a 

été étudiée et certaines données de la littérature sont disponibles 

pour que nous puissions obtenir une relation entre la couleur et le 

pigment majeur dans les pétales (Tableau X). Dans chacun des cas 

nous avons : 

- Enregistré les spectres Raman de résonance in s i t u  des pigments 

présents dans les vacuoles des cellules de pétales. 

- Extrait les pigments dans des solutions aqueuses à pH acide (pH 1). 

- Enregistré les spectres d'absorption de l'extrait brut. 

- Effectué une chromatographie sur plaque de gel de silice de lte.xtrait 
brut en éluant avec le solvant précédemment utilisé (BAW). 

Les spectres d'absorption et Raman de résonance des échantillons 

étudiés (pétales et solutions) sont reproduits sur les figures sui- 

vantes (25, 26, 27, 28 et 29). Il est possible de remarquer que cer- 

tains spectres d'absorption des pigments extraits, en particulier pour 

les tulipes rouges et noires, ont un épaulement vers 440 nm, caracté- 

ristique de la non-glucosidification de la position 5 (10). 



a:tulipe naire 

b.: tulipe rouge el jaune 

c: tulipe rouge 
d: tu l ipe rouge el orange 

Fig: 25 Spec t res  d bbsorp~ion des pigments exfra i  ts 



Fig : 26 
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Spectres Raman d e  r é sonance  des  pigmen 1s. 
in situ: . a)de la ~ u l i p e  jaune 







Fig: 29 Spectres Ramon d e  résonance  des  pigments 
de la tulipe noire 
a )  en solution aqueuse pH1 
b )  in situ dans un  pétale 



. Les pigments majeurs des tulipes jaunes et orangées sont les 
caroténoIdes. Ces moiécules se caractérisent par deux raies très 

intenses à 1528 cm-' et 1156 cm-' respectivement attribuables aux 

élongations des doubles et simples liaisons conjuguées de la chaine 

polyénique. Aucune raie attribuable aux anthocyanes n'est observée 

dans la région 1600 cm-l. 

Pour les tulipes bicolores (rouge et orange puis jaune et rouge) 

l'observation du spectre Raman de résonance obtenu par excitation 

d'une zone rouge met en évidence à la fois des caroténoides (1524 et 

1157 cm-') et des anthocyanes (1640-1600 cm-') ce qui semble indiquer 

la présence de caroténofdes sur la totalité du pétale. 

La tulipe rouge ne contient que des anthocyanes ; la raie de 

faible intensité observée à 1518 cm-' ne peut être attribuée à un 

caroténofde car elle est observée dans le spectre du pigment en solu- 

tion aqueuse. 

La similitude des spectres in s i t u  et en solution indique que 

l'anthocyane se trouve sous la forme du cation flavylium dans le 

liquide vacuolaire. 

. Les anthocyanes responsables de la forte pigmentation de la 
tulipe noire ne conservent pas leur structure quand elles sont m:ises en 

solution aqueuse. Ceci peut être démontré par les fortes variations 

observées entre le spectre obtenu in s i t u  et le spectre de la solution 

principalement dans la région 1600 cm-'. 
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- 
X max X max 

(H20) l i t t é r a t u r e  (H20) : 
Rf  lif Tulipe : piement :-------------------'---------------------- obtenu Anthocyane majeur proposée 

: l i t t é r a t u r e  : A I  max h  max 

! : U.V : v i s i b l e  : U.V : v i s i b l e  : 
i----------"--.---------------.------~--*---------"-~-~-----'"--------.-'----"-~~----.--.~--~----~--"~---"^---'--~---------~~~~ --- I 

Kouge : D e l p h i n i d i n e e t :  267 : 512 : 278 : 510 : 
: cyanidine 

Noire : Delphinidine : 267 : 519 2 274 : 516 : 

R o u g e e t : C y a n i d i n e e t  : 267 : 502 : 278 : 510 : 
orange' : caro ténoïde  . 

: 
R o 3 g e e t : C y a n i d i n e e t  : 267 : 508 : 278 : 510 : 0 , 4 1  

3 caro ténoïde  j aune 

,2range : Caroténozdes 

e 

: ~ a r o t é n o l d e s  1-une 

O, 33 O ,  38 : MonogTucoside-3 cyanidine 

0,38 : Monoglucoside-3 cyânidine 

0 ,41  e t  0,38 : Pfonoglucoside-3 péonidinc & 
: monoglucoside-3 cyanid ine  

Tableau X : Longueurs d'onde des maximums d'absorption. Rf et identification 

des anthocyanes de certaines variétés de tulipes. 



- fil - 

5. CONCLUSION 

A partir des exemples étudiés dans ce chapitre, il apparait que 

l'étude des anthocyanes et leur caractérisation par spectrométrie 

Raman de résonance peuvent être réalisées i n  s i t u ,  sans être gêné 

par l'environnement biologique complexe ; sur les figures suivantes 

(30, 31, 32), nous présentons des spectres Raman de résonance obtenus 

par excitation in s i t u  des pétales de fleurs. 

Nous remarquons comme précédemment que la glucosidification de 

l'aglycone peut se différencier par la présence d'une raie moyennement 

intense à 624 cm-' pour les diglucosides, alors que les monoglucosides 

voient l'intensité de la raie à 540 cm-' s'exalter. 

L'acylation des groupements glucosidiques n'a apparemment aucun 

effet sur le spectre Raman de résonance. 

La comparaison des spectres des pigments i n  situ et extraits 

par une solution aqueuse acide (Fig. 30, 31, 32) peut apporter des 

renseignements intéressants quant à la structure des pigments présents 

dans le liquide vacuolaire. Il est intéressant de noter que la majo- 

rité des spectres Raman de résonance obtenus i n  s i t u  sur des fleurs 

de teinte bleue se caractérise par une forte intensité de la raie 

vers 1640 cm-' ; intensité que l'on ne retrouve pas dans les spectres 

des solutions acidifiées où prédomine le cation flavylium. La contri- 

bution de la forme &inonique peut expliquer, comme nous le verrons 

dans le chapitre suivant, la variation d'intensité et la couleur 

bleue observée. . b 









CHAPITRE I V  



Ayant à notre disposition les spectres Raman de résonance de 

différents types d'anthocyanes commerciaux ou extraits de certaines 

plantes, nous sommes en mesure maintenant de faire une comparaison 

et une étude plus approfondie des modes de vibration des anthocyanes 

sous la forme de cation flavylium. 

Dans le tableau %,nous avons regroupé les fréquences caracté- 

ristiques de différentesanthocyanes mono et diglucos&$,ces valeurs 

seront par la suite comparées aux fréquences obtenues pour des molé- 

cules analogues comme la flavone (Fig. 3 3 ) ,  la quercét$ine (Fig. 3 4 ) ,  

le précocène (Fig. 3 5 ) ,  et le chlorure de méthoxy-4', méthyl-4, 

hydroxy-7 flavylium (Fig. 36) qui est une anthocyane non naturelle 

synthétisée par la Société Coca Cola et la quinaldine qui possède 

un hétéroatome azoté (Fig. 37) . 

1. ATTRIBUTION DES SPECTRES RAMAN DE RESONANCE DES ANTHOCYANES 

SOUS FORME CATION FLAVYLIUM 

Les spectres Raman de résonance des anthocyanes présentent 

de nombreuses analogies, nous pouvons discerner plusieurs domaines 

bien caractéristiques. 

Région 1 4 5 0 - 1 6 6 0  cm-' : -- ------------------ 

On trouve généralement cinq raies dont les intensités sont 

conservées d'une anthocyane à l'autre ; les fréquences de ces raies 

correspondent bien a~x~valeurs des spectres infrarouges relevées 













par P. RIBEREAU-GAYON et M.L. JOSIEN pour les six anthocyanidines 

(4). Un profil identique peut être remarqué pour l'ensemble des 

molécules de référence utilisé à l'exception de la flavone oti 

apparait une raie vers 1625 cm-', sans doute attribuable à l'élon- 

gation de la double liaison C=O greffé en C 4 sur le cycle pyrylium. 

On attend dans cette région les modes de vibration propres aux 

cycles benzéniques. Nous ne pouvons pas distinguer la participation 

du cycle A de celui du cycle B, cependant comme les spectres du 

précocène et de ses dérivés substitués (47), dépourvus de cycle B 

possèdent cet ensemble de raies et que l'état de substitution de ce 

cycle B ne modifie en rien les caractéristiques spectrales de cette 

région (par exemple : le passage de la pélargonidine à la cyanidine 

et à la delphinidine), nous pensons que le cycle A contribue en 

majorité aux caractéristiques spectrales observées. Comme nous l'a- 

vons vu dans le chapitre précédent, la glucosidification perturbe 

très peu cette région en fréquence et en intensité. 

La contribution des modes de .- déformation CH1 peut être considéré 

entre 1440 et 1470 cm-' : elle est observée en infrarouge vers 

1460 cm-' sur les spectres des anthocyanidines méthylees.Dans les 

spectres Raman de résonance, la raie vers 1470 cm-' est présente 

même pour les dérivés ne comportant pas de substituant OCH3. Cette 

contribution peut donc être écartée. 



Cette zone dominée par deux massifs importants, l'un centré 

vers 1340 cm-1 , qui apparait double dans certains spectres, l'autre 
situé vers 1240 cm-'. 

Dans cette région, il est possible de prévoir des modes de 

déformation f3 OH vers 1150-1250 cm-', des modes caractéristiques 

des groupements p h - 0 ~ ~ ~  vers 1160-12 10 cm-' , des dé£ ormations symé- 
triques de groupements méthylés vers 1285-1370 cm-' et un mode d'é- 

longation de liaison C-O possédant un caractère aromatique vers 

1250 cm-l. 

Tous les spectres des anthocyanes étudiéessont identiques dans 

cette région, Pour la même raison que celle précédemment invoquée, 

les modes oQ interviennent les groupements méthyls peuvent être 

écartés. Nous pouvons proposer l'attribution suivante : 

- 1240 cm-1 groupements phénoliques 
- 1340 cm-' élongation du groupement C-O à caractère aromatique, 

ce mode est observé à des valeurs voisines dans les spectres obte- 

nus à partir du précocène et des dérivés flavoniques. Le caractère 

aromatique du cycle oxonium est provoqué par la présence des dou- 

bles liaisons conjuguées, elle est responsable de la stabilité de 

l'édifice. 

Dans un système conjugué tel que l'ion flavylium, la charge 

positive n'est pas localisée sur un atome bien défini, mais est 



repartie sur différents atomes de la molécule. Ainsi pour le cation 

flavylium, on peut envisager des formes limites à structure oxoniwn, 

à structure carbonium et dans le cas des anthocyanidines une autre 

possibilité peut être envisagée, En effet par leurs substituants, la 

charge positive peut être représentée sur l'un des substituants hydro- 

xyles. Finalement la vraie structure correspond à un "hybride de 

résonance" entre di££ érentes formes mésomères limites (Fig. 38) (2) . 

Fig. 38 : ~truct~re des formes limites de la pélargonidine 



-. 

Dans la pratique, les représentations oxonium et carbonium sont 

les plus utilisés ; certaines propriétés chimiques indiquent une 

faible densité électronique sur le carbone 2 (2). 

Rég ion  1 0 0 0 - 1 1 0 0  cm-' : -- ------------------ 

Cette région dans laquelle on peut attendre des modes dûs au 

groupement @-O-CHJ est relativement peu intense dans les spectres 

Raman de résonance bien qu'en spectrométrie infrarouge c'est le do- 

maine spectral qui se prête le mieux à la différenciation et l'iden- 

tification des anthocyanes. 

Dans ce domaine spectral nous attendons principalement des modes 

de vibration de squelette et des modes de déformation CH hors du plan. 

Le détail de ces spectres est représenté sur la figure 39 pour six 

anthocyanes mono et diglucosEes Nous voyons parfaitement l'analogie 

existant entre les monoglucoséesd'une part, et les diglucos&sd'autre 

part. 

Les dérivés substitués en 3 sont dominés par une raie à 540 cm-', 

la diglucosidification en 3 et 5 diminue fortement l'intensité de 

cette raie et exalte l'intensité des bandes situées dans le domaine 

spectral 620-625 cm-l. 



Fig:39 Spec t res  Raman d.e résonance des  n ' 

onthocyanes respectivement mono  et f ~ l i  
diglucos6es 

3 
1 et 2 : d e  cyanidine 
3ei 4 : d e  delphinidine 

5 et 6: d e  malvidine 





Les différences de substitution sur le cycle benzénique B ne 

semblent avoir aucune influence marquante dans ce domaine que nous 

pouvons donc attribuer au groupement benzopyrylium ; le cycle ben- 

zénique B n'ayant aucune contribution directement observable. Ceci 

expliquerait la grande - analogie de tous les spectres que nous avons 

pu observer au cours de cette étude. 

La spectrométrie Raman de résonance n'exaltant que les modes 

vibrationnels des groupements participant à la délocalisation élec- 

tronique, on pourrait être amené à la conclusion que seul le groupe- 

ment benzopyrylium participe à cette délocalisation, ce qui explique 

mal l'influence de la substitution du cycle B sur le spectre d'absorp- 

tion et par voie de conséquence sur la couleur de l'anthocyane. 

Nous ne pouvons pas, au stade actuel de notre étude, apporter 

une réponse satisfaisante à ce phénomène. Une connaissance approfondie 

du spectre de diffusion Raman est nécessaire par l'étude du profil 

d'excitation des différentes raies (variation des intensités avec 

la fréquence de la radiation excitatrice) et par une attribution 

plus précise des modes de vibrations en utilisant des substitutions 

isotopiques : 

2, TRANSFORMATIONS STRUCTURALES DES ANTHOCYANES 

Le comportement des anthocyanes et des anthocyanidines en fonc- 

tion du pH est variable selon leur structure et dépend plus particu- 

lièrement de l'état de substitution des cycles (voir chapitre 1). 



Les études de changements conformationnels ont été réalisées à 

partir de la malvine commerciale (diglucoside-3,5 malvidine). Les 

spectres d'absorption U.V.-visible et Raman de résonance ont été 

réalisés à partir d'échantillon cristallisé dissous dans les solutions 

tampons correspondantes. 

- S e e c t r e s  U.V. : - ----------- 

Les spectres obtenus à différents pH sont présentés sur la 

figure 40. 

A pH acide, le spectre est dominé par une bande centrée à 520 nm 
I 

attribuable au cation flAvylium (AH+). Une autre bande dans l'ultra- 

violet qui n'est pas affectée par le pH est probablement due au grou- 

pement phénolique non ionisé (2) . 

Si le pH augmente, nous observons une décroissance très forte de 

la bande visible au profit des bandes situées dans l'ultra-violet à 

cause de la formation de la pseudobase (B). Ce n'est qu'à pH 6 uu'ap- 

parait une nouvelle bande visible vers 540  nm attribuable à la base 

quinonique. Cette forme est très instable et nous pouvons observer une 

rapide décroissance de l'absorption de l'échantillon en fonction du 

temps (Fig. 4 1) . 

Pour un pH supérieur, la formation de l'anion (A-) se traduit par 

un glissement de la bande d'absorption vers les grandes longueurs 

d'onde , à pH três basique i1.Y a formation d'une chalcone ioniséequi 

absorbe vers 400 nm. 



-. 
ig : 40 Spectres d 'absorption de la diglucoside -3 I 5 malvidine 

- 

à difFérents pH. 



Fig : 41 Spectres  d'absorption de la diglucoside -3 / 5 /:;>, .7g , 
malvidine à pH6 e n  fonction du temps- .. .:: ) 

a Temps dHenregis tremen t d'un spectre: 3m n 
Temps cl'enregis trement bta 1:  95 m n 



- S p e c t r e s  Ramctn d e  risc.?l::i.i-;i./, r ------- ------------------ "-.- ", - - 

w -.. Conme poux 1 %a$ol-pt hot {J ,J - " J ~ s L ' ~  !.c 23s S ~ E C < :  r e s  o n t  é t é  enre-  

g i s t r é s  i m m é d i ~  tenzewik. p;7_Cr, iii s s ~  i u  ",:n de  27 r l 1 ~ t 7 ~ 2  ne en poudre dans  

une s o l u t i o n  d:i :JI{ 6 ~ .  , r< . ri '12+ l l i s a t - i o n  du d.2 -;posi Liç de  balayage 

r a p i d e  é q u i p a i i ~  le :;pcc:rLç,~,i,", -r_e Eidrnanor HG.  2 perrnvt 1 "enregistrement 

du s p e c t r e  dans  Iez qutl7ques secorides q u i  sri . ;<ent l a  mise en s o l u t i o n .  

L e  s p ~ c t r ~  R a m a n  de résonance du c a t i o n  fLavylium se conserve 

jusqu 'à  environ ph,. , - - T E ;  cependant une diminut ion n o t a b l e  de  l ' i n t e n -  

s i t é  d e s  r a i e s ,  duc à i % ~ r _ : : i t i n t a t i o n  l a  concen-Lration d e s  formes 

cha lcones  e t  c a r b i n o l ,  Ces espGces n ' abso rben t  pas  dans l e  v i s i b l e ,  

e l l e s  ne c o n t r i b u e q t  pas au s p e c t r e  d e  d k f f u ç i ~ l l  sb sc rv6 ,  

A u  des sus  du  pH,4, on observe une mod i f i ca t ion  d u  s p e c t r e  Raman. 

C e t t e  modikicatxon sc p o u r s u i t  j i i iqu 'à  pH.b pH pour  l e q u e l  l a  base  

quinonique pr6do;nind pour donner l a  couleur b leue ,  1,s s p e c t r e  Raman 

de résonance obtenu 3 pa~1ti.r  d e  l a  s o l u t i o n  n e u t r e  est t r è s  d i f f é r e n t  

8 a de c e l u i  du c a t ~ o n  - Pdvy3 i l ~ r n  ~ P l g ,  4 2 j ,  p r l i iz i~c! icmi?ne  dans l e  domai- 

-1 ne spec t ra l .  1 3 C O . -  L- !?I ,  z:n . Par analcqi-e allx s p e c t r e s  des composés 

-1 paraquinoniques  ( 4 8 1  ,;eus pouvons a i - t s x b ~ i r s r  i s s  r a i e s  1i-51 c m  e t  

1 6 0 6  cm-' respeutivarnen? aux Élongstions d e s  C : > : i b l . ~ ~  e t  ues s imples  

l i a i s o n s  p r é s e n t e s  da;)..: $.ci si;riICzure q i ~ d n o n i y u e  L ' Glorrga Lion C=C 

- d o i t  vraiçernbla5i~bne1, t r: t;-u corîtp:r i 2 dax~r; 7 C' 2.: C P  de 17 l i ~ r a t i c n  appa- 

r a i s s a n t  à 1651 fia: i d  déif,czl i piii: Loii i l i d i i l - t ~  - ~ ï  cette s t ruc-  

t u r e  d o i t  d i m i n l i z i  ,*ci*, . ~ r j r ;  :ab ', cr~zene l a  fréquence d %>longat ion  C=O. 





Les raies situées dans le domaine 1150-1550 cm-' peuvent toujours 

par analogie aux composés de structure quinonique, être attribuées aux 

modes C-C et f3 CH du cycle quinonique. Une contribution des modes de 

vibrations des cycles à caractGre aromatique peut être attendue dans 

ce domaine. 

Il est intéressant de noter que pour des pH plus basiques, il 

semblerait qu'une forme quinonique se conserve, car nous observons 

des caractéristiques spectrales très proches de celles observées à 

pH.6. Seuls des glissements en fréquence dans les régions 1500-1660 cm-' 

et 500-900 cm-' traduisent la déprotonation du groupement hydroxyl 

sur le cycle benzopyrylium. 

MECANISME DE TRANSFORMATION STRUCTURALE 

Le mécanisme qui a été longtemps admis (équation 1) 

n'explique pas l'effet de la diminution du pH sur la vitesse de trans- 

fert du proton qui devient três rapide comparé à la réaction d'hydra- 

tation. Aussi, BROUILLARD et DELAPORTE ont établi un nouveau mécanisme 

de transformations structurales des anthocyanes en milieu acide plus 

complet (49) (équation II). 



i d e l  \\ Lent 
A+H+-B + H + 

Lent 

C'est un mécanisme triangulaire qui montre que l'équilibre entre 

le cation flavylium et le carbinol peut p&sser par deux chemins, l'un 

direct et l'autre par l'intermédiaire de la base anhydre A. 

En considérant la réaction d'ouverture de chaine à partir du 

carbinol B, les anthocyanes en milieu acide (pH 0-6) peuvent avoir 

quatre structures chimiques en équilibre selon l'équation III (Fig. 43). 

transfert de hydradation ouverture 

protons du cycle 

Les proportions de ces formes à l'équilibre sont déterminées par 

le milieu (pH, température, etc...). Cinétiquement, les équilibres 

de transfert de proton et d'hydratation sont três rapides, l'équilibre 

de tautomérie entre les formes chalcone et carbinol est trés lent (50). 



1 - 
O- Glucose 

O CH, 
i 

O CH, 

OH 

O CH3 - - 
O-Glucose 

c a b i n o l  (B) c h d c o n e  (C) 
/'-: 1. 

1 
F I G .  43 : TRANSFOJ%iATlON STRUCTURALE D E  LA DIGLUCOSLDE -3,5 MALVZDlNE EN 1 \>y; 

FONCTION DU pff 



4. COMPLEXATION DES ANTHOCYANES 

Le spectre d'absorption visible, donc la couleur des anthocyanes 

dépend de plusieurs facteurs tels que la structure du pigment, le 

solvant, le pH et la présence d'autres substances qui peuvent former 

des complexes avec les anthocyanes. 

L'acide ascorbique et le sulfite de sodium décolorent les solutions 

anthocyaniques ; ainsi par attaque nucléophile du cation flavylium, 

l'anion de l'acide sulfureux forme probablement un acide sulfonique-4 

chromène (Si), par contre des pigments flavoniques telles que la rutine 

et la quecétrine peuvent accentuer la coloration, à la fois par effet 

hyperchrome et bathochrome (52) . 

3+ Les ions métalliques tels que ~ 1 ~ '  et Fe peuvent former des 

complexes avec les anthocyanes possédant deux groupements hydroxyles 

sur le phényl latéral, la solution prend alors une couleur bleue. La 

nécessité d'avoir deux groupements OH, voisins pour que le complexe 

se développe , a suggéré la structure suivante (53) 

Par addition de chlorure d'aluminium à une solution de cyanidine 

extraite de "Bras s i ca  oZérace'aU en milieu tamponné à pH.3 par le phta- 

late de potassium, nous avons obtenu une solution bleue dont le spectre 

Raman de résonance est présente sur la figure 45. 



Fig. 44 : Structure du complexe de la cyanidine 

avec l'ion aluminium. 

Bien que le spectre soit de qualité médiocre à cause de la forte 

fluores'cence de la solution, il est possible de remarquer des diffé- 

rences notables avec celui de la base quinonique. La structure qui- 

nonique présente dans le complexe et donc sensiblement différente de 

celle observée pour la malvine à pH neutre. En effet la raie de forte 

intensité située vers 1650 cm-' dans le spectre de la base quinonique 

n'est plus observée ; elle est remplacée par une raie intense vers 

1510 cm-'* Dans le cas du complexe, la liaison dative O-Al doit pertur- 

ber considérablement la distribution électronique le long de la liaison 

C=O . 
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Par comparaison du spectre du complexe en solution avec les 

spectres Raman de résonance obtenus à partir de fleurs de couleur 

bleue (Delphin ium et l'Iris germanica)  il est possible de dire que 

la couleur n'est pas provoquée par complexation des anthocyanes avec 

des ions métalliques, mais vraisemblablement par le pH de la solution 

vacuolaire qui doit être relativement proche de la neutralité. En 

effet, de récentes études sur des pétales de fleurs, ont montré que 

le pH des solutions vacuolaires peut varier entre 2,s et 7,s ( 5 4 )  . 

5. CONCLUSION 

Cette première approche dans l'attribution des spectres Raman de 

résonance des anthocyanes est sans doute incomplète par manque de 

données de base. Une analyse plus détaillée par l'étude du comporte- 

ment de chacune des bandes avec la longueur d'onde de la radiation 

excitatrice, avec des substitutions isotopiques sur les cycles et les 

groupements hydroxyles, devrait permettre de compléter cette attri- 

bution. 

Nous pouvons cependant dégager certains résultats spectroscopiques 

intéressants : 

- Le spectre Raman de résonance des anthocyanes, sous forme cation fla- 
vylium, est caractéristique du seul groupement benzopyrylium de la 

molécule. 



- Le spectre Raman de la solution à pH neutre confirme la présence 

d'une structure quinonique dans laquelle le cycle A conserve son 

caractère aromatique. 

- La complexation par les métaux perturbe fortement la structure de 
l'anthocyane ; si cette dernière est engagée dans le complexe sous 

I 
une forme quinonique comme il est généralement admis, la double I 

liaison C=O perd beaucoup de son caractère double. 



CONCLUS 1 ON 



Cette étude que nous avons réalisée permet de mieux définir 

les possibilités et les limites de la spectrométrie Raman de réso- 

nance appliquée à l'étude des pigments anthocyaniques. Ce genre 

d'étude n'ayant jamais été réalisé auparavant, il était difficile 

de connaître l'apport de cette technique à la connaissance de la 

structure de ces pigments. 

L'utilisation de la spectrométrie Raman de résonance permet 

d'observer le spectre de vibration du pigment seul sans être gêné 

par les bandes attribuables aux autres composés présents dans le 

rcilieu analysé. 

Les possibilités analytiques de la méthode sont évidentes ; 

23. est possible d'obtenir des informations i n  s i t u  sur la structure 

et l'état de substitution des anthocyanes présentesdans un liquide 

trlcuolaire. Si certaines précautions sont prises pour ne pas déna- 

turer la cellule sondée, il est même possible de considérer que ces 

mtalyses sont réalisées i n  v i v o .  Ces études ont été rendues possibles 

grace au développement des techniques réalisées au laboratoire dans 

le domaine de la résolution spatiale (microspectromètre Raman) et de 

la résolution temporelle (système de balayage rapide). 

La comparaison des spectres obtenus i n  s i t u  et i n  v i t r o  permet 

9% déterminer la structure des anthocyanes dans le végétal. c'est 

ainsi que nous pouvons dire que dans le raisin le cation flavylium 

prédomine comme dans le cas des fleurs de nuance rouge. La coloration 

bleue ne semble pas, dans les exemples que nous avons étudiés, être . . 



provoquée par une complexation avec des ions métalliques, mais par 
1 

un effet de pH. La stabilisation de la forme quinonique dans des 

milieux proches de la neutralité à l'intérieur de la vacuole est 

un problème auquel nous ne pouvons répondre à ce stade du travail. 

Les spectres Raman de résonance des différents types d'antho- 

cyanes Gtudiés au cours de ce travail sont très similaires, ce qui 

nous permet de penser que la contribution du groupement benzopyry- 

lium est prépondérante dans le phénomène de diffusion. Ceci est une 

Limite certaine 3. l'étude analytique de ces pigments, En effet comme 

les différentes variétés d'anthocyanes se distinguent les unes des 

autres par l'état de substitution du cycle phenolique, il semble très 

difficile de déterminer la nature exacte de l'anthocyane étudiée. 

Par contre les différences de substitution du groupement benzo- 

pyrylium sont très visibles dans le domaine des basses fréquences 

des spectres Raman de résonance ; il est possible ainsi de distinguer 

une anthocyane monoglucosée d'une diglucosée. 

La grande similitude des spectres ne nous a pas permis de pro- 

peser une attribution complète des modes de vibration des formes 

f Xavylium et quinoniques des anthocyanes. Un affinement des résultats 

pourrait être obtenu par des études plus approfondies, par exemple 

en utilisant la substitution isotopique (deutération des cycles et 

des groupements OH) et en réalisant l'étude des profils d'excitation, 

6ans  le domaine oQ la f1uorescenc.e permet d'obtenir un rapport signal 

sur bruit correct. 



En conclusion la spectrométrie Raman de résonance semble être 

une méthode bien adaptée à l'étude des anthocyanes, et la poursuite 

de ce travail devrait permettre de reculer les limites que nous 

avons énoncées plus haut. 

Ce travail doit être poursuivi, par l'emploi d'excitatrice dans 

l'ultra-violet. De même que, les possibilités d'obtention de solutions 

anthocyaniques pures offertes par la H.P.L.C. doivent être exploitées. 

Le couplage spectrométrie Raman chromatographie par excitation 

in situ des anthocyanes séparées sur plaque de chromatographie, 

dei:.?. être poursuivi. 



ANNEXE 

EFFET RAMAN 



1. SPECTROSCOPIE DE DIFFUSION RAMAN 

L'analyse spectrale de la lumière diffusée par un échantillon 

illuminé par une radiation monochromatique v o  montre que le système 

diffuse non seulement un rayonnement de fréquence vo (diffusion 

Rayleigh) mais aussi un rayonnement de fréquence vo-vi (diffusion 

Raman Stokes) et un rayonnement de fréquence v0+vi (diffusion Raman 

Les valeurs sont égales aux fréquences des modes normaux de 

vibrations de la mo-lécule irradiée. Pour une molécule comportant 

N atomes, le nombre de modes normaux de vibrations est 3 N-6 . ( 3  N-5 

pour une molécule linéaire). 

Ré£ l e x  

excitatrice 

Er6q~icnce v 
O 

'i'r;instni ssion v 
o 

. , 
Fig. 46 : Transmission, réflexion et diffusion de la lumière 

par un milieu. 



Les raies Raman Stokes et anti-Stokes sont symétriques par 

rapport à la raie Rayleigh de fréquence v o .  

Spectre Ramon Spccire Ramon ' 

c 6 '  
nwnbre dondes 2CXû 19MO 19003 

absolus 514,d 52,d - O XX) m b r e  d'mdcs 
Rodiofin excitatrice Ramon . . g ;  194.36cm" 

(Raie d'wn bser  a ortpn ior\isâ ) 

Fig. 47 : Présentation d'un spectre Raman. 

2. RAMAN DE RESONANCE 

L'èffet Raman ordinaire est obtenu lorsque l'échantillon est 

illuminé dans une fenêtre de transmiss.$on. L'effet Raman de résonance 

est obtenu lorsque la longueur d'onde excitatrice coïncide avec une 

bande d'absorption du poduit (Fig. 48). Ce phenornene se manifeste 

par une exaltation de l'intensité des raies correspondant a certaines 
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vibrations de la molécule. Cet effet résulte du couplage entre les 

transitions électroniques et vibrationnelles. Les raies exaltées sont 

propres à des groupes d'atomes (chromophore) dont les transitions 

électroniques sont responsables de la bande d'absorption mise en jeu 

dans cet effet. 

Dans un édifice moléculaire complexe, par un choix judicieux de 

la longueur d'onde excitatrice, la spectroscopie Raman de résonance 

permet de mettre en évidence les fréquences des vibrations du chromo- 

phore indépendamment de son environnement (non absorbant à cette lon- 

gueur d'onde) ( 5 5 ) .  

L'avénement de sources lasers nous offre un large domaine pour le 

choix de la longueur d'onde excitatrice et permet l'étude par spectro- 

métrie Raman de résonance de molécules qui absorbent à des longueurs 

d'onde données, à des faibles concentrations jusqu'à 10 -6 - Io-B M 

( 56 ) ,  on peut également suivre l'apparition ou la disparition d'un 

intermédiaire coloré ( 5 7 )  . 
L'intensité d'une raie Raman, correspondant à une transition entre 

un état initial rn et un état final n, suivant un angle solide 4 IT est 

donnée par la relation : 

- 
7 5 

- -  TF Io (vo-vmn) 4 C 
Imn l 2  ij rnn (1 

32ç4 

Dans laquelle Io est l'intensité de la radiation incidente de 

fréquence vp, vmn est la £réquence diune raie Raman de la molécule 

diffusante, aij est le ij élément du tenseur de di£ fusion (ai j)mn 

qui relie le champ électrique à l'élément de matrice du moment de 

transition induit Pmn. 
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conséquent Imn peut augmenter fortement s.?ns toutefois tendre vers 

l'infini à cause du terme d'amortissement 6,. Ceci constitue le phé- 

nomène de résonance qui exalte sélectivement certains modes normaux 

de vibrations. 

Le calcul des élements (~ij)~, à partir de la théorie de la 

polarisabilité proposée par Placzech ( 5 8 )  n'est valable que loin 

de la résonance et ne permet pas de connaître le type de vibrations 

intervenant dans le mécanisme de la résonance et les variations de 

l'intensité avec la fréquence de la radiation incidence. 

EXPRESSION DU TENSEUR BE POLARISABILLTE 

Plusieurs théories ont été développées pour le calcul du tenseur 

de polarisabilité dans le cas de la pré-résonance et de la resonance. 

De toutes ces théories, la plus utilisée est celle dfAlbrecht (59) 

basée sur l'approximation adiabatique de Born-Oppenheimer. Cette 

approximation est basée sur la séparation des fonctions d'onde 

vibrationnelles et électroniques. La fonction d'onde électronique 

est développee en série de Taylor suivant les déplacements des 

noyaux en utilisant le formalisme de Herzberg-Teller. Petitcolas 

(60) a abouti à des expressions semblables à celles dtAlbrecht, 

en appliquant une théorie basée sur une perturbation du 3ème ordre 

dépendante du temps. On obtient alors l'expression de aij simpli- 

fiée (61) : 



dans laquelle le facteur d'amortissement a &té supprimé, 

la somation a e t 6  faite sur tous les états excités e et f pris 

deux à deux, Lt2pendant on ne tle~c com~te en gsnèral que des deux 

premiers états exclt6s, leur contributian étant considérée de loin 

corne I; L ~ I ~ : ( 2  inportante dans le tenseur de diffusion* 

( M j )  ge ct j sont les moments de transition cie l'opérateur ig 

moment d i s o i ~ i r e  électronique 162) suivant Les directions j et i, 

de g à e et de f à g respectivement, avec g l'état électronique 

fondamental, ve et v f  les fréquences de transition électronique de 

e à f : hsg est l'élément de matrice du couplage vibronique liant 

les états e et f par l8interm6dia.ire de la vibration de fréquence 

A V  = - v à i .  (avec vo et vdf les fréquences des photons incidents 

et di£ fusés) . 
Dans cette équation, quelques termes, dont la contribution est 

moins importante, ont éti? omis de l'équation complète ( 6 0 ) ,  ce qui 

limite sa validité à l'effet Raman de pré-résonance. 

Deux modes de diffusion Raman de résonance sont importants et 

correspondent dans l'equation (III) aux conditions définies par 

Albrecht et Hutley ( 6 3 )  ; e = f terme A ; e f f terme B. 

3 . 2 . 1 ,  Résonance de Cype A : 

Lorsque les deux états e et f sont confondus, aij'devient égal 

au terme A qui fait intervenir L'inceractisn vibrationnelle avec un 

seul état électroni-que excité, par l'intermédiaire des intégrales 



de recouvrement de Frank-Condon. Ces intégrales sont nulles à la 

fois pour les états initial et final de la molécule uniquement lors- 

que les vibrations qui conduisent à une plus grande déformation de 

l'état électronique excité. 
I 

Dans ce cas les modes normaux qui permettent 2 la molécule les 

déformations nécessaires pour la faire passer de sa géométrie de 

l'état électronique fondamental à celle de l'état électronique excité 

seront fortement exaltés, 

Pour une résonance de type A, l'intensité diffusée sera propor- 

2 tionnelle à FA. 

Shorygin (64) dans la théorie semi-classique arrive à une 

expression du même type, pour les modes de vibrations totalement 

symétriques, dans le cas de la pré-résonance. 

3 . 1 . 2 .  ~ é s o h a n c e  de  t y p e  B : 

Ce phénomène d'exaltation correspond à la condition e # f, le 

tenseur (aij) est égal au terme B, il met en jeu le couplage vibro- 

nique entre les deux états électroniques excités e et f de la molé- 

cule. 



Les vibrations exaltées dans ce phénomène peuvent être totale- 

ment symétriques ou non a condition que leurs symétries soient con- 

tenues dans le produit direct des représentations des deux transi- 

tions électroniques couplées. 

L'exaltation dépendra à la fois de la valeur de l'élément de 

matrice de couplage vibronique hef et des moments liés à la transi- 

tion électronique. 

Dans ce processus, l'intensité sera proportionnelle au terme 

En général l'exaltation liée à un processus de type B est 

plus faible que celle de type A. 

/ La prépondérance des termes A ou B dans un mécanisme d'exalta- 

tion pourra être mis en évidence par l'étude des profils d'excitation. 

Dans le cas c0 on considère non seulement les états électroni- 

ques excités mais également la perturbation de l'état électronique 

fondamental, il apparait d'autres termes dans le mécanisme de réso- 

nance. L'expression du tenseur de diffusion prend la forme : 

A % terme de totale symétrie 

B Q terme de couplage vibronique 

C % terme anti-résonant 



D terme de radiation adiabatique 

En général les termes C et D sont négligeables devant A et B. 

Dans le cas de la résonance rigoureuse, c'est à dire quand 

vo est très proche de ver les équations deviennent plus complexes 

et les simplifications précédentes ne sont plus valables. 

Cependant pour une vibration totalement symétrique dans le 

cas d'une résonance de type A en négligeant le second terme dans 

l'équation, l'intensité diffusée devient proportionnelle à (65) : 

Cette expression très simplifiée correspond à une bande d'absorption 

très fine de fréquence ve. Des théories plus complètes ont été 

développées (66, 67, 68) . 

4. FACTEUR DE DEPOLARISATION 

Dans un premier temps, une raie Raman correspondant à un mode 

normal de vibration est définie par sa fréquence vmn et son intensi- 

té Imn. De plus, en effet Raman ordinaire, la valeur de son facteur 

de dépolarisation (p) dépend de la symétrie du mode normal de vibra- 

tion. Dans l'effet Raman de résonance, la connaissance de pRR peut 

apporter plus d'informations à cause de sa dépendance vis à vis de 

la fréquence de la radiation .excitatrice. 



Le ~.anseur de gdsiarisabflité est donné par : 

En diffusion Raman de r'ésonance le facteur de dépolarisation 

PRR s'exprime dans le cas d'une excitation polarisée linéairement 

(laser) par : 

avec If, et IL définies sur le schéma suivant : 

ion d'observation 

- 
Et Y s r  Y, invariants du tenseur de diffusion sont définis par : 

- 1 a = -  
3 (%x + a + aiZ) pantie isotrope 

YY 



partie anisotrope 

partie dipole magnétique 

Lorsque le tenseur de diffusion est symétrique a = a 
YX XY 

a = a  
YZ z Y 

le terme ya est égal à zéro ; on retrouve alors la relation bien 

connue de p dans le cas de l'effet Raman ordinaire 

avec 

p pouvant prendre les valeurs O < p < 3/4 pour un mode totalement 

3 - symétrique et seulement la valeur 4 (a = O) pour un mode non tota- 

lement symétrique. 



En Raman de'résonance p peut prendre d'autres valeurs : RR 

- Pour des modes non totalement symétriques a = O 

3 Si ya2 = O on obtient la polarisation 'normale' avec p = - 
RR 4 

2 3 
Si ya # O on obtient la polarisation 'anormale' avec pRR '4 

et la polarisation inverse avec pRR = si y2 = O (tenseur s 

anti-symétrique aij = - ciji) 

- Pour des modes totalement symétriques a # O et si = O 

En général, la théorie des groupes permettra de déterminer 

quels sont les invariants non nuls pour un mode normal particulier 

dans une molécule de symétrie donnée, donc de calculer théoriquement 

la valeur de p pour ce mode normal de vibration. 
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