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Abstract—Glucose derivatives of hydroxycinnamic acids have been identified in tomato fruits either as esters or
glucosides, the latter always being the most abundant and increasing during growth and at the time of ripening. These
compounds can be synthesized in vitro by a fruit glucosyltransferase from free hydroxycinnamic acids and UDPG;
glucosides are always formed in higher amounts than esters.

INTRODUCTION

La présence de nombreux dérivés glucosés des acides
hydroxycinnamiques a été signalée chez les végétaux
supérieurs [1] et plus particuliérement dans divers fruits
[2,3] dont la tomate [4]. L'UDPG est fréquemment
impliqué dans la formation des liaisons hétérosidiques
établies entre un groupement phénolique et une fonction
alcool du sucre:ainsisont formés de nombreux hétérosides
de phénolssimples [5-7], de I'acide o-hydroxycinnamique
[8], de flavonols [9, 10], des anthocyanes [11, 12] et de
precurseurs de la lignine [13,14]. Par ailleurs, dans le cas
des acides hydroxycinnamiques, un deuxiéme type de
liaison peut sétablir entre le sucre et la molécule
phénolique: il sagit de I'estérification du groupement
carboxylique de Tlacide; les esters ainsi formés sont
fréquemment signalés dans les fruits [2,4] et, 1a encore,
'UDPG intervient dans leur biosynthése [15,16]. Ces
esters peuvent &tre considérés comme des intermédiaires
métaboliques actifs [17,18] dont on a récemment mis en
évidence le turn-over rapide [19].

La nature enzymatique de la formation des esters a
partir des acideshydroxycinnamiqueslibreset de'UDPG,
ainsi que la détermination de plusieurs caractéristiques de
la réaction ont déja été précisées chez la pomme [16]. Le
travail présenté ici concerne le fruit de la tomate
(Lycopersicum esculentum var. cerasiforme) et rapporte
d’une part, Pévolution des principaux dérivés glucosés des
acides hydroxycinnamiques (esters et glucosidest) au
coursdelacroissance et delamaturationdufruitet, d’autre
part, la possibilité de former ces composés in vitro.

* Partie | de la série “Métabolisme des Dérivés Hydroxycinna-
miques chez la Tomate ‘Cerise’”.
+On appellera ici glucosides les dérivés impliquant une liaison

entre le glucose et une fonction phénolique.

RESULTATS

Evolution des dérivés glucosés des acides hydroxycin-
namiques au cours de la croissance et de la maturation
Les dérivés glucosés des acides p-coumarique et féu-
lique sont présents dans les fruits de tomate a la fois sous
les formes esters et glucosides. Jusqu'a présent, seuls le
p-coumaroylglucose (P, ) et le feruloylglucose (F,) avaient
été complétement identifiés dans ces fruits; la présence
possible de cafeolyglucose, signalée dans les fruits mars [4]
n’a pu encore étre confirmée; par contre le glucoside de
Pacide caféique (C,) est présent, comme ceux des acides p-
coumarique (P,) et férulique (F,) a tous les stades de 1a vie
dufruit. L’évolution de chacun des composés a étésuivieau
cours de la croissance et de la maturation (Fig. 1). Les
glucosides sont 4 tous moments de la vie du fruit beaucoup
plus abondants que les esters: par exemple, la teneur
globale d’un fruit ayant 14 mm de diameétre est d’environ
224 nmol de glucosides et seulement 4,5 nmol d’esters. Les
stades de fin de croissance et de début de maturation
(16 mm et rose) sont caractérisés par une teneur maximale
en P, et C,, teneur qui diminue cependant dans les stades
ultimes de la maturation; au contraire, dans le méme
temps, les teneurs en esters et en F, diminuent
réguliérement. L’évolution de F; est trés différente de celle
des deux autres glucosides ce qui peut suggérer une
utilisation différente de ces divers dérivés glucosés.

Nature des dérivés glucoses formes in vitro

Par chromatographie dans le solvant ABAE, on sépare
deux composés formés 4 partir des acides p-coumarique
(P, et P,) et férulique (F, et F,) mais un seul dérivant de
I'acide caféique (C,). Quelques caractéristiques de ces cinq
composés sont rapportées dans le Tableau 1; la
cochromatographie a permis didentifier P, et F,
respectivement au p-coumaroylglucose et au feruloyl-
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Fig. 1. Evolution des dérivés glucosés des acides p-coumarique (P),

ferulique (F) et caféique (C). au cours de la croissance et de la

maturation des fruits. 10, 12, 14 et 16: stades de croissance

(diametre du fruit en mm): r et R: stades de maturation rose et
rouge. P, et F @ esters: P,. F, et C,: glucosides.

glucose: par contre, il ne se forme pas de caféoylglucose
dans nos conditions experimentales.

De I'évolution des maximums d’absorption des dérivés
glucosés en milieu acide, neutre et basique (Tableau 1) il
découle que: P, et F, ont une fonction phénolique libre et
pas de fonction carboxylique libre: P, et F, ont par
contre une fonction carboxylique libre alors que la
fonction phénolique est masquée; et C, a une fonction
carboxylique et une fonction phénolique libres ce qui
explique son comportement identique & celur d'un
monophénol au réactif de Benedikt.

Par ailleurs les indications précédentes sont confirmeées
et complétées par le résultat des hydrolyses (Tableau 1): P,
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et F,, hydrolysés aussi bien par la soude que par la f-
glucosidase sont respectivement les esters glucosés des
acides p-coumarique et férulique: et P,. F, et C,.
hydrolysés seulement par la f-glucosidase. sont les
glucosides des acides p-coumarique, férulique et caféique;
dans ce dernier cas. rien ne permet de préciser dans nos
expériences quel est celui des deux groupements
phénoliques qui est impliqué. De méme, nous n'avons
aucune indication sur la position de la fonction alcoolique
du glucose qui intervient dans les liaisons: cependant.
comme cela a été montré par divers auteurs, il est
vraisemblable que ce soit la position L.

Caractéristiques de la formation i vitro des deérives
glucoses

Troisaspectsdelaréactionontétéétudiés. Le rendement
reste toujours trés faible ainsi que cela avait déja été signalé
dans la pomme [16] mais il varie avec le substrat
phénolique et la nature des produits formés (Tableau 2):
ainsi, il est nettement plus important pour l'acide p-
coumarique que pour 'acide férulique et I'incorporation
des acides libres dans les glucosides est nettement plus
importante que dans les esters.

Cinétique en fonction du temps: la formation au cours
du temps de reaction du p-coumaroylglucose est
comparablea celle de feruloylglucose dejaetudie [16]dans
le cas dela pomme: le maximum est atteint au bout de 3 hr:
par contre le glucoside correspondant continue A
saccumuler regulierement pendant un temps beaucoup
plus long. Trois facteurs susceptibles de limiter la vitesse de
reaction ont ete envisagés: ['mactivation de la
glucosyltransférase (GT)aucoursdel'incubation peut étre
ecartée. En effet, si un extrait est conserve 3hr a 30 sans
UDPG mais en presence des autres produits reactionnels
(pre-incubation) on constate seulement une faible baisse
dactivite (de Tordre de 25-30",) qui ne peut etre
responsable de I'arrét complet de Faccumulation de P, ou
F, aprés 3hr. tel quil est observe habituellement. La
dégradation de TUDPG par les extraits enzymatiques
veégeétaux est frequemment rapportee [6]: elle se produit
sous l'action d'une uridine diphosphatase dont Pactivite
maximale est obtenue chez le pois dans des condition
experimentales tres proches de celles determinees pour les
GT [20]. Il enest de méme pour un extrait enzymatique de
tomate maintenu en preincubation pendant 3hr en
présence d'UDPG: laccumulation des esters ¢t des

Tableau 1. Caractéristiques des esters et des glucostdes formés in tirro

Absorption en UV

Composés uv Hydrolyse

formes NaOH figlucosi- EtOH 80° = NaOH +HCI

in vitro —NH, +NH, 2N) dase Jemax Al Asin
P, SnF B + + 320 +44 0
P, SnF SnF - - 275 0 +21
F, B vB + + 328 +54 0
F, Vv N - + 260 0 +50
C, \ — + 278 +12 +16

SnF, Sombre non fluorescent: B, blcu; vB. vert bleu: V, violet; J. jaune.
Identification des produits formés: P, et P, esteret glucoside de 'acide p-coumarique: F, et F,: esteret glucoside de Pacide ferulique:

C,: glucoside de I'acide cafeique.



Esters et glucosides des acides hydroxycinnamiques

Tableau 2. Activité glucosyltransférase: rendement de la réaction;
importance relative des esters et des glucosides

Rapport des deux

Composés Rendement de de la types de dérivés
formes réaction (en %)) formés glucosides
esters
P, 0,12
P, 1,3 1
F, 0,04
F, 0,70 17,3

Abréviations: voir Tableau 1.

glucosides est réduite d'environ 709, au cours de
Iincubation classique, La dégradation, par les enzymes
mémes de la tomate, des dérivés glucosés formés intervient
également pour limiter I'accumulation des dérivés sucreés:
ainsi en 3 hr a 30", on libére 8 %, de I'acide p-coumarique
initialement apporte sous forme de p-coumaroylglucose et
de glucoside. Tous ces facteurs limitent a la fois
I'accumulation des esters et des glucosides mais pour ces
derniers cette action est grandement compensée par une
vitesse de formation plus importante.

Role du pH: laccumulation optimale des dérivés
glucosés est obtenue pour des pH variant de 6-7 pour les
esters et de 6,5-8,5 pour les glucosides, indépendamment
de la nature du substrat phénolique.

DISCUSSION

La présence simultanée d’esters et de glucosides des
acides hydroxycinnamiques dans la tomate ‘cerise’ est un
faitintéressant quin’a étéjusqu’a maintenant rapportéque
dans un nombre trés restreint de fruits dont les baies de
pomme de terre [1] et les airelles [21]. En effet, 1a liaison
des acides hydroxycinnamiques avec les sucres se fait
plutdt par I'intermédiaire de la fonction carboxylique que
par celui du groupement phénol [22] et on ne signale en
général dans les fruits que les esters avec les acides quinique
ou shikimique [23], certaines amines [24] ou les sucres
[2,25]. Contrairement au cas de la pomme o1 les seuls
dérivés glucosés des acides hydroxycinnamiquessont P et
F, [3], ceux-ci sont en tres faible quantité dans la tomate
alors que les glucosides sont toujours beaucoup plus
abondants, quelque soit le stade de croissance et de
maturation. Les glucosides sont d’ailleurs formeés in vitro
beaucoup plus intensément que les esters par les extraits
enzymatiques de tomates.

Alors que les variations, au cours de la vie de la tomate,
de Pacide chlorogénique [4] ou des acides hydroxycin-
namiques libérés par hydrolyse [26,27] ont déja été
signalées, aucune donnée n’existe, a notre connaissance,
concernant les esters glucosés. L’évolution obtenue pour
P, et F, rappelle celle déja rapportée pour P, dans la
pomme [28]: les esters présentent un maximum dans les
jeunes fruits et diminuent ensuite au cours de la croissance.
Par contre, pour P, et C,, I'évolution est trés différente et a
pour conséquence une augmentation continue, au cours de
la vie du fruit, du rapport des teneurs des glucosides aux
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esters glucosés; la fin de la croissance et le début de la
maturation du fruit sont donc caractérisés par une
accumulation particulierement importante des deux
glucosides. La signification physiologique de ces va-
riations reste actuellement inconnue mais est vraisembl-
ablement de grande importance, compte-tenu des
propriétés chimiques difféerentes des esters et des
glucosides. Le cas de F, semble par contre devoir &tre
dissocié de celui des autres glucosides: en effet, ce composé
méthylé, précurseur classique des lignines [29] ne
s'accumule “pas et il est possible qu'il participe a la
formation des téguments des nombreuses graines du fruit.

La possibilité de former in vitro, a partir de T'UDPG, les
esters et les glucosides d’'un méme acide hydroxycin-
namique met Paccent sur I'importance que doivent avoir
les GT dans l'accumulation de ces composés au cours de la
croissance et de la maturation du fruit. Cette étude, en
cours d’investigation, devrait permettre de montrer s’il
s'agit delaméme enzyme ou de deux enzymes distinctes qui
sont impliquées dans la formation des esters et des
glucosides et si leur affinité est la méme vis-a-vis des divers
acides hydroxycinnamiques.

Enfin, il existe dans les fruits de tomate, a c6té des
dérivés glucosés, des esters quiniques qui sont quanti-
tativement trés importants, particulierement l'acide
chlorogénique [4]. La présence simultanée dans le méme
organe de plusieurs dérivés d'un méme acide hy-
droxycinnamique a des concentrations différentes pose le
probleme de la régulation de laccumulation de ces
substances, en particulier par 'intermédiaire des variations
d’activité des GT et des CoA ligases au cours de la vie du
fruit. Nous rapporterons dans la deuxiéme partie de cette
étude les principaux résultats concernant la comparaison
quantitative des dérivés glucosés et quiniques dela tomate.

PARTIE EXPERIMENTALE

Materiel. Les fruits de tomate (Lycopersicum esculentum var.
cerasiforme) sont récoltés a différents stades physiologiques
précédemment définis [4] selon deux critéres (couleur et
diametre), lyophilisés, puis broyés en présence d’azote liquide. La
poudre obtenue est utilisée pour analyser les composés
phénoliques des fruits et préparer les extraits enzymatiques.

Analyse et dosage des dérives glucosés des acides hy-
droxycinnamiques des fruits. L’extraction et la séparation de la
plupart des composés phénoliques présents dans la tomate et en
particulier des esters glucosés des acides hydroxycinnamiques, ont
déja eté decrits [4]. Les glucosides sont séparés par
chromatographie descendante sur papier Whatman No. 3,dansle
solvant ABAE (acétate de butyle 4, HOAc 1, H,O 5; phase
supérieure) pendant 48 hr. Aprés repérage en lumiere UV, les
dérives glucosées sont elues par EtOH 80, et doses par
spectrophotométrie a leur maximum d’absorption, les coefficients
d’extinction utilisés étant ceux des acides hydroxycinnamiques
libres. Les résultats sont exprimés en nmol par g de matiére séche.

Préparation des extraits enzymatiques. Elle se fait a partir d'un
gramme de poudre selon les techniques déja décrites [30]. Apres
élution sur Séphadex G25 dans le tampon phosphate 0,1 M,
pH 7.5, l'extrait protéique est concentré 4 x par ultrafiltration sur
membrane Amicon (PM 10) a 4°,

M esure des activites enzymatiques. (a) Le milieu réactionnel est
celui utilisé par Macheix [16]: 2ml du pool protéique concentré
contenant 25 ul de mercaptoéthanol (10%), 10ul de MnCl,
(1072 M), 50 ul d’acides p-coumarique, férulique, caféigue, ou
sinapique (0,1 M) et 20ul SUDPG (5 uM); sauf indications
contraires, I'incubation est poursuivie pendant 3hra 30°,apH 7.,5.
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(b) Les dérives formés sont extraits par 'acétate d’éthyle selon les
modalités déja décrites [16]; apres concentration, ils sont séparés
par chromatographie dans le solvant ABAE, puis élués et dosés
commeil aété dit ci-dessus pour les dérivés naturellement présents
dans les fruits.

Identification des dérivés glucosés. Elle est basée sur trois types
de résultats: (a) Cochromatographie, dans divers systemes de
solvants [4] avec des produits de reférence isoles a partir de
végétaux ou ils ont été prealablement identifiés [1, 4, 31 ]: dansle
cas des esters glucosés nous avons pu comparer les produits isolés
avec ceux obtenus par synthese chimique. Le réactif de Benedikt
[32] permet de distinguer les monophénols des o-diphénols: (b)
Analyses spectrophotométriques en UV: elles utilisent en
particulier les déplacements des maximums d'absorptions
observés sous I'action du pH, en fonction de I'état d'ionisation des
fonctions carboxyliques ou phénoliques des molécules [33, 34]:
(c) Hydrolyses sous I'action d’une base ou de la ff-glucosidase
selon des techniques classiques.

Les coefficients de variationssont respectivement de 8%, pour les
dosages des composés phénoliques des fruits et de 18% pour ceux
formés in vitro.

Calcul durendement de laréuction. Pour ce calcul, afin d’éliminer
la possibilit¢ d'une différence de coefficient d’absorption entre
Pester et le glucoside, chacun des dérivés est hydrolysé
enzymatiquementet c’est acide libéréquiest dosé; le résultatainsi
obtenu est exprimé en %, de la quantité du substrat phénolique
fourni.
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