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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 prksence de nombreux d&iv&s glucosCs des acides 
hydroxycinnamiques a t?ti: signal&e chez les vitgktaux 
supkrieurs [ 1 ] et pl,us particulikrement dans divers fruits 
[2,3] dont la tomate [4]. L’UDPG est frkquemment 
impliquk dans la formation des liaisons hktkrosidiques 
ktablies entre un groupement phCnolique et une fonction 
alcool du sucre:ainsi sont formks de nombreux hCtCrosides 
de phknols simples [5S7], de l’acide o-hydroxycinnamique 
[8], de flavonols 19, IO], des anthocyanes [ll, 121 et de 
precurseurs de la lignine [13,14]. Par ailleurs, dans le cas 
des acides hydroxycinnamiques, un deuxieme type de 
liaison peut s’ktablir entre le sucre et la mokcule 
phknolique: il s’agit de l’estkrification du groupement 
carboxylique de I’acide; les esters ainsi form&s sont 
frkquemment signal&s dans les fruits [2,4] et, 18 encore, 
KJDPG intervient dans leur biosynthkse [15,16]. Ces 
esters peuvent Ctre considkrks comme des internkdiaires 
mtttaboliques actifs [17,18] dont on a rkcemment mis en 
kvidence le turn-over rapide [ 191. 

La nature enzymatique de la formation des esters k 
partirdes acides hydroxycinnamiqueslibreset del’UDPG, 
ainsi que la dktermination de plusieurs caractkristiques de 
la r&action ont dkjja Ctk prkciskes chez la pomme [ 161. Le 
travail prksentt: ici concerne le fruit de la tomate 
(Lycopersicum esculentum var. cerasiforme) et rapporte 
d’une part, l’kvolution des principaux d&iv&s glucosks des 
acides hydroxycinnamiques (esters et glucosidest) au 
tours de la croissance et de la maturation du fruit et, d’autre 
part, la possibiliti: de former ces composks in vitro. 

* Partie 1 de la strie “Metabolisme des Dtrivis Hydroxycinna- 
miques chez la Tomate ‘Cerise”‘. 

f On appellera ici glucosides les dkrivks impliquant une liaison 
entre le glucose et une fonction phtnolique. 

RI%ULTATS 

Evolution des dPrivb glucost% des acides hydroxycin- 
namiques au tours de la croissance et de la maturation 

Les dkrivks glucosks des acides p-coumarique et f&u- 
lique sont prttsents dans les fruits de tomate g la fois sous 
les formes esters et glucosides. Jusqu’g prksent, seuls le 
p-coumaroylglucose (P, ) et le feruloylglucose (F, ) avaient 
ktk compltttement identifiks dans ces fruits; la prksence 
possible de cafkolyglucose, signalee dans les fruits mtirs [4] 
n’a pu encore Ctre confirrrke; par contre le glucoside de 
l’acide cafkique (C,) est prksent, comme ceux des acides p- 
coumarique (P2) et fkrulique (F,) ZI tous les stades de la vie 
du fruit. L’Cvolution de chacun des composks aCti: suivieau 
tours de la croissance et de la maturation (Fig. 1). Les 
glucosides sont g tous moments de lavie du fruit beaucoup 
plus abondants que les esters: par exemple, la teneur 
globale d’un fruit ayant 14mm de diamktre est d’environ 
224 nmol de glucosides et seulement 4.5 nmol d’esters. Les 
stades de fin de croissance et de dkbut de maturation 
(16 mm et rose) sont caracttrisks par une teneur maximale 
en P, et C,, teneur qui diminue cependant dans les stades 
ultimes de la maturation; au contraire, dans le m&me 
temps, les teneurs en esters et en F, diminuent 
rkgulikrement. L’Cvolution de F, est trks diffkrente de celle 
des deux autres glucosides ce qui peut suggker une 
utilisation diffkrente de ces divers d&iv& glucos&s. 

Nature des d&i&s glucoses form&s in vitro 

Par chromatographie dans le solvant ABAE, on skpare 
deux composb form&s B partir des acides p-coumarique 
(PI et PZ) et fkrulique (F, et F2) mais un seul dkrivant de 
l’acide cafkque (C,). Quelques caracttristiques de ces cinq 
composks sont rapport&es dans le Tableau 1; la 
cochromatographie a permis d’identifier P, et F, 
respectivement au p-coumaroylglucose et au feruloyl- 
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Fig. 1. EvolutiondesdCrivt-sglucosCsdesacidesp-coumarique(P). 
fkrulique (F) et cafkique (C). au tours de la croissance et de la 
maturation des fruits. 10. 12, 14 et 16: stades de croissance 
(diamitre du fruit en mm): ret R: stades de maturation rose et 

rouge. P, et F-!: esters: PL. F2 ct c‘; @osldes. 

glucose; par contre. il ne se forme pas de cafeoylglucose 
dans nos conditions experimentales. 

De I’&olution des maximums d’absorption des d&iv& 
glucos&s en milieu acide, neutre et basiyue (Tableau I ) il 
d&coule yue: P, et F, ont unc fonction phCnoliyue libre et 
pa5 de fonction carbosqliyue librc: PL el t:? ant par 
contre une fonction Carboxyliquc libre alors que la 
fonction phinolique est masquie: et C, a une fonction 
carboxylique et une fonction ph&olique libres Cc qui 
explique son comportement identique in Celui d’un 
monophCnol au rkactif de Benedikt. 

Par ailleurs les indications prCcCdentes sont confirm&es 
et complCt&es par le rCsultat des hydrolyses (Tableau 1 ): P, 

et F,, hydrolysCs aussi bien par la soude que par la [I- 
glucosidase sont respectivement 1;s esters glucoses des 
acides p-Coumarique et firulique: et PI. Fz et CL. 
hydrolysks seulement par la /i-glucosidase. sent les 
glucosides dcs acides p-coumarique. firulique et cafkique; 
dans ce dernier cas. rien ne permet de pr&ser dans nos 
expCriences quel est celui des deux groupcments 
phPnoliques qui est impliquk. De m?me. IJOUS n’avons 

aucune indication sur la position de la fonction alcooliyue 
du glucose qui intenient dans Ies liaisons: cependant. 
comme cela a S montri; par divers auteurs. il est 
vraisemblablc que Cc wit la position I. 

Troisaspectsdelarkactionont&etudi&. Lerendement 
reste toujours t&s faibleainsi clue cela avait d&j& CtP signal6 
dans la pomme [16] mais il varie avec le substrat 
phknolique et la nature des produits form& (Tableau 2): 
ainsi, il est nettement plus important pour I’acide p- 
Coumarique que pour I’acide Erulique et I’incorporation 
des acides libres dans les glucosides est nettcment plus 
importante que dans les esters. 

CinCtique en fOnCtiOn du temps: ia formation au cows 
du temps dc reaction du i,-counlaroylglucosc CS~ 
comparable~cellcdeferulo~lglucos~deji~ct~~die jl6jdana 
le cas de la pomme: le maximum est atteint au bout de 3 hr: 
par contre le glucosidc correspondant continue A 
s’accumular regulitrement pendant un temps beaucoup 
plus long. Trois facteurs susceptibles de limiter la vitcssc de 
reaction ont ete envisages: Kinactivation de la 
glucosyltransferase (GT)a~1cour~de1’incubationpeut~trc 
ecartee. En effct. si un extrait est conserve 3 hr B 30 sans 
IJDPG mais en presence des autres produits reactionnels 
(pre-incubation) on constatc seulement unc faible balsse 
d’activitc (de I’ordre de 15 W’,,) qui nr’ peut e~rc 
responsable de I’arrL;t Complet de I’accumulation dc I’, ou 
F, apr&s 3 hr. tel qu‘il cst observe habituellement. La 
degradation de I’UDPG par les extraits enzymatiques 
v&ttaux est frequemment rapportee [h]: cllc se produit 
sous faction d’une uridinc diphosphatasc dont l‘activitc 
maximale est obtenue CIJU Ic pots dans dcs condition 
cxperimentales tr&s prochcs de celles dctcrmineos pour les 
CT [IO]. II en est de m&me pour un extrait enrymatiquc dc 
tomate maintenu en preincuhation pendant 3 hr en 
presence d‘l! DPG : 1‘~ . ‘ Lcumulation dcs cstcrs ct dcs 

Tableau 1. Caractkristiques des esters et des glucosides form& ;,I rirw 

SnF. Sombre non fluorescent: B. blcu: vB. vert bleu: V. violet: J. jaune. 
Identifcationdes produits form&. P, et P_ ‘csteret plucosidedel’acidep-coumarique: F, et F,, csteret fiucosldedeI’acldeft;rullque: 

CL: glucoside de l‘aclde cafeiquc. 
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Tableau 2. Activitk glucosyltransftrase: rendement de la r&action; 
importance relative des esters et des glucosides 

Composks 
form& 

Rapport des deux 
Rendement de de la types de d&v&s 

r&action (en “A) form&s glucosides 
esters 

P, 0,12 
P, 1,3 

11 

F, 0.04 
F* 0,70 17,5 

Abrhiations: voir Tableau 1. 

glucosides est rtduite &environ 7O’x au cows de 
l’incubation classique, La d&gradation, par les enzymes 
mZmes de la tomate, des d&riv& glucosCs form&s intervient 
Cgalement pour limiter l’accumulation des d&iv&s sucr&s: 
ainsi en 3 hr B 30‘, on lib&e 8 ‘x de I’acide p-coumarique 
initialement apportk sous forme de p-coumaroylglucose et 
de glucoside. Tous ces facteurs limitent B la fois 
I’accumulation des esters et des glucosides mais pour ces 
derniers cette action est grandement compensee par une 
vitesse de formation plus importante. 

R8le du pH: l’accumulation optimale des d&rives 
glucosirs est obtenue pour des pH variant de 6-7 pour les 
esters et de 6,5-8,5 pour les glucosides. indkpendamment 
de la nature du substrat phknolique. 

DISCUSSION 

La prksence simultanCe d’esters et de glucosides des 
acides hydroxycinnamiques dans la tomate ‘cerise’ est un 
fait intkressant qui n’a Ctt jusqu’g maintenant rapport& que 
dans un nombre tr&s restreint de fruits dont les baies de 
pomme de terre [l] et les airelles [21]. En effet, la liaison 
des acides hydroxycinnamiques avec les sucres se fait 
plut8t par l’intermkdiaire de la fonction carboxylique que 
par celui du groupement phknol [22] et on ne signale en 
g&&al 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 od les seuls 
d&iv&s glucosCs des acides hydroxycinnamiques sont PI et 
F, [3], ceux-ci sont en trks faible quantitC 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 form&s in vitro 
beaucoup plus intenskment que les esters par les extraits 
enzymatiques de tomates. 

Alors que les variations, au tours de la vie de la tomate, 
de I’acide chlorog&ique [4] ou des acides hydroxycin- 
namiques lib&r& par hydrolyse [26,27] ont d&j& kt& 
signal&es, aucune donn6e n’existe, B notre connaissance, 
concernant les esters glucos&. L’Cvolution obtenue pour 
P, et F, rappelle celle dkjja rapport&e pour P, dans la 
pomme [28]: les esters prCsentent un maximum dans les 
jeunes fruits et diminuent ensuite au tours de la croissance. 
Par contre, pour P, et C,, I’&volution est trits diffkrente et a 
pour constquence uneaugmentation continue, au tours de 
la vie du fruit, du rapport des teneurs des glucosides aux 

esters glucos&; la fin de la croissance et le d&but de la 
maturation du fruit sont done caractCrisCs par une 
accumulation particuli&rement importante des deux 
glucosides. La signification physiologique de ces va- 
riations reste actuellement inconnue mais est vraisembl- 
ablement de grande importance, compte-tenu des 
propritttts chimiques diffkrentes des esters et des 
glucosides. Le cas de F, semble par contre devoir ttre 
dissocit: de celui des autres glucosides: en effet, ce compos& 
mCthylC, prkcurseur classique des lignines [29] ne 
s’accumule’pas et il est possible qu’il participe g la 
formation des tCguments des nombreuses graines du fruit. 

La possibilitt de former in vitro, ?I partir de l’UDPG, les 
esters et les glucosides d’un m2me acide hydroxycin- 
namique met I’accent sur I’importance que doivent avoir 
les GT dans l’accumulation de ces composes au tours de la 
croissance et de la maturation du fruit. Cette etude, en 
tours d’investigation, devrait permettre de montrer s’il 
s’agit de la m2me enzyme ou de deux enzymes distinctes qui 
sont impliqukes dans la formation des esters et des 
glucosides et si leur affiniti: est la mbme vis-8-vis des divers 
acides hydroxycinnamiques. 

Enfin, il existe dans les fruits de tomate, g c&i: des 
d&iv& glucosCs, des esters quiniques qui sont quanti- 
tativement tr&s importants, particuli&rement l’acide 
chlorog&ique [4]. La prCsence simultanCe dans le m&me 
organe de plusieurs dCrivCs d’un mZme acide hy- 
droxycinnamique & des concentrations diffkrentes pose le 
problkme de la rCgulation de I’accumulation de ces 
substances, en particulier par l’intermkdiaire desvariations 
d’activitt: des GT et des CoA ligases au tours de la vie du 
fruit. Nous rapporterons dans la deuxikme partie de cette 
Ctude Ies principaux rttsultats concemant la comparaison 
quantitative des d&iv&s glucoses et quiniques de la tomate. 

PARTIE EXPdRIMENTALE 

M&rid. Les fruits de tomate (Lycopersicum escufentum var. 
ceras$wne) sent rkoltts a diffkents stades physiologiques 
prkidemment d&finis [4] selon deux critkres (couleur et 
diamiztre), lyophilisk., puis broyks en prksence d’azote liquide. La 
poudre obtenue est utilisie pour analyser les compoks 
phknoliques des fruits et prkparer les extraits enzymatiques. 

Analyse et dosage des d6riGs glucostis des acides hy- 
droxycinnamiques desfruits. L’extraction et la sbparation de la 
plupart des composts phknoliques prkents dans la tomate et en 
particulier des esters glucoses des acides hydroxycinnamiques, ont 
dkjja BtC dkrits [4]. Les glucosides sont skparks par 
chromatographie descendante sur papier Whatman No. 3, dans le 
solvant ABAE (a&ate de butyle 4, HOAc 1, H,O 5; phase 
supkrieure) pendant 48 hr. Aprts rep&rage en lumibre UV, les 
derivks glucoses sont clues par EtOH SO’%, et doses par 
spectrophotomktrie & leur maximum d’absorption, les coefficients 
d’extinction utiliis Ctant ceux des acides hydroxycinnamiques 
libres. Les rkultats sont exprimtts en nmol par g de matikre &he. 

PrPparation des extraits enzymatiques. Elle se fait g partir d’un 
gramme de poudre selon les techniques d&j& d&rites [30]. Aprts 
ilution sur Skphadex G25 dans le tampon phosphate 0,l M, 
pH 7,5, I’extrait protkique est concentrk 4 x par ultrafiltration sur 
membrane Amicon (PM 10) g 4”. 

Mesure des actit’itt’s enzymntiques. (a) Le milieu rkactionnel est 
celui utilist par Macheix [16]: 2 ml du pool protkique concentk 
contenant 25~1 de mercaptokthanol (lo’?), 10~1 de MnCl, 
(lo- * M). 50 ~1 d’acides p-coumarique, fkrulique, cafkique, ou 
sinapique (0,l M) et 20~1 d’UDPG (5 PM); sauf indications 
contraires. l’incubation est poursuivie pendant 3 hrk 30”, & pH 7,5. 
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(b) Les derives form&s sont extraits par I’adtate d’ethyle selon les 
modalitb dejadicrites [16]; apres concentration, ils sont s&pares 
par chromatographie dans le solvant ABAE, puis Clues et doses 
comme il aete dit ci-dessus pour les derives naturellement presents 
dans les fruits. 

Ident~$ication des d+ir& glucos& Elle est basee sur trois types 
de resultats: (a) Cochromatographie. dans divers systtmes de 
solvants [4] avec des produits de reference Isoles a partn dc 
vtgetaux oi ils ont ete prealablement identifies [l, 4. 31:: dans le 
cas des esters glucoses nous avons pu comparer les prodmts isoles 
avec ceux obtenus par synthese chimiyue. Le reactif de Benedikt 
[32] permet de distinguer les monophenols des o-diphenols: (b) 
Analyses spectrophotometriques en UV: elles utihsent cn 
particulier les diplacements des maximums d’absorptions 
observes sous (‘action du pH, en fonction de l’etat d’ionisation des 
fonctions carboxyliques ou phenoliques des molecules [33, 341: 
(c) Hydrolyses sous I’action dune base ou tic la /i-glucosidasc 
selon dcs techniques classiques. 

Lescoe~cie,tt.sde~uriurion.ssont respectivement de8”,pourles 
dosages des composes phtnoliques des fruits et de 18”:, pour ceux 
formCs in t?tro. 

Culculdurendrmentdelu &crion. Pourcecalcul,afind’Climiner 
la possibilite dune difference de coefficient d’absorption entre 
fester et le glucoside, chacun des derives est hydrolyse 
enzymatiquementetc’estI’acidelib~r~quiestdost:lert-sultatainsi 
obtenu est exprime en “; de la quantite du substrdt phenolique 
fourni. 
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