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MISE AU POINT D'UNE METHODE
DE CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE
A HAUTE PERFORMANCE (CLHP) POUR
LA DETERMINATION DES PIGMENTS
CHLOROPHYLLIENS DANS LES HUILES
VEGETALES *

M. RAHMANI * ¢t A. SAARI CSALLANY * *

I- INTRODUCTION

Les pigments végétaux ou leurs produits de dégradation sont responsables de la
coloration spécifique des huiles végétales. Les pigments verts contenus dans fes
huiles sontles chlorophylles act bet leurs produits de dégradation, les phéophytincs
actb. La teneur des huiles végéiales en chlorophylles et phéophytines dépend du
mode utilis¢ pour Uextraction de I'huile, du degré de maturité des graines ou fruits,
elc.
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i " Les chlorophylles ct fes phéophytines sont des agents rhotosensibilisateurs

~(1,2). En présence de lumitre ct d'oxygenc al'état fondames L1 (30,), ces pigments

* induisent Ja formation d'oxygtne singulet (1 0, ) qui est une espeee 1 500 fois pius

~rtéactive envers les lipides insaturés que Foxygene a I'état fondamental (3). La

~ décomposition ultéricure des hydroperoxydes formés par action dc Foxygenc

e singulet sur les lipides insaturés produit les radicaux libres nécessaires a l'initiation
© " du processus d'autoxydation (3,4).

| Une coloration verdatre des huiles végétales peut éure traditionnellement ac-

~ ceptée (huile d'olive vierge) mais pour la majorité des huiles végétales, un pourcen-

" tage excessif de chlorophylles cst indésirable vu les difficuliés de décoloration lors
du raffinage (5, 6).

~ Laméthede adoptée par 'AOCS (Amcrican Oil Chemists' Socicty) comme
méthode standard pour la déiermination des chlorophylics dans les huiles végétales
consiste & mesurer I'absorption 2 670 nm d'un échaniillon d'huile (7).

_ Cependant, cettc méthode a l'inconvénicnt de ne pas distingucr entre les pigments
isomeres, car les chlorophylles a ctb d'une part ctics phéophytinesactib d'autre part
ont toutes un maximum d'absorption voisin de 670 nm (6).

‘De plus, la méthode officiclle ne peut étre appliquée aux huiles hydrogénées

ou désodorisées car I'absorption des chlorophylles a 670 nm cst tres faible dans ces

~ huiles (7). Le but de cette étude cst de développer unc méthode pour séparer les
~ chlorophylles et phéophytines par CLHP ct de suivre les changements quantitatifs

des pigments verts apres décoloration ct stockage des huiles végéiales.

MATEuIE[,S ET METHODES
1. Séparation par CLHP

La séparation chromatographiquc a ¢(¢ effectuce sur unc colonne 1 - Porasil
(10 pm) ; 3,9 mm x 30 cm (Waters Assoc.) avee une phasce mobile composéce de
1,5 % d'isopropanol dans I'hexanc ct un débit de 0,8 ml/ min,

Une pompe Altex, modtle 110 A (Beckman Instruments, Berkeley, Calif.) a
é16 utilisée. La détection a é1é cffectuée par un spectrophotometre Beckman,
modele 165, équipé d'unc cellule a quartz de capacité 9 pl.

La séparation par CLHP des quatre pigments chlorophylliens ainsi que du f3 -
carotene cst montrée dans la figure 3.




2. Standards

o Lcs standdrds du chlorophyllc actbont eté achetés aupres de blgma co. (St-
. ':,’,fLOUlS Missoun) ct utilisés des leur réception. Les phéophytines a et b ont éé
'préparées a partir des chlorophyllcs correspondantes selon la méthode décrite par

. ',Schwartz ctVonEIt ( 8) Les spectres visibles des phéophytines ainsi préparées

- buaient 1dc: “ques é ae phéophytines pures reportés dans la littérature (9). Les
, chlorophyllcs ct phcophy(mcs standards ont éi€ ensuite diluées dans une solution
“d'hexane 2 1,5-% d'isopropanol de fagon & avoir des concentrations allant de 20,2 3
0218 pg / ml Cetie gamme de concentrations couvre largement les tencurs
'moycnnes,habuucll,cs des pigments verts dans Ies huiles végétales. Des courbes
~standards ont ¢&€ Ctablies a 430 nm pour la chlorophylle a, 452 nm pour la
chlorophyllcb (Fig. 1),409 nm pour la phéophytineact 433 nm pour laphéophytine
b(Fig.2). Lesspectres visibles de chaque pigment, en solution dans la phase mobile,
~ ont ét6 déterminés a l'aide d'un spectrophotometre Beckman DU - 8.

Figurc 1 : Courbes d'étalonnage des chlorophyllesa et b
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3. Echantillons

Des échantillons commerciaux d'huile d'olive vierge ct de soja ont été analysés.
~L'échantillon d'huile (5 grammes) cst pesé dans.unc fiole jaugée de 100 ml. Le
volume est amené a 100 ml par addition d'unc solution dhcxane a 1,5 %
_ d'isopropanol. Des injections de 100 pl sont effectuées dans la colonne..
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- Etdes de récupération :

- Une technique standard d'enrichissement a ¢1€ utilisée afin de déterminer I'in-
Afluence du support huileux sur le dosage quantitatil des chlorophylles ct des

 pheophytines,

. _Unc solution d'huilc d'olive vicrge a 616 enrichic avee des quantités connucs
dééhl,drdﬁﬁ;yllc"sactboldc phéophytines actb. La détermination des chlorophylics

ct’phéophytines dans 'huile enrichic a é1¢ effectuée de la méme fagon que dans

_ Thuile non enrichic. Le pourcentage de récupération des chlorophylies ct phéophy-
‘tines' a 616 déterminé comme suit ;

% réeupération = (C/ (A +B)) x 100

ot C :'pgs; de l'isomere de chlorophylle ou phéophytine trouvés dans I'échantilion
© o enrichi. '

B =ygs de I'isomere de chlorophylic ou phéophytine ajoutés 2 I'échantillon.

A =ngs de l'isomere de chlorophylle ou phéophytine trouvés dans I'échantillon
non cnrichi,

Régénération de 1a colonne ;

- La colonnc a é1¢ régénérée périodiquement avee environ 50 ml de méthanol
- aundébitde2 mi/min, La phasc mobile cstensuite pompéedansiacolonne pendant
- 30 min. avant lc début dcs analyses.

11 - RESULTATS ET DISCUSSION

Les quatre pigments chlorophylliens ainsi que lc B- carotene sont séparés qua-
litativement & 430 nm par CLHP (Fig. 3).
La mcillcure  scnsibilité de détection  cst obtenuc a 430 nm pour la
~ chlorophylic a, 4 452 nm pour la chlorophyllc b, 2 409 nm pour la phéophytine a
ct 2 433 nm pour la phéophytine b,

Le dosage quantitatif des chlorophylics ct phéophytines dans ics échantillons
d'huile est ef fecté par intégration manuclic des pics chromatographiques et
comparaison avec la courbe d'élalonnage approprice.




~ Les résultats des ¢tudes de récupération sont donnés dans Ic tableau-1.

| La rcproducubnluc de cette méthode est bonne avee des duxauons rclatives
_ ~vendards inféricures 2 2,1 % dans la plupart des cas. Cette méthode cst scnsible &
0, {1 pg dc chlorophy!lc aoubctal,02 pg de phéophytine a ou b par injection.

Les huiles analysées contenaient uniquement de la phcophyhnc acth
(tablcau II). Ces huiles étaicnt achetées dans le commerce sans aucunc informa-
tion sur la date, ni sur Ic mode d' extraction, ni sur la durée de stockage.

Tablcau 1: Etudes de récupération des chlorophyiles et phéophytines
(injections de 100 pl)

chloro-  |chloro- pheophy- I pncophy-
Echantillon phyllic a |phyllc b | tinca tinc b
Qug/mb f(ug/mb | (ug/mb | (ug/m)
Huile d'olive vierge ND ND 0,08 ND
dans la phasc mobile
(53,7 mg / mil)
Solution standard 0,218 0,484 0,808 1,0
ajoutée
Solution d'huile 0,226 0,481 0,867 0,978
cnrichic 0,204 0,466 0,867 0,986
' 0,218 0,474 0916 | 0,986
moycenncs 0,216 0,474 0,883 0,983
% récupération 99,1 % 979% | 994% | 98,3%

Les valeurs cncadréces sont dcs moycnnes.
(ND) Non détecté.



- FlgurCZ + Courbes d'étalonnage des phéophytines a et b
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I’ableau II: Détermination par CLHP des chlorophylles et phéophytines
' ~ dansI'huile d'olive vierge et I'huile de soja

Chlorophylle | Chlorophylie | Phéophytine Phéophytine

Echantillon |~ lo qg/g) |a me/g) b (pg/g)

Huile d'olive viergd  ND ND 1,5 ND
Huyirle de soja ' ND ND traces ND

(moyenne de deux déterminations)

(ND) Non détecté

Cette méthode peut étre appliquée en un temps relativement court (20 min),

~etdc cefaitconvient trés bien pourladétermination de l'efficacité deladécoloration

- en cours du raffinage, ou encore, pour classer les graines oléagincuscs selon leur
dcgré de maturité (i. e, graincs de colza).
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. 'Enﬁn la techmque permct une bonnc separauon des 4 pigmentsetdu B - carotene

S etdecefait peut trouver des appl;cauons pour la prédncuon dela stabnhte deshuiles
Bt _rvégcta!cs vxs-é\- vis de la photooxydallon

lc B caroténc estun pUISSdﬂl dcsacuvam de l'oxygéne smgulcl Dam les huiles

vé;,ctalcs une faible teneur en B-caroténe permet de rcdulrc considérablement
"',lln{Cﬂbllé dc la photooxydahon (2).

7 ;Figurc 3= Separdtmn des chlorophylles aet b pheophytmes aet b
. etp—caroténe

VV:Séparation des Chlorophylles par CLHP
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RESUME

 Une méthodc rapide ct sensible a été misc au point pour la détermination
~ quantitative des chlorophylies a et b - insi que de leurs produits de dégradation, les
phédphyﬁnCs act b, dans les huiles végétales. L'échantillon d'huile est dilué vingt

fois(w/v)avec le mélange de solvants hexane-isopropanol (98,5 : 1, 5), puis injecté
directement sur une colonne micro-Porasil. La phase mobile utilisée cst un mélange

- de solvanis hexanc-isopropanol (98, 5 : 1, 5). Les quatre pigments, ainsi que lc B-

‘caroténe, sont séparés qualitativement 4 430 nm. Un dosage quantitatif cst obtenu
a 430 nm pour la chlorophylle a ; 452 nm pour la chlorophylle b. 409 nm pour la
phéophytine aet433 nm pour laphéophytine b. Ces longueurs d'onde correspondent
aux maxima d'absorption des pigments dans la phase mobile. Les taux de récupéra-
“tion moycns des divers pigments ajoutés individuellement a des échantillons
~commerciaux d'huile d'olive vierge varient entre 99,4 % (Phéophytinc a) ¢t 97,9 %
- (chlorophylleb), La méthode est sensible 20,01 microgramme de chlorophylleaou
‘b et 20,02 microgramme de phéophytine a ou b par injection.

ABSTRACT

A rapid and precise method has been developed for determining the chlorophylls
aand b and so their degradation products, the phcophytinsa and b, in vegetable oils.
The oil - sample is diluted twenty times (w / v) with the solvent mixture, hexanc -
isopropanol (98,5 : 1,5), then injected directly on a column p - Porasil. The used
mobilc phasc is a solvent mixture hexane - isopropanol (98,5 : 1, 5). The 4 pigments
and B-caroten are qualitatively scparated at 430 nm. A quantitative determination is
obtained at 430 nm for chlorophyll a : 452 nm for chlorophyil b, 409 nm for
pheophytin a and 432 nm for pheophytin b. These wave - lengths correspond with
absorption maximum of pigments in the mobile phase. The average recovery rates
ol diffcrent pigments added individually to samples of virgin olive oil vary betw .1
99,4 % (pheophytine a) and 97,9 % (chlorophyli b). ™ . method is precise at 0,01
pg of chlorophyll a or b and at 0,02 pg of phcophyti  orb by injection.
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