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ABSTRACT:
The presence o liposolubles green pigments from MNyti-
lus galloprovincialis (seven) and Fya aremaris (six)
was demonstrated. Absorption spectra (Cﬂcls) of thess
pigments presented absorption bands at 505-510; 537-540;
608-612 and 668 nm (Mytilus galloprovincialis); 500~-505;
535; 610-615 and 668-670 nm (Mya arensria). Seascnal
changes of the green pigments level were determined for

Kytilus galleoprovincialis.

Certalnes espdces de mollusques contlennent des pig-
ments verts. HIROMITSU et coll.. (2; 3) ont étudié des pigments
verts sur les huitres. MOINAR et coll. (6) onti signalé la présen~
ce de 5 plgments verts dans les ltpldes_ae ltespéce liya arenariaie
Tes lipldes des espdces Mytilus ont été étudlées devantage et
différents auteurs ont attiré l'attentlon sur les caroténoldes et
les ont identiftés. CAMFBELL (1) a montré que M.edulis et Mecall-
fornianus contiennent de l'alloxanthine, de la mytliloxanthine, du
carot®ne, des esters de 1'alloxanthine et de la mytlloxanthine,de

la xanthophylle, de la zeaxanthine de la dlatoxanthine, de la mu-
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tatoxanthine et de la tetrahydroxyxanthophylle. LEE et coll. €]
ont ldentifié dans Mytilus edulis du @8 ~carotidne, de la lutéine,
zeaxanthine, de l'astacéne et ont décélé des xanthophylles, et
esters,mals ils n'ont pas signalé la présence de pigments verts.
Quant a nous, dans un ouvrage antérieur (5), nous avons mis en é-
vidence dans Mytilus galloprovincialis la~présence de 5 pigments
caroténoides et 4 esters de caroténoldes, mais nous n'avons pas .
observé la présence de pigments verts., En contlnuant nos travaux,
nous avons constaté 2 un woment donné que les lipides extraits du
Mytilus g. dans une autre période de l'année présentent une telnte
verdftre et alors nous nous sommes proposé la mlse en évidence de
ces plgments et l'observation des fluctuatlons salsonnidres.

MATERTAUX ET METHODES

Le tissu des mollusques collecté a &4é séparé des co-
quilles et utilisé entidrement, il a &té haché menu, séché sous
vide & max. 40°C et pulvérisé. Pour obtenlr les lipldes totaux le
tissu séché a ét6 extralt dans un appareil Soxhlet au dichloréd—
thane & l'abri de la lumidre. Le dichloréthane a &té évaporé dans
le vide 3 max. 240°C Jusqu’au polds constant. Pour obtenir les
fractions de lipldes libres et combinds sous forme de cénapses, le
tissu séché a été d'abord extralt par 1'éther ethyligue, cette
fraction contenant des lipides libres, puls par l'extraction au
dichloréthane on obtlent les lipides combinés.

Pour l'observation des fluctuatlons saisonnidres les
mollusques ont €té collectés chague mois pendant une année a Agi-
gea (Constanta Sud). Les lipides totaux ont &t& dissous dans le
chloroforme en concentration de 1-2% et on a déterminé le spectre
d'absorption dans le visible & l'aide d'un appareil Spekol (Zelss).

La mise en évidence des pigments a été effectude par la
chromatographie en couche mince. On a utilisé des plaques de si-
licagel G de lo x 20 cm, l'épaisseur de la couche étant de 0,5 um.
Sur une plaque on spotule 4-5 spots, chacum ayant 0,25-2 mg lipi-
des dissous dans le chloroforme. Le migratlon s'effectue dans 1le
systéme benzdne-éthanol 95% (9:1). Aprds le séchage des plaques
on observe dlrectement et on identifie la position des taches ver—
tes,

Pour caractériser les taches vertes, on enldve de la
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plague les taches provenant de plusieurs migrations paralldles et
on élue au chloroforme, au besoin on chauffe légdrement et on Fil -
tre. On évapore le chloroforme et oh dissout le résidu dans une
petite guantité de chloroforme et on détermine la spectre.Pour la
solutlion témoin on enldve des plaques le silicagel sur une surfa-
ce de la méme grandeur que les taches et on soumet au méme trai-
tement. Cefite opération en apparence simple présente plusieurs
difficultés. Trds souvent les taches se trouvent tout prés des
taches de carotiénoldes, quelguefols elles se superposent partlel-
lement; de cette fagon 1l'éluat est lmpurlfié par des caroténoldes
et le spectre est dénaturéd. On peut &liminer cet inconvénient en
exposant les plagues & la lumidre du jour ou & la lumidre solaire.
A la lumidre solaire les taches de caroténoldes se décolorent re—
lativement vite, en 5-20 minutes, tandls que les taches de pig-
ments verts ne sublssent pas de modifications. Les prodults de dé-
composition des caroténoldes, incolores, n'influent plus sur les
spectres d'absorbtion dans le visible des plgments verts. Une an-
tre difficulté réside dans le falt que dans la partie inférieure
des chromatogrammes, du point de départ Jusqu'ad environ 6-~7 cm en-
tre les taches observées, s'étend une longue trainde Jjaune bruni-
tre, ce qui n'empéche pas l'observation directe, mats elle stélue
dans le chloroforme et modifie l'aspect de spectre. Pour é&viter.
cet inconvenlent, on doit purifier partiellement les lipides to-
taux en éliminant les phospholipides. Pour cela on dissout 1 par-
tie de lipides totaux dans 6 partles d'é&ther éthylique et on pré-
cipite avec 30 parties d'acétone. On refroldit 3 0°C et on lalsse
en repos jusqu'a l'agglomératton du préclipité. On filtre. On éva-
pore la solutlion sous vide a sec et on reprend avec la quantité
nécessalre de chloroforme pour spotuler. Dans ces conditions de
travall 1l'aspect des chromatogrammes est plus clair. Les taches
se séparent plus nettement, la tralnée du départ est plus courte
et elle est de couleur beige clalre.

RESULTATS ET DISCUSSIONS
A. Btude des pigments du Mytilus galloprovincialis TLmk,

1, Etude des fluctuations salsonniséres des pignents verts..

On a déterminéd le spectre d'absorbtion dans le visible

en solution chloroformée pour les lipldes totaux extralts des mou-
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Figel - TLe spectre d'absorbtion des lipides totaux
du Mytilus galloprovincialls Tmk, dans le
chloroforme.
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Fige2 ~ TLes variations sasonnidres de la teneur
totale des plgments verts en lipldes to-
taux du Mytilus galloprovinclalis,.
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les et on a constaté que le spectre présente un maximum intense
d'extinction A& 668 nm et un autre maximum aux environs de 600-6lo
nme Le maximum observé & 668 nm est trds caractéristique et 1l
ost apparu nettement dans tout l'intervalle de temps étudié. Le
spectre dtabsorbtion des lipldes totaux est reproduit dans ls
(Figel).

Les modiflcations saisonnidres ont été& observées en com-
parant les valeurs de Efzm a4 668 nm (Fige.2). Ces résultats mon-
trent que pendant 1'intervalle de temps &tudié entre février 1974
et février 1975 la teneur en plgments verts présente des fluctua-
tions trés intenses et présente 3 valeurs wmaxima pendant les mois
de juillet, novembre et janvier. Ces modifications de la tieneur
en pliguents verﬁs; n'ont aucune  corrélation, nl avec le cycle de
reproduction, ni avec la température de 1'eau.

2. Répartition des plgments verts dans les llpldes
libres et combinés.

Te spectre d'absorbtion des.lipides libres (extralts &
1'éther éthyligue) et combinés (extralts au dichloréthane) pré-.
sente les m&me bandes d'absorbtion que les lipldes totaux, & sa-.
volr un maximum intense & 660 nm et un autre maximum moing intien-
se aux environs de 6oo nm (Tab,l)

: Tableau 1
Répartition des pigments verts dans.Iesnplgments 1libres

et combinés du Mytilus galloprovincialis Lumke

1% ]
. ) Eyon 068 na

“Date de la liptdes 1lipides

déternination 1libres combinés
avril 1975 1,12 0,36
mal 1975 0,35 0,19
juln 1975 0,66 0,04
jutllet 1975 0,075 0,035

e o e S g aae e
S== —_———==

Pendant les mols étudtés E%ﬁm 4 668 nm a été& toujours

plus grand en lipldes libres, ces résultats montrent que les

lipides libres contiennent une proportion plus grande de plgments
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que les lipides combineés.

3. Isolatilon et caractérisation des pigments verts

Le chromatogramme des lipldes totaux, purifiés,extralits
des mollusques collectés en décembre 1974, présente 7 taches
(Figs3) ayant des couleurs comprises entre le jaune et 1'orange,
qui correspondent aux carotenoides et A leurs esters, décrits dans

————— tront

CO— vy pigment vert
CO— V2 oigment vert

N——  corofénoie jaune

poment vert
N——  oIrofépoige  joune
(:ér—— coroténoitle  orange

a—V, opment ver?

O—  coroténoive jaune-orange
QO——  corofépoie  jfoune

~— Vs proment ver?

O——  caroténoie jaune
bx—— Vg prpment veért

W QUOVE %bume—ée@@

V, momens vert
| oIrofénoige  joune
= == Sfor/
Fig.? - Chromatogramme en couche mince des lipi-
des totaux purifiés du Mytilus gallopro—
vincialls.
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un ouvrage antérieur (2). Sur le chromatogramme on observe aussi
? taches de couleur verte, ayant des Intensités différentes.Aprds
1'élution dans le chloroforme des taches de plusieurs plaques, on
a déterminé les spectres d'absorbtion en solutlon chloroformée
dans le vislble pour toutes les taches vertes excepté la tache

V 6 qui est trés faible et od l'extinction de la solutlon chlo-
roformée a été trop petlte pour. la détermination du spectre. Pour
déterniner les spectres nous avons employé de différentes diluti-
ons, de cette fagon nous n'avons pas pu déterminer la concentra-
tlon de chaque composant séparément. La ressemblance entre les
spectres d'absorbtion des 6 pigments verts (Fig. 4-5). Tous pré-
sentent 4 maxima d'extinction: & 505-5lo, 537-540, 608-612 et 668
nn. Le maxlmum avec la plus grande valeur d'extinction est situd
a4 668 nm. Les spectres des plgments des taches V,, VZ} Vg, Vy et
V5 sont presque ldentiques. Le spectre de la tache V7 différe,
mals le maximum de 668 est identique. Dans le cas de la tache V7
on n'a pas pu . obtenlr du chromatogramme le pilgment pur, parce
que cette tache se superpose au dessus de la trainée de nuance
jaune beige, qui part du point de départ, ce qul dénature le spec-
tre. La grande ressemblance enfre les spectres d'absorbtlop de
ces piguments verts indlique que leur structure dolt 8tre trds rap-
prochée.
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Plg.4 -~ TLes spectres d'absorbtion des pigments verts

du Mytilus galloprovinclalis Lmk,
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Fig.5 - Les spectres d'absorbtion des plgments
verts du Mytilus galloprovincialls Lmk.
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Fiz.6 - TLe gpectre d'absorbbtion des lipides to-
’ faux du Mya arenaria dans le chloro-
forme.
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B. Etude des plgments du Mya arenaris L.

l. Repartition des pligments verts entre les lipides
libres et combinéds

Le spectre d'absorbtion des lipldes totaux du Mya aren. -
ria ressemble 3 celul des lipldes totaux du Mytilus galloprovinci-
alis, mals les maxima sont un peu déplacés & d'autres longueurs
dtonde (Fig.6). Un maximum intense se trouve & 687 nm et un autre
maximum & 631 nm. Les spectres des lipides libres et comblinéds et
de ceux qul ont été partiellement purifiés (dont on a &liminé les
phospholipldes) resemblent beaucoup aux spectires des lipides to-
taux, avec un léger déplacement des‘maxima.

En ce qul concerne la répartition des pigments verts
dans la fraction des lipides libres et combinés, comme c'est aussi
le cas pour Mytilus, les lipides libres contiennent plus de pig-
ments verts (Ei%m & 687 nm: 0,62) que les lipides combinés (E%%m
& 687 nm: 0,50), mais les différences sont plus petifies que

c'est le cas pour Mytilus.

2. Isolation et caractérisation des pigments verts du Mya

Sur le chromatogramme des lipides totaux obfenus & par-
tir des mollusques collectés en février 1975, on observe lo ta-
ches ayant des nuances de couleur entre jaune - rose - orange,qul
correspondent aux caroténoldes et aux esters de caroténoldes
(Fig.?7) .et 6 taches de couleur verte, don$ 5 ont ét& observées
par nous dans des ouvrages antérieurs (§§ 73 B8)s Les spectres
d'absorbitlon dés pizments v, et V, (Fig:S)-prgsentent 4 paxima
d'extinction dans le visible & 5o00-505, 535, 6lo-615, 668-670 nm
et sont trds ressemblants entre eux et avec les spectres des pig-
ments verts du Mytilus galloprovincialls, ce qul montre que leur
structure chimique es$ rapprochée.

Ta teneur des lipides en pligmenfis verts, notiés VE, V4,
V5 et Ve est trés petite et la trainée jaune-belge, qui part du
point de départ, Se superpose au dessus des taches Vs V5, VG,_ce
qul falsifie ltaspect du spectre; cependant on a pu établir aussl
pour ces plgments la position du maximum le plus intense, qul est
situé entre 665-67Y1 nm, dans la méme zone que les maxima des ta-
ches V1 et V2.
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Pig. 7 -

CONCLUS IONS

CIrorénaide  jaune-orange
ploment vert

eoraténoide  jaune
caroténoide  orange

plpment ver?
oorotSnoile  rose

oorofénoite  rose-orange
03r01Enide  orange
oIrofénoide  joune
CIrTIERDITE  JIune-orange
29r074p0idle  jioune
proment vert
oI9ro7énpide  joune
proment. ver;

oloment vert

ploment verr :
queve  jaune - bepe
skart

Chomatogramme en couche mince des 1ipi-
des totaux purifiés du lMya srenaria L.

- Dans les lipldes du Mytilus galloprovincialis Lmke. par

la chromatographle en couche mince on a mls en évidence 7 pilgments
verts. Les spectres d'absorbtion dans le visible en solution chlo-
roformée de ces pigments sont trés rapprochés et tous présentent
4 vandes d'absorbtion, ayant des maxima situés 3 505-51o, 5357-540,
608-612 et 668 nm, Le maximum qui présente la plus grande valeur
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Fig.8 — Tes spectres dtabsorbtion des plgments
verts du Mya arenaria

dtextinction est situé & 668 nm.

. - La ressemblance entre les spectres d'absorbtion de ces
pigments montre que leur structure chimique doit 8tre trds rappro-
chée.

- La fraction des lipides libres (extractiibles & 1'é&ther)
est plus riche que la fraction des lipides combinés.

- La teneur totale des plgments en lipides totaux du
Mytilus sublt des varlations saisonnléres. Dans 1'intiervalle étu-
31& entre févrler 1974 - février 1975 elle passe par des valeurs
maxima en mars, septembre et decembre et par des valeurs minima en
corrélation ni avec le cycle de reproduction nl avec la températu-
re de l'eau.

- Dans les lipides du Mya arenarla L. on a tdentiflié 6
plgments verts. Leums spectres d'absorbtion présentent dans le vi-
sible 4 bandes ayant des maxima & 500-505, 535, 6lo-615 et 668~
670 nm et ressemblent aux spectres des plgments verts du Mytilus
galloprovincialls LmkK.
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