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Les acides phénoliques sont trés répandus dans le régne végétal. lls inter-
viennent notamment dans la composition des tanins', des coumarines® et des flavo-
" noides® et comme intermédiaires dans la biosynthése de la lignine'-*-3. Leur accumu-
lation est constatée dans Ie cas de reponscs des plantes a des blessures caus€es aussi
bien par des agents pathogénes®™® que par des facteurs mécaniques® . Ils sont les
substrats des polvphénoloxydases!'~13. lls sont impliqués aussi dans le brunissement
non enzymatique de la pomme de terre™®, et passent pour €tre des régulateurs de la

germination®~ ! et de la croissance'™~ 2!,

Aussi leur étude présente-t-elle une grande importance, et il est donc indis-
pensable d avoir a sa disposition des techniques qui permettent de les séparer ¢t de
les doser avec précision et reproductibilité.

Actuellement leur analyse quantitative se fait le plus souvent, aprés séparation
sur papier ou sur couches minces, soit par photométrie directe!”-*2, soit par spectro-
photométrie®-'7-23~3! yprés élution des chromatogrammes. Ce sont des méthodes
longues, laborieuses et trés délicates. Cest pourquoi, compte-tenu d’une part de
Texistence d autres possibilités d analyses quantitatives telle que la chromatographie
de pariage sur colonne de gel de silice®*-??, et compie-tenu dautre part des progrés
récemment réalisés dans le domaine de la chimie analytique, nous avons essayé
d appliquer notre technique de séparation des acides organiques sur colonne de gel de
silice® 2 la séparation des acides phénoliques.

La présente note rapporte les résultats des travaux que nous avons réalisés
pour séparer avec efficacité et reproductibilité, les acides phenohques rencontrés le
plus fréquemment dans les tissus végéraux.

MATERIEL ET METHODES

Prmupe

Les acides phénoliques sont séparés automatiquement par chromatographie
de partage, sur colonne de gel de silice, en utilisant pour leur élution, une série de
solvants a base de chloroforme et de cyclohexane, enrichis progressivement en alcool
amylique tertiaire. Leur dosage est effectué i la sortie de la colonne, par spectrophoto-
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Fig. 1. Schéma de. Uappareillage utilisé pour la séparation et le dosage des acides phénoliques.
(A) Chambres pour mélanges éluants: (B) téte de distribution & 6 voies (Chromatronix, Berkeley.
Calif., E.U)): (C) pompe doscuse (Dosapro-Milton-Roy, Paris, France: Modéle 196-31 avec joint
en viton): (D) manomeétre (Blondelle. Paris, France): (E) colonne a chromatographie (Chromatronix:
Modéle L.C. -9. MA-29): (F) photométre (ISCO) Lincoln. Neb.. E.U.: Modéle UA-4. systéme op-
tique Type 3, channel alternator) avec cellules a flux continu (25 #l de volume et 3 mm de trajet op-
tique): (G) enregistreur: (H) collecteur de fractions avee déiecteur de pic. () Raccord coudé (Swage-
lok, Cleveland, Ohio, E.U._: Modéle 200-2-2): (b) raccord en 1é (Swagelok, Modéle 200-3-T.T.M.):
(¢) tube adaptateur (Chromatronix, Modéle 107-A-20): (d) raccord coudé (Swagelok, Modéle 200-
8-2): (e) raccord en polvpropyléne (Chromatronix, Modéle TEF 107 et 107 A3): (1) tubes PTFE
{Chromatronix, Modéles TO6 30 3t et T125 063).

métrie d absorption 4 254 nm et 313 nm?*. Le schéma général de appareillage est
représenté sur la Fig. L.

Préparation de la colonne de gel de silice

Une quantité déterminée (17 g) de silice Mallinckrodt (St. Louis, Mo., E.U.)
(100 mesh), séchée au préalable a 110°, est introduite dans un erlenmever (100 ml).
Elle est humidifiée progressivement par une solution aqueuse (10 ml)d acide sulfurique
0.3 N, ajoutée goutte a goutte, par fractions de 1 ml. Aprés addition de chaque frac-
tion de 1 ml, la silice est tniturée a "'aide d une baguette de verre, de fiugon i obtenir
une poudre homogéne qui ne colle pas aux parois de erlenmever. Ensuite la silice
est reprise par un mélange (60 ml) de chloroforme-cyclohexane (30:30), et la sus-
pension ainsi obtenue est transvasée dans un tube a chromatographie bien sec
(diamétre 9 mm, hauteur utile 420 mm). Le dépot homogéne de la silice dans le tube
est obtenu, sous une faible pression, en soumettant le tube & chromatographie & un
mouvement automatique semi-circulaire.

Introducrion, sur la colonne de gel de silice, de la solution d"acides phénoliques a séparer

L échantillon d’acides phénoliques (E. Merck, Darmstadt, R.F.A_ ou Fluka,

~ Buchs, Suisse), préalablement amené 2 sec sous air comprimé, est repris par 0.5 ml

d acide sulfurique 5 ¥ et 1 g de silice, puis déposé au sommet de la colonne de gel de
silice, a 'aide de quelques ml du mélange chloroforme-cyclohexane (30:50).



208 : , NOTES

Elution des acides phénoliques fixés sur la colonne de gel de silice

L élution est faite par emploi d’une série de solvants organiques, de polarité
croissante, choisis automatiquement par un systéme de vannes & 6 voies (Fig. 1), et
envoyés a débit constant (180 ml/h) au sommet de la colonne de gel de silice. La
composition et le volume des mélanges éluants utilisés sont les suivants:

; Mélange 1 (150 ml) a 0.3 97 d alcool amylique tertiaire dans un mélange chloro-
forme-cyvclohexane (50:50). :

Mélange 11 (300 ml) 4 0.8 Y%, d’alcool amylique tertiaire dans un mélange chloro-
forme-cyclohexane (50:30). 7

Mélange I (250 ml) a 39 d"alcool amylique tertiaire dans un mélange chloro-
forme-cvclohexane (30:30).

Mélange IV (250 ml) a 89 d alcool amylique tertiaire dans un mélange chloro-
forme-cyclohexane (50:50). )

Mélange V (230 ml) & 2297 d alcool amylique tertiaire dans un mélange chloro-
forme-cyclohexane (50:50).

Avant emploi, chaque mélange est agité dans une ampoule & décantation, en
présence d’un volume d acide sulfurique 0.3 A, égal au 1/10 du volume du mélange.
Aprés séparation des deux phases, la phase organique utile est recueillie et filtrée sur
papier.

Dosage des acides pheénoliques a la sortie de la colonne de gel de silice

A Ia sortie de la colonne de gel de silice, I'absorption de l'effluent est mesurée
au moyen d un spectrophotomeétre, a 254 et 313 nm, longueurs d’onde caractéristiques
des spectres d'absorption des acides phénoliques®. Aprés enregistrement des mesures,
les surfiaces des pics obtenus, sont mesurées par planimétrie, puis comparées a des
-surfaces témoins obtenues pour des quantités connues d’acides phénoliques.

En outre, les éluats recueillis sur un collecteur de frictions, peuvent étre
chromatographiés sur papier ou sur couches minces, pour controler la nature pré-
sumée des acides phénoliques contenus dans les différents pics délution.

RESULTATS ET CONCLUSIONS

Une analyse réalisée a partir d’'un mélange synthétique (Fig. 2) montre que les
acides suivants: cinnamique, térulique (3-méthoxy-4-hydroxycinnamique), vanillique
(3-méthoxy-4-hydroxybenzoique), p-coumarique (4-hydroxycinnamique), gentisique
(2,5-dihydroxybenzoique), caféique (3,4-dihydroxycinnamique), protocatéchique (3,4-
dihydroxybenzoique), gallique (3,4,5-trthydroxybenzoique), chlorogénique (catéyl-3-
quinique) sont séparés complétement.

Cette méthode permet de séparer les principaux acides phénoliques rencontrés
fe plus fréquemment dans le matériel végétal. C’est une méthode trés fine qui décéie
Jjusqua 0.1 uéquiv. d’actde. Elle est reproductible, rapide (7 h) et d'emploi facile. De
cette facon, 1l devient possible de déterminer avec une plus grande facilité et une plus
erande certitude, la nature des acides phénoliques des végétaux, et ainsi de micux
~ interpréter les voies du métabolisme lies & ces acides et donc de comprendre miecux le

role physiologique de ces substances.
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Fig. 2. Courbe de séparation des acides phénoliques & partir d'un mélange svnthétique. 1,17 = Acide
cinnamique: 2,27 - acide férulique (3 méthoxy-4-hyvdroxyecinnamique): 3.3’ = acide vanillique (3-
méthoxy-d-hvdroxybenzoique): 4,4 == acide  p-coumarique (d-hyvdroxycinnamique): 3,3 =: acide
gentisique  (2.5-dihyvdroxybenzoique): 6,67 =: acide caféique (3.4-dihyvdroxycinnamique): 7,7% =:
acide protocatéchique (3. 4-dihvydroxybenzoique); 8.8° = acide gallique (3,4,5-trihvdroxybenzoique):
9.9° -- acide chlorogénique (caféyl-3-quinique). T a V == Mélanges €luants.
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