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Note 

Analyse quantitative des acides phgnoliques par chromatographie de partage 

sur gel de siiice 

Les acides phhohques sont tr& rQi.tndus dans le regnc vOgttal_ 11s inter- 
viennent notamment dans la composition des tanins I, des coumarines’ et des flavo- 
noides et comme interm6diaires dans ia biosynthbe de la lignine’-J-‘. Leur ;L~~LIIIILI- 

lation est constade dttns Ic cas de rkponses des plantes CL des blcssures causCes aussi 
bien par des agents prtthogtnesh-S que pat- des lkteurs ~ii~c3niqi~es’-“‘_ 11s sont Ies 
substrats des polyphtnolosydases 11-13 11s sont impliquk aussi dttns le brunisscment _ 
non enzymatique de Ia pomme de terre”, et passent pour i-tre des rkgulateurs de la 
germination*5-1i et de la croissance’s-2i_ 

Aussi leur Ctude prksente-t-elk une grande importance, et il est done indis- 
pensable d‘avoir 3 sa disposition des techniques qui permettent de les sQarer et de 
les doser avec prkision et reproductibilitC 

Actuellement leur analyse quantitative se hit le plus souvent, aprk sQxration 
sur papier ou sur couches minces, soit par photom&rie directe’h-22, roit par spectro- 
p~iotom&rieS-“-23-3’ aprk Clution des chromato~_rammes_ Ce sont des m&hodes 
longues, laborieuses et trEs dklicates. C‘est pourquoi, compte-tenu d’une part de 
I-existence d‘autres possibilids d’analyses quantitatives telle que la chromatogrt~phie 
de partage sur colonne de gel de silice3’-33, et compte-term d‘autre part des progrk 
rkemment r6alisb dans le domaine de la chimie analytique, nous avons essayk 
d’appliquer notre technique de separation des acides organiques sur colonne de s-cl de 
siIice3-’ ri la skparation des xides phholiques. 

La prksente note rapporte les rksultats des travaux que nous avons rklis& 
pour sCparer avec efficacitk et reproductibilite, les acides phCnoliques rencontrks le 
plus frkquemment dans les tissus vEgl-Ctaus_ 

MATERIEL ET MGTHODES 

Prifmpe 

Les acides phkoliques sont siparb automatiquement par chroniatograpliie 
de partase, sur colonne de gel de silice, en utilisant pour leut- Clution, une sCrie de 
solvants ri base de chloroforme et de cyclohesane, enrichis progressivement en alcool 
amylique tertiaire. Leur dosage est efktuC 3 la sortie de la colonne, par spectrophoto- 
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Fig. I. Schi-ma dc Ihppnrciiiage uriiisc pour irt st&rarion r‘t IL\ dosage des acida phtkoliques. 
(A) Chambres pour ndangcs i-iumtsr (B) tZtr tic distribution 5 6 voics (Clmmstronis. Herkrlry. 
Calif., G-U.): (C) pompe doseusc ( Dosapro-~lilton-Roe, Pm-is. France: ModPlc I!&~1 ;lvr‘c joint 
en viton): (D) mztnom~tre t Biondciic. Paris. France):(E) coionnr 5 chromatogrttphic (Chromatronis I 
Mod& L_C_ -9. MA-29): (_F) phoromke (ISCd) Lincoln. Neb.. E-U.: Mo&ic UA-4. syst&e op- 
tiquc Type 5. channel aitcrnaror) ilvcc cciiuies r‘t 11~s continu (3 .ui dr volume c‘t 5 mm dr trajcr op- 
tique): (G)cnrcgistreur: (H)coiiectcur de fractions :;vcc dCtxrcur de pit. (a) Rnccord ca~i5 tS\vagc- 
iok, Cicxrla~xi. Ohio, C.U.: ~lod~ic‘ 700-1-2): (b) rxcord en 115 tSwageiok. hlod~ic XW-%T.T.hl.)r 
(c) tube adapt;ltcur tChromatronis. Mod~Yc 107-A-X): (d) raccord couJC (Swagdok, MoJd~ ZOO- 
S-2): (e) rxcord t’n pol_vpropylkne (Chmmatronis. M;lodi-ic TEF IO7 t‘t I07 A?): (t-) tllbrs PTFE 
(Chromarmnis, hlodi-les TM 30 31 r‘t Tl25 063). 

Unr qunntit6 dCterminOe (17 g) d e silicc Mallinckrodt (St. Louis, MO.. i.U.) 
(100 mesh), s&At% au prCalable 5 1 lo’, est introduite dans un erlenmeyer ( 100 ml). 
Elk est bumiditkk progressivement par une solution aqutuse ( 10 ml) d‘rtcide sulfuriquc 
0.5 N. ajoutee goutte A goutte, par fractions de 1 ml. Aprb addition de chaque tiac- 
tion de 1 ml, la silice est triturk 5 l‘rtide d‘une baguette de vcrre, de f&con h obtenir 
une poudre homogke qui ne colle pas ~1s parois de l‘erlenmeyer. Ensuite la silice 
est reprise par un mClangr (60 ml) de chloroforme-c~clohesrlne (50:50), et In sus- 
pension ainsi obtenue est transvas& darts un tube 3 chromato~rtlphie bien set 
(diam~tre 9 nun, httuteur utile 420 mm). Le depot lmmogI_tnc de la silice dms le tube 
est obtenu, sous une tXble pression, en souniettant le tube 3 chromtttoerttphic it un 
niouvenient :tutonxttiyue semi-circulaire. 

I~~tForirrCtion, slir lu CO~OlltlCw de _yel de siliw, de h solrrtion JcrCith plibloIiqrrc5 G S+NIYI 

L‘Cchantillon d’acides plkmliques (E. Merck, Dmmstadt, R.F.A. OLI Fluk;a, 
Buck, Suisse), pr&.kblement amenC 5 set sous air cornprim& est repris par 0.5 ml 
d’acide sulfurique 5 N et 1 g de silice, puis dfposC au sommet de la colonne de gel de 
silice, 5 l’aide de quelques ml du melange chloroforme-cvclohesane (>0:50). 
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Jhioit tks acides pltbtoliqtr~s j_w% sttr la colomte de gel de dice 
L‘klution est &te par emploi d’une sCrie de solvants organiques, de polariti 

croissante, choisis automatiquement par un systtme de vannes ti 6 voies (Fig. I), et 
envoy& h dibit constant (IS0 ml/h) au sommet de la colonne de gel de silice. La 
composition et lc volume des mClanges &ants utilisb sont les suivants: 

MClange 1 (150 ml) 5 0.3 7: d‘alcool amylique tcrtiaire dans un m&mge chloro- 
forme-cyclohesane (50:50)_ 

MZlange 1 I (300 ml) 2 0-S ‘;L d’alcool amylique tertiaire dans un mtlange chloro- 
forme-c+&esane (50:50)_ 

iWlange II I (250 ml) h 3 I?i, d’alcool amylique tertiaire dans un mClange chloro- 
forme-c~clohesane (50: 50). 

MClange IV (250 ml) z‘r S % d‘alcool amylique tertiaire dans un m6lan~e chloro- 
forme-cycloliesane (50150). 

hIilange V (250 ml) 3 222, d‘alcool amylique tertiairc dans un mClange chloro- 
forme-cycloliesane (50150). 

Avant emploi, chaque m&nge est agid dims une tm~pouie 5 dkantation. en 
prksence d-un volume d-acide sulfurique 0.5 N, Cgai au I/l0 du volume du mClan~e_ 
Aprtk Gparation des deus phases, la phase organique utile est recurillie et liltrke sur 
papier- 

A la sortie de la colonne de gel de silice, l-absorption de l‘dlluent est mesurGe 
au moyen d-un spectrophotomt3re, so 254 et 3 13 nm, longueurs d’onde caractCristiques 
des spectres dTabsorption des acides phCnoliques ” A _ p rk enregistrement des mcsures, 
les surkces des pits obtenus, sont mesurks par planimCtrie, puis cornpark 5 dcs 
surhces thnoins obtenues pour des quantitks connues d’acides pht5noliques. 

En outre, les ~3uats recueillis sur un collecteur de frsctions, peuvent S-tre 
chromatographi& sur papier ou sur couches minces. pour contrdler la nature prC- 
sumie dcs aeides phholiques contenus dans les dilkents pits d‘klution. 

R&ULT_ATS ET.CONCLUSIONS 

Une analyse rhlis6e ti partir d’un m&mge synthCtique (Fig. 2) montre que les 
acides suivantsr cinnamique, fkrulique (3-mCthosy-cl-hydr~~~ycinnt~~~i~~~~e), vanillique 
(,3-m~thosy4hydrosybenzoique), p-coumarique (4-hydrosycinnamique), gentisique 
(2,5-dihydrosybenzoique), caKque (3,~dihydrosycinnamique), protocatkhique (3,Lt- 
dihydrosybenzoique), gallique (3,+5-trihydrosybenzoique), chloro&ique (cafkyl-3- 
quinique) sont &par& coniplttement. 

Cette m&hode permet de sCparer Ies principaus acides phCnoliques rencontres 
ie plus fk~quemment dans le matCrie1 v&5tal_ C’est une mCthode trt% fine qui dt5dle 
jusqu‘ti 0-i _&quiv_ d’acide. Elle est reproductible, rapide (7 11) et d’emploi facile_ De 
cette facon, il devient possible de dCterminer avec une plus grande f>cilitC et une plus 
grande certitude, la nature des acides phCnoliques des v&5taus, et ainsi de mieus 
interpreter les voies du mktabolisme iiees ri ces acides et done de comprendre mieus le 
rcle physiologique de ces substances. 
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Odr-E d‘&&3n 

Fig_ 2. Courbr dc s+uxtion des acidcs phfnoliqucs 5 partir d‘un mflangc synthS_tique. 1.1’ =:. Acidc 
cinnaniiquc: 1.2’ ncide ftkuliquc (3 merhoxv~-hvdrosvcinnnmiqLte)r ;.j’ = scide vnnillique (j- 
mS_thos~-l-h~drosvhc‘uzorque): 4.4’ = acidc p-coumarique (~-h\-drosycinnamiqlIc): 5.3’ =: acidc 
gcntisique (2.5-dih~dros_vbenzoique)r 6.6’ 2: wide catZiquc (j-4-dihydrosycinnarniquc): 7,7’ =: 
xide protomtkhique (<_&dihydrosyhcnzoiqucl; S,S’ = acide gallique (j,~i.5-rrih_\-dro.~\-hcnz~~ique): 
9.9’ xide chlorogi-niquc (crlf~~l-j-quiniqtle). I h V =-: M&mges fluants. 

REhlERClEhlENTS 

Cerle itilde est Ie prolong-enient d’un travail ant&ieur efl-fxtik! sur la s6paration 
automatis6c cfes acidcs orgmiqucs sur colonne de gel de silice3’, travail qui a i-sit I-objet 
d‘une aide tinanc6-c de la DClCgation GCnCralc 2 la Recherche Scientifique et Technique 
(convention No. D.G.R.S.T. 73.7.1523). 

Nous adressons d‘autre pat-t nos rrmercienxmts 3 Monsieur J. C. Huer 
(Laboratoirc des ProtCines et dcs Acides AminCs, C.N.R.A., Versailles) pour les 
nombreus conseils qu’il now :L domt% dans le domaine teclmologiquc_ 
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