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L‘acide ascorbique et l‘acide isoascorbique sont Cpimeres au niveau de leur 
carbone 5. Ils ont des propriitks chimiques trks comparables, notamment le goupe 
knediol-1.2 s’oxyde aiskment en dione-1,2, conferant B ces acides des propriktts anti- 
oxydantes. Pour cette raison, ils sent largement utilisCs dans les aliments. L’acide 
ascorbique qui se trouve dans de nombreux vCg&aux, posstide une activitk vitami- 
nique antiscorbutique (vitamine C) 20 fois superieure 5 celle de l‘acide isoascorbique. 
Dans certains pays, en France notamment, seul I’acide ascorbique est autorisk comme 
additif alimentaire ma@5 son coiit plus tlevk et il est done important de pouvoir le 
distinguer de l‘acide isoascorbique. 

Les mkthodes usuelles de dosage utilisent Ies propri&Cs d’oxydo-riduction du 
groupement tinediol-1.2 (volumktrie’, spectrophotomktrie’, polarographie3. Sac- 
tions enzymatiquesj) mais ne permettent pas de diffkrencier ces deux acides. La po- 
larogzphie a couranr alternat@, I’isotachophorke6 et surtout les mkthodes chroma- 
tographiques permettent de les skparer et de les doser. Ces acides sont skparks par 
chromatoaphie sur papier ou sur couche mince’ mais les rkultats les plus intires- 
sants sont obtenus par chromatogaphie liquide 2 haute performance. Deux publi- 
cations rktentes trks semblables. celle de Bui-Nygen* et de Ceigert et d9 dkcrivent 
leur skparation sur colonne khangeuse d-anions faibles (silice greffke NH,. &ant: 
melange eau-acetonkile faiblemeat tampon@_ 

La chromatographie de paires d-ions a et6 utiliske pour doser l’acide ascorbi- 
que dans des melanges multivitaminiques’O*” et pfus ricemment Finlay et Duang” 
en separant l’acide ascorbique de l’acide deshydroascorbique sur deux colonnes 
PBondapak en s&e, siparent partiellement l’acide isoascorbique. Ce demier a un 
facteur de capacite compris entre celui de l’acide ascorbique (A-’ z 0.50) et celui de 
l-aside deshydroascorbique (k’ z 0.75). 

La prCsente communication d&it une mkthode de separation de l’acide ascor- 
bique et l’acide isoascorbique par chromatographie de paires d-ions sur une seule 
colonne de silice eff& octyle ou octodkyle en utilisant un &ant eau-mkthanol(9: 
1, vjv) tamponnC et contenant le contre-ion c&yltrimCthylammonium. La detection 
esr effect&e h 264 nm. 
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PARTIE EXPeRIMENTALE 

Mah-iel 
Pompe Varian 5020 (Palo Alto, CA, U.S.A.), CquipCe d’un injecteur de 10 ~1; 

spectrophotom&tre ultra-violet Pye-Unicam operant 5 264 nm. Colonne en acier in- 
oxydable de 1 Xl-200 mm x 4.6 mm I.D. remplie au laboratoire de LiChrosorb RP-8 
ou RP-18, 5 pm ou 7 pm (Merck. Darmstadt, R-F-A.) par la mtthode de la bouillie 
sous 400 bars de pression. Ensemble de filtration en inox de 13 mm I.D. adaptable sur 
seringue (I-10 ml), ainsi que des filtres en Cpaisseur et des membranes de 0.45 [cm de 
porositC (Millipore, Bedford, MA, U.S.A.). 

Bromure de cCtyltrim&hylammonium (Merck) methanol, dihydrogenophos- 
phate de potassium (Prolabo, Paris, France), acide ascorbique, acide isoascorbique, 
acide deshydroascorbique (Fluka. Buchs, Suisse), acide m&aphosphorique (Carlo 
Erba. Milan, Itaiie). 

Phases mobiles 
Les solutions 0.1 IW KH,PO, ou (0.05 M KH,PO, + 0.05 IM K2HP0,) 5 - lop3 

&f cttyltrimCthylammonium sont prlparees dans un melange eau-methanol (9:l. 
v/v)_ Cette solution est filtree avant usage sur membrane 0.45 pm de 47 mm de 
diametre. Cette operation a le double avantage d’Climiner les particules microscopi- 
ques en suspension et les gaz dissouts, notamment l’oxyg&e. 

Conditions oph-atoires 
La colonne est mise en Cquilibre avec la phase mobile pendant plusieurs heures. 

ou bien pendant la nuit B dCbit reduit. A la fin d’une sCrie de mesures, la colonne est 
rincte g l’eau puis au mCthano1 et conservCe dans ce meme soIvant. 

Pt-+fft-ation r/es &hantillons 
Chaque echantillon est introduit dans la boucle d-injection au travers d‘un 

filtre en Cpaisseur et d’une membrane de porositl 0.45 pm. 
Jus de fruit. Le fruit est press6 et le jus est inject& &entuellement dilut avec une 

solution aqueous d’acide mCtaphosphorique & 2 “/i (m/v). 
MPlange cfadditijs. L’CchantiIlon est dissout dans de l’acide m&aphosphorique 

g 2 ;’ puis inject6 apr& dilution convenable. 0 
Charmrerie (jambopl) _ L’tchantillon ( z 30 g) est homogCntis6 au mixer avec 

de l’acide mCtaphosphorique & 2 % (50-7.5 cm3). Apres filtration sur coton de verre, la 
solution est injectle. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

La Fig. 1 montre la separation de l’acide L-ascorbique et D-isoascorbique. 
Le choix d’une phase mobile & force ionique et g pouvoir tampon Clew2 a pour 

but de limiter les variations des facteurs de capacitC’3 en fonction des autres solutb 
coinject& (sucres, sels) qui sont parfois en concentration t&s supCrieures & celle de 
acide ascorbique ou isoascorbique. 



340 NOTES 

I 

I10 

acm2 

9 0 5 mn 0 10 ml” 

A a 
Fig 1. (A) Colorme LiChrosorb RP-8.7 pm (200 x 4.7 mm I.D.). Phase mobile: eau-m&hanol(9:1, v/v), 
0.05 ‘W KH,PO,-O.O5 &f KzHPO,-5 - lo-” Mdtyltrimtthyhunmonium. Debit: 1.5 cm3 mm-‘; U.V.: 2@ 
nm. I = acide ascorbique, 2 pg injecte; 2 = acide rsoascorbique. 2 pg injecti. (B) Colonne LiChrosorb RP- 
S, 5 pm (1.50 x 4.7 mm I.D.) Phase mobile: eau-methanol (9:1, v/v)-O.l M KH,PO,-5 - 10m3 M &tyl- 
trimkhylammonium. Debit: 1.5 cm3 min-‘; U.V. : 264 nm. 1 = acide ascorbique, 0.1 pg inject& 2 = acide 
isoascorbique. 0.1 pg inject& 

En I’absence d-ion c&yltrim~thylammonium (TMCA) I’acide ascorbique et 
isoascorbique ont un facteur de capacitk nul. La presence de TMCA est nkcessaire 
pour accro?tre la rktention et la sCIectivitC permettant de &parer ces deux acides. 

Par chromatographie sur kchangeur d’anions faibles (silice griff& NH,) l’acide 
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Fig. 2. Jus de citron contenant 286 mg 1-r d’acide assorbique. Colonne LiChrosorb RP-IS. 5 pm (150 x 
4.7 mm I.D.). Phase mobile: ea~u-nkthanol (9:1, v/v)-O.l M KH,EQ-3 - 10m3 M dtyltrimCthylammo- 
mum_ Debit: 1.5 cm3 mm-‘; U-V. : 261 nm. 1 F acide ascorbique. 

Fig. 3_ Melange d‘additifs pour charcuterie contenant de l’acide isoascorbique. M&es conditions chro- 
matographiques que sur Ia Fig. 2. 1 = acide ascorbique; 2 = acid+ isoascorbique. (A) Melange d’additifs 
pour charcuterie; (B) Me!ange d’additifs pour charcuterie additionke d’acide ascorbique. 
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isoascorbique est &luG en premier, par contre dans nos conditions chromatographi- 
ques, sur silice greffde octyle (ou octadkcyle) cet ordre est inversk et i’acide ascorbique 
a un facteur de capacitC infkieut & celui de I’acide isoascorbique, ceci est en accord 
avec les Aultats de Finlay et Duang I2 Cette propriCte peut-Ctre utilisCe pour con- . 
firmer la prtsence de ces acides dans un mklange complexe. 

La sensibilitt de la methode permet de dkeler 0.01 pg d’acide ascorbique 
dissout dans de l’acide mktaphosphorique A l-2%, la rkponse du dCtecteur reste 
1inCaire pour des quantitts inject&s supkrieurs 3 2 pg. Le rCsultat est valable aussi 
bien pour l’acide ascorbique qu’isoascorbique car ils posstdent le &me coeficient 
d’extinction mokulaire. Pour des chromatogrammes complexes, la sensibilitk de la 
m&hode est moindre, de plus I’acide deshydroascorbique n’est pas dttectk h 264 nm 
et n’interfkre done pas. 

Les Figs. l-5 illustrent les stparations obtenues k partir de diffkrents aliments 
par application de la mCthode dkrite ci-dessus. 
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Fig. 4. Prkparation multivitaminique en sirop. Colonne LiChrosorb RP-8. 5 PITI (150 x 4.7 mm I.D.). 
Phase mobile: eau-mCthano1 (9:1, v/v)-O. I M KH,PO,-5 . 10e3 M c&yltrimCthylammonium. Debit: 1.5 
cm3 min-‘; U.V.: 264 nm. 1 = acide ascorbique annonci 7.5 g l-‘, trouvO 7.7 g I-‘. 

Fig. 5. Acide ascorbique dans un jambon. Colonne LiChrosorb RP-S. 5 pm (150 x 4.7 mm I.D.). Phase 
mobile: eau-mithanol (9:1, v/v)-&1 M KH,PO,-5 - lo-” M, dtyltrim~thylammonium. Debit: 1 cm’ 
min-‘; U.V.: 264 nm. 1 = acide ascorbique (40 mg kg-’ de jambon). A = Extrait de jambon; B = apr& 
ajout d’acide ascorbique; C = apr& addition de quelques gouttes d’une solution d’iode. 

Cette mkthode chromatographiques est utiliske dans notre laboratoire depuis 
plusieurs mois. La colonne subit un vieillissement qui se traduit par un accroissement 
de la perte de charge, un tassement de la phase stationnaire et une diminution des 
facteurs de capacitk sans modification notable de la sklectivitk Ces phknomenes qui 
s’observent surtout avec les phases de 5 pm sont vraisemblablement dQs A une disso- 
lution partielle de la phase stationnaire. 

L-usage d’une prtcolonne garnie de silice, sit&e entre la pompe et I’injecteur 
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(permettant de saturer I’Cluant en silice’s) ainsi que l’usage d’une phase stationnaire A 
granulomCtrie supkieure (7 pm), permettent d’allonger considerablement la durke de 
vie des c3lonnes. 
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