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Mparation et dosage par chromatographie en phase gazeuse de I’acide 
chlorog&nique et des catdchines des fruits 

Parmi les techniques ayant permis de realiser de rapicles pro&& dans la con- 
naissance des composes phenoliques dcs vegetaux, la chromatograpliie sur papier et 
sur couche mince occupent une place de choix. Plus rkemment, la technique d’analyse 
par chromatographie en phase gazeuse a 6tB utilisee pour s&parer des composes pheno- 
liques dont certains, parmi les plus simples, peuvent &re etuclies sans transformation 
chimique pr6alablei~s ; mais, en general, il est necessaire de les rendre plus volatils par 
methylation” ou clans les cas les plus complexes, comme celui des polyph6nols d’origine 

4 v&g&ale, en les transformant en derivds silyl6s - ‘. Ces analyses portent sur des mB- 
langes de composes temoins et sont essentiellement qualitatives; quelques acides ph& 
noliques simplcs (acides fi-coumarique et ferulique) presents clans les produits de degra- 
dation de la lignine ont cependant pu &re doses par cette technique2. 

Le but cle cc travail est de s&parer, d’identifier et cle closer certains compos6s 
phenoliques complexes (l’acide chlorogenique et les catechines) qui sont bien rep&- 
sent&s dans les fruits. Notre etude a port6 sur les extraits de fruits de Pz’rzts MaEzcs L. 
et de Lycopersiczcm escaclentacm var. cemsifowze (tomate “cerise”). 

Mat&iel et mtWaodes 
L’appareil utilise (Girdel F D 75) est equip8 d’un d&ecteur Q ionisation cle 

flamme et d’une colonne metallique inoxydable (diametre 1/8 de pouce, longueur 3 
m). Le support inerte de cette colonnc (Chromosorb Q, Go-80 mesh) est impr6gx-k A. 
3% d’une phase stationnaire B groupements m&hyl (Silicone SE-30 ou de prefkence 
Silicone OV-I, qui est plus stable a des temp&atures 6lev6es). Le gaz vecteur (azote) 
est debit6 B 1.2 l/h, les debits d’hydrog&ne et d’air cornprime &ant respectivement de. 
1.2 l/h et de 24 l/h. 

Pr6paration des extraits. Toutes les phases de l’extraction sont conduites a une 
temperature voisine de o O. ‘Le materiel &g&al lyopllilise est broye au broyeur h billes 
(type Dangoumau), la poudre obtenue &ant alors reprise par un melange cl’ethanol et 
d’eau (80 : 20). Apres 30 min d’agitation, l’extrait est filtre et le r&iclu est 6puis6 
plusieurs fois par de l’alcool B 80%. Le filtrat obtenu contient les composes phenoli- 
ques et de nombreux autres composk (pigments, acides organiques, sucres, etc.) qui 
doivent &re elimines avant l’etude par chromatographie en phase gazeuse. Pour cela, 
l’dthanol est evapore sous vide & 30” et l’extrait aqueux obtenu est alors debarrasse 
des chlorophylles et des pigments carotenoides par trois extractions (v/v) a 1’Bther de 
p&role. 11 est d’autre part indispensable d’eliminer la plus grande partie des sucres de 
l'extrait ; en effet, ils y sont tres abondants et pourraient entrer en comp6tition avec 
les composes phenoliques au moment de la silylation. Dans ce but, l’extrait aqueux 
peut Qtre trait6 de deux man&es diff&entes: 

(i) Apres avoir ajoute & cet extrait un volume au moins &gal cl’alcool isoamyli- 
que, on Bvapore sous vide a 30”. L’eau est entraPn& dans l’azeotrope avec l’isoamylol 
et les sucres insolubles dans cet alcool precipitent, les composes phenoliques restant 
dans le surnageant isoamylique. 

(ii) 11 est egalement possible d’extraire les composds phenoliqucs par l’acetate 
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d’bthyle, apres avoir acidifie et renforce la force ionique del’extrait aqueux (par 
adjonctionde 2% d’acide mdtaphosphorique et de zo%-de sulfate d,ammonium)~La 
majorite des composes phenoliques passe dans l’acetate d’ethyle, le rendement &ant 
de 100% pour l’acide chlorogenique et les c&chines si la phase aqueuse est extraite 
quatre fois (v/v) par l’acdtate d’&hyle. Les extraits ainsi obtenus sont evapores SJ sec. 

Silylation des comf~os& ~h&zoZiqzces. Les composes phenoliques Studies sont 
transform& en composes volatilisables et stables aux temp&atures &levees par tri- 
rn&hylsilylation selon le mode experimental defini par PELLIZARI et aL7: les tdmoins 
utilises ainsi clue les extraits evapores a set sont dissous da 
anhydre, puis la trim&hylsilylation est realisee par addition f 

s 0.6 ml de pyridine 
de 0.3 ml d’hexamethyl- 

disilasane et 0.1 ml de trimCthylchlorosilane, & la temperature du laboratoire. Le 
melange est agite vigoureusement pendant I min puis on laisse se deposer Jentement 
le precipite de chlorure d’ammonium; les derives silylds des composes phenoliques 
presents dans le surnageant peuvent alors Btre s&par& et doses par chromatographie 
en phase gazeuse. 

Principe de la d&emni~zation et du dosage des co~@os& phknoliques des extmits. La 
determination des pits des chromatogrammes obtenus apres injection des extraits 
repose tout d’abord sur la comparaison de leurs distances de rCtention a celles de 
substances tc!moins dtudiees dans les memes conditions. Ces identifications sont con- 
firmees par introduction dans l’extrait d’une surcharge en temoin qui est suppose! 
correspondre h l’un des pits. De plus, diff&ents traitements chimiques (hydrolyse 
alcaline, extraction par divers solvants, etc.) ayanr pour but de faire disparaitre sp&i- 
fiquement un des constituants de l’extrait, permettent de verifier qu’& chacun des 
pits du chromatogramme ne correspond qu’un seul compose. 

Le dosage des compos& phenoliques cst base sur l’utilisation d’un Btalonnage 
internee, selon une methode d&rite et appliquee h, certains constituants des vegetaux 
par divers auteurs (GEHRKE et aLo pour les acides amines, DAVISON ET YOUNGER, 
KIMURA et aE.11, DE MINIAC la et GOLDBERG ET ROLAND~~ pour les sucres). Cette 
methode repose sur le choix d’un &talon interne et sur l’dtalonnage des reponses du 
detecteur pour chacun dw composes par rapport a cet Btalon. Parmi un certain 
nombre de composes, suscc; ,:ibles d’etre utilises comme &talon interne, nous avons 
retenu le rafhnose; en effet, le pit de son derive silyle n’interfere avec aucun des pits 
presents dans les extraits et, de plus, la reponse du d&ecteur est parfaitement propor- 
tionnelle & la quantite injectee. Les courbes d’etalonnage sont Btablies en injectant 
des quantites croissantes de chacun des composes temoins (acide chlorogenique de 0.8 
B 6 ,ug ; (+)-cat&chine de 0.3 & 5 ,ug), la quantit& d’btalon interne &ant gardbe con- 
stante pour toutes les experiences (5.76 ,ug). 

R&k&kzts qzcalitatifs 
Diverses tempdratures d’analyse (200,280 et 330”) ont 8te utilisees pour s&parer 

correctement les composes temoins etudies. A 200’ (Fig, IA et B), les acides phenoli- 
ques dCriv& de l’acide cinnamique (acides $-coumarique, ferulique, cafeique) ou 
derives de l’acide benzoi’que (acide gallique, etc.) sont detect& et s&pares ainsi que 
certains acides organiques (acides quinique et shikimique en particulier). 

Les temp&atures plus &levees ont permis de ddtecter des molecules plus com- 
plexes comme l’acide chlorogenique, la (+)-catdchine, le kaempf&ol & 280’ (Fig. IC) 
et la phloridzine (glucoside de la phloretine) a 330” (Fig. ID). 
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Fig. I. Chromatogr,zmmes obtcnus & zoo’ (A et B), ZI do0 (C) ct 330~ (D) clc mdlangcs de composds 
tdmoins : aciclcs shiltimique (I), quiniquc (2), gallique (3), Mruliquc (4), cafdiquc (5), o-, w ct p- 
coumariqucs (6, 7 ct 8); (-t-)-cst8chinc (o), 1tacmpfGrol (IO), acidc chlorogdniquc (I I), raffinosc 
(12), pklordtinc (13) ct pl~loriclzinc (14). 

La srSparation de ces composes est basee sur les differences de poids moleculaire 
et sur le nombre d’hydroxyles ph6noliques ou non presents dans la mol&ule4. Dans le 
cas particulier des acidcs o-, m- et p-coumariques, la separation semble due aux confi- 
gurations st8r6ochimiques diffferentes de lcurs molecules. 

Les composes ph6noliques complexes prkents dans les extraits BtudiCs &ant 
bien s&pares Q 280°, c’est & cette temperature que nous les avons identifies et doses. 

Le chromatogramme des extraits de parenchyme de pommes (Fig. 2A) montre 
plusieurs pits dont les deux plus importants ont et& identifies aux cat&chines et & 
l’acidc chlorogdnique. Le chromatogramme obtenu ZL partir des extraits de tomates 
“cerise” &colt&es B la fin de la croissance ne presente qu’un seul pit important, corres- 
pondant a l’acide chlorogenique (Fig. 2B). 

Dosage de I’acide chlorog&iquc et des cat&hinss 
Nous avons tout d’abord w5rifk.Z que, pour chacun de ces composBs, la reponse du 

detecteur est lineaire ; cependant, les coefficients de proportionaliteainsi d&ermines 
sont 4rEs variables au tours du temps car, aux temperatures d’analysc &levees, la 
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Fig. 2. Analyses B 280~ clcs cxtraits clc pnrcnchyme clc pommes (Ax) et de tomates “ccrisc” (BI) 
ct do ces mi?mes cxtrnits cn prdscncc de 1’8talon intcrnc (pit No. 3) ct cl’une surcharge cn acicle 
chlorogdniquc (chromatogrammes -42 ct Bz). Lc pit No. I cst iclcntifi6 B la (+)-catdchinc et Ic 
pit No. z ,Z l’aciclc chlorog&Gquc. 

phse stationnaire des colonnes Bvolue rapidement, Ces variations, trop importantes, 
nous ont conduits 9 utiliser une m&hode de dosage par Btalonnage interne. Dans ce 
cas, les reponses obtenues relativement B l’etalon interne choisi sont lineaires pour des 
quantites superieures a 0.6 ,ug (acide chlorogenique) et 0.2 ,ug (( +)-cat&hine) (Fig. 
3) ; le calcul de l’equation des droites et leur trace ont Bte faits selon la m&hode des 
moindres carres. Ces courbes d’etalonnage pcrmettent alors de calculer les quantites 
d’acide chlorog6nique et de catkhines presentes clans quelques extraits (Tableau I). 

L’Btude de ce tableau montre que l’utilisation de l’ac&ate d’bthyle ou de l’alcool 
isoamylique, pour purifier les extraits, conduit dans les deux cas a des resultats t&s 
comparables pour l’acide chlorogenique. D’autre part, la teneur en acide chloroge- 
nique et en cat&chines du parenchyme de pommes est nettement plus importante 
clans le plus jeune fruit ; ceci est d’ailleurs une don&e classique deja obtenue a l’aide 
d’autres techniques de dosageId-10. 

. I_ 

Disczcssio~t 
11 est done possible de s&parer et de doser correctement certains composes 

phenoliques en utilisant la chromatographie en phase gazeuse. 11 reste cependant 
indispensable d’etudier quels sont les facteurs susceptibles de modifier qualitative- 
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Fig. 3. lblonnagc de Is rdponsc clu &tcctour on function clcs quantitds cl’aciclc chlorogBniquc 
ct clc (+)-catc2chinc injcct6cs. La quantitb d’dtalon intcrnc cst garclb constnntc. 

TABLEAU I 

DOSAGE DE L’ACIDE CHLOROCdXIQUJ3 ET LJES CATl::CI-IINISS DES ESTRAI’I’S DE I’OhlMES ll’l’ IJE TOBlhTlES 

“CERISE” 

Lcs rdsultats sent cxprimds on mg/g clc matibrc skhc clc frnit. Chnquc valcur est lc?. moycnnc de 
quinzc dosngcs. l’intcrvsllo clc confiancc dcs moyenncs dtant calculd pour P = 95%. 

Poncnies l’omnles “CCYiSC” 

Aciclc chlorogdniquc 5.57 f 0.19 4.40 _c 0.4G 3.05 f 0.37 3.06 rt 0.37 
Cntdchincs 3,82 & 0.35 3.07 I 0.23 0 Q 

ment et quantitativement les r&ultats obtenus ct de les comparer A. ceux fournis par 
des m&hodes de dosage plus classiques. 

Iqhwtanca des conditions de silylntion. L’Btude critique des conditions de 
silylation a port& essentiellement sur deux points : le choix du solvant et les conditions 
exp&imentales. Les deux solvants classiquement utilisks sont la pyridine et la dim& 
thylformamide, La silylation dans la pyridine est totale apr&s I h et les d&iv& silylds 
sont alors stables penclant des mois s!ils sont conservQs & l’abri de toute trace de 
vapeur d’eau. Par contre, dans la dim&hylformamide la reaction est complGte apr&s 
quelques minutes mais les d&iv& sont instables et totalement hydrolys& au bout de 
12 h. Ces r&ultats, en accord avec ceux de BOUDET et nl,f’ ont conduit B choisir la 
pyridine. La temperature A laquelle se fait la reaction semble sans influence, entre 
o et IOOO, sur la rdponse enregistrde. De meme, la prksence d’oxyg&ne n’entraine audune 
variation par rapport au tdmoin trait6 sous azote. C’est d’ailleurs en pr&ence d’air que 
CATROUX ET BLACHURE~ pro&dent B la silylation de certains compos6s ph8noliques 
alors que PELLIZARL et aZ.7 effectuent cette r&action sotis atmosph&re d’azote. 
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Ces Etudes nous ont conduits au mode expkimental decrit precedemment, les 
seules prkautions particulieres & prendre &ant d’effectuer les silylations et de con- 
server les d&iv& silyl& ZI l’abri de toute trace d’eau. Cette contrainte pourra d’ailleurs 
vraisemblablement Qtre Bcartc!e par utilisation de nouveaux rr5actifs permettant la 
silylation en pr&ence d’ea+. 

Co~tlrBZe des rtkdtats qacantitatifs. Les resultats des dosages ont Bte contrBlt% de 
deux manieres differentes. D’une part, si une surcharge en acide chlorogenique est 
introduite dans une fraction aliquote d’un cxtrait, on la retrouve 21.96% apr8.s silyla- 
tion et dosage ; les 4% manquants correspondent peut-6tre & des pertes au moment de 
la silylation. D’autre part, la determination par dosage spectrophotometrique de la 
teneur d’un extrait en acide chlorog&rique conduit $ une valeur (5.49 mg/g de mat&e 
s&che de fruit) qui, bien qu’entachee d’une l&g&e erreur systematique par defautlb, est 
nettement situ&c dans l’intervalle de confiance (I? = 95%) de la moyenne des valeurs 
obtenues par chromatographie en phase gazeuse (5.57 &- 0.24 mg/g de matike s&he 
de fruit) ; les deux teneurs ainsi d&erminees ne sont done pas significativement diffe- 
rentes au seuil de probabilite choisi. Ces deux methodes sont done tout k fait compa- 
rables quantitativement, l’int&& essentiel de la chromatographie en phase gazeuse 
reposant sur la prdcision d’analyse et sur la rapidit. qui permet pour un m&me extrait 
de faire de nombreux dosages successifs. 

L’etude dcs extraits par chromatographie sur papier permet cependant de mettre 
en kidence et de doser Bventuellement divers compost% qui ne sont pas identifies ou 
detect 8s par chromatographie en phase gazeuse. Ainsi, la presence d’acide P-coumaryl- 
quinique et de +-coumaryl-glucose dans le parenchyme des pommesl”, d’h&&osides 
de flavonols et de d&iv& de l’acide ferulique dans la tomate “cerise” (FLEURIET~~), 

n’est pas nettement mise en evidence ici. Diverses causes peuvent expliquer ce fait, en 
particulier les coefficients de reponse tres faibles de certains composes, la perte possible 
d’l&brosides complexes au tours des operations conduisant ZI la purification des 
extraits ou peutG!tre une silylation incomplete en fonction d’une competition possible 
entre les divers composes presents. 

La mise en 6vidence par chromatographie sur papier des composes ph&noliques 
d’un extrait restc done importante pour orienter l’identification des pits obtenus par 
chromatograpliie en phase gazeuse. 

Com?usion 
La chromatographie en phase gazeuse permet done de s&parer et de doser 

quelques-uns des principaux composes phenoliques presents dans les extraits v6getaux. 
Cette technique se revi9e satisfaisante par sa”jScision, sa rapidite et sa grande sensi- 
bilitd puisqu’elle permet de detecter et de doser des quantites inferieures a I pg. 
Cependant, l’analyse et le dosage de tous les composes phbnoliques d’un extrait ne 
peuvent se faire en travaillant & une seule temperature; en effet, l’ensemble de ces 
compos& pr&ente une trEs grande diversite portant sur le poids molkulaire et la 
structure, en particulier sur le nombre et la position des groupements bydroxyles. Les 
composds les plus complexes ne peuvent ainsi &re 6tudies qu’B des temperatures 
81ev8es (supdrieures a 300’) ou apr&s degradation chimique 011 enzymatique de leur 
molbcule. Dans tous les cas, il sera indispensable d’analyser ces cxtraits & plusieurs 

‘. ‘* 
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temp&atures, en programmation de temphature et d’utiliser des phases stationnaires 
poss6dant dcs propriMs de rbention diffckentes. 
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