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SUMMARY 

Quantitative autoanalysis of @enolic acids hy lipid cltvomatogvaplty on a Polyclav 
cohvtn and zcltvaviolct s~cctvo$hotonaet~y 

Phenolic acids of wide occurrence in plants have been separated by liquid 
chromatography on a Polyclar column. Experimental conditions leading to an op- 
timal resolution have been defined (eluting solvents, elution gradient, flow rate, 
column length, and elution temperature). Each compound eluted from the adsorbant 
was automatically estimated quantitatively by a recording ultraviolet spectrophoto- 
meter: quantities as low as 0.1 pmole could be detected. 

The application of this method to the study of phenolic acids in plants and 
also to the separation of other phenolic compounds is discussed. 

INTRODUCTION 

La mise au point de methodes de separation et de dosage automatiques des 
acides aminW, des sucresa~s et des acides organiquesb, en permettant l’obtention d’un 
grand nombre de r&.ultats, a largement contribue a la,connaissance de ces m&aboIites 
chez les organismes vivants. Pour les compos& phenoliques des vbgetaux, en re- 
vanche, alors que se developpait I’analyse qualitative (Bate-SmithG, x948), le domaine 
quantitatif n’btait pas aborde. 

En 1~59, Swain et Hill.@, decrivaient une technique de dosage des ph6nols 
totaux, des flavonols, des leucoanthocyanes et des anthocyanes, mais l’btude in- 
dividuelle de chaque compose phBnoIique n’etait pas envisagde. El Basyouni et 
Towers’ puis plus r&cemment, Van Sumere et al. 8, dosaient spectrophotom&riquement 
les acides phbnoliques apres separation par chromatographie sur papier bidimen- 
sionelle ou sur couches minces (“multiple elimination thin-layer chromatography”). 
Seki et aZ.0 (separation des acides phdnoliques), Pictet et BrandenbergerlO puis, 
Hanson et Zuckerrl ,(Btude de l’acide chlorog6nique) et Norhammer et aZ.12 (pour les 

*flavonoPdes et les antraquinones) prbferaient la chromatographie sur colonne. Cette 
,derni&re technique, quoique plus adapt&e aux Etudes quantitatives, souffrait cependant 
de l’absence d’un adsorbant sp6cifique des compos& phenoliques. 
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Le Polyclar AT (polyvinylpyrrolidone insoluble), utilisi! pour la clarification 
de la bier-e et clu vin13e14, la purification des estraits v6gbtauxf~-17, la separation 
des anthocyanesls-20, et mGme la chromatographie sur couches minces21, pouvait 
presenter les qwalit& requises pour la chromatographie d’adsorption sur colonne des 
acides phenoliques. Dans la prdsente publication, les differents parambtres qui 
influencent la separation des acides phbnoliques sur colonne de Polyclar, sont btudies. 
Le couplage de cette technique de separation Q la spectrophotombtrie dans l’ultra 
violet a permis la mise au point d’une technique automatique de dosage des acides 
phbnoliques les plus couramment rencontrds chew Ies vbgdtaux. 

MATtiRIEL ET BIlbWODES 

Los $Yoda&s 
Les diff&ents acides phdnoliques de ref8rence, d’origine commerciale Merck, 

Pluka ou Schuchardt, ont 6ti! retenus en fonction de leur frGquencc chez les vCgb 
tauxsa-2s; le Tableau I donne la liste des composes utilisds et leur structure chirnique. 

Le Polyclar AT (General Anilin & Film Corp.) est purifie par action de l’acide 
chlorhydrique B 10 O/- (I : 5, p/v) pendant IO min a Bbullition sous reflux, puis lave 
par l’eau distill~e jusqu’b neutralit& On tamise alors la poudre de fagon a ne retenir 
que les grains de cliametre compris entre 60 et zoo ,um; on lave abondamment par 
de I’eau fraichement redistillde puis on d&hydrate par I’acetone. Apres evaporation 

TABLEAU I 

NATURE ET PORMULE ‘CIjIhlIQUE DES ACIDPS PElltNOLIQlJES tiTUDIiGS 
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du solvant, l’adsorbant est conserve en flacon color6 bouch6 (deux lots de Polyclar 
trait6 selon ce protocole ont pr8sente exactement les mQmes proprif%s rbolutives 
vis-a-vis des acides phbnoliques). Avant utilisation, le Polyclar est mis a gonfler deans 
le solvant d8sir8 pendant un quart d’heure, sous agitation lente. On laisse ensuite 
la poudre d&canter puis on Blimine le surnageant; cette operation r8pMe a trois 
reprises permet de se debarrasser des fragments provenant de 1’Bclatement des grains 
au tours du gonflement. 

L’eau et l’bthanol absolu utilisds pour les separations sont toujours redistill& 
avant l’emploi. 

Les colonnes, en verre, sont munies de jacquettes thermostatiques. De longueurs 
variables, elles pr8sentent to&es un diametre interieur de 1 cm. 

Un d8bit uniforme des solvants est assure par une pompe pbristaltique L.K.B. 
Perpex 2020. 

La detection et le dosage des acides phenoliques sont obtenus a l’aide d’un 
spectrophotom6tre Beckman DB (mod&5 pour l’analyse en flux continu), a trois lon- 
gueurs d’ondes prdd&ermin6es. L’enregistrement de l’absorption de l’effluent s’effec- 
tue a raison d’une mesure toutes les 20 set pour chaque longueur d’onde et un dhroule- 
ment du papier de 7.5 cm/h. 

,?&a& des dif&cnts pavam&ros influeapant la sb#avation dcs acides pJtknoliques 
L’adsm$tion dcs acides ~JtknoEiqucs SMY le PolycZav. Des etudes effectuees par 

divers auteurslt*20*27 montrent que l’adsorption des composes phbnoliques sur Poly- 
clar est optimale en milieu acide. Des dluants lhgerement acidifies par de l’acide 
sulfurique (0.05 M en concentration finale) ont done toujours Btd utilis6s de facon 
S donner aux phbnomenes adsorption-d&sorption le r81e principal au tours des &pa- 
rations. 

Le cltoix des solvants et l’ktablissement d’u?s gradient d’t&tion. Apres divers essais 
preliminaircs, 1’8thanol et l’eau en melange dans diverses proportions, ont 6t8 retenus; 

TABLEAU II 

VARIATION DES DISTANCES DE RtiTENTION DES AClDES PWltNOLIQlJES EN FONCTZON DE LA TLNIZUR 
EN &TNhNOL DE L’fiLUANT 

Conditions d’annlysc: colonnc, 75 cm: tcmp&aturc, 50”; debit I ml/min. 

Acides (dam I’ovdvc dc leuv d, 
cvoissaut) 

S~vias Acides 

Radicaux Mesuve dcs distances de v&ention 
(mm) en fonctiow dcs tenouvs on 
Ethanol (%) de l’&uant 

-ON -o-cw, 80 50 30 

Bonzoiquo Syringiquc I 2 398 231 376 
Vanilliquo I I 240 303 537 
$-HydroxybonzoYquc I 0 302 410 795 
Protocatdchiquo 2 0 645 772 1440 

Cinnamiquo Cinnamiquc 0 0 155 209 376 
IXruliquo I I 252 355 704 
$-Coumariquo I 0 302 437 IO10 
Caf&quo 2 0 . 624 815 1870 
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le Tableau II montre les variations des distances de retention de plusieurs acides 
phenoliques, en fonction de la teneur en alcool de l’bluant. 

L’examen de ce tableau permet de degager certaines caractk-istiquesi (I) 
Dans chacune des deux skies, benzoi’que ou cinnamique, l’ordre de sortie des acides 
est toujours identique et lie au nombre et fi la nature des radicaux fix& sur le cycle. 
(2) La r&ention augmente avec le nombre d’hydroxyles, les groupements mdthoxyl6s 
provoquant, a l’inverse, une diminution des temps de r&ention (ces r&ultats sont 
en accord avec ceux obtenus en chromatographie sur papier2e). 

Par ailleurs, si on Otudie la variation des differences (A) entre les distances 
de Mention, on peut mettre en evidence deux types de phdnom&nes (Fig. I): (I) 
A mesure entre deux compos6s voisins augmente toujours lorsque le solvant devient 
plus aqueux, sauf dans le cas des acides cinnamique et syringique pour lesquels la 
separation est plus importante en milieu Bthanolique. (2) La valeur de A entre les 
composes homologues de chacune des deux series (a$ des acides de la s6rie cinnamique 
moins & des acides presentant le mQme degre de substitution dans la serie benzoi’que) 
dkrolt toujours quand la teneur en eau de l’bluant diminue (on peut mQme assister 
dans le cas des acides cinnamique-benzoi’que et caf&que-protocatbchique a une 
inversion dans l’ordre de sortie des composes). 

I 
3 

Fig. I. Variation dcs diffkmccs (A ) cntre les distances de r&ontion ho quatre couples d’acides 
ph&noliques, en fonction de la tenour en Ethanol de l’bluant (conditions cl’analyse idcntiques 
h, cellcs mentionn&zs clans le Tableau II). I = F%rulique-vanilliquc; 2 I +coumarique+ 
h ydroxybenzdiquc ; 3 = cafdTquc-protocatdchiquc: 4 =+yringique-einnamique, 

Fig. 2. Dispositif permettant de rOaliscr un gradient de concentration adapt6 & la s0paration des 
acides phknoliques. 



StiPARATION ET DOSAGE AUTOMATIStiS DES ACIDES PHtiNOLIQUES =77 

A la suite de ces observations, il apparslSt que l’elution des acides phenoliques 
par un melange solvant de constitution constante est inadequate. 

Un gradient de concentration a bte rM..ise par l’utilisation d’un dispositif 
inspire de Hulme et Wooltorton sQ et repr@sentb par la Pig. z. Le corps de I’ampoule, 
d’un volume de 30 ml, contient le solvant A-ethanol-eau (65 : 35), H,SO,, 0.05 M- 
dont la teneur Glevee en ethanol permet la separation des acidcs cinnamique et sy- 
ringique; ce premier solvant est enrichi par un dluant plus aqueux-ethanol-eau 
(30: 70), H&SO4 0.05 M- adapt& a la separation des autres acides ph&noliques. La 
disposition particuliere des capillaires d’arrivee et de depart ont pour but le stockage 
au sommet de l’ampoule de l’air degage au tours du melange des deux solvants. La 
Fig. 3 donne l’allure du gradient de concentration obtenu S l’aide de ce dispositif. 

I 
I 

a b 
100 300 1000 Elusnt (ml) 

Fig. 3. Allure du gradient do concentration obtcnu h, I’sido du dispositif ropr&cntO par la Fig. 2. 

La longtiewv de la colonns. La l?ig. 4 montre l’evolution des distances de retention 
pour differents acides phenoliques en fonction de la longueur de la colonne, toutes 
conditions restant Bgales par ailleurs. On peut noter (I) qu’il existe une longueur 
de colonne minimale pour laquelle aucune separation n’est possible et (2) que la 
distance de retention (done du temps de l’analyse) croit avec la longueur de la colonne 
On observe que la separation entre les compos& &am&ore mais est accompagnee 
d’un Ctalement des pits. Une. colonne de I x zoo cm, representant un compromis 

. entre les cliff&rents parametres &non&s precedemment, a 6tr!? retenue dans le protocole 
ddfinitif (le rapport d :L = z: zoo correspondant d’ailleurs a celui preconise par 
ChovirP en chromatographie d’adsorption). 
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Pig. 4. Variation dcs distances de retention et do la largeur des pits mesureo L la mi-hautour 
(aeides p-coumarique et P-hyclrosybenzoi’quo), en fonction de la longueur de la colonne. r = CafeI- 
quo; 2 = protocatbchique; 3 = p-coumarique; 4 = p-hydroxybonzo?que; 5 = feruliquo; 6 = 
vanillique; 7 = cinnamiquc. 

La tem$t+ature de st+aratiom et le d&bit dab solvant d’&tion. Apres de nombreux 
essais prHiminaires, ces pwametres ont et& fixes respectivement a 60” et 1.08 ml/min, 
permettant une analyse dans un temps relativement court (20 h) et une pression 
& l’entree de la colonne de l’ordre de IO a 12 p.s.i. 

D&ection et dosage des acides $hknoliques dam C’ultra violet (chain des longueuvs d’ottdcs 
d’absovjtion) 

Les acides phbnoliques prdsentent des spectres d’absorption caractdristiques 
’ en lumiere ultra violette; cette propriete a Bte exploitee en vue de l’t?valuation des 

TABLEAU 111 

LONGTJEUR D’ONDR A LAQUELLE SERh Al’PRbXlkE L’ABSORPTION DE CHAQUE ACIDE PHitNOLIQUE 

A (rwz) 

a35 a65 3ae 

BenzoYque 
Salicylique 
Gentisique 
ta-Wydroxybenzoique 
a-Rbsorcylique 
y-Rbsorcylique 

Cinnamique 
trr-Coumarique 
p-Wydroxybenzdique 
Protocatechique 
@-Resorcylique 
Gallique 
Vanillique 
Syringique 

p-Coumarique 
o-Coumarique 
CafOYque 
P&ulique 
Sinapique 
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---SW i 

1 

Enremble de 

Thermoswisetion 

Fig. 5. Dispositif g&Oral utilisd pour la s0pamtion et lo dosage automatiques dos wicks ph0noliques. 
- - - -, Circuit clu fluido thermostat0 51 Go01 -, circuit du liquiclc d’6lution. 

substances dans l’effluent; d la sortie de la colonnc. Trois longueurs d’ondes ont 
BtB retenues: 235, 26.5 et 320 nm; le Tableau III indique & laquelle de ces valeurs 
sera appr%ci&e la quantite de chaque acide phbnolique p&sent dans l’bluant. 

Descvijdion du montage, autornatisation et fivotocole t.xv~krintentaZ 
La Fig. 5 reprksente le dispositif utilisb pour la separation et le dosage auto- 

matiques des acides phCnoliques et les diffdrentes connections entre les blbments. 
La colonne, l’ampoule B gradient et les flacons contenant les solvants sont main- 

tenus B 60” par un ensemble de thermostatisation. Avant utilisation, on Porte les 
solvants A et B B 70” sous r~frigkrant d reflux de faGon & les dCsa&er puis on les trans- 
vase, chauds,_dans leurs rkipients respectifs. Le Polyclar, tassd dans la colonne sous 
une pression de IO p.s.i. (correspondant & la pression maximum appliquCe au cows 
de l’analyse), est mis B bquilibrer pendant 12 h avec le solvant A au debit de 1.08 ml/min 
avant la premibre analyse. 

Les acides ph6noliques, en solution dans le premier solvant (I ml maximum), 
sont deposk au sommet de la colonne et l’analyse se poursuit pendant 20 II. Un 
interrupteur horaire commandant un syst&me de ‘vannes permet d’admettre & ce 
moment le solvant A. Le Polyclar est rdg&nW pendant 4 h et l’ensemble de l’ap- 
pareillage p&t pour une nouvelle amilyse toutes les 24 1~. 

L’ensemble.. spect,rophotom&tre-enregistreur traduit sous forme de pits la 
sortie des acides phenoliques; la mesure de la surface des pits par triangulation donne 
la quantit% de chaque acide phenol contenu dans l’extrait &u&d. 
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RIhLTATS ET DISCUSSION 
._ 

La mbthodc mise au point permet de sGparer et :cle,doser automatiqucment la 
plupart des acides phholiqucs rencontrds chez les v&$taux. La Fig. 6 reprhente 
l’blutogramme obtenu pour douze des composes les plus frBqucmment repr6sent8salS24_ 
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6c I 
Fig. 6. SBparation dcs douze acides phOnoliques 10s plus courammcnt roncontrk choz les v@%aux, 
obtenue selon le protocole mis au point. Lcs trois traces corrcspondcnt & la mesure de l’absorbance 
$235, 265 et 320 nm. 
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Dans les conditions retenuos la r&solution est bonne pour la plupart des composes et 
seuls les acides cinnamique-bcnzoi’que et sinapique-salicylique ne sont pas totale- 
ment &par&. 

Du point de vue du dosage, les Fig. 7 et 8 representent les courbes Btalons tracCes 
pour chaque acide et montrent que la proportionnalite entre la surface des pits et la 
quantitd d’acide dbposi! sur la colonne peut dtre Ctablie a partir de 0.3: h 0.2 pmole 
selon les acides. L’utilisation d’un choix judicieux de longueurs d’ondes (Tableau 
III) permet, en outre, d’evaluer les teneurs en acides cinnamique et benzofque. En 
&et, bien que ces deux substances ne soient pas separees, leurs spectres ultra violets 
Ctant diff&ents, il suffit de les doser respectivement a 265 et 235 nm. Dans ces con- 
ditions, l’erreur commise pour chacun d’eux est infkieure a & 5 %. 11 n’en est pas 
de mQme pour les acides sinapique et salicylique dont les spectres ultraviolets sont 
t&s semblables; 1’8tude des tracks B 235 et 265 nm permet cependant de determiner 
facilement la pr&ence simultanee ou non des deux composes dans l’extrait analyse 

Fig. 7. Courbcs Btalons montrant la proportionnalilx? cntro 10s surfaces mcsurOes sur I’blutogramme 
et IU nombro de j&molcs introduites sur la colonno pour huit acides pMnoliquos. 
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Pig. 8. Courbcs Btalons montrant la proportionnalit4 entrc Its surfaces mosurdcs sur 1’~lutogrammc 
et le nombre de /tmoles introcluitcs sur la colonne pour cinq autres acides phbnoliqucs. 

La Pig. g montre la separation obtenuc pour un mdlange complexe de seize 
acidcs pbenoliques et Is Pig. IO la position sur le diagramme de six acides ph&noliques 
tres rarement mis en dviclcnce chez les vegdtaux (l’acide o-coumarique par exemple 
n’est cite clue trois fois au tours des etudes de repartition chez les fougkes et les Phane- 
rogames entreprises respectivement par Bohm et Tryon et Ibrahim et Tower@, 
les acides 3,5- et z,+dihydroxybenzoPque identifiCs une seule fois et les acides 2,6- 
dihydroxybenzofque, ?jt-hydroxybenzoIque et ggt-coumarique, jamais citQ). 

L’application intensive de cette technique de separation et de dosage des acides 
phdnoliques ZL l’btude de differents milieux biologiques devrait sans doute permettre 
dans un proche avenir de determiner sans ambigui’t.8 la nature, l’origine metabolique 
et le r81e physiologique de ces substances. 

Par ailleurs, selon le m&me principe utilise pour les acides phdnoliques, mais 
par l’apport de modifications mineures (longueur de la colonne, allure du gradient 
d’blution, choix des longueurs d’ondes) la separation et le dosage automatiques 
d’autres substances phenoliques v6g&ales (coumarines, flavonoides, anthocyanes) 
devraient pouvoir Qtre envisages. 
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Fig. IO. Position SW 1’6lutogrammo de six acidcs phbnoliquos rarement pr0sonts choz Its vt5gktaux. 
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R&SUM& 

Les acides phenoliques les plus couramment rcncontres chew les vbgetaux sont 
.&par& par chromatographie en phase liquide sur colonne de Polyclar. Les conditions 
optimales de separation (nature de l’eluant, gradient d’elution, debit, longueur de 
la colonne et temperature d’blution) sont dtudibes. Le dosage automatique de chaque 
substance (dans une limite.inf&ieure de 0.1 ,umole) est obtenu par l’analyse spectro- 
photomdtrique directe de l’effluent en sortie de colonne. 

L’application de cette technique B l’etude des acides phCnol.iques vegbtaux et 
son extension eventuelle B la separation d’autres composes phenoliques 
cut&es. 
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