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SUMMARY 

Analysis of phenolic acids and aldehydes by high-performance liquid chromato- 
graphy: a comparative analysis of high mountain soils and their vegetation. 

A method is described for the analysis of phenolic acids and aldehydes by 
reversed-phase high-performance liquid chromatography with a ternary isocratic 
elution system. It is applied to the separation and the estimation of phenolic com- 
pounds issued from: (1) pyrenean soils at high altitude (Pyrenees-Orientales, France, 
2500 m), and (2) the main plant growing there. Phenolic extracts of soil and plant 
are isolated exactly in the same way by the procedure described. 

INTRODUCTION 

Les composes phenoliques sont largement repandus dans les vegetaux ou ils 
sont souvent combines a des sucres sous forme de glycosides ou d’esters’J. Certains 
d’entre eux, tels les acides hydroxybenzo’iques, hydroxycinnamiques et les aldehydes 
correspondants se trouvent tgalement dans les sols oti ils resultent de la dtcompo- 
sition de la matiere organique 3*4. La facilite avec laquelle ils s’oxydent leur confererait 
un role important dans les processus physiologiques qui entrainent l’inhibition de la 
germination des semences de nombreuses espBces4. 

Nous nous sommes interesds au dosage de ces substances dans le cadre de 
notre etude phyto-tcologique de l’etage alpin des Pyrenees-Orientales (France) pour 
laquelle nous comparons les rankers rencontres sous la mosa’ique du tapis vt?geta15g6. 
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Si l’on excepte la famille des Ericades, tres peu de vtigetaux de haute altitude ont 
fait l’objet d’analyses ’ chimiques - 9. Nous avons alors CtC amen&s $ envisager une 
analyse simultanee du sol et de la plante qui le recouvre avec un tres haut coefficient 
d’abondance-dominance. Le but etait double: determiner les caracttres specifiques 
de chaque taxon et comparer l’evolution de la mat&e organique de sols B Ccologie 
differente. 

Les avantages de la chromatographie liquide haute-performance (CLHP) sur 
la chromatographie gaz-liquide (CGL) et les autres techniques de chromatographie 
ne sont plus a demontrer en ce qui concerne la rapidite et la sensibilite de la methode 
pour la separation et le dosage des composts phenoliques dans les extraits de plan- 
teslO-15 

La mat&e organique des sols, ainsi que les parois cellulaires des vegetaux ont 
fait Cgalement l’objet d’une etude par CLHPl”. 

Toutefois l’utilisation des techniques actuellement d&rites ne nous ayant pas 
conduit a des resultats satisfaisants dans notre domaine de recherche, nous proposons 
une methode simple et reproductible de dosage des acides et aldehydes phtnoliques 
par CLHP, s’appliquant a l’analyse des sols et de leur vegetation. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Appareil 
Ce travail est effectue sur un chromatographe liquide Waters Assoc. compre- 

nant: une pompe modele 6000 A dtlivrant des debits de 0.1 ti 9.9 ml/min par inter- 
valles de 0.1 ml/min et supportant des pressions de 100 a 6000 p.s.i.; un injecteur 
universe1 modele U6K qui pcrmet l’injection de volumes allant de 1 pl a 2 ml, sans 
interruption de debit jusqu’$ une pression limite de 6000 p.s.i.; un dttccteur UV 
modele 450 a longueur d’onde variable de 190 a 700 nm, rCglC a 275 nm, avec un 
domaine de sensibilite de 0.01 a 2 unites d’absorbance et posstdant une cellule de 8 
~1; un enregistreur lineaire Omniscribe strie B 5000 a 10 mV pleine tchelle. 

Pour les separations chromatographiques, deux colonnes identiques sont uti- 
lisees en strie. 11 s’agit de colonnes en acier inoxydable, 250 x 4 mm, remplies de 
LiChrosorb RP-18 de granulometrie moyenne 7 pm (E. Merck, Darmstadt, Alle- 
magne Fed&ale). 

Solvan ts 
Trois solvants sont utilises en melange ternaire: eau, acttonitrilc et acide ace- 

tique. Les deux solvants organiques sont des produits Merck p.a. (E. Merck, Darm- 
stadt, Allemagne Fed&ale). L’eau est fraichement distillee et filtree sur filtre PVC 
Sartorius de 0.45 pm. Tous les solvants sont filtris sur verre fritte de porositt 4 et 
d&gazes sous vide juste avant leur emploi. 

Echantiilons standards 
Les acides et aldehydes phtnoliques de reference sont des produits commer- 

ciaux: acidesp-hydroxybenzo’ique, syringique, vanillique, coumarique, ferulique, cafe- 
ique, sinapique, p-anisique et aldehydes syringique, p-hydroxybenzo’ique 
(Aldrich-Europe, Belgique); acide protocatechique (Fluka, Suisse); vanilline et acide 
benzoyque (E. Merck). Les acides hydroxycinnamiques: coumarique, feruliquesina- 
pique et cafeique se trouvent sous les deux formes isomlres cis, trans. 
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Isolement des composks phtnoliques dans le sol et dans le kggttal 
La m&ho& d’isolement choisie s’applique a la fois au sol et au vegetal (en- 

semble des feuilles, tiges et racines). Elle s’inspire de la technique d&rite par Hartley 
et Ruchanr6 a laquelle nous apportons une modification avec I’extraction a l’a&tate 

d’ethyle. Ce procede permet d’ameliorer nettement I’analyse en CLHP par l’elimi- 
nation de nombreuses substances organiques qui perturbent les chromatogrammes. 

5 g de sol (set et broye) ou 500 mg de vegetal (set et broye) sont verses dans 
50 ml d’hydroxyde de sodium 1 IV. On agite 20 h sous azote, a temperature ambiante. 
Le mklange est ensuite centrifuge (1000 g) et filtre sur papier Whatman No. 1. Le 
culot de centrifugation est la+ avec 50 ml d’eau distill&e. 

Une fraction aliquote de 50 ml est extraite a l’acetate d’ethyle (3 x 100 ml). La 
phase aqueuse est acidifiie a pH 1 avec l’acide chlorhydrique 6 N, laissee une nuit au 
repos, puis centrifugke (2500 g) de facon a &parer les acides humiques (~01s) ou les 
acides humiques “nCoform6s” (w&g&al). Le culot de centrifugation est lave avec de 
I’eau acidifiee a pH 1; les eaux de lavage sont ajoutees au surnageant precedent. La 
solution obtenue est extraite a l’acetate d’kthyle (3 x 60 ml). La phase organique est 
refroidie a - 40°C pour Climiner l’eau, stchee sur sulfate de magnesium anhydre, puis 
evaporte. 

PrPparation des solutions pour i’analyse en CLHP 
Les melanges de reference sont effect&s a partir des solutions-meres de chaque 

Cchantillon standard (0.60 g/l dans le methanol) de telle sorte que les concentrations 
soient de l’ordre de 60 mg/l. L’etalonnage des constituants du melange se fait par 
rapport a l’acide p-anisique utilisc comme &talon interne (solution-mere a 0.51 g/l 
dans le methanol): on melange 5 ml d’acide p-anisique a des volumes variables de 
chaque standard et on complkte a 50 ml dans une fiole jaugee. 

L’extrait a l’acitate d’ethyle du sol ou du kg&al est prkalablement dissous 
dans 2 ml de methanol. On prkleve 1 ml, auquel on ajoute 1 ml d’eluant CLHP et 
0.2 ml de solution-mere d’acide p-anisique. La solution obtenue est inject&e directe- 
ment en CLHP. 

Rl%ULTATS ET DISCUSSION 

Nous avons mis au point la technique de separation sur deux melanges de 
reference: (a) acides protocattchique, p-hydroxybenzolque, syringique, vanillique, 
coumarique, ferulique, benzo’ique et aldehydes p-hydroxybenzo’ique, vanilline; (b) 
acides cafeique, sinapique et syringaldehyde. L’acide p-anisique est ajoute a chacun 
de ces melanges comme &talon interne. 

Ce travail de separation a ett effectue par chromatographie liquide en phase 
inverse sur LiChrosorb RP-18, avec un systcme d’elution isocratique polaire. Dans 
ces conditions d’analyse, les melanges ternaires decrits pour le dosage des composes 
phknoliques dans les ~01s: eau-n-butanol-acide ac6tique16 ou dans les vigetaux: 
eau-methanol-acide adtique’ 5 n’ont pas permis une bonne resolution des pits dans 
les chromatogrammes de (a) et (b). Nous l’expliquons par le fait que les alcools 
utilises augmentent la viscosite de l’eluant -la viscositb du n-butanol a 20°C est de 
2.95 cP, celle du methanol de 0.60 cP- ce qui diminue l’efficacitt de la colonne en 
reduisant le coefficient de diffusion des composes ainsi que sa permCabilitt17-1g. 
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Afin d’amkliorer la rksolution des composks &udit?s, nous avons utllist I’acC- 
tonitrile & la place des alcools pCctdents’4. Ce solvant est miscible d l’eau en toutes 
proportions et sa viscositt de 0.37 CP $ 20°C est bien infkieure A celles du n-butanol 
et du mbthanol. Aprks de multiples essais pkliminaires nous avons choisi le mklange 
ternaire: eau-acttonitrile-acide acktique (84: 14:2) qui permet la meilleure skparation 
dans nos conditions d’analyse (Tableau I et Figs. 1 et 2). 

Cet kluant conduit a une rksolution satisfaisante des acides et aldkhydes phC- 
noliques prtsents dans les mklanges (a) et (b). Toutefois, il ne nous a pas tttr possible 
de &parer, en syst6me isocratique, l’acide vanillique de l’acide syringique. Prkisons 
Cgalement que la prtsence de l’acide acttique est nkcessaire dans la phase mobile pour 
diminuer la train&e des pics14Jo. 

Dans l’optique d’une utilisation de cette technique pour l’analyse quantitative 
des substances phknoliques, nous avons &alonnC les composts de rtftrence par rap- 
port & I’acidep-anisique (Figs. 3 et 4). L’isomkrisation des acides hydroxycinnamiques 
sous l’action de la lumitre kvoluant rapidement en tours de dosage, nous les avons 
italonnCs dans leur ensemble (formes cis et trans rkunies). 

Les extraits phtnoliques des sols et des vCg&aux ont ttt obtenus de faGon 
rigoureusement identique par traitement a l’hydroxyde de sodium suivi d’une ex- 
traction a l’acktate d’kthyle, de l’acidification de la phase aqueuse et d’une deuxidme 
extraction $ l’acttate d’kthyle de la fraction acidosoluble. L’application de notre mC- 
thode CLHP g ces extraits est illustrte par les Figs. 5 et 6 et les Tableaux II et III. 

G&e d la technique d’extraction utiliske pour l’obtention de la fraction phC- 
nolique, la mithode de dosage d&rite dans cet article apparait comme parfaitement 
applicable B l’analyse des acides et aldthydes phknoliques contenus dans les sols et 

TABLEAU I 

TEMPS DE RBTENTION DES ACIDES ET ALDCHYDES PHfiNOLIQUES DE RI?FfiRENCE 

Colonne: phase inverse RP-18 Bhke par le mttiange eau~~acitonitrile-acide acktique (84: 14:2), avec un d&bit 
de 1.5 ml/min. 

NO. compos.4s Tetnp.s de rktention (win) 

1 Acide protocattchique 
2 Acide p-hydroxybenzo’ique 
3 Acide trans-cafkique 
4 Acide syringique 
5 Acide vanillique 
6 Acide cis-cafkque 
7 p-Hydroxybenzaldihyde 
8 Vanilline 
9 Syringaldkhyde 

10 Acide trans-coumarique 
II Acide cis-coumarique 
12 Acide trans-fkulique 
13 Acide truns-sinapique 
14 Acide cis-fkrulique 
15 Acide cis-sinapique 
16 Acide benzoi’que 
17 Acide p-anisique 

5.90 
9.38 

10.36 

10.89 

11.60 
13.85 
17.30 
18.83 
19.50 
21.06 
24.48 
24.80 
26.78 
27.95 
33.85 
47.26 
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Fig. 1. Chromatogramme du melange de reference (a). Phase mobile: eau--a&onitrile-acide acbtique 
(84:14:2); phase stationaire: LiChrosorb RP-18; debit: 1.5 ml/min; dttecteur: spectrophotometre UV, 275 
nm. Les numtros correspondent aux composes don&s dans le Tableau I. 
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Fig. 2. Chromatogramme du melange de reference (b). Conditions chromatographiques identiques a celles 
de la Fig. 1. Les numeros correspondent aux composes don&s dans le Tableau I. 
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Fig. 3. Courbes d’ktalonnage des acides et aldihydes phknoliques du mklange (a), par rtfkrence d l’acide 
p-anisique (&talon inteme); mi/me = rapports des masses khantillon sur &talon interne; Ai/Ae = rapport 
des aires Cchantillon sur &talon inteme; (a) acide benzdique; (0) acide p-hydroxybenzo’ique; (0) acide 
protocattchique; (0) acide ferulique; (W) acide coumarique; (A) acides syringique et vanillique; (A) 
vanilline; (0) p-hvdroxybenzaldthyde. 
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Fig. 4. Courbes d’etalonnage des acides et aldehydes phenoliques du melange (b) par reference $ l’acide 
p-anisique; ( x ) acide sinapique; (a) syringaldehyde; ( + ) acide cafeique. 
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TABLEAU II 

COMPOSITION DES EXTRAITS PHBNOLIQUES DE QUELQUES SOLS DE HAUTE ALTITUDE 
PYRENBENS 

(c): Sol a Loiseleuria procumbens Desf.; (d): sol a Trifolium alpinum L.; (e): sol a Festuca supina Schurr. 
Les analyses sont effecttrees au minimum deux fois sur le meme Bchantillon. 

MO. Composb Temps a’e rktention QuantitP I,ug/g sol set) 
(min) 

E d e 

2 
4 
5 
7 
8’ 
8 

10 
11 
12 
14 
16 

Acide p-hydroxybenzoique 9.38 406.20 362.26 344.82 
Acide syringique 
Acide vanilliaue 10.89 16.72 22.54 15.68 

p-Hydroxybehzaldehyde 13.85 6.22 3.62 2.36 
Non identifie* 15.55 >5,40 - - 
Vanilline 17.30 6.70 6.04 5.48 
Acide trans-coumarique 19.50 
Acide cis-coumarique 21.06 31.06 108.68 94.04 

Acide trans-ferulique 24.48 
Acide cis-ferulique 26.78 41.08 14.50 18.80 

Acide benzoLque 33.85 119.48 120.76 94.04 

* Son temps de retention se situe entre ceux du p-hydroxybenzaldthyde et de la vanilline 

TABLEAU III 

COMPOSITION DES EXTRAITS PHBNOLIQUES DE QUELQUES VBGBTAUX DE HAUTE AL- 
TITUDE PYRENBENS 

(c’): Loiseleuria procumbens Desf.; (d’): Trifohm alpinum L.; (e’): Festuca supina Schurr. Les analyses sont 
effect&es au minimum deux fois sur le mdme kchantillon. 

NO. Cornposh Temps de rhention Quantitd (mgjg vkgCtal see) 
(min) 

cl d e’ 

1 Acide protocatkchique 5.90 0.922 0.008 - 
2 Acide p-hydroxybenzo’ique 9.38 3.516 1.180 0.852 
4 
5 

Acide syringique 
Acide vanilliaue 

10.89 0.058 0.170 0.210 

7 p-Hydroxybenzaldehyde 13.85 0.014 0.004 0.024 
8’ Non identifiC* 15.55 >0.800 - 
8 Vanilline 17.30 - 0.008 0.086 

10 Acide trans-coumarique 19.50 
11 Acide cis-coumarique 21.06 
12 Acide trans-ferulique 24.48 
14 Acide cis-ferulique 26.78 
16 Acide benzo’ique 33.85 

0.528 0.290 5.224 

0.484 0.230 0.690 

1.010 1.008 1.050 

l Son temps de retention se situe entre ceux du p-hydroxybenzaldehyde et de la vanilline. 
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Fig. 5. Quelques exemples d’analyse de ~01s: (c), sol A Loiseleuria procumbens Desf. (Ericaceae); (d), sol 
& Trifolium alpinum L. (Papilionaceae); (e), sol B Festuca supina Schurr. (Gramineae). Conditions chro- 
matographiques identiques zi celles de la Fig. 1; acide p-anisique, &talon interne. 
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Fig. 6. Quelques exemples d’analyses de v&g&aux: (c’), Loiseleuria procumbens Desf. (Ericaceae); (d’), 
Trifolium alpimun L. (Papilionaceae); (e’), Festuca supina Schurr. (Gramineae). Conditions chromatogra- 
phiques identiques I celles de la Big. 1; acide p-anisique, &talon interne. 
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dans les vegetaux. Elle perrnet en particulier de montrer que la nature du tapis vegetal 
joue un role important dans la composition phenolique du sol; ce qui constitue une 
base de travail tres interessante pour la comparaison des sols de haute montagne, 
tant du point de vue statique que dynamique. 

RJ?SUMfi 

NOUS dtcrivons une methode d’analyse des acides et aldehydes phtnoliques 
par chromatographie liquide haute-performance en phase inverse, avec un systeme 
d’elution isocratique ternaire. Cette mtthode est appliquee a la separation et au do- 
sage des composes phenoliques issus: (1) de l’espece vegetale dominante sur ces ~01s. 
Les fractions phenoliques du sol et de la plante sont extraites de faGon rigoureusement 
identique suivant un protocole que nous detaillons. 
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