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Nous avons précédemment étudié les acides et aldéhydes phénoliques d’une
Ericacée de haute-montagne Loiseleuria procumbens'=3 selon un procédé qui met en
oeuvre une extraction en milieu basique de la plante. Dans ces conditions I’acide
(hydroxy-4-phenyl)-3-propionique a été identifié3. On sait par ailleurs que cet acide
(acide phlorétique) est un des produits de dégradation en milieu basique du phlorid-
zoside. Ce glucoside, trés répandu dans le régne végétal, en particulier chez les Ro-
sacées* 5, a &té mis en évidence chez L. procumbens. Nous décrivons ici une méthode
de dosage du phloridzoside par chromatographie liquide haute-performance (CLHP)
et nous répondons a la question de savoir si I'acide phlorétique existe réellement dans
la plante ou est un artéfact formé lors du traitement du végétal en milieu basique! 3.

PARTIE EXPERIMENTALE

Appareil

Le dlsposmf utilisé comprend: une pompe Merck LC-655A-11, un injecteur
Rhéodyne 7125 équipé d’une boucle d’injection de 20 ul; un spectrophotométre Shi-
madzu SPD-6A réglé a 275 nm avec une cuve de 8 ul; un enregistreur linéaire Linear.

La séparation est obtenue sur une colonne analytique Hibar (250 x 4 mm,
Merck) contenant la phase stationnaire inversée LiChrosorb RP-18 (granulométrie
5 um), équipée d’une pré-colonne (30 x 4 mm) de mémes caractéristiques.

Le solvant d’élution est un mélange eau—aceton1tr11e—ac1de acétique (76:22:2)
avec un débit de 1 ml/min.

Extractions de L. procumbens (plante entiére)

Quatre types d’extraction de la plante séche ont été réalisés:

Traitement 1. 15,9 g de poudre végétale sont extraits au Soxhlet par chloro-
forme (1 I; 1/2 h) ce qui permet d’éliminer lipides et pigments puis par
chloroforme-méthanol (50:50, v/v) (1 ]; 12 h). Aprés évaporation sous vide du binaire

0021-9673/86/$03.50 © 1986 Elsevier Science Publishers B.V.



NOTES 319

d’extraction, on obtient 4,5 g d’un résidu qui sera injecté en chromatographe liquide
en solution méthanolique.

Traitement 2. 0,476 g de poudre végétale est extrait a 'eau a 20°C (50 ml; 1/2
h). Aprés centrifugation, la solution sera injectée directement en chromatographe

- liquide.

Traitement 3. 0,467 g de poudre végétale est extrait 4 I'eau 4 100°C (50 ml; 1/2
h). On opére ensuite de la méme maniére que pour le traitement 2.

Traitement 4. 0,502 g de poudre végétale est extrait par I’hydroxyde de sodium
1 N (50 ml; 12 h; 20°C). Aprés centrifugation et acidification 4 pH 1, la solution est
extraite par l'acétate d’éthyle. Le résidu aprés évaporation sous vide de I'acétate
d’éthyle est injecté en chromatographie liquide en solution dans le méthanol3.

Etalonnage du phloridzoside (i,) et du phlorétol (i) par l'acide cinnamique (e)

Les trois produits sont commerciaux (Sigma).

On réalise une solution de phloridzoside (4,72 mg) et de phlorétol (2,76 mg)
dans 2 ml de méthanol. A 0,1 m! de cette solution sont ajoutés successivement 1, 0,3,
0,1, 0,05 ml d’une solution méthanolique d’acide cinnamique a 0,49 mg/ml. Les trois
composés sont parfaitement séparés par CLHP sur colonne RP-18 en utilisant un
mélange ternaire eau-acétonitrile—acide acétique. L’échelonnement optimum du

PHZ

PHOL

e

1% 35 JS 65 min
Fig. 1. Chromatogramme du mélange d’échantillons commerciaux de phloridzoside (PHZ), de phlorétol
(PHOL) et d’acide cinnamique (e). Phase stationnaire; LiChrosorb RP-18; phase mobile: eau-
acétonitrile-acide acétique (76:22:2); débit: 1 ml/min; détection UV a 275 nm.



-

NOTES

320

"1 "31 ®[ ap 3790 € sanbnuap: smderdoleworys ef ap suompuoy (3) anbrareuuo opioe ooy uorely
“(Hd'v) subngiopyd spioe us K103pAY 19 D07 ¥ N [ WnIpos ap apAxoipAy,| 1ed 91ren [ewisurwos (TOHJ) [033107yd 3p uonnjos sun,p swrwesSojewony) ¢ 81,y
"1 ‘81 ©[ 9p s3[[a0 ¢ sonbyuopi anydeiforeworyd vy ap suonIpuo))
(3) anbrweuuis apor :amimu UOIEYJ "D,0T € N 1 WNIPos ap opAx0IpAt| 1ed 9irey) [BoISWWOD (ZHd) spisozpuopyd ap uonnjos sun p surwerdojewoly) ‘g $ig
ulw 09 Sv o€ Si 0 ulwoag Sy 0g Si [o]

| i 1 4 : - }

1 1 ]
¥ ! 1 ¥ A T T Li T R

T0Hd
Hd'v

ZHd



NOTES 321

‘temps de rétention des trois produits a été obtenu pour un taux en acétonitrile de
22% (Fig. 1 et Tableau I). Les courbes d’étalonnage my/m. = f(A;/A.) (mi/m, =
rapport des masses échantillon sur étalon interne; 4;/4. = rapport des aires échan-
tillon sur étalon interne) sont des droites d’équation:

Phloridzoside: y;, = 4,748x; — 0,06
(coefficient de corrélation: r = 0,998;
erreur-type d’estimation: a,, = 0,023)
Phlorétol: y, = 2,777x, + 0,06
(coefficient de corrélation: r = 0,999;
erreur-type d’estimation: a,, = 0,015)

Hydrolyses basiques
Le phlorétol (5,1 mg) et le phloridzoside (5,7 mg) sont traités indépendamment

TABLEAU 1
TEMPS DE RETENTION DES COMPOSES DE REFERENCE

Colonne LiChrosorb RP-18 éluée par le mélange eau-acétonitrile-acide acétique (76:22:2) avec un débit
de | ml/min.

Composé Formule Temps de TRR*
rétention (min)

Acide HO CH—C :
phlorétique o CH,——Coon 6,0 0,21

OH
HO OH O
Phloridzoside O 13,2 0,47

O\O

f3—D-— glucose

Acide
cinnamique CH==CH—COOH 28,2 1,00

OH
HO OH O
Phlorétol O 59,4 2,10

OH o]

* TRR = Temps de rétention relatif par rapport a I'acide cinnamique introduit comme étalon
interne.
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par 50 ml d’hydroxyde de sodium 1 N sous agitation a température ambiante (20°C)
pendant 12 h. Aprés acidification a4 pH 1, extraction par ’acétate d’ethyle puis éva-
poration du solvant, on ajoute 1 ml d’une solution méthanolique d’acide cinnamique
a 0,49 mg/ml et chacune des deux solutions est injectée en chromatographie liquide
(Figs. 2 et 3). '

RESULTATS ET DISCUSSION

Les temps de rétention des composés de référence, acide phlorétique, phlorid-
zoside et phlorétol sont consignés dans le Tableau I, ainsi que leurs temps de rétention
relatifs par rapport a I’acide cinnamique que nous avons choisi comme étalon interne.
Les chromatogrammes des solutions d’extraction de la plante sont présentés dans les
Fig. 4A-D. L’étalonnage par I'acide cinnamique permet d’évaluer les taux respectifs
de phloridzoside et de phlorétol extraits selon les quatre modes de traitements décrits
plus haut. Les résultats sont reportés dans le Tableau II, ou figure également le taux
d’acide phlorétique déterminé dans un travail précédent3. Ces résultats appellent les
commentaires suivants.

(1) Le phloridzoside est extrait préférentiellement au méthanol et 4 ’eau chau-
de, ce qui est en accord avec les propriétés de solubilité de ce produit. La différence
des taux observée entre les extractions basique (traitement 4) et neutre (traitement 2)
a température ambiante s’explique par le partage du phloridzoside entre la phase
aqueuse acide et la phase acétate d’éthyle intervenant dans le traitement 4. Nous
avons vérifié en effet qu’en traitant, selon 4, 5,7 mg de phloridzoside commercial, 2,5
mg seulement sont retrouvés dans la phase acétate d’éthyle. Cette extraction témoin
montre de plus que le phloridzoside ne subit aucune dégradation en phlorétol et en
acide phlorétique au cours du traitement que nous avions précédemment retenu3
(Fig. 2).

(2) Le phlorétol n’est observé que dans I’extrait méthanolique (traitement 1)
et 4 ’état de traces dans I’extrait basique (traitement 4). Insoluble dans Peau, il n’est
pas mis en évidence lors des traitements 2 et 3. Soluble en milieu basique, il est extrait
de la plante lors du traitement 4, mais n’est décelé qu’a I’état de traces. De la méme
maniére que pour le phloridzoside, une extraction témoin de 5,1 mg de phlorétol
commercial selon le traitement 4, conduit 4 1,4 mg seulement de ce produit dans la
phase acétate d’éthyle. Nous observons par ailleurs que cette hydrolyse du phlorétol
fournit de P’acide phlorétique en faible proportion (Fig. 3).

(3) L’acide phlorétique n’est mis en évidence que par P’extraction en milieu
basique (traitement 4). Nous avons vérifié par co-injection qu’il n’est pas présent
dans les extraits méthanolique (traitement 1) et aqueux (traitements 2 et 3). D’autres
chercheurs*~% ont observé que cet acide pouvait se former par traitement basique du
phloridzoside. Nous avons alors vérifié que ’hydrolyse du phloridzoside par la soude
2 N a 100°C¢ produit bien de I’acide phlorétique. Par contre, nous avons montré
(Fig. 2) que la soude 1 N 4 20°C ne dégrade pas le phloridzoside en acide phlorétique.
Nous sommes donc en mesure d’affirmer que le protocole expérimental que nous
avons adopté pour I’étude des composés phénoliques des végétaux!~3 ne dégrade pas
le phloridzoside présent dans Loiseleuria procumbens. L’acide phlorétique observé
n’est donc pas un artéfact. Le traitement que nous avons proposé? permet d’extraire
la plante en milieu basique dans des conditions douces (hydroxyde de sodium 1 N,
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Fig. 4. Analyses de solutions de Loiseleuria procumbens (L.) Desv. (Ericaceae). Etalon interne: acide cin-
namique (€). A, B, C et D: extraction selon traitement 1, 2, 3 et 4, respectivement. Conditions de la
chromatographie identiques a celles de la Fig. 1.
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TABLEAU I
*TAUX DE PHLORETOL, PHLORIDZOSIDE ET ACIDE PHLORETIQUE EN mg/g DE PLANTE
SECHE SELON DIFFERENTES CONDITIONS D’EXTRACTION

Traitement Conditions " Composé identifié et dosé
Solvant Température Acide Phlorid- Phioretol
phloretique zoside
1 chloroforme—
méthanol
(50:50, v/v) Soxhlet - 80 2
2 eau 20°C - 40 -
3 eau 100°C - 66 —
4 hydroxyde de
sodium 1 N 20°C 5,5 20 traces

20°C) et de doser I’acide phlorétique effectivement présent dans 1’échantillon végétal.
Seule une faible partie de celui-ci pourrait provenir d’une hydrolyse basique du phlo-
rétol dans ces conditions (Fig. 3).
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