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Nous avons prtcidemment Ctudit les acides et aldehydes phtnoliques d’une 
E&a&e de haute-montagne Loiseleuria procumbens1-3 selon un prodde qui met en 
oeuvre une extraction en milieu basique de la plante. Dans ces conditions l’acide 
(hydroxy-4-phenyl)-3-propionique a et& identifie 3. On sait par ailleurs que cet acide 
(acide phloretique) est un des prod&s de degradation en milieu basique du phlorid- 
zoside. Ce glucoside, tres rtpandu dans le regne vCgCta1, en particulier chez les Ro- 
sac6es4*5, a Cte mis en evidence chez L. procumbens. Nous decrivons ici une methode 
de dosage du phloridzoside par chromatographie liquide haute-performance (CLHP) 
et nous repondons a la question de savoir si l’acide phloretique existe reellement dans 
la plante ou est un artifact form6 lors du traitement du vigetal en milieu basiquelm3. 

PARTIE EXPeRIMENTALE 

Appareil 
Le dispositif utilise comprend: une pompe Merck LC-655A-11, un injecteur 

Rheodyne 7125 equip6 d’une boucle d’injection de 20 ~1; un spectrophotomttre Shi- 
madzu SPD-6A regle d 275 nm avec une cuve de 8 ~1; un enregistreur lineaire Linear. 

La separation est obtenue sur une colonne analytique Hibar (250 x 4 mm, 
Merck) contenant la phase stationnaire inversee LiChrosorb RP- 18 (granulometrie 
5 pm), bquipte dune pre-colonne (30 x 4 mm) de m&mes caractbristiques. 

Le solvant d’elution est un melange eau-acetonitrile-acide adtique (76:22:2) 
avec un debit de 1 ml/min. 

Extractions de L. procumbens (plante entihe) 
Quatre types d’extraction de la plante &he ont Cte realisis: 
Traitement 1. 15,9 g de poudre vtgetale sont extraits au Soxhlet par chloro- 

forme (1 1; l/2 h) ce qui permet d’6liminer lipides et pigments puis par 
chloroforms-methanol (50:50, v/v) (1 1; 12 h). Aprts evaporation sous vide du binaire 
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d’extraction, on obtient 45 g dun residu qui sera inject6 en chromatographe liquide 
en solution methanolique. 

Truitement 2. 0,476 g de poudre &g&tale est extrait a l’eau a 20°C (50 ml; l/2 
h). Apres centrifugation, la solution sera injectee directement en chromatographe 
liquide. 

Traitement 3. 0,467 g de poudre vegetale est extrait a l’eau a 100°C (50 ml; l/2 
h). On optre ensuite de la m&me man&e que pour le traitement 2. 

Traitement 4.0,502 g de poudre vegetale est extrait par l’hydroxyde de sodium 
1 N (50 ml; 12 h; 20°C). Apres centrifugation et acidification a pH 1, la solution est 
extraite par Pa&ate d’ethyle. Le residu aprb evaporation sous vide de Pa&ate 
d’ethyle est inject& en chromatographie liquide en solution dans le mithano13. 

kalonnage du phloridzoside (iI) et du phlorPto1 (iZ) par l’acide cinnamique (e) 
LAS trois produits sont commerciaux (Sigma). 
On realise une solution de phloridzoside (4,72 mg) et de phloretol (2,76 mg) 

dans 2 ml de methanol. A 0,l ml de cette solution sont ajoutes successivement 1,0,3, 
O,l, 0,05 ml dune solution mtthanolique d’acide cinnamique a 0,49 mg/ml. Les trois 
composes sont parfaitement &pares par CLHP sur colonne RP-18 en utilisant un 
melange ternaire eau-acetonitrile-acide acetique. L’echelonnement optimum du 
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Fig. 1. Chromatogramme du mklange d’tchantillons commerciaux de phloridzoside (PHZ), de phlorktol 
(PHOL) et d’acide cinnamique (e). Phase stationnaire; LiChrosorb RP-18; phase mobile: eau- , 
acktonitrile-acide acktique (76:22:2); dbbit: 1 ml/min; d&&ion UV B 275 nm. 
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temps de retention des trois produits a ite obtenu pour un taux en acitonitrile de 
22% (Fig. 1 et Tableau I). Les courbes d’etalonnage mi/me = f(AJA,) (ml/m, = 
rapport des masses ichantillon sur &talon interne; AI/A, = rapport des aires echan- 
tillon sur &talon inteme) sont des droites d’equation: 

Phloridzoside: y, = 4,748x1 - 0,06 
(coefficient de correlation: r = 0,998; 
erreur-type d’estimation: a,,, = 0,023) 
Phloretol: y2 = 2,777~~ + 0,06 
(coefficient de correlation: r = 0,999; 
erreur-type d’estimation: a,,, = 0,015) 

Hydrolyses basiques 
Le phloretol(5,l mg) et le phloridzoside (5,7 mg) sont trait& indiependamment 

TABLEAU I 

TEMPS DE RkTENTION DES COMPOSI?S DE RkFkRENCE 

Colonne LiChrosorb RP-18 tide par le mtlange eau-acttonitrile-acide acktique (76:22:2) avec un debit 
de 1 ml/min. 

compose Formule Temps de 
rCtention (min) 

TRR* 

Acide 
phlorktique 690 0,21 

OH 

HO 

Phloridzoside 13,2 0.47 

Acide 
cinnamique CH=CH-COOH 28,2 

OH 

HO 

Phlorktol 

OH 0 

l TRR = Temps de rktention relatif par rapport d l’acide cinnamique introduit comme &talon 
inteme. 
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par 50 ml d’hydroxyde de sodium 1 N sous agitation a temperature ambiante (20°C) 
pendant 12 h. Aprts acidification a pH 1, extraction par l’acitate d’ethyle puis &a- 
poration du solvant, on ajoute 1 ml d’une solution methanolique d’acide cinnamique 
a 0,49 mg/ml et chacune des deux solutions est injectee en chromatographie liquide 
(Figs. 2 et 3). 

RkXJLTATS ET DISCUSSION 

Les temps de retention des composes de reference, acide phloritique, phlorid- 
zoside et phloretol sont consign& dans le Tableau I, ainsi que leurs temps de retention 
relatifs par rapport a l’acide cinnamique que nous avons choisi comme &talon interne. 
Les chromatogrammes des solutions d’extraction de la plante sont present& dans les 
Fig. 4A-D. L’etalonnage par l’acide cinnamique permet d’evaluer les taux respectifs 
de phloridzoside et de phloretol extraits selon les quatre modes de traitements d&its 
plus haut. Les resultats sont report& dans le Tableau II, oti figure egalement le taux 
d’acide phloretique dCtermini dans un travail prectdent3. Ces resultats appellent les 
commentaires suivants. 

(1) Le phloridzoside est extrait prtferentiellement au methanol et a l’eau chau- 
de, ce qui est en accord avec les proprietes de solubilite de ce produit. La difference 
des taux observee entre les extractions basique (traitement 4) et neutre (traitement 2) 
a temperature ambiante s’explique par le partage du phloridzoside entre la phase 
aqueuse acide et la phase acetate d’ethyle intervenant dans le traitement 4. Nous 
avons virifie en effet qu’en traitant, selon 4, 5,7 mg de phloridzoside commercial, 2,5 
mg seulement sont retrouves dans la phase acetate d’ethyle. Cette extraction ttmoin 
montre de plus que le phloridzoside ne subit aucune degradation en phloretol et en 
acide phlorttique au tours du traitement que nous avions precedemment retenu3 
(Fig. 2). 

(2) Le phlorttol n’est observe que dans l’extrait methanolique (traitement 1) 
et a Mat de traces dans l’extrait basique (traitement 4). Insoluble dans l’eau, il nest 
pas mis en evidence lors des traitements 2 et 3. Soluble en milieu basique, il est extrait 
de la plante lors du traitement 4, mais n’est dtcele qu’a l’etat de traces. De la mtme 
man&e que pour le phloridzoside, une extraction temoin de 5,l mg de phloretol 
commercial selon le traitement 4, conduit a 1,4 mg seulement de ce produit dans la 
phase acetate d’ethyle. Nous observons par ailleurs que cette hydrolyse du phloretol 
fournit de l’acide phloretique en faible proportion (Fig. 3). 

(3) L’acide phloretique n’est mis en evidence que par l’extraction en milieu 
basique (traitement 4). Nous avons v&fit par co-injection qu’il n’est pas present 
dans les extraits methanolique (traitement 1) et aqueux (traitements 2 et 3). D’autres 
chercheurs4+ ont observe que cet acide pouvait se former par traitement basique du 
phloridzoside. Nous avons alors vCrifiC: que l’hydrolyse du phloridzoside par la soude 
2 N a 1OOV produit bien de l’acide phlorbtique. Par contre, nous avons montre 
(Fig. 2) que la soude 1 N a 20°C ne degrade pas le phloridzoside en acide phloretique. 
Nous sommes done en mesure d’affirmer que le protocole experimental que nous 
avons adopt6 pour l’etude des composes phenoliques des vegetaux1-3 ne degrade pas 
le phloridzoside present dans Loiseleuria procumbens. L’acide phloretique observe 

I 

n’est done pas un art&fact. Le traitement que nous avons propose* permet d’extraire 
la plante en milieu basique dans des conditions deuces (hydroxyde de sodium 1 N, 
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Fig. 4. (Continuk sur lap. 324) 
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Fig. 4. 



PHZ 

325 

0 15 30 45 6'0 min 

Fig. 4. (Continuk sur lap. 326) 
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Fig. 4. Analyses de solutions de Loiseleuriu procumbens (L.) Desv. (Ericaceae). &Ion interne: acide cin- 
namique (e). A, B, C et D: extraction selon traitement 1, 2, 3 et 4, respectivement. Conditions de la 
chromatographie identiques g celles de la Fig. 1. 
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TABLEAU II 

‘TAUX DE PHLORETOL, PHLORIDZOSIDE ET ACIDE PHLORETIQUE EN mg/g DE PLANTE 
SECHE SELON DIFFERENTES CONDITIONS D’EXTRACTION 

Traiiement Conditions 

Solvant Tempbrafure 

Compost! ident@ et dosC 

Aciak Phlorid- 
phloretique zoside 

Phloretol 

chloroforme- 
methanol 
(50:50, v/v) Soxhlet - 80 2 
eau 20°C - 40 - 
eau loo=C - 66 - 

hydroxyde de 
sodium 1 N 2o’c 575 20 traces 

20°C) et de doser l’acide phlorktique effectivement p&sent dans l’tchantillon vkgktal. 
Seule une faible partie de celui-ci pourrait provenir d’une hydrolyse basique du phlo- 
rttol dans ces conditions (Fig. 3). 
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