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RESUME, — Aprés extraction par 1'éthanol & 80 p. cent, les
composés phénoliques des pommes sont séparés par chromatographie
sur papier, Parmi les nombreux polyphénols présents, l'acide chlo-
rogénique est particuliérement abondant. Une méthode de dosage
des « phénols totaux » est analysée et on montre l'insuffisance des
résultats qu'elle apporte.

Depuis quelques années, la présence de divers composés phénoliques a été mise en évidence
chez de nombreux fruits charnus et tout particuliérement chez celui de Pirus Malus (WiL-
LIAMS (4I) ; MoONTIES (23)).

L'intérét qu'on accorde aux polyphénols dans les fruits est lié au réle que certains peuvent
jouer dans des domaines tres divers :

— pigmentation : anthocyanes (SWAIN, 30, 31) et flavonols (SIEGELMAN (29) ; WALKER (35) ;
F1scHER (9)).

— astringence : tanins (JosLyN et GOLDSTEIN, 18).

— brunissement des fruits coupés ou des jus de fruits : catéchines, acide chlorogénique...

(WEURMAN et SWAIN (37, 38) ; WALKER (34) ; HAREL et al. (11)).

résistance a l'infection fongique : acides phénoliques (FLoon et KirkuaM (10) ; HULME et
EpNEY (14)).

intervention dans les phénoménes de croissance : flavonoides des jus de tomate (N1TscH
et NITSCH, 25) et autres composés phénoliques (N1rscH et N1rscH, 26),

Parmi ces divers corps, dont le métabolisme est souvent mal connu, 'acide chlorogénique
semble particuliérement intéressant. Découvert dans les pommes par BRADFIELD et al. (4) puis
extrait et isolé de ce matériel par HuLME (12), il semble étre un des principaux substrats de la
polyphénoloxydase (WEURMAN et SWAIN (37) ; SIEGELMAN (28)).

Pour étudier ce composé nous avons été amené 4 identifier, dans notre matériel, les divers
composés phénoliques présents et a les séparer par chromatographie. D'autre part, nous avons
suivi, pendant la vie des fruits, I'évolution de la teneur en composés phénoliques totaux, tout
en notant combien les méthodes utilisables sont sujettes a critiques.

C'est I'ensemble de ce travail qui est présenté ci-dessous.

(*) C.N. R.S., 4 ter, route des Gardes, Meudon (Hauts-de-Seine).

(**) Sorbonne, 1, rue Vietor-Cousin, Paris (5¢).
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I. EXTRACTION DES COMPOSES PHENOLIQUES DES POMMES

A. LE MATERIEL.

Les fruits utilisés sont des pommes de la variété
“Calville Blanc ' provenant de I'Ecole d'Horticulture
de Versailles. La grande variabilité de ce matériel
(MAcHEIX, 20) entraine la nécessité de respecter plu-
sieurs conditions et, en particulier :

— de choisir, en voe d'un prélévement, un nombre
suffisant de fruits aussi semblables que possible (taille,
forme, couleur...) ; chacun des lots étudiés se com-
pose de dix fruits.

— de tenir compte de lorientation des fruits sur
sur les arbres. En effet, la durée d’ensoleillement du
fruit pendant sa croissance influe nettement sur la
pigmentation de l'épiderme (soit, pour la variété étu-
diée, sur la quantité de flavonols) ; il est possible qu’elle
joue aussi sur la teneur en d’antres phénols comme les
acides phénoliques ; la disposition du verger nous a
conduit 4 utiliser des fruits exposés au sud.

B. TECHNIQUES D'EXTRACTION.

La partie du fruit étudide se compose de I'épiderme
et du parenchyme, & I'exclusion de 'endocarpe et des
graines,

19 Extraction ulilisée.

Les tranches de fruits coupées sont immédiatement
plongées dans de l'éthanol & gb° porté a basse tem-
pérature par immersion dans un bain d'alcool et de
glace carbonique (le volume d’éthanol est calculé par
rapport au poids de fruits, de telle maniére que I'extrait
aprés broyage, contienne 20 %, d’eau). Les fruits sont
ensuite broyés pendant cing minutes & 10 000 tr/mn,
le bol du broyeur restant constamment immergé dans
un mélange d'alcool et de glace carbonique. A la fin
du broyage, la température a l'intérienr du bol est
toujours inférieure a — 30° C,

Pour épuiser le matériel végétal en composés phé-
noliques on suit alors le processus expérimental sui-
vant :

— Centrifugation du broyat a 2 500 tr/mn, pendant
dix minutes, 4 — 8° C ; on isole le surnageant Sa ;

— Reprise du culot par de 'éthanol a 8o 9,, pen-
dant 3o mn, 4 0° C, sous une atmosphére d'azote ; un
brassage énergique est assuré a l'aide d'un agitateur
électromagnétique ;

— Nouvelle centrifugation dans les mémes condi-
tions que la précédente ; on obtient le surnageant Sb ;

— Le culot est remis en suspension dans de I'étha-
nol a 8o 9, puis centrifugé de nouveau ; le surnageant
Sc est alors réuni 4 Sb et Sa.

En général, on ajuste la somme Sa + Sh + Sc a
250 ml, sous une atmosphere d'azote. Dans ce volume on
retrouve donc tous les composés phénoliques solubles dans
l'alcool @ So 9, contenus dans la masse initiale de
fruits. Le pH de cet extrait est nettement acide,
en raison de la présence des acides organiques des
pommes.

Ce type d'extraction appelle plusieurs remarques :

a) Il est important de noter que la température,
pendant les diverses phases de 'extraction, reste tou-
jours inférieure ou égale a 0° C ; en particulier, au mo-
ment de la fixation, le bloquage des systémes enzyma-
tiques est instantané. Ceci permet, en adjonction avee
I'utilisation d'une atmosphére d'azote, d'éviter toule
oxydation (enzymatique ou non) des composés phé-
noliques et tout particulierement de l'acide chloro-
génique (WEURMAN et SwAIN, 37). On peut d’ailleurs
vérifier qu'il n'apparait aucun brunissement pendant
I'extraction.

b) Sion compléte I'extraction décrite par un nouvel
épuisement avec I'éthanol & 8o 9 on n'obtient qu'une
trés faible quantité supplémentaire de composés phé-
noliques (de l'ordre de 19%,). Donc, les trois épuise-
ments successifs sont suffisants pour obtenir une
extraction quasi-totale.

¢) Comme l'ont noté divers auteurs (g, 13, 31) la
teneur en alcool du solvant est importante pour assurer
une bonne extraction des composés phénoliques. La
grande solubilité de 'acide chlorogénique et des autres
polyphénols simples dans 1'éthanol & 8o Y%, rend ce
mélange trés intéressant ; il permet aussi d’extraire
(en partie vraisemblablement) les tanins,

29 Comparaison avec une audre techmigue d'extraction.

L'utilisation d’éthanol bouillant pour la fixation
puis I'épuisement du matériel broyé par de 1'éthanol
a 8o 9, chaud a conduit a des résultats identiques
qualitativement et quantitativement (au moins pour
I'acide chlorogénique). Nous avons préféré la premiére
méthode car elle nous semble mienx respecter le maté-
riel.
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II. TECHNIQUES DE CHROMATOGRAPHIE DE L’EXTRAIT OBTENU

19 Concentration de 'extrail.

Le solvant est évaporé en totalité, sous vide partiel,
4 300 C, puis le résidu est repris par de 'éthanol a 8o 9,
sous une atmosphére d’azote ; en général nos extraits
ont été concentrés 10 fois en vue de la chromato-
graphie.

20 Préparation des chromatogrammes.

On utilise la technique de chromatographie descen-
dante sur papier, uni ou bi-dimensionnelle. La faible
concentration des composés phénoliques dans 'extrait
entraine la nécessité :

— d'utiliser le papier Whatman n® 3, 4 migration
rapide, en raison de son épaisseur donc de sa capacité
d’absorption au moment du dépdt.

— de déposer (en chromatographie uni-dimension-
nelle) extrait sur une bande de 15 cm de large, ceci
en vue d'un éventuel dosage des composés aprés sépa-
ration par chromatographie.

Le dépot de 'extrait est réalisé a I'aide d'une micro-
seringue ; il est accéléré dans un courant d’air ou
d’azote a la température du laboratoire. Avec les
extraits concentrés, la guantité maximale d'extrait
déposable sous ces conditions est de 1 ml

39 Solvants utilisés powr le développement.

Nous avons employé, pour nos extraits veégétaux,
quelques-uns des nombrenx solvants utilisables pour
séparer les composés phénoliques (SEIKEL, 27) ; les
meilleurs résultats ont été obtenus avec les mélanges
suivants :

— en chromatographie uni-dimensionnelle : le
mélange butanol-acide acétique-ean (4/1/2 v/v) (en
abrégé : B. A E.) ou l'ean distillée.

—— en chromatographie bi-dimensionnelle :

1 dimension : le mélange butanol-acide acétique-
eau (4/1/z v|v);

2¢ dimension : l'acide acétique a 2 Y, ou l'ean
distillée.

49 Développement et séchage.

Le développement des chromatogrammes s'effectue
dans des cuves en verre étanches, & une température

voisine de 202 C. Au préalable, le papier est mis en
présence des vapeurs du solvant pendant plusieurs
heures, pour assurer la saturation.

Apres migration du solvant sur une distance voisine
de 20 cm (ce qui correspond & un temps de quatre
heures pour le mélange B. A. E. et d'une heure pour
I'acide acétique a 2 9;) le chromatogramme est séché
a 20° C dans une enceinte ventilée,

59 Révélation des chromatogrammes.

Les révélateurs des composés phénoliques sont trés
nombreux (SEIKEL, 27) ; nous avons utilisé :

— trés couramment la lumiére ultra violette (254 ou
350 mp) qui permet de repérer de nombreux composés
phénoliques par leur fluorescence ; la couleur de fluo-
rescence ainsi obtenue fournit un premier critére
d'identification d'un corps qui peut étre complété en
observant le changement de couleur en présence
d’ammoniac (par exemple, l'acide chlorogénique,
bleu en lumiére U. V., devient jaune-vert en pré-
sence de vapeurs d'ammoniac).

— le nitrate d’argent ammoniacal & 3 9, : la réac-
tion est trés sensible mais peu spécifique (interférence
avec les sucres et d'autres composés organiques).

— le réactif d’"HoEPFNER (15) utilisé comme suit :
on pulvérise sur le chromatogramme un mélange de
nitrite de sodium a 5 Y et d’acide acétique a 5 9, et
quelques instants aprés, une solution concentrée de
soude ; la réaction, valable pour de nombreux phénols
(BATE-SMITH, 3) est assez sensible.

— les sels de diazonium préparés selon MARTIN (22) ;
la réaction semble spécifique des composés phéno-
liques mais elle est assez peu sensible,

— l'acide chlorhydrique concentré ; aprés pulvé-
risation de l'acide, le chromatogramme est placé
quelques minutes a r100% C; les lencoanthocyanes
donnent une coloration rouge (formation d'antho-
cvanes) alors que la (+) catéchine et les substances
de ce type donnent une coloration marron jaune (BATE-
SMITH et SWAIN, 1).

— la wvanilline chlorhydrique (solution de vanilline
a 3%, dans l'acide chlorhydrique concentré) qui per-
met de révéler en rouge les substances de type caté-
chine et les leucoanthocyanes, En comparant ces
résultats avec ceux fournis par utilisation du réactif
précédent (acide chlorhydrique puis chauffage 4 Too0 C)
on peut localiser sur le chromatogramme les sub-
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stances de type catéchine : (+) catéchine, (—) épica-
téchine,

le réactif de l'acide quinique décrit par CARrT-
WRIGHT et RoBERTS (5) ; il consiste a pulvériser sur
le chromatogramme une solution saturée de méta-
périodate de sodium et, vingt minutes plus tard, une
solution de nitroprussiate de sodium et de pipérazine
dans I'éthanol aqueux; aprés quelques minutes de
chauffage & 1002 C, I'acide quinique donne une colo-
ration jaune orange.

60 Identification des composés phénoliques.

Aprés avoir repéré, sur le chromatogramme, les
taches qui correspondent aux composés phénoliques,
il est indispensable de les identifier. Plusieurs critéres
ont été utilisés simultanément :

a) Utilisation de la couleur de fluorescence en lu-
miére U. V. et des diverses colorations obtenues apres
utilisation de révélateurs.

b) Utilisation du rF obtenu dans les divers solvants ;
en fait, ce rIf peut varier légérement d'une expérience
a l'autre, et une confirmation supplémentaire doit
étre apportée par chromatographie simultanée de
témoins (produits Fruka ou NBC).

¢) Lorsqu'on pense avoir identifié un compose,
celui-ci est chromatographié (en utilisant divers types
de solvants) en mélange avec le produit témoin supposé
identique ; aprés chromatographie, la présence d'une
seule tache permet de conclure a l'identité des deux
COIpS.

d) Etude du spectre d’absorption de la lumiére
ultra-violette par le composé, aprés élution avec de
I"éthanol 4 8o 9, a partir du chromatogramme. 11 est
alors intéressant de comparer le spectre du composé
élué avec le spectre de 'extrait initial (fig. 1) ; ce der-
nier, semblable a celui donné par Jornson (17) pour
diverses variétés de pommes, montre pour nos extraits
un maximum d’absorption vers 280 muy (zone d’ab-
sorption des flavanols) et une ondulation vers 325 mp.
(zone d’absorption de nombreux acides phénoliques
dont l'acide chlorogénique). La comparaison peut
apporter une premieére idée de l'importance quan-
titative du produit élué dans l'extrait initial.

e) Ces divers procédés ayant en général permis de
préciser la nature d'un composé, sa structure est défini-
tivement confirmée par hydrolyse ; plusieurs types
d’hydrolyse ont été utilisés :

— hydrolyse acide : par ébullition en présence d'acide
chlorhydrique 12 N pendant 1 heure (technique utili-
sée pour hydrolyser les acides phénoliques).

— hydrolyse basigue : en présence de potasse a 26 9%,
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Fig, 1. — Comparaison du spectre total d'un extrait de pommes

(a) et du spectre de trois compasés phénoliques bien représentés dans

cet extrait : acide chlorogénique (b), acide p-coumaryl-quinique (c)

et (+) catéchine (d) (afin de rendre le graphique plus lisible, les con-

centrations respectives de ces trois composés dans extrait n'ont pas
été respectées).

(p/v) pendant 30 mn a 209 C, sous une atmosphére
d’azote ; 'expérience est arrétée par neutralisation
a l'acide chlorhvdrique.

— hydrolvse par une pectinase selon la technique
décrite par LEVY et Zucker (1g). Cette méthode est
particulitrement intéressante pour hvdrolvser les
esters de l'acide quinique (dont I'acide chlorogénique) ;
en effet, si l'on applique a ces composés les techniques
d’hydrolyse acide ou basique, 'acide quinique obtenu
donne naissance 4 plusieurs spots par chromatographie
dans les solvants acides [ces spots correspondent vrai-
semblablement (CARTWRIGHT et RoBERTS, 5) a des
lactones formées a partir de 'acide quinique]. Cette
hydrolyse particuliére permet d'éviter ce phénomeéne.

Aprés hydrolyse selon 'une de ces trois techniques,
I'hydrolysat est épuisé six fois par un volume égal
d’éther éthylique, ce qui permet d'extraire totalement
tous les composés de type aromatique (par exemple
I'acide caléique dans le cas de I'hydrolyse de I'acide
chlorogénique),

Dans le cas particulier des leucoanthocyanes, la
transformation en anthocyanidines est effectude
(selon Bate-Smith, 2) par chauffage au bain-marie
bouillant, pendant vingt minutes, en présence d’acide
chlorhydrique 2 N,
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Ill. RESULTATS DE LA CHROMATOGRAPHIE

pommes (fig. 2) montre la présence de plusieurs com- 2¢ dimension
posés phénoliques ; ces résultats sont bien en accord Cacide acetique a2% )
avec de nombreux fravaux ou mises au point précé- L=s
dents (dont ceux de HurLwme (13), WILLIAMS (41), O e e )
MoNTIES (23)).
Appliquées aux extraits de pommes Calville, les
diverses techniques d’identification ont permis de b
retrouver les corps suivants (dont on rappelle les Q
principales caractéristiques dans le tableau I) :
l'acide chlorogénigue (dont la structure wvient
d'étre définitivement fixée comme celle de I'acide 3-4
caféyl-quinique par Waiss, 33). Avec l'acide acétique
a 2z 9, la tache d'acide chlorogénique se dédouble
pour donner deux spots de rF 0,58 et 0,76 (fig. 2). Ce
résultat, commun a tous les dérivés de l'acide cinna-

mique, s'explique selon WiLLiams (39), par la sépa-

L'examen d'un chromatogramme d'extrait de I

T

L L
Fic. 2. — Chromatogramme bidimensionnel d'an  extrait de N P
pomumes. Cy : acide chlovogénique (forme trans); C, : acide chloro- :
génique (forme cis): pCy et pC, (acide paracoumaryl-quinique, [——
formes trans etecis); (+) C: (+) catéchine ; (—) E : épicatéchine ; 1€ dimension
f:fHavonols; L. lencoanthoeyanes ; ch : pigments chlorophylliens ; il ?
S : spot de départ. C butanol - a.acetique - eau ; §-1-2 3
Tasresv L
Quelques cavactévistiques ehromatographiques de composés phénoliques isolés @ partiv des extraits de pommes.
rEF REVELATEURS
COMPOSE = -
B.A.E. |Acide acétique 2 %| UV  |UV + NH,| _ HC HCl
/e . 3| yanilline -+ chaleur
|
Acide chlorogénique. . .... .. 0,05 0,358 (forme trans) bleu wvert-jaune o o
0,76 (forme cis)
Acide p-coumaryl quinique. . 0,78 0.65 (forme frans) o bleu o &)
0,090 (forme cis)
(=) Catéchime.: 2ok iise o 0,60 0,34 sombre, sombre rouge jaunitre
non
fluorescent
(—) Epicatéchine........... 0,55 0,30 id. sombre Touge id.
légerement
bleu
Leucoanthocyanes. ......... de o a 0,50 de oao,50 0 o rouge rouge
Osides de flavonols......... voisins de o, 70 variables sombre jaune 0 0
non
fluorescent

[]



ration dans les solvants de ce type, des isoméres de
position cis et trans.

Remarque — « L'acide isochlorogénique » (mélange
d’acides dicaféyl-quiniques selon Corse et al. (8)),
n'existe qu'a l'état de traces dans les pommes ; de
méme pour 1'acide néochlorogénique (ou acide 5-caféyl-
quinique selon Waiss, 33). Quant a l'acide 4-caféyl-
quinique, déerit et séparé dans les pommes par SOND-
HEIMER (32) sous le nom de « band 510 puis identifié
par Waiss et al. (33), il n'a pas été retrouvé ; sans doute
ne se sépare-t-il pas de l'acide chlorogénique, dans
les systemes chromatographiques utilisés dans ce
travail.

Particuliérement abondant dans les pommes, I'acide
chlorogénique semble jouer un réle important en rela-
tion avec le brunissement (WEURMAN et SWAIN (37) ;
SIEGELMAN, (28); WALKER, (34)) et la résistance a l'in-
fection par certains champignons (FLoon et KiRkaAM
(r0) ; HuLME et EDNEY, (14)). Il est également possible
qu'il joue un role dans la croissance du fruit puisque
NitscH et NiTscH ont montré son action synergique
en présence d'acide 3-indolylacétique (24).

— lacide p-coumaryl-guinique ; la présence de ce
corps dans les pommes a été signalée par CART-
WRIGHT et RoBErTs (6). Il est particuliérement
abondant dans les jeunes fruits, ainsi que I'a noté
WALKER (36) pour la variété Cox's Orange. LEVY et
ZUckKER (rg) lui accordent une importance particu-
liere comme intermédiaire dans la synthése de l'acide
chlorogénique.

Il faut signaler qu'il n'a pas été trouvé d'acide
coumarique libre, composé qui est signalé par Fis-
CHER (g) dans l'épiderme des pommes.

— les flavanols comme la () catéchine et la (—)
épicatéchine, sont caractérisés par un spectre d'absorp-
tion qui montre une forte absorption vers 280 my. et
au-dessous de 240 my. Leur présence est connue depuis
longtemps dans les pommes et comme divers auteurs
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dont Wirriams (41) l'ont déja noté, nous trouvons
I'épicatéchine en quantité plus importante que la
catéchine.

~— les leucoanthocyanes sont particuliérement abon-
dantes dans les jeunes fruits ; elles constituent vrai-
semblablement la plus grande partie des tanins
(BATE-SMITH, 1). Sur nos chromatogrammes, la sépa-
ration de ces composés est toujours pen satisfaisante,
leur migration étant vraisemblablement liée 4 leur
degré de polymérisation. La dégradation acide réalisée
selon BATE-SMITH (2) conduit & révéler la cyanidine
comme principale anthoeyanidine résultante ainsi
que l'ont déja montré BaTe-SmiTH (2) et IT0 et Jos-
LYN (16); ces derniers auteurs identifient de plus la
pélargonidine aprés une attaque de ce type.

— les osides de flavonols sont bien séparés en utili-
sant l'eau comme solvant développant ; SIEGELMAN
(2g9) a isolé, & partir des pommes ‘ Golden ', six osides
de la quercétine et plus récemment, FISCHER (9) en
a identifié sept dans la « peau » de pommes de la variété
* Cox’s Orange Pippin '. Nous en retrouvons plusieurs
dont le plus important semble étre, d’aprés le compor-
tement chromatographique et le spectre d’absorption
en U. V., isoquercitrine,

Cette étude nous permet done de préciser et de con-
firmer sur notre matériel, la présence de nombreux
composés phénoliques dans les pommes ; mais la seule
connaissance de l'existence de ces corps ne peat suffire
et doit étre complétée par une étude quantitative cor-
respondante. Le dosage de chacun des composants
d'un mélange de polyphénols (dont un extrait de
pommes est, comme nous venons de le voir, un exemple
complexe) se révele délicat, aucune technique n'étant,
a notre connaissance, spécifique d'un composé déter-
miné. Une premiére idée, assez fortement erronée
comme nous le montrerons, de la teneur en composés
phénoliques d'un extrait de pommes peut étre donnée
par un dosage des « phénols totaux »,

IV. DOSAGE DES PHENOLS TOTAUX : CRITIQUE DE LA METHODE

Parmi les propriétés communes aux composés phé-
noliques, les propriétés réductrices sont celles qui ont
été le plus utilisées pour doser l'ensemble de ces corps.

A. METHODE UTILISEE,

Elle est décrite en détail par SwaiN et HiLvis (31) ;
les composés phénoliques, en présence de réactif de

Forin et DEN1s, puis de carbonate de sodium, donnent
un complexe coloré dont on mesure l'absorption a
734 my, au photocolorimétre Lumétron. De la densité
optique correspondante, on déduit la concentration
en phénols dans la prise d'essai en se référant a une
courbe d'étalonnage relative & l'acide chlorogénique
(fig. 3). Les résultats sont donc exprimés en mg d'acide
chlorogénique,
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Remargue : la coloration n'étant pas r'y
stable, toutes les mesures ont été faites
une heure aprés l'introduction des ré-
actifs. D’autre part, nous ayvons vérifié
qu'il n'est pas rigoureusement indis-
pensable de respecter le temps préco-
nisé¢ de 3 mn entre l'introduction des
deux réactifs (réactif de Forin et DENIS
et carbonate de sodium).

B. Risurtats oBTENUS (fig. 4).

Comme 'ont déja noté divers auteurs
(WEURMAN et SWAIN (38) ; HULME (13) ;
HAREL et al. (11)) la teneur en «phénols
totaux » décroit rapidement pendant les
premieres semaines de la vie des fruits,
puis beaucoup plus lentement pendant
la maturation et la conservation a 4° C.
Ce fait est certainement a mettre en

densite optigue

acide chlorogéenigue
| |

rapport, durant la vie du fruit, avec 0
d'une part la perte d'astringence (due
essentiellement aux tanins, JosLyN et
GoLpsTEIN, 18) et d’autre part la dimi-

| | o
50 75 W 125 ug/mi

«phenols totauxs
exprimes en mg d acide chlorogénique

nution de la potentialité de brunissement 4 pour 100g de fruits frais

lorsque le fruit est coupé (WEURMAN
et Swain (38) ; WALKER (34) HAREL

2000
et al. (11)).

C. CRITIQUES DE LA METHODE,

Cette méthode, comme toutes les
méthodes du méme type, est sujette &
des critiques importantes :

19 Courbe d'étalonnage : 'abondance
de l'acide chlorogénique dans nos
extraits impose ["utilisation de ce corps
comme référence ; mais ainsi que CoME

1000

1 L .

I'a montré (7), les divers composés
phénoliques ne donnent pas la méme
absorption de la lumiére pour une con-
centration identique. L'expression des résultats ne
peut donc étre qu’approchée.

20 Spécificité : comme l'indiquent Josryy et Gorn-
STEIN (18), l'apparition du complexe coloré n'est pas
spécifique de la présence de phénols; par exemple,
les protéines, l'acide ascorbique, certains glucides
(nous l'avons vérifié pour le glucose), donnent nais-
sance, dans les conditions utilisées, au complexe coloré.

La présence de substances interférentes dans nos

JUN JuiL  AOUT SEPT OCT NOV DEC JANV

dates des
prélevements

Fic, 3. — Courbe d'étalonnage servant au dosage des « phénols
totaux # {ici, I'acide chlorogénique est pris comme référence) ; les
mesures sont faites & 734 mp.

F16. 4. — Variation de la teneur en ¢ phénols totaux » des pommes
pendant la eroissance, la maturation et la conservation. ¢ : ige cor-
respondant 4 la date commerciale de cucillette.

extraits est certaine; aussi ne peut-on accorder que
peu d'intérét & un dosage de ce type. En outre, 1'im-
portance d'un tel dosage n’est pas trés grande puisqu’il
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ne traduit que la résultante des variations individuelles
des divers phénols. Pour accéder a une étude méta-
bolique plus poussée et & une meilleure compréhen-
sion des phénoménes dans lesquels interviennent ces
corps, il est indispensable de pouvoir les isoler pour les
doser ensuite. Pour résoudre ce probléme, la connais-
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sance des composés phénoliques de la pomme et de
leur comportement chromatographique était donc une
premiére étape qui nous permettra d'envisager le
dosage (MacHEIX, 21) puis l'étude du métabolisme
d'un des plus importants composés phénoliques des
pommes, l'acide chlorogénique.
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