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TRANSESTERIFICATIONS ET CONDENSATIONS
CONCERNANT LES DEPSIDES ; LE COMPLEXE « DEPSIDES-
CAFEINE » ; IMPLICATIONS METHODOLOGIQUES POUR

L’ETUDE DES DEPSIDES DES CAFEIERS.

par Jean-Paul COLONNA*
RESUME

Le depside caféyl-3 quinique ou acide chlorogénique subit en solution
hydro-étharfiique des transesterifications lentes.

Aprés fixation 4 I’éthanol bouillant puis conservation au, froid a -25

Le depside caféyl-3 quinique ou acide chlorogénique subit en solution
hydro-éthanolique des transesterifications lentes.

Aprés fixation 4 I’éthanol bouillant puis conservation au froid a -25°C.,
en milieu hydro-éthanolique, les depsides présents dans les feuilles de caféiers
n’apparaissent pas a P’extraction pir 1’éthanol fort Le complexe qu’ils forment
avec la caféine les masque.

Un traitement au chloroforme rompt le complexe et les fait réapparaitre ;
il est alors possible de les doser dans leur totalité.

Le corhplexe correspond & un « artéfact » de conservation au froid ; il ne
semble pas exister en quantité importante dans les tissus vivants ; il se forme :
aussi bien avec ’acide chlorogénique qu’avec ses isoméres. : . '

ABSTRACT

Transesterifications and condensations dealing with depsides ; the complex
« depsides-coffein » ; methodolog’tcal tmphcatzons in the study of the depsides
of coffee-trees.

The caffeoyl-3 quinic depside or chlorogenic acid undergoes 'ow transes-
terifications in a hydra-éthanolic solution.

After fixation with boiling ethanol then cold storage (25 degrees centi-
grade below zero) in an hydro-ethanolic medium, the depsides which are present
in the leaves of coffee-trees do not appear in the extraction with strong ethanol.
The complex they are making with coffein hides them.

A treatment with chloroform breaks the complex and makes them reap-
pear. Then it is possible to determine the quantity of them all.

The complex corresponds to an « artefact » of cold storage ; it does not
seem to exist in a great quantity in the living tissues ; it is formed as well with
the chlorogenic acid as with its isomers.

* Université de Madagascar. Etablissement d’Enseignement Supeneur des Sciences. Service
de Botanique. B.P. N® 906. ANTANANARIVO.
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Deux contraintes particuliéres, ’une liée au matériel végétal sur lequel
j’ail généralement travaillé, I’autre liée & la nature et aux propriétés des composés
chimiques étudiés, commandent le choix des méthodes qui aboutissent 3 la
détermination quantitative de ces composeés.

Les caféiers présentent la caractéristique de contenir en quantités impor-
tantes deux métabolites autres que ’acide chlorogénique : la caféine et la trigo-
nelline. Si cette derniére ne pose aucun probléme sur le plan des méthodes
d’obtention, la présence de caféine entraine, sous certaines conditions, la
formation d’un complexe avec l'acide chlorogénique. Ce complexe, lorsqu’il
a pu se former, masque ’acide chlorogénique, et peut en empécher I’extraction.

Les depsides, quant a eux, s’oxydent et se condensent facilement, comme
divers autres composés phénoliques, et de plus sont le siége de transesteri-
fications qui risquent de modifier avec le temps la proportion des divers isoméres
dans un extrait végétal.

]

TRANSESTERIFICATIONS.

Plusieurs auteurs, comme BADIN, DELOFEU et GALMARINI (1962),
HANSON (1962) ou HASLAM, HAWORTH et LAWTON (1963) signalent des
réactions de transestérifications survenant chez divers depsides, en particulier
entre 1'acide chlorogénique et ses isoméres ou entre divers composés gallyl-
quiniques. En faisant bouillir durant trente minutes, dans un tampon & pH 7,
chacun des trois isomeéres monocaféyl-quiniques, SCARPATI et ESPOSITO
(1963) aboutissent & des mélanges en quantités égales de chacun de ces trois
isomeres : des artéfacts pourraient se produire pendant I’extraction a chaud
de ces composes ou pendant la séparation, si elle nécessite une trop longue
série de manipulations. SONDHEIMER (1964) considére que ces réactions se
produisent orincipalement en milieu basique : la séparation de ces corps par
chromatographie sur gel de silice, avec P'acide sulfurique 0,5 N comme phase
stationnaire, ne donne lieu a aucune isomérisation par déplacement de la
liaison ester.

Pour ma part, j ai réalisé la vérification suivante : aprés chromatographie
d’un extrait hydroalcoolique de feuilles de caféier, le « spot » de ’acide caféyl-3
quinique est ¢lué du papier par I’éthanol & 50° G.L. Une aliquote concentrée
de cet €luat subit immédiatement une nouvelle chromatographie dans les mémes
conditions : on obtient un seul « spot » qui correspond bien a I’acide chloro-
génique (Figure N° 1 : A, C.). On opére de la méme fagon, sur une autre aliquote
du méme €luat, aprés conservation entre + 5 et+ 10° C., durant plusieurs mois.
Ce n’est qu audelad de six mois que des traces des deux isoméres caféyl-4 et
caféyl-5 quiniques apparaissent (Figure N° | : B, a, b.). Ces traces repérables en
lumiere ultra-violette, correspondent a des quantités infimes et non dosables.
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Eluat hydro-éthanolique
d’acide chlorogénique

Chromatographie d’une aliquote pré- Chromatographie d’une aliquote pré-
levée immédiatement sur I’ éluat levée aprés 6 mois de conservation de
1’éluat, entre +5 et +10°C.

Figure n°5 : Transesterifications lentes concernant I'acide chlorogénique ; t — «spot»

~ d’acide chlorogénique témoin ; ¢ — «spot» d’acide chlorogénique de I'éluat ; a — traces
d’acide néochlorogénique ,b — traces d’acide cryptochlorogénique.

Des réactions de transestérifications existent donc bien, mais ne se réa-
lisent qu’a des vitesses extrémement lentes. Le fait qu’une solution témoin
d’acide chlorogénique du commerce, dans 'éthanol & 50° G.L., conservée,
légérement au-dessus de 0° C., a obscurité, reste identique a elle-méme durant
plusieurs mois, confirme cette observation.

Il résulte de ceci que la fixation du matériel végétal devra sc poursuivre
en milien légérement acide, si elle a lieu a4 chaud ; que 'on dispose d’un délai
d’au moins six mois pour procéder a 'extraction et au dosage, si ’échantillon
fixé est conservé a 55° C. En réalité, la durée de conservation au congélateur a
- 25° C. peut se trouver considérablement allongée, mais, méme si une e€xpe-
rience aboutit a4 un grand nombre d’échantillons végétaux immeédiatement
fixés, e délai de traitement sera rarement aussi long.
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LE COMPLEXE « DEPSIDE—CAFEINE », IMPLICATIONS LORS DE L’EX—
TRACTION. '

INTRODUCTION : CONDENSATIONS ET COMPLEXES DIVERS CHEZ LE
CAFEIER.

L’acide chlorogénique peut former différents sels que GORTER (1907,
1908) a mis en évidence ou obtenu au laboratoire : chlorogénates de calcium,
de magnésium, de plomb, de plomb basique, de zinc, de benzidine ou de
strychnine. Mais certains caractéres, comme sa participation a des complexes
dits « tanniques » le rapprochent des tanins. Le principal de ces complexes,
mis en évidence par PAYEN (1846, 1849, 1851) chez le grain de café, prend le
nom de « chlorogénate de caféine et de potassium ». D’autres complexes
semblent possibles. Certains résultats de PAYEN (1846) ou de WILBAUX
(1937) laissent prévoir une affinité pour les protéines. ALIBERT (1968) montre
que I’hydrolyse acide ou alcaline du résidu d’extraction libére des acides phé-
noliques. Il rapporte deux hypothéses sur la nature de ces combinaisons, qui
pourraient provenir soit de liaisons acides phénoliques-lignines, soit de liaison
acides phénoliques-protéines. Il établit que des combinaisons acides phénoliques
protéines de nature différente existent chez le chéne. Certaines seraient méta-
boliquement actives si ’on?se référe aux travaux de EL BASYOUNI et al.
(1966) sur le blé. Des combinaisons de ce genre pourraient exister avec I’acide
chlorogénique. Plusieurs auteurs parlent de complexes de ’acide chlorogénique
avec les mucilages ou les résines (PAYEN, 1846, 1849 ; LEMESLE, 1939, 1941),
la cellulose (VAN WISSELINGH, 1910), la suberine (DRABBLE et NIERENS—
- TEIN, 1906 ; POLITIS, 1948 a, 1948 b, 1948 ¢) ; il participerait a la constitu-
tion de la lignine et des membranes végétales (SARKANEN et LUDWIG, 1971).
De méme, plusieurs types de condensations entre les molécules d’acide chloro-
génique elles-smémes peuvent théoriquement se produire : — estérification
entre le carboxyle en position 4 d’un acide quinique et la fonction alcool d’un
autre acide quinigue ; — oxydation reliant deux molécules au niveau des doubles
liaisons : c’est 'acide « chlorogénique » de GORTER (1908), qui est en réalité
une molécule dichlorogénique ; — condensation avec un groupement amine
qui expliquerait I’affinité avec les protéines ; -- polymérisation au niveau des
doubles liaicons ; etc....

On ne sait si le complexe entre I’acide chlorogénique et la caféine, posséde
une action propre sur la physiologie animale : il accroit ’effet diurétique et
abaisse la toxicité de la caféine chez le lapin (GEBHARDT, 1939) ; il inhibe
Ieffet de la caféine sur le muscle de grenouille (STRAUB et DOMENJOZ,
1941). Mais il peut agir 13, en masquant simplement la caféine.

EXISTENCE DU COMPLEXE, CONSEQUENCES.
Formation du complexe lors de la conservation a - 25° C.

Lors de la mise au point des méthodes d’extraction et de dosage, la vérifi-
cation suivante a pu étre effectuée. A la suite d’une expeérience portant sur de
jeunes plants de caféiers robusta et excelsa, j’ai constitué puis fixé a I’éthanol
bouillant quinze échantillons de feuilles. Apres ‘six mois de conservation au
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congélateur a - 25°° C., broyage, prélévement d’une aliquote du broyat et
extraction, j’ai n’ai trouvé, a l'analyse, aucune trace de depsides, pour ces
échantillons. Le procédé d’extraction utilisé (COLONNA, 1968) faisait inter-
venir 'alcool fort, puis I’éther de pétrole (P.E. =35-50) pour la dépigmen-
tation et le dégraissage. Sur le méme matériel végétal, récemment fixé soit a
froid (lyophilisation) soit a chaud (éthanol bouillant), il permettait de metire -
en évidence d’importantes quantités de depsides. Les depsides existatent donc
bien dans ce matériel mais se trouvaient masqués, a la suite de cette longue
période de conservation a -25° C. La formation du complexe au cours de ce
laps de temps et I'incapacité du solvant a I’extraire, constituaient la premiére
_explication possible de ce phénoméne. En effet, le complexe n’est pas soluble
dans I'alcool fort ; de plus il est facile de constater qu’une solution concentréc
de caféine, parfaitement limpide 4 température ordinaire, donne un précipité
blancafloconneux de caféine lorsqu’on le conserve au frigidaire : d’aprés I'index
Merck il faut : 46 ml d’eau ; 5,5 ml d’eau a 80° C. ; 1,5 ml d’eau bouillante ;
66 ml d’éthanol ; 22 ml d’éthanol a 66° C. ; 5,5 ml de chloroforme pour dis-
soudre un gramme de caféine.

Essais de rupture du complexe.
Composition du complexe, nature des liaisons.

GORTER (1907) établit que ie sel de potassium de ’acide chlorogénique
cristallise avec la caféine en un complexe, dont FREUDENBERG (1920) précise
qu’il est équimolcculaire (1/1) ; GORIS (1907) semble avoir reconnu un com-
plexe du méme type dans la noix de kola fraiche ; la caféine est d’ailleurs
parfois utilisée pour insolubiliser les tanins. SONDHEIMER, COVITZ et MAR
QUISEE (1960) confirment qu’un excés de caféine, ajouté i une solution
d’acide chiorogénique, déplace le pic d’absorption de celui-ci dans I'U.V. vers
les longueurs d’ondes plus élevées. Ceci est di & la formation d’un complexe
entre les deux composés ; I’étude de la partition du complexe dans un mélange
eau, chloroforme et isooctane, ledr permet de conclure que les proportions sont
bien de une molécule de caféine pour une molécule de chlorogénate de potas-
sium (1/1). HORMAN et VIANI (1971), utilisant la technique de résonnance
magnétique nucléaire (RMN), précisent que la caféine se complexe avec la
portion caféique du depside, la fraction quinique restant en dehors de la région
ou jouent les forces attractives ; ils fournissent une image de la conformation
géométrique de ce complexe en solution. Le complexe en solution se trouve
dans le rapport stoechiométrique chlorogénate/caféine = 1/1. Au moins en
petites quantités, il existerait dans le rapport 2/1.

L’acide éhlorogénique, ses isoméres, les composés du méme type, vrai-
semblablement, ainsi que I'acide caféique, se lieraient donc a la caféine dans
les solvants aqueux. Le noyau benzénique, la double liaison, les hydroxyles
phénoliques contribueraient a la stabilité du complexe formé (SONDHEIMER,
1964) mais la nature des forces attractives reste mal précisée. La publication
des constantes de dissociation du complexe (SONDHEIME%R, 1964), a 25° C.,
laisse prévoir, compte tenu des proportions moyennes de caféine (1,5 % MMS)
et d’acide chlorogénique (5 % MMS) dans le grain de café consommable que
78 % de la base purique et 43 % du depside pourraient se lier, en cas de libre
accessibilité réciproque. HORMAN et VIANI (1971) remarquent que les groupes
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hydroxy et méthoxy accroissent les forces de liaison du complexe en augmen-
tant la densité d’électrons dans le systéme 7 ; ils soulignent le réle joué par
I’eau ainsi que par P'acide quinique de la molécule qui aurait une fonction de
protection de l'ensemble sans intervenir directement. La liaison hydrophobe
constituerait la principale force d’attraction.

Rupture du complexe par le traitement au chloroforme.

Partant de 'hypothése et des données précédentes, j’ai examiné les moyens
de solubiliser et de rompre le complexe. Celui-ci s’extrait par les solvants aqueux
et il suffira d’augmenter la proportion d’eau dans ’alcool ou d’utiliser de ’eau
pour qu’il passe en solution ; I'extraction comportera un traitement aqueux de
la poudre végétale.

La formation du complexe se ralentit lorsque le pH s’éléve au point
d’ionisation des groupes hydroxyles phénoliques (SONDHEIMER, COVITZ et
MARQUISEE. 1960) ; si on ajoute un excés de soude a une solution concentrée
du complexe, la caféine précipite (SONDHEIMER, 1964) et I’on peut récupérer
I'acide chlorogénique. Cette possibilité de dissocier le complexe n’a toutefois
pas €té retenue, car, en milieu basique, diverses dégradations des depsides inter-
viennent rapidement (RIBEYREAU-GAYON, 1968).

La relative faiblesse,» généralement admise, des forces qui unissent le
depside et la base purique, laisse supposer qu’un solvant pour lequel les deux
constituants présenteraient des différences de solubilité marquées, permettrait
de les séparer. Si on peut solubiliser 181,818 mg de caféine ddns 1 ml de chloro-
forme 4 20° C., d’aprés I'Index Merck, on ne peut y dissoudre que 0,059 mg
d’acide chlorogénique. d’aprés SONDHEIMER (1964). Un traitement au
chloroforme parait alors susceptible de rompre le complexe. C’est ce que j ai
voulu vérifier au cours des essais rapportés ci-dessous (Tableau no 1),

La vérification précédente, par la dissimulation des depsides, laisse
supposer .que ceux-ci forment un complexe avec la caféine, aprés six mois de
conservation a -25° C. : ce délai ne peut-il étre plus court ? L’échantillon de
feuilles de caféier 2 Fe a été fixé par I'éthanol bouillant puis conservé un mois
a4 -25° C ; aprés broyage, I'aliquote 2 Fe I subit le traitement d’extraction
indiqué plus haut (COLONNA, 1968), avec alcool fort et sans intervention
du chloroforme. Je ne trouve de depsides & I'analyse ni dans I’extrait hydro-
alcoolique final (Tableau no 1, 2 Fe I a) ni dans la reprise hydroalcoolique de
I’éther de pétrole de dépigmentation lavé (Tableau no,1, 2 Fe I b). Le complexe
se constitue au froid et masque les depsides en moins d’un mois, sa formation
débuterait dés la mise en congélateur ; pour I'acide chlorogénique seul, quarante
huit heures paraissent suffisantes d’aprés PARIS et NISHIO (1970), mais en
présence d’un excés important de caféine.

Si le complexe existe et comporte la caféine et les depsides, I’apparition
de ceux-ci risque de se produire aprés traitement au chloroforme, confirmant
dés lors' 'hypothése que j’ai formulée au départ. Les résultats du traitement
chloroformique auquel se trouve soumise I’aliquote 2 Fe II vont bien dans
ce sens : le chloroforme intervient pour rompre le complexe en extrayant la
caféine, aussi bien sur la poudre végétale contenue dans I’extracteur i filtre G 4
(procédé d’ALIBERT, 1968) que sur 'extrait éthanolique concentré dans
le ballon tournant A de I'évaporateur rotatif "(procédé d’ALIBERT, 1968).
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I
Aliquote 1

Feuilles fraiches fixées & ¥ éthanocl bouillant (6chantillon 2 Fe { extraction paxr 1'édth 1 de fixation
a-25°C. d t 30 jours
broyage, puis pxélévqmen::l de diverses aliquotes
i 1
Aliguote I Aliquote ITI
] i

extraction s¢lon le procédé
d’ALIBERT, pat : -éthanol de
fixation, -mélange (1),
-éthanol & 95° GL

extraction selon le procédé A’ ALIBERT par :
-éthanol de fixation, -chloroforme

tiltrer le broyat sur G4, rincer trois fois
sous agitation par éthanol & 96° GL, filtrer

r
filtrat (éth. fixation

récupérer le filtrat de I'extracteur a résidu
' tiltre G4 et ringages) de fil-
amener a sec tration
] ) amener A sec, puis dépigmenter par le
dépigmenter par éther de chloroforme évaporer i sec, reprendre
pétrole pat chloroforme extrac-
| tion
l résidu de par
centrifuger filtration centrifuger chloro-
centrifuger = partie 1 forme
iaver 3 insoluble solide du I 1
insoluble laver 3 fois fois le dans le broyat inso- chloroforme surnageant
dans I’éther Y’ éther de chloroforme chloroforme luble lavé trois fois & amener
de pétrole pétrole sur- &4 l'eau extraction dans 1’ean & sec
+ nageant & eaux et sous agita- chlo- |
eaux de 'eau chlorofor- culot de tion par : rofor- eaux et chlorofor- repri-
lavage me lavé, centrifuga- -mélange (1) me culot de me lavé, se par
amener & sec seul tion du -éthanol 95° centrifu- seul 2 mi
I lavage | gation étha-
amener I’ éther de I des la- I nol
a sec pétrole lavé amener amener filirer, ame- vages amener a
. hsee A sec ner & sec & sec 50° GL
I | le filtrat reprise |
reprise reprise par
par 2 mi. * par 2 ml l 2 ml. amener reprise
reprise reprise L a sec par 2 mb
d’éthanol d’éthanol par 2 ml. par 2 ml. reprise par éthanol | éthanol
4 50° GL. a 50° GL. d’éthanol d’éthanol 2 ml. d'étha- a &
& 50° GL. a 50° GL. nol & 50° GL. 50° GL reprise 50° GL
par 2 ml
| ¢éthanol
= a 50° GL
2Fela 2 Felb 2 Fella 2 Fe IIb 2 Felle 2 Fe llla 2 Fe IIIb 2 Fe IlIc 2 Fe 11Id
Ab Ab Absence Pr Ab de Présence Présence Traces Absence
de de de abondante de Depsideq abondante de de de de
Depsid Depside: Depsides Depsides Depsides Depsides Depsides Depsides
Tableau N° 1 : Mise en évid par le trait t au chloroforme des depsides masqués sous forme de complexe avec la caféine, aprés conservation d’un mois &

-25°C.

— Le filtrat final retenu en A, comprend I’éthanol de fixation et d’extraction
puis le chloroforme d’extraction concentrés, ainsi que les composés qu’ils ont
extraits : aprés évaporation 4 sec, il est repris & nouveau par le chloroforme :
cette seconde intervention de ce solvant assurg la dépigmentation, le dégraissage,
parachéve I’extraction de la caféine et la rupture du complexe. Le ballon A
contient I'insoluble de la reprise par le chloroforme, recoit le culot de centri-
fugation de cette reprise et les eaux de lavage du solvant de dépigmentation ;
’ensemble est amené 3 sec puis repris par I’éthanol a 50° G.L. Cette fraction
de I’extrait (Tableau N° 1, 2 fe II b) renferme une masse importante de depsides:
le complexe a été rompu. Le chloroforme de dépigmentation, lavé trois fois
4 Ieau est lui-méme amené A sec puis repris par ’éthanol a 50° G.L. (Tableau
N° 1, 2 Fe II a) ; il ne contient aucun depside : la caféine passe entiérement
et les depsides peu dans le chloroforme ; un lavage soigneux a I’eau de celui-ci
parait efficace.

— Sur le résidu solide de I'aliquote, déja traité par le chloroforme et aprés
filtration, l’extraction se poursuit par le mélange éthanol-acétate d’éthyle
(1/1, V/V) puis par I'éthanol ; ’extrait final (Tableau N° 1, 2 Fe II ¢) ne
comporte aucune trace de depsides : I’éthanol de fixation a, ici, extrait a peu
prés tous les depsides. Ce n’est pas toujours le cas ; le rapport volume de solvant/
poids de I’échantillon, trés favorable au cours de cette expérience, doit en réalité
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se calculer au plus juste ; d’autres solvanws comme le méthanol peuvent inter-
venir : la séquence des solvants et les guantités a utiliser pour obtenir le meilleur
rendement, figurent dans le protocole d’extraction que ’on trouvera ci-aprés.

Ces résultats se confirment sur une troisiéme aliquote du broyat : 2 Fe III.
L’éthanol de fixation est séparé de la partie solide de I'aliquote. Celle<ci aprés
trois ringages par I’éthanol puis traitement par le chloroforme aboutit & un
extrait sans depsides (Tableau N° 1, 2 Fe III d). L’éthanol de ringage joint &
I'alcool de fixation est amené a sec, repris par le chloroforme puis centrifugé :
I’'insoluble dans le chloroforme d’une part, le culot de centrifugation augmenté
des eaux de lavage d’autre part, fournissent chacun un extrait hydroalcoolique
(Tableau N° 1, 2 Fe IlII a et 2 Fe III b) a forte teneur en depsides. Le chloro-

forme de dépigmentation lavé ne contient pratiquement pas de depsides (Ta-
bleau N° 1, 2 Fe III ¢).

Applications.

Compte tenu de la formation du complexe au froid, et de la possibilité,
ci-dessus établie, de le rompre par un traitement au chloroforme, j’ai prélevé
une nouvelle aliquote du bgoyat, pour chacun des quinze échantillons de feuilles
de caféiers précédents, les ai traités par le chloroforme et obtenu effectivernent
la rupture du complexe avec libération des depsides antérieurement masqués
(Tableau N° 2). Le détail du procédé figure dans I’exposé du protocole d’extrac-
tion : le chloroforme remplace I’éther de pétrole (P.E. 35-50) pour la dépig-
mentation, le dégraissage et la décaféination.

Quantités de depsides en milligrammes
Echan- Acide Acide Acide
Chlorogénique Néochlorogénique Cryptochlorogénique

tillows I T i i1 I I
1 0 440 0 5,1 0 5.7
2 0 29,9 0 4,3 0 4,3
3 0 12,4 0 0,9 0 1,2
4 0 30,4 0 3.5 0 4,6
5 0 62.8 0 5.1 0 8,5
6 0 37.6 0 4,6 0 5.6
7 0 17.2 0 1,1 0 1,5
8 0 522 0 4.4 0 6,8
9 0 35,0 0 6,0 0 6,7
10 0 30,4 0 3,0 0 4.4
11 0 22,2 0 2,6 0 4,0
12 0 45,2 0 5.1 0 4,9
13 0 32.3 0 3.5 0 5,3
14 0 34.5 0 3,6 0 5,6
15 0 40,0 0 4.8 0 6,7

Tableau N° 2 : Quantités de depsides mises en évidence sur divers échantillons
de feuilies de caféiers, fixés a 1'éthanol bouillant et conservés durant six mois
4 -25°C.:1 = avant rupture du complexe « depside-caféine » ;

II = aprés rupture du complexe par traitement au chloroforme.
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Discussion.
Artéfact d’extraction.

Le complexe apparait ici comme un artéfact dii a ’extraction par ’éthanol
de fixation et & la conservation a -25° C. de I’échantillon ; il se formerait plus
lentement dans les conditions habituelles 4 la température ambiante. Il ne
masque pas les depsides, donc n’est pas constitué lorsque I'extraction, selon
la méthode évoquée plus haut (procédé N° 1), se situe immédiatement aprés
la fixation, que celle-ci ait eu lieu 4 froid (lyophilisation) ou a chaud (éthanol
" bouillant), comme j’ai pu le vérifier sur caféier arabica.

Existence du complexe dans les tissus vivants.

D’aprés cette expérience, il semble que le complexe n’existerait pas dans
les tissus de la plante, mais se formerait a4 I'extraction. La question est contro-
versée. PARIS et JACQUEMIN (1966), puis PARIS et NISHIO (1970) semblent
penser que I'acide chlorogénique se trouve sous forme combinée & la caféine
dans le grain de café vert. Toutefois, il n’est pas prouvé que les ¢ chlorogono-
plastes » de POLITIS (1948 a) et PHOUPHAS (1963) contiennent de la caféine.
D’aprés cet auteur, ceux-ci supportent I’acide chlorogénique que I'on peut y
déceler par des colorations vitales au rouge neutre ou au bleu de crésyl ; mais
les hypothéses ¢: POLITIS restent a confirmer. MONTIES (1969) confirme
toutefois que l'on trouve de ’acide chlorogénique dans les chloroplastes de
plusieurs espéces d’angiospermes. Par ailleurs, on peut constater que des coupes
anatomiques d’organes de caféier montées dans I’eau laisse diffuser I'acide
chlorogénique, qui verdit au contact de I’air, qui provient des vacuoles (POLITIS,
1947), et qui ne parait pas la, forcément lié a la caféine. Pour EL HAMIDI et
WANNER (1964) le complexe se forme a ’extraction. Si I'on ajoute un exces
important de caféine dans le liquide d’extraction (PARIS et NISHIO, 1970)
on modifie les conditions habituelles et il n’est pas étonnant que I’on obtienne
un précipité du complexe (addition de 7,50 g de caféine pour obtenir 2 g du
complexe cristallisé). Ceci nécessite d’ailleurs un séjour de quarante huit heures
au réfrigérateur : Pintervention du froid, déja signalée ci-dessus. d1m1nue la
solubilité de la caféine et favorise la précipitation. -

Formation possible du complexe avec les autres depsides.

Au cours de cette expérience, je ne retrouvai, avec la premiére méthode
d’extraction, aucun depside a I’analyse. Ceci indique, d’une part, que le com-
plexe concerne non seulement I'acide caféyl-3 quinique ‘mais aussi ses isoméres
et les autres depsides de la série hydroxycinnamique avec I’acide quinique,
d’autre part que la caféine présente suffirait 3 compléter I'’ensemble de ces
composé€s, aprés un long séjour a -25° C. PARIS et NISHIO (1970) précipitent
« 'acide chlorogénique normal » a « I’état de chlorogenate de potassium et de
caféine ; les autres acides chlorogéniques sont extraits des eaux méres... ». Ils
1mag1nent donc que seul I’acide caféyl-3 quinique s’unirait 4 la caféine, les acides
caféyl-4 quinique, caféyl-5 quinique, de conformation pourtant trés proche, ne
pouvant le faire. On voit mal, & priori, pourquoi la caféine montrerait une telle
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affinité préférentielle, dédaignant d’autres associations de types trés voisins.
SCARPATI et ESPOSITO (1963) obtiennent d’ailleurs un complexe cristallisé
entre la caféine et 'acide néochlorogénique. SONDHEIMER (1964) considére
en outre que lacide chlorogénique, ses isoméres et I’acide caféique en solution
aqueuse ne présentent que de faibles différences en ce qui concerne leurs capa-
cités respectives & se complexer avec la base purique. De plus, HORMAN et
VIANI (1971), présentant diverses constantes d’association, établissent que la
force du complexe est presque aussi élevée pour les ions m-coumarate, caffeate
ou 3-4 méthoxycinnamate que pour I’ion chlorogénate, elle n’est pas négligeable
pour I'ion cinnamate ; I'ion quinate n’intervient que faiblement dans la Haison.
Il semble bien enfin, au vu de expérience réalisée ici, que les composés, simples
ou plus complexes de la série cinnamique, hydroxy ou méthoxycinnamique se
complexent effectivement avec la caféine. Je dois toutefois ajouter que dans
cette expérience. un effet d’entrainement par la précipitation de la caféine au

froid me parait devoir intervenir a4 coté des forces de liaisons, mesurées par
HORMAN et VIANI (1971).

Proportions de depsides extraits a la fixation puis masqués.

Si le complexe n’existe pas dans les tissus de la plante, la fixation & I’ étha-
nol bouillant aboutit 4 extrtire presque complétement les depsides et la caféine
puisque tous les depsides existant sont entiérement masqués par la suite. Ceci
n’est pas incompatible avec les caractéristiques de solubilité de ces composés
{Tableau N° 3). L’utilisation d’autres solvants aura pour but de faciliter, de
compléter ou de rentabiliser Pextraction.

Mais la caféine, présente en quantité moindre, suffit-clle 3 complexer,
ou & précipiter, tous les depsides que 'on trouve chez le caféier. Sans avoir
développé d’investigations plus précises sur ce point, il me semble possible de
concevoir qu’une molécule de caféine entrainerait, surtout aprés une longue
période de conservation au froid, plus d’une molécule de depside. La découverte
par HORMAN et VIANI (1971) de formes du complexe dans les proportions
2/1 entre depside et caféine, jointe aux possibilités de condensation des depsides
entre eux, évoquées ci-dessus, laissent entrevoir une réponse affirmative, et
I'existence peut étre de liaisons plus laches que celles dont la force est mesurée
par ces aut€urs. D’autre part, P'acide chlorogénique et les depsides, en solution

aqueuse peuvent former des complexes avec d’autres composés que la caféine
(SONDHEIMER, 1964).
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Acide

solvants chlorogénique (1) Caféique (2)
Méthanol 15,2
Ethanol 6,2 ' 1,51
Eau 0,59 : 8 2,17
Ether sulfurique 0,12 -
Acétate d’éthyle 0,06 assez faible
Chloroforme 0,0059 18,18
Benzéne 0,0033 1,0
Ether de pétrole ~ faible faible

Tableau N° 3 : Solubilités comparées de I’acide chlorogénique et de la caféine,
en grammes pour 100 millilitres, dans divers solvants, a 20° C.

(1) — d’aprés SONDHEIMER (1964), VOIGHT (1960) ; (2) ~ d’aprés I'Index
Merck.

CONCLUSIONS.

Mes travaux et ’examen deela littérature mettent en évidence différents
points relatifs au complexe « chlorogénate de caféine et de potassium ».

-

— La totalité de la caféine et de I’acide chlorogénique des cellules vivantes du
caféier ne peuvent en aucun cas se trouver sous forme du complexe ; on peut
penser que ce dernier n’existerait pas, ou n’existerait qu’en faible quantité
« in vivo ».

— Son existence dans les tissus vivants des plantes du genre Coffea n’est donc
pas certaine.

— Au moins en grande partie, ce complexe apparait comme un « artéfact »
obtenu lors de la fixation, de la conservation au froid et de I’ extraction.

— Le froid favorise sa formation.

— Il englobe non seulement P'acide caféyl-3 quinique, mais aussi ses isoméres,
les acides isochlorogéniques et I'acide ferulyl-quinique ; il est vraisemblable
que d’autres depsides peuvent y participer.

— Aprés conservation au froid en milieu hydroalcoolique d’échantflions végé-
taux provenant de caféiers, il est indispensable de rompre le complexe si I'on
envisage de doser les depsides ; le traitement provoguant cette rupture sera
utilisé sur tous les échantillons de caféier par précaution et par souci de norma-
lisation du protocole d’extraction.

— L’utilisation de chloroforme, dans les premiers stades de l’extracfion, permet
de satisfaire a I’impératif précédent.

— Une méthode d’extraction plus générale que celle utilisable sur du matériel
végétal récemment fixé (COLONNA, 1968-1969) a pu €tre mise au point d’aprés
ces résultats. Je I’exposerai par ailleurs.
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