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1. INTRODUCTION 

1.1 Historique 

L'histoire du café commence à une epoque très lointaine. 

E.C. BUERGIN [1] nous raconte, dans son magnifique livre sur 

le café, que Georg Paschius (dans le traite en latin qu'il a 

écrit vers 1700) pense en reconnaître dans le premier livre 

de Samuel (XXV, 18). "Les cinq mesures de grain rôti" que la 

belle Abigail remet en présent à David à l'occasion de leur 

réconciliation ne seraient rien d'autre que des grains de café. 

Aussi Pierre Etienne Louis Dumant, pasteur et écrivain suisse, 

défend une interprétation originale: dans la Genèse (XXV, 30), 

l'épais mélange contre lequel Esaü a cédé son droit d'aînesse 

n'était pas un plat de lentilles, mais bien du café. De même, 

Pietro Della Valle (1586-1652) pense en trouver trace dans Ho­

mère: le nepenthe qu'Hélène emportait avec elle pour calmer ses 

tourments serait du café mélangé à du vin. 

D'après la plus ancienne légende que cet auteur nous transmet, 

Mahomet lui-même apparaît comme un ami du café. Parmi d'autres 

amis de cette boisson on trouve des artistes et des savants, 

comme Goethe, Wagner, Byron et Hendelsshon. Goethe se trouve 

particulièrement lié à l'histoire du café parce qu'il en a donné 

quelques grains au chimiste allemand RUNGE [2] lequel isola le 

principe actif: la caféine. 

En général on admet que le pays d'origine du caféier est 

l'Ethiopie (KAFFA), où il est évoqué dans des écrits datant du 



- 2 -

9ème siècle et où on le trouve aujourd'hui â l'état sauvage. 

Vers le début du 17ème siècle les portugais et les hollandais 

ont introduit le premier caféier à Ceylan. A la même époque 

il est importé aux Indes par un pèlerin musulman appelé Baba 

Budan et depuis là apporté à Java par Hendrik Zwaardekroora en 

1699. Le premier caféier arriva en Europe en 1706, rapporté 

de Java par le gouverneur Van Hoorn au Jardin Botanique d'Ams­

terdam. Tous les caféiers des principaux jardins botaniques 

européens proviennent de cet arbuste du Jardin Botanique d'Ams­

terdam. 

Le capitaine français Gabriel Mathieu de Clieu, après des pé­

ripéties assez rocambolesques réussit â introduire le premier 

caféier à la Martinique en 1723 et c'est avec les semences de 

cet arbuste qu'ont été créées pratiquement toutes les planta­

tions des colonies françaises ainsi que celles d'Amérique du 

Sud et d'Amérique Centrale. 

1.2 Considérations botaniques 

Le botaniste suédois LINNAEUS (3] classifie la plante comme 

Coffea arabica. Le caféier fait partie de la famille des rubia-

cées. On connaît environ soixante espèces du genre Coffea (L.) 

(Rubiaceae) dont les plus importantes sont: C. arabica (L.) 

var. typica, bourbon, maragogype et moka; C. canephora (Pierre 

ex Froehner) var. robusta, Uganda et kouillou; C. !iberica 

(Bull, ex Hiern); C. dewevrei (de Wild) "C. excelsa"; C. steno-

phylla. 
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L'espèce Coffea arabica est la plus répandue et la varieté 

d'arabica la plus cultivée est l'arabica typica. 

1,3 Le fruit du caféier 

Le fruit du caféier a le même aspect extérieur que celui d'une 

cerise, c'est pourquoi on le désigne également sous ce nom. 

La coupe longitudinale de ce fruit (Schéma IA) montre les dif­

férentes couches tissulaires. On remarque» à première vue, que 

la pulpe est formée par l'exocarpe (ëpiderme) et le mésocarpe. 

La couleur de l'épiderme varie du vert jusqu'au rouge, voire 

au rouge foncé, parfois même jusqu'au violet et au noir. La 

couleur dépend en effet de la variété du caféier et du degré 

de maturation du fruit. Enveloppé par l'épiderme on trouve le 

mésocarpe, grosse couche de tissu spongieux de cinq millimètres 

d'épaisseur, riche en sucres et mucilages, qui entoure deux 

graines accolées par leur face plane: Celles-ci sont revêtues 

d'une double membrane: la première communément appelée parche 

est de couleur jaune pâle et de consistance dure et fragile, 

la deuxième, beaucoup plus fine que la précédente et adhérant 

à la graine (albumen) est appelée pellicule argentée (tégument 

séminal). A la base de la graine sur la face interne on trouve 

le germe (embryon). 

L'observation microscopique de la coupe d'un fTuit montre en 

détail chacune des parties mentionnées ci-dessous (Schéma IB). 
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Coupe longitudinale d'une cerise de café 

"EpIderme" ou exocarpe, rouge 
"Pulpe" ou Péricarpe, constituée par cinq 
couches jaunâtres (ëpicarpe . e p i j , méso-
carpe (.mes], ce l lu les en palissade i. pa I J , 
ce l lu les longitudinales du sclêrenchyme 
i l f j , ce l lu les transversales du sclêren­
chyme [ t f J) 

"Parche" ou endocarpe t e n d j , jaune pâle 
"Pe l l icu le argentée" ou tégument séminal, 
constituée.par t r o i s couches argentées 
,épiderme Lepj, couche moyenne L pJ, 
cel lu les comprimées [ c ] ) 

"Grain" ou cotylédon, couvert par un ép i ­
démie et contenant l e t issu de réserve 
parenchymateux et la matière grasse t o 1 j . 

VUE MACROSCOPIQUE IA ET MICROSCOPIDUE IB DE \A 

COUPE LONGITUDINALE D'UN LRUIT DE CAIÉ 

IA F-!JU:SIN [1] IB VlAM ?l] 
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Cette coupe permet de constater que la pulpe n'est pas com­

posée seulement de l'exocarpe et du mesocarpe, mais Égale­

ment de trois autres couches de tissu cellulaire: cellules 

en palissade, cellules longitudinales du sclérenchyme, cel­

lules transversales du sclërenchyme. La pellicule argentée 

comporte également trois couches: épiderme, couche moyenne, 

cellules comprimées. Dans la graine on peut remarquer le tissu 

de réserve parenchymatique et des matériaux gras. 

2. ETAT ACTUEL DE L'ETUDE SUR LA PULPE DE CAFE 

Lors de la première réunion internationale sur l'utilisation 

des sous-produits du café (Turrialba - Costa Rica, 11-14 juin 

1974) le CATIE (Centre agrono'mico tropical de investigacion y 

ensehanza) a fait une étude bibliografique des travaux effec­

tués en Amérique tropicale, aux Etats Unis , en Europe, en 

Afrique et en Asie sur les sous-produits de café, pendant la 

période 1919-1974 [5] . Il en découle que onze travaux sur la 

composition chimique et la digestibilité de la pulpe ont été 

réalisés. Trois d'entre eux [6], [7], [8] révêlent la présence 

de caféine et de tanins dans la pulpe, tandis que [9] , en plus 

de l'analyse approximative, procède à 1 ' analys.e de la caféine, 

des tanins totaux, des acides chlorogéniques et cafcique. D'après 

BRESSANI et al [7] [8] la présence de caféine et de tanins limite 

l'utilisation de la pulpe dans l'alimentation animale. 

La valeur nutritive de celle-ci dans l'alimentation pour volail­

les a fait l'objet de huit travaux [5] qui mettent en évidence 
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un caractère toxique à partir d'une faible proportion de pul­

pe dans la ration alimentaire. BRESSANI et al [10] attribuent 

cette toxicité à la caféine et à l'acide chlorogênique. 

Selon [il] la pulpe peut représenter pour l'alimentation de 

porcins jusqu'à 161 de la ration alimentaire. 

Les essais d'incorporation de la pulpe dans l'alimentation de 

vaches laitières ont eu des résultats encourageants dans trois 

cas [12] [13] [14] . ALFARO et al [14] notamment en ont incorporé 

jusqu'à 4Ot sans observer une baisse dans la production laitiè­

re. 

D'une manière générale, c'est dans l'alimentation des bovins 

que les essais ont été les plus concluants. Les vingt huit tra­

vaux [5] sur ce sujet permettent de conclure que la pulpe peut 

être utilisée jusqu'à 2Ot dans la ration alimentaire [5] [17]. 

CABEZAS et al [15], [16] montrent que les effets négatifs de la 

pulpe, quand elle est utilisée à haut pourcentage dans la ra­

tion alimentaire du bétail, ne sont pas dûs seulement à la ca­

féine mais à l'action conjointe de celle-ci et des tanins. 

Contrairement â [15], [16] JAFE [18] établit que la toxicité, ne 

vient ni de la caféine ni des tanins, mais peut être extraite 

par l'acool. 

L'utilisation de la pulpe comme possible matière première dans 

l'agriculture et dans l'industrie est illustrée dans vingt cinq 

travaux [5] [19] dont cinq [19] traitent des techniques de sé-
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chage, et trois autres de l'ensilage comme moyen alternatif 

de conservation [19]. 

La corporation de développement de Costa Rica (CODESA) [20] a 

projeté la première usine de traitement de pulpe de café pour 

l'utilisation dans l'élevage animal en 1975. Cette usine est 

déjà en fonctionnement. 

En 1978 le Centre international de recherche pour le développe­

ment IDRC (International development research center) a publié 

un traité sur la composition, la technologie et l'utilisation 

de la pulpe [21]. 

Malgré tout ces travaux déjà effectués, on constate l'absence 

d'analyses détaillées de la composition chimique. Pour cette 

raison, nous avons commencé en 1974 une étude systématique en vue 

de trouver l'utilisation la plus rationnelle possible du déchet 

que constitue la pulpe. Les résultats obtenus ont fait l'objet 

d'une publication [22] et figurent dans les tableaux 1, 2, 3 et 

4. 

L e tableau 1 concerne l'étude de la distribution (en pourcent) 

des macro-composants de la cerise obtenus jusqu'au stade de la 

boisson, 

le tableau 2 une analyse de la composition chimique approxima­

tive de la pulpe, 

le tableau 3 une évaluation de la qualité des protéines de la 
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pulpe sur la base de sa teneur 

et 

*e tableau 4 une évaluation de 

concentré protéique de la pulpi 

amino-acides essentiels. 

en amino-acides essentiels, 

la qualité des protéines d'un 

:, sur la base de sa teneur en 
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TABLEAU 1. DISTRIBUTIONEN % DES MACRCKOM PO SANTS 

DE LA CERISE DE CAFE 

CERISES DE CAFE 
100 % 

I D E P U L P A G E 

CAFEAVEC PARCHE 
.MUCILAGE 61 V8 

FERMENTATION 

PULPE DE CAFE 
3 9 % 

MUCILAGE 
2 2 % 

T LAVAGE 

CAFE AVEC PARCHE 
LAVE 39 % 

SECHE 
AU SOLEIL 

CAFE AVEC PARCHE 
HUMIDE 3 1 % 

EAU 
6% 

SECHEA L'AIR CHAUD 

EAU 9% 

P 
PARCHE 3% 

CAFE AVEC PARCHE 
SEC 2 2 % -OECORTJQUAGE-

CAFE DECORTIQUE 
1 9 % 

CAFE TORREFIE 
ET KOLU 15.6% 

VOLATILES 
% NEGUGEABLE 

I MOUTURE I 

CAFE TORREFIE 

1 5 , 6 % 

TORRE­

FACTION 

VOLATILES • 

EAU 3,4% 

E X T R A C T I O N 

RESIOU CTEXTRACTION 

9, S % 

SOLUBLES 5 , 8 % 

B O I S S O N 
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TABLEAU 2. COMPOSITION CHIMIQUE 

APPROXIMATIVE DE LA PULPE DE CAFE 

HUMIDITE 6 ,93% 

MATIERE SECHE 93,07% 

EXTRAIT ETHERE 2,50% 

FIBRE CRUE 15,10% 

AZOTE 1,32% 

PROTEINE ( Nx6,25 ï 8,25% 

CENDRES 8,12% 

EXTRAIT LIBRE D'AZOTE 59,10% 

HYDRATES DE CARBONE* 74,10% 

CAFEINE 0,75% 

TANINS 3,70% 
ACIOE CHLOROGENIQUE-- 2,60% 

ACIDE CAFEIQUE TOTAL*' 1,60% 

CALCIUM 0,32% 

PHOSPHORE 0 ,05% 

POTASSIUM 3,17% 

SODIUM ppm 160 
FER ppm 250 

•HYDRATES DE CARBONE = EXTRAIT LIBRE D'AZOTE *FBRE CRUE 

" " BRESSANl et at 



- 11 -

L U 
O 

L U 
Û_ 
_ J 
ZD 
Û_ 

< 
_ l 

L U 
Q 

t/> 
L U 
Q 
^ I 
L J 
< 

I 
O 

U J 3Z i 

H- a Û- ^ 
2: £ 0 0 
L J OC 

a. 

£ = 
t 2 
s: s: 

L J 

LU 
1 — . 

A
ZO

 

U
LP

E 

a a. 

^ ^ o i N i m c M . j ' . j - o o 
° - * C N I - * \ O C O « I O * - ' 
- * T - T - T - T - T - I 

*— « o f N i T - m ' ^ t ^ o c N i c - ^ o Q 
L n V O O O O ( N - J 1 I - O C j N v O p ^ 

(NJ T— 

(NJ -J" 
r— O J 

(NJ 
t~- OO OO O O^ 
<t -4- vo 

O O 

CNt CM m m __ m fM CM ^* ^* 
-4- " S 

<t 
2 : 
U J 

CC 
ID 
U J 
^ 
LU 
h-

rn 

EA
U 

_ J 
ÛÛ 
< 

L J 
<C 

6 
Z 
Z 
< 
Ö 
^ 
E 

l / l 
LU 
O 

IO
-A

C
 

Ü 

£ < 

U -

3 
LU 0 

C ? . « 

vo m o 00 
m O N (NJ ( S I 

-4- m -4-

P - I T - O = 0 0 O ^ - O S l / ) 
o s i n v o i A ï - o - j - c / ) 
m i n N f i i f i N O W 

vO J1H 

3 

^ \~ -z. 

>; a Q: 

LU O L J 

1 ^ - J B ^ W 

s ~ 3 1 g B 
O 

L J < 
I 

O 

< 
Q 

J ! " n 3 (T E ,< I— O 

a: S" 

ZC 

5 S 
E P 
x ï 

E !3 
ê 3 
E 

1— S > a 



- 12 -

CL 
— J 
ZD 
CL 

UJ 
CD 

3 
O O 
LJ QL 

O. 

*•* î O r ~ p * o v o o i n ^ - l i 1 

^ o , o * o u ^ ^ o o > [ ^ o , * ' s * , ' 

a 
# — • 
UJ 
I— 
O 

a: 
CL 
UJ 
CC 

2: 1: 
O ~ 
LJ X 

* o - j t ^ ~ * i n o » N 1/1 
O CNI NO OO O CO *— -d" 
(SJ 1— r - «— *"" *~ 

s f f 

a: 
LJ 

O 
LJ 

a 
UJ 
a 
LJ 

2 
< 

O 

Q 

< 
6 

3 5 
CQ 

m 
O 

CTI LJ 

O 

D 

g . 
< ° 

UJ 
Q 

ïïm^<sic-a;oosON^ 
so m 5; 

!3 
UJ 

O 
H-
CL 

X UJ 

< 

z Û: < 
5 < _, 
^ < < 

V) ^ < O 
LJ O 

£ § £ § ^£: £ ^ 

^ t i 

*i 
UJ Z 
UJ 

< 
< 
_J 

O 

< 
Ö 

3C f -

I? 
_ l 

tu 

ë 3 _ 3 
uj w 3 

5 s s 
s ? ! 



- 13 -

3. JUSTIFICATION DU TRAVAIL 

Il y a trois facteurs qui justifient une recherche intensive 

sur la pulpe. 

1. La grande quantité de pulpe disponible dans les pays pro­

ducteurs. On peut calculer, d'après les données statisti­

ques sur la production mondiale de café [24] et à l'aide 

de la distribution en pourcentages des maci-o-composants 

du fruit de café [22] (tableau 15, une production de 

340'00O tonnes (matériel sec) en Colombie; ce qui repré­

sente 31Î <ïe la production totale d'Amérique Latine pour 

la période 1978-79. 

2. La possibilité, d'après l'analyse chimique [22] (tableau 2), 

d'utiliser la pulpe comme matière première pour l'obtention 

de différents produits: levures [23] , pectines, caféine, 

concentrés protéiques, aliments pour le bétail, engrais [21], 

charbon actif et très probablement d'autres utilisations pas 

encore envisagées, faute d'analyses chimiques détaillées. 

3. Les problèmes de pollution engendrés par une production si 

élevée de ce sous-produit. 
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4. BUT DU TRAVAIL 

Le but général du présent travail est d'aboutir à une meilleure 

connaissance de la composition chimique de la pulpe de café. En 

particulier, nous nous sommes intéressés aux points suivants: 

a) analyse qualitative et quantitative des sucres libres 

b) analyse quantitative des différents groupes de composés 

phénoliques 

c) analyse qualitative des composés anthocyaniques. 

5. MATERIEL VEGETAL ANALYSE 

Toutes les analyses ont été faites sur des échantillons de pul­

pe de café Arabica, variété "tipica rojo", fournis par le Centre 

national de recherches sur le café "CENICAFE", Chinchina, Co­

lombie. 

La moitié de l'échantillon a StE lyophilisée immédiatement après 

la récolte, et l'autre séchée au soleil. 
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fi. ANALYSE DES SUCRES LIBRES DE LA PULPE DE CAFE 

La teneur totale en sucres libres dans les fruits frais, varie 

entre 11 pour le citron et 16¾ pour les Taisins et la banane. 

Quelques fruits secs tels que les prunes et les abricots con­

tiennent jusqu'à 5Ot de sucres totaux [2S]. Les sucres libres 

qu'on trouve plus couramment chez les plantes sont le glucose, 

le fructose et un disaccharide non réducteur: le saccharose. 

Les sucres sont responsables d'une partie du goût du matériel 

cru et peuvent changer les propriétés du matériel cuit en agis­

sant comme précurseur ou en produisant une couleur brune par 

la réaction de Maillard. Rappelons que seulement les sucres 

réducteurs donnent cette réaction. RACENIS [26] a montré que 

les pentoses sont plus actifs que les hexoses et les aldoses 

que les cëtoses. Il en découle que la détermination individuelle 

des sucres est,sur le plan analytique, préférable à l'estima­

tion du total des sucres réducteurs et non réducteurs. 

Il est connu que les hydrates de carbone peuvent donner des dé­

rivés volatils tels que les trim6thyl-silyl-éthers(SAKARDEKER 

et al [27] SWEELEY et al [28])et les alditol acétates(SAWARDEKER 

et al [29]}. Ces derniers ne sont cependant pas indiqués quand 

le fructose doit être estimé en présence de glucose, étant don­

né que tous les deux produisent du glucitol par réduction. Ce 

fait rend impossible une détermination quantitative. 
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L'utilisation de la Chromatographie gaz-liquide des dérives 

silylës présente beaucoup d'avantages pour la détermination 

individuelle ou totale des sucres libres. La méthode est simple, 

rapide, reproductible et assez exacte (Z SX d'erreur)(HEATHER-

BELL [3OJ , DAVISON et al [31]). Les résultats obtenus sont com­

parables à ceux atteints par les méthodes standard Munson-Wal-

ker A.O.A.C.(KLINE et al [32] et SOMOGYI A.O.A.C. (Association 

of official agricultural chemists)). HEATHERBELL [30] et DAVIES 

et al [33] ont observé que les résultats obtenus par ces der­

nières méthodes sont entachés d'erreurs (par excès) à cause de 

la présence d'autres substances réductrices, telles que l'acide 

ascorbique et les ions métalliques. 

En conséquence, pour doser les sucres libres dans la pulpe 

lyophilisée tout comme dans la pulpe séchée au soleil, nous 

avons préféré recourir à la méthode chromatographique. 

^a figure 1 montre le schéma général de cette analyse, dont le 

détail du mode opératoire figure dans la partie expérimentale. 
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FIG 1. SCHEMA D'ANALYSE DE SUCRES 

LIBRES DANS LA PULPE DE CAFE 

200mg PULPE SECHE 

EXTRACTION 
1. LIGROINE 
2. ETHANOL A 8 0 % 

EXTRAIT DANS 25ml D'EAU 

PURIFICATION 

5ml EXTRAIT + 15ml H2O 

2g PVP* PH = 3,5 

FILTRATION 
LAVAGE AVEC 10 ml H2O 

EXTRAIT PURIFIE +ETALON INTERNE 

VOLUMEA SOmI 

2ml 

EVAPORATION SOUS N2 

RESIDU 

SILYLATION 
30OMI DE TSIM 

REACTION 30' A 70°c 

DETERMINATION 

DERIVE SILYLE 

CHROMATOGRAPHIE 

GAZ-LIQUIDE 

* PVP» POLYVINYLPYRROLIDONE INSOLUBLE (POLYCLAR) 
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6.1 Isolement et identification 

6.1.1 Extraction 

Le dispositif d'extraction utilisé est similaire à celui 

employé par ALIBERT et al [34], pour l'extraction des 

acides phénoliques chez Quercus Pedunculata Ehrh. figure 2, 

FIGURE 2. DISPOSITIF D'EXTRACTION EN CONTINU 

(SOLIDE-LIQUIDE) 

»-5cm-< 

SOLVANT 

D'EXTRACTIONS 

'RODAGE 45/40 

*=*M EXTRACTEUR 

:ILTRE EN VERRE FRITTE N* 3 

EVAPORATEUR 

ROTATIF 

SOUS VIDE AGITATEUR 

MAGNETIQUE 

Dans cet apparei l , on place 200 mg de pulpe séchëe, 

broyée et dépigmentêe par t ro i s lavages successifs (3 x 

10 ml) à la l igroïne (fraction 40-6O0C) pour ext ra i re 

les l ipides qui peuvent gêner l ' ana lyse . Le rSsidu est 
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ensuite traité avec l'éthanol à 801 pour l'extraction 

des sucres libres., 

L'extrait est évaporé à 3O0C sous vide (évaporateur ro­

tatif) et repris par 25 ml d'eau. 

6.1.2 Purification 

Avant la réaction de silylation il est important d'éli­

miner les composés phënoliques pouvant aussi réagir. A 

cet effet, nous avons utilisé de la PVP insoluble. Les 

propriétés de ce polymère sont connues: 

SANDERSON et al [35] ont utilisé 1,2 g de PVP insoluble 

Cpolyclar) par gramme de matériel végétal sec dans la dé­

termination quantitative des hydrates de carbone de la 

plante de thé. 

MARIGO [36] a trouvé qu'en utilisant 2 g de polyclar par 

8 mg de composés phénoliques on arrive à fixer le 1001 

d'un mélange de flavonoïdes, le 1001 d'un mélange de ta­

nins et le 9St d'un mélange d'acides phënoliques. 

D'après ANDERSEN et al [37] la fixation des phénols des 

plantes sur la PVP insoluble s'effectue de façon optima­

le à PH 3,5. 

Nous avons utilisé 2 g de PVP insoluble par 2,8 mg de 

composés phënoliques à PH 3,5. Cette proportion nous a 

permis d'avoir un extrait qui ne réagit pas avec le réac­

tif FeCl, / K-Fe(CN),. La sensibilité de ce test est de 
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l'ordre de 0,05 M,g pour les composés phénoliques(SMITH 

[38]). 

La purification est effectuée sur une partie de l'extrait 

(5 ml] diluée avec 15 ml d'eau et amenée à PH 3,5. A cette 

solution sont ajoutes 2 g de PVP insoluble. Après agita­

tion lente pendant 15 minutes, le surnageant est filtré 

sous vide et le complexe PVP-phénol insoluble lavé avec 

de l'eau [ 2 x 5 ml). Une fois additionné l'étalon interne, 

le volume final est amené à 50 ml. 

6.1.3 Dérivatisation 

La formation des dérivés silylés est faite sur un aliquot 

de l'extrait purifié précédemment [2 ml), lequel est éva­

poré à sec par un courant d'azote dans un mini-réacteur. 

Le triméthylsilylimidazole "TSIM" présente l'avantage, 

sur les.autres réactifs classiques de silylation, de to­

lérer de petites quantités d'eau dans le milieu réaction-

nel. 300 À{1 de ce réactif sont ajoutés dans le mini-réac­

teur, lequel est secoué fortement pendant 5 minutes, puis 

gardé 30 minutes sous agitation, à 70 C, et enfin secoué 

de nouveau fortement pendant 10 minutes. Ce procédé assu­

re une réaction complète de tous les sucres libres présents. 

6.1.4 Analyse qualitative par Chromatographie ga2-liquide 

L'identification des sucres a été faite par comparaison 

des temps de rétention avec ceux de témoins purs (supelco) 

figure 3. 
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Figure 3^ - OiramatogrBirme des sucres de la pulpe de caf6 

6.1.5 Dosage quantitatif 

Pour 1'analyse quantitative, nous avons utilisé le rham-

nose comme étalon interne. 

La détermination des facteurs de réponse relative (FRR) 

du détecteur pour chacun des sucres présents dans la pul­

pe est effectuée à l'aide d'un mélange de sucres témoin 

dans des proportions comparables a celles observées dans 

la pulpe (d'après les surfaces dans les chromatogrammes). 

Nous avons préparé des solutions standards de sucres té­

moins ayant une concentration de 2 mg/ml dans l'éthanol 

â 80t. La détermination des valeurs FRR a été faite par 
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dêrivatisation d'un mélange de: SO Ml de solution stan­

dard de rhamnose, 75 U1I de «.+ /3-D-fructose, 25Al de 

oc-D-glucose, 2SUl de ß -D-glucose, 20 M. 1 de D-galactose, 

4Ml d'inosital et'30/J.1 de saccharose. Les valeurs des 

FRR pour chacun des sucres sont reproductibles. Pour le 

dosage des sucres dans l'échantillon, nous avons ajouté 

après l'étape de purification 1,3 ml de solution standard 

de rhamnose, ajusté le volume à 50 ml, puis préparé le dé­

rivé à partir de 2 ml de cette dernière. 

La quantité de dérivé silylë injecté est de O1SJtI (figu­

re 1). Toutes les analyses doivent être faites entre 0-6 

heures après la préparation du dérivé silylé, ceci afin 

de réduire la décomposition du dérivé THS-saccharose comme 

reporté par REINECCIUS et al [39]. 

Toutes les données sont traitées au moyen d'un intégra­

teur Hewlett Packard 3380 A. et la quantité de chaque 

sucre calculé par l'équation: 

Ae • FRRe • Wsi • Fd 

Ì sucre = x > 100 

Asi • FRRsi E 

Ae = surface du pic du sucre 

Asi = surface du pic du standard interne 

Wsi B poids en mg du standard interne ajouté 

FRRe = facteur de réponse relative du sucre 

FRRsi = facteur de réponse relative du standard interne 

E = poids de l'échantillon en mg 

Fd = facteur de dilution 
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6*2 Résultats obtenus et discussion 

Parmi les sucres libres de la pulpe de café, nous avons identi­

fié li oc+ /a - D - fructose, l'ot *ß - D - glucose, le D - galac­

tose, le saccharose et une petite quantité d'inositol. Les temps 

de retention de chacun des sucres, dans les conditions d'analyse 

utilisées, figurent sur le chromatogramme (figure 3). Notons que 

les anomêres « + 0 du D-fructose donnent un seul pic, tandis que 

les anomêres « + (¾ du D-glucose produisent deux pics parfaite­

ment résolus. 

Les résultats des analyses quantitatives effectuées sont pré­

sentées dans le tableau 5. Le répartition en X est schématisée 

dans la figure 4 aussi bien pour la pulpe lyophilisée que pour 

la pulpe sêchée au soleil. 

TABLEAU 5. CONTENU EN SUCRES DE LA PULPE 

SUCRES 

o£+M)-FRUCT0SE 

D-GAUCTOSE 

ot-0-GLUCOSE 

/3-D-G LUCOSE 

INOSITOL 

SACCHAROSE 

TOTAL 

LYOPHILISEE 

^ioomg 

9.92 

2.40 

3.42 

3.42 

0.28 

3.21 

22.65 

% OU 
TOTAL 

43.8 

10.6 

15.1 

15.1 

1.2 

14.2 

SECHEE AU SOLEIL 

mg 
ioo mg 

15.20 

1-88 

4.52 

3.11 

0.10 

1.83 

26.64 

% OU 
TOTAL 

57.1 

7.0 

17.0 

11.7 

0.4 

6.8 

CHAQUE VALEUR EST LA MOYENNE DE TROIS DETERMINATIONS 
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L'accroissement de 4¾ en teneur totale des sucres libres entre 

la pulpe lyophilisée et la pulpe séchée au soleil peut vraissein-

blablement s'expliquer par l'hydrolyse de glycosides et poly­

saccharides pendant le séchage. 

Le D-fructose (anomères « +(3 ) constitue approximativement le 

5Ot des sucres libres et cette quantité augmente pendant le sé­

chage au soleil. Le deuxième socre important est le D-glucose 

(anomères ot+/9] qui représente le 30¾ du total dans la pulpe 

lyophilisée. Le 201 qui reste est constitué par le saccharose 

et la galactose. La quantité de saccharose est diminuée de moi­

tié pendant le séchage au soleil. La quantité d'inositol est 

pratiquement négligeable dans les deux cas. 

FIGURE 4- REPARTITION DU CONTENU EN SUCRES OE 

LA PULPE DE CAFE 

PULPE LYOPHILISEE PULPE SECHEE AU SOLEIL 

SUCRES TOTAUX U 6 5 % SUCRES TOTAUX 2 6 , « % 
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7. ESTIMATION QUANTITATIVE DES DIFFERENTS GROUPES DE COMPOSES 

PHENOLIQUES DE LA PULPE DE CAFE 

Une estimation quantitative des différents groupes de composés 

phénoliques présents dans la pulpe est nécessaire si l'on veut 

â la fois avoir une meilleure connaissance de la composition 

chimique et comprendre les processus chimiques qui se produi­

sent après la récolte [oxidations, polymérisations, etc.)- Ces 

évaluations permettront de tirer des conclusions pratiques pour 

le choix des traitements les plus adéquats (séchage, conserva­

tion, magasinage) de la pulpe en vue de son utilisation. 

Pour ces estimations, nous avons utilisé la méthode de MARIGO 

[36], figure _S. 

FIGURE 5. FRACTIONNEMENT ET ESTIMATION OES COM­
POSES PHENOLIQUES 

tanins totaux =11-¾ 
tanins condensés« Tj-T3 
tanins hydrolysables = T3-T2 

EXTRAIT VEGETAL 
détemjinaKon des phénols totaux ermir 

ADSORPTION 
SUR PVP 

phénols totaux* p)-F>2 
estimation des différentes catégories des phénols 

PRECIPITATION PAR LA GELATINE 

fraction tanins ,fraction fron tanins 

ADSORPTION PRECIPITATION XosORPTION PRECIPITATION 
SUR PVP FORMALDEHYDE / SUR PVP FORMALDEHYDE 

T] T2 T3 NTi HT2 NT3 

fraction non tanin tor* l*NTi-NT2 Havonoïrfes°NT)-NT3 

composas phénolIquts simples* NTa-NT2 

/ 
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Celle-ci combine deux techniques de fractionnement sélectives 

des composés phënoliques: la précipitation des tanins avec la 

gélatine, et la précipitation de substances possédant un noyau 

aromatique du type phloroglucinol avec la formaldehyde Cil 

s'agit en majorité des flavonoïdes et des tanins condensés ca-

téchiques). L'application de ces deux techniques à un extrait 

végétal permet ainsi de diviser l'ensemble phénolique en: ta­

nins condensés, tanins hydrolysables, flavonoïdes, composés 

phénoliques simples (dérivés du type ester ou éther-oxyde des 

acides phénoliques, coumarines). Chacune de ces fractions est 

ensuite dosée après purification sur PVP insoluble par le ré­

actif de Polin-Ciocalteu. 

MARIGO [36] a vérifié la validité de la méthode en ajoutant des 

quantités connues de mélanges témoins (acides phénoliques, fla­

vonoïdes, tanins) â un extrait végétal obtenu à partir de feuil­

les de chêne. Les différences, inférieures à 51, relevées entre 

les valeurs expérimentales trouvées après addition des mélanges 

témoins et les valeurs théoriques démontrent bien les qualités 

de la méthode. 

Nous avons apporté quelques modifications à la méthode origina­

le pour l'évaluation des tanins hydrolysables et des tanins 

condensés à cause de la difficulté (voire impossibilité) de 

dissoudre le complexe gélatine-tanins (due â la grande quanti­

té de mucilage présent dans l'extrait). Nous avons introduit, 

aussi, des nouvelles étapes de purification avec PVP qui se 
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sont révélées nécessaires pour une meilleure reproductibilite 

des résultats (figure 6). 

La figure 6 montre que l'analyse peut être divisée en cinq 

étapes: 

I. - Extraction. 

II. - Fractionnement de l'extrait total avec la gélatine 

en phénols tanins et phénols non tanins. 

III. - Fractionnement de l'extrait total 

a) en flavonoîdes et tanins condensés (composés pos­

sédant un noyau substitué en meta-dihydroxy) 

qui précipitent avec la formaldehyde 

b) phénols simples et tanins hydrolysables qui res­

tent en solution. 

De mime, la fraction non tanin (étape II) est frac­

tionnée avec la formaldehyde qui précipite les fla­

vonoîdes laissant ainsi en solution les phénols sim­

ples. 

IV. - Purification des différentes fractions phënoliques 

avec la PVP. 

V. - Dosage différentiel des différents groupes phénoliques. 
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FIGURE 6. FRACTIONNEMENT ET ESTIMATION 

DES COMPOSES PHENOLIQUES DANS LA PULPE 

?1 

FL + TC 
I précipitent 

I M=Mi-M2 [ PVP 

PS+TH = M 

|formaldéhyde 

EXTRAIT TOTAL 
PT 

TANINS HYPROtySABlfS 

TH=M-PS 

I pvp I I précipi 
P1 P2 FRACTION 

TANINS CONDENSES 

TC=T-TH 
gélatine 

tent 

PHENOLS 

TOTAUX 

P T = P i - P 2 

E! 
TANIN 

T=PT-NT 

FRACTION NON TANIN 
N T 

formaldehyde 

PS précipitent 

pvp J 

NTi NT2 

NON TANINS 

NT=NT1-NT2 

pvp 

NT3 NT/, 

PHENOLS SIMPLES 

PS = NT 3 -NT 4 

FLAVONOI-

DES -

FL=NT-PS 

• ABREVIATIONS PAGE 29 a 
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ABREVIATIONS EMPLOYEES DANS LA FIGURE 6 

M" Fraction de l'extrait phënolique total qui ne precipite 

pas avec la formaldehyde 

PVP» Polyvinylpyrrolidone insoluble 

M.« Fraction phënolique de M 

M-« Fraction non phënolique de M qui réagit avec le réactif 

de Folin-Ciocalteu 

FL- Flavonoïdes 

TC» Tanins condensés 

PS- Phënols simples 

TH= Tanins hydrolysables 

PT- Phénols totaux 

P.- Fraction phënolique de PT 

P,- Fraction non phënolique de PT qui réagit avec le réactif 

de Folin-Ciocalteu 

T- Fraction tanin 

NT- Fraction non tanin 

NT.- Fraction phënolique de NT 

NT-- Fraction non phénolique de NT qui réagit avec le réactif 

de Folin-Ciocalteu 

NT,- Fraction phënolique de NT qui ne précipite pas avec la 

formaldehyde (PS) 

NT.- Fraction non phénolique de NT, après précipitation avec 

la formaldehyde, qui réagit avec le réactif de Folin-

Ciocalteu 
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7.1 Isolement et dosage quantitatif 

7.1.1 Extraction 

Nous avons extrait la fraction phénolique à l'aide du 

dispositif d'extraction en continu schématise dans la 

figure 2. 

Etape I (voir figure 7) 

200 mg de pulpe séchëe, broyée et dépigmentée par 3 

lavages successifs à la ligroïne (40-6O0C) (3 x 10 ml) 

sont traités, d'abord avec un mélange d'acétate d'éthy-

le-éthanol (1 : 1 v/v) et ensuite avec de 1'Ethanol à 

801. A chaque système de solvant SO mg de metabisulfite 

de sodium (Na-S-O-) par litre sont ajoutés. L'extraction 

est réalisée en continu à température ambiante et le 

solvant évaporé à 30 C sous vide (évaporateur rotatif). 

L'extraction est poursuivie jusqu'à l'absence de réac­

tion de l'extrait avec le réactif chlorure ferrique-

ferrocyanure de potassium. La sensibilité de ce test 

est de l'ordre de 0,05 ̂ g pour les composés phênoliques 

(38). 

L'évaporation des solvants d'extraction à basse tempéra­

ture (300C) et l'utilisation d'anti-ojcydants réduisent 

le risque d'hydrolyse et d'oxydation. 
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FIGURE 7. FRACTIONNEMENT ET ANALYSE DES PHENOLS 

DE LA PULPE DE CAFE 

200mg PULPE SECHE 

ETAPE I 

EXTRACTION 

1.-LlGROlNE [ 3 X T S B l ) 
ï - EIHANDL :ACET*TE IPfTHYlE W l 
Ï-EIHANOL A 1 1 % J 

.̂-EVAPORATION SOlV. OBG. 

MIL3-K3FlICKIt 

ETAPE V 

DOSAGE 

- i î U — E X T R A I T DANS 25 ml D1EAU-U 

VtHUHE A Tat AVEC K LfMI 
IBlREACTtF FOLIH-tlOULTIU 
APRES ) HIK. I a I SOLUTION 
DE tUjCOj h IVV. 
REACTION A WC PEKDANT W 
DOSAGE AVAKT iff 

» a i 

ETAPE H 

PRECI PITATION 

AVEC GELATINE 

ETAPE IV 

PURIFICATION 

AMENI A n u l AVEC OE L'EAU 
PH.3J AVEC MCL DILUE 
Ig DE PVPHiO 1 S 5 I 

AGITATION LENTE TS' 

FILTRATION 
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DOSAGE | l B < 

P2 

S Bt 
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CENTRIFUGATION 
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GELATÎNE-TANI NS ^ , 
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NON 
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25 m L 

ETAPtL5 -

50ml V | 

ETAPE v lw- i NTi 

NT2 

JAeL 
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P2 S n I A 1 
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ETAPE v | « " ^ 

NU 

ETAPE II I PRECIPITATION AVEC FORMALDEHYDE 

ADDITION OE IDaI D'UNE SOLUTION JM CFHCL 
AGITATION 
ADDITIONDE S B I OC SOIUIION DE FORMALDEHYDE I tag /a l l 

• AGI IATI DH , 
ATHOSPHEtIE AIOTE | 
REACTION » HEURES 
CENtRIFUGATION 

PRECIPITENT 

F LAVONOI DES 

PHENOL-FORMALDEHYOE 

I P - F » 

PREC 

FLAV. 

TAN. 
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PHEN. SIH. 

TAN. HID. 

(P -F l M, 
P25ml£SL 

v- | E T I V 

SOtnl 
ET.v|s»t 

M2 
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2 Fractionnement avec la gélatine 

Les conditions optimales de precipitation de tanins 

avec la gélatine ont été définies par FREUDENBERG, 

BAUGHMAN et VIGNAU C 40). On utilise une solution de 

gélatine à Ii, fraîchement préparée, à laquelle on ajou­

te 1Ot de NaCl, Le pH du milieu de précipitation doit 

être compris entre 4 et 5 et les concentrations de so­

lutions de tanin et de gélatine sensiblement égales. 

Cette méthode est bien connue, sa sensibilité et sa 

spécificité très bonnes. 

Etape II (voir figure 7) 

L'extrait phënolique total exempt de solvants organi­

ques (étape I) est repris dans 25 ml d'eau. 10 ml de 

cette solution sont amenées à pH 4,5 â l'aide d'une 

solution diluée d'HCl. La solution de gélatine est 

alors ajoutée jusqu'à absence de floculation du milieu. 

On centrifuge et on sépare le culot gélatine-tanins du 

surnageant, correspondant à la fraction phénolique non 

tanin. Le volume est ajusté à 25 ml. 

3 Fractionnement avec la formaldehyde 

La réaction des phénols du vin avec la formaldehyde 

produit, à basse température et en milieu acide, un 

précipité résineux phénol-formaldéhyde [41], 
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HILLIS et URBACH [42] ont montre que seulement le no­

yau phloroglucinol de la catechine Téagit avec la form­

aldehyde à bas pH et à température ambiante. Dans ces 

conditions les phenols ne possédant pas un groupe mêta-

dihydroxy (non flavonoïdes dans les plantes) ne préci­

pitent pas. 

La substitution méta-dihydroxy active les positions 

ortho et para, lesquelles peuvent être attaquées par des 

réactifs électrophiles. Dans les flavonoïdes, les posi­

tions 6 ou 8 peuvent ainsi réagir avec la formaldehyde 

pour donner l'alcool benzylique «substitué, lequel réagit 

par la suite avec d'autres molécules de flavonoïdes ac­

tivées pour produire des dimêres ou polymères insolubles 

Cfigure 8). 

FIGURE 8. REACTION DES ALDEHYDES AVEC LES PHENOLS 

OH 

R^=0*H*^R-Ç=ÔH*Q--R-ÇH-O"0H+H+ 

H H OH 

O - H C H o i ^ " i o r -njj i 
Hi JH1 
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Cette reaction est à la base d'une méthode décrite 

par KRAMLING et SINGLETON [43] pour la séparation et 

l'estimation des flavonoïdes et des non flavonoîdes 

dans les extraits végétaux, méthode particulièrement 

utilisée dans l'analyse des vins (coefficient de va­

riabilité 2,5%). 

Etape III (voir figure.7) 

Un aliquot de l'extrait phénolique total (5 ml amenés 

à IO ml avec de l'eau) et un aliquot de la fraction 

phénolique non tanin (10 ml) sont acidifiés par adjonc­

tion de 10 ml d'une solution d'acide chlorhydrique 3N, 

puis traités séparément avec 5 ml d'une solution stan­

dard de formaldehyde (8 mg/ml), La précipitation se 

poursuit, sous azote, pendant 24 heures à température 

ambiante. Le précipité phénol-formaldéhyde est séparé 

des autres constituants phénoliques par centrifugation. 

On a observé [43] qu'un excès de formaldehyde peut oc­

casionner la formation de dimëres solubles, lesquels 

réagissent par la suite avec le réactif de folin-cio-

calteu, faussant ainsi les résultats de l'analyse. 

Purification des différentes fractions avec PVP insoluble 

Le réactif de Folin-Ciocalteu réagit avec les composés 

phénoliques et également avec d'autres substances réduc­

trices telles que: 
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- les acides organiques possédant des groupements 

hydroxyles (acide shikimique» acide quinique, acide 

ascorbique. 
i 

- des sucres (glucose, fructose, saccharose); 

- des acides aminés (serine, cysteine). 

Pour cette raison, dans la détermination du contenu 

phénolique d'un extrait végétal à l'aide de ce réactif, 

une purification préalable s'impose. 

La polyvinylpyrrolidone insoluble (PVP) a donné des ré­

sultats dans la purification d'extraits de thé (SANDER­

SON et PERERA [3Sl ) et dans l'étude des phénols chez 

Nicotiana tabacum (ANDERSEN et SOWERS [37] ). 

Ces derniers auteurs ont défini les conditions optimales 

de complexation des phénols de végétaux avec la PVP (par 

liaison hydrogène, figure 9). 

FIGURE 9. COMPLEXATION OE PHENOLS PAR 
LA P0LYVINYLPYRR0LYD0NE INSOLUBLE 

-HO-Q- Ç I - 0 ~ H 0 - ^ - CI=O-HO^H-
I ' ' T 

\—CHo-CH-1 
- C H - C H 2 - C H - C H 2 - C H - C H 2 - C H - C H 2 -CH-CH2 -

^«0—HO-0- i-0—HO-0-i-o-
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La formation du complexe phénol-PVP est optimale à 

pH = 3,5; elle s'est révélée plus facile en solution 

purement aqueuse que dans des solutions aqueuses conte­

nant plus de 10% de methanol. Le temps de contact mi­

nimal entre la solution et la PVP est de 10 minutes, 

sous agitation lente. La formation du complexe est plus 

complète si on ajoute l'adsorbant en plusieurs étapes. 

Trois additions successives de 0,5 g de PVP ont fixé 

quantitativement 100 ̂ g de chacun des phénols testés 

(acide chlorogënique, Tutine, scopolétine). 

L'affinité de la PVP pour un phénol est en rapport di­

rect avec le nombre de groupes hydroxyle dans la molé­

cule. C'est ainsi que les aglycones sont mieux comple­

xées que leurs dérivés. 

Sous conditions légèrement acides,des substances ayant 

des substituants tels que -COOH, -SH, -SO-H, =NH, 
i i 

-C=C-OH-peùvent se lier à la PVP. 

MARIGO [36] a aussi déterminé le rapport optimal adsor-

bant - composés phénoliques. Dans le cas le plus défavo­

rable (mélange d'acides phénoliques), une erreur de 5¾ 

a été observée en utilisant 2 g de PVP pour 8 mg de. com­

posés phénoliques. 



- 37 -

Etape IV (voir figure 7) 

Un aliquot de chacune des fractions phénoliques à pu­

rifier est amené à un volume de 20 ml avec de l'eau 

distillée et à pH de 3,5 avec une solution diluée d'HCl. 

On ajoute, en plusieures étapes, un total de 2 g de PVP 

(préalablement traité pendant 10 minutes à 10O0C par 

HCl à 101, lavée successivement avec de l'eau distillée 

et l'acétone, puis séchêe sous vide). On laisse sous 

agitation lente pendant 15 minutes, puis après filtra­

tion on lave l'adsorbant avec de l'eau (2 x 5 ml) et on 

amène le volume à 50 ml. 

Dosage différentiel des différents groupes phénoliques 

Les réactifs de Folin-Denis (RF-D) et Folin-Ciocalteu 

(RF-C) sont à la base des méthodes officielles d'analyse 

de phénols dans les extraits végétaux. SINGLETON et ROSSI 

[44] ont réalisé une étude comparative de ces deux réac­

tifs, afin de mieux connaître la nature de la réaction 

et de sélectionner et normaliser un procédé simple et 

reproductible. 

Le RF-D est le produit de réaction d'un mélange de tung-

state de sodium (Na2W0.2H.O) , de molybdate de sodium 

(Na.MoO.2H-0) et d'acide phosphorique â 85¾. Pour le 

RF-C la réaction entre ces trois composants est pour­

suivie plus longtemps en présence d'HCl et â la fin on 

ajoute Li7SO.. Le RF-D contient deux classes de substances 

Na.MoO.2H-0
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sensibles à la reduction, tandis que le RF-C, dont le 

contenu en molybdate est plus élevé, en contient une 

seule et est ainsi un réactif plus homogène [4S]. 

En général, les réactifs se présentent sous forme d'une 

solution jaune d'ions complexes d'acide phosphomolybdique 

et d'acide phosphotungstique. Le réactif oxyde les phé-

nolates et une partie des ions métalliques passe de 

l'état 1-6 â l'état +5 produisant un complexe molybdène-

tungstène bleu. 

L'étude comparative des deux réactifs a permis d'établir 

que le RF-C produit avec l'acide gallique un complexe 

bleu plus intense que ne le fait le RF-D, avec un maxi­

mum d'absorption mieux défini [A max. = 765 nm) et avec 

le temps un déplacement hypsochrome moins important. Il 

donne une coloration plus faible avec d'autres substan­

ces réductrices telles que: l'acide ascorbique, le dio­

xide de soufre, les ions Fe et une meilleure réponse 

avec des phénols peu réactifs [acide salicilique). 

En conclusion de leur étude, SINGLETON et ROSSI [44] 

proposent une méthode plus précise et plus exacte. 

A une partie de l'échantillon (1 ml de vin blanc dilué 

â-60 ml avec l'eau) on ajoute 5 ml du réactif de folin-

ciocalteu, puis après ÏO secondes, mais avant 8 minutes, 

15 ml d'une solution aqueuse de carbonate de sodium â 
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20t, le tout é*tant amené à 100 ml. L'absorption ä 765 nm 

est déterminée par rapport à une solution de référence 

qui contient les mêmes composants, l'6chantillon excepté. 

Avant la mesure les solutions sont chauffées à 37 C pen­

dant deux heures. 

Pour nos déterminations, nous avons utilisé ce procédé, 

adapté par MARIGO [36}. 

Etape V (voir figure 7) 

Un aliquot de l'échantillon est ajusté à un volume de 

7 ml avec de l'eau distillée. La solution est agitée et 

1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté. Après 

trois minutes on additionne 2 ml d'une solution aqueuse 

de Na-CO, anhydre à 201. La solution est chauffée â 400C 

pendant 30 minutes et la couleur bleue produite mesurée 

â 760 nm dans une cellule de 1 cm d'épaisseur. 

1 Courbe d'étalonnage 

L'acide gallique est utilisé couramment comme composé 

de référence dans le dosage de substances phénoliques 

des végétaux. Il présente l'avantage sur d'autres com­

posés, par exemple l'acide tannique, d'être facilement 

obtenable à l'état pur et d'être conservable longtemps. 

Pour l'établissement de la courbe d'étalonnage, nous 

avons préparé une première solution (A) d'acide 
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gallique de ZOO ^ g/ml CSO'mg dans 250 ml d'eau dis­

tillée) , puis â partir de celle-ci une deuxième solu­

tion de 20/( g/ml. Des quantités de 1, 2, 3, 4 et S ml 

sont traitées comme décrit dans 1'étape V ( réaction 

avec le RFC). La courbe d'étalonnage (absorption en 

fonction de la concentration) est ensuite établie dans 

une gamme de concentration variant entre 2 et 10 Mg/ml 

(figure 10). 

FIGURE 10. COURBE D'ETALONNAGE 
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Afin d'obtenir une bonne reproductibilité, quelques 

détails pratiques doivent être strictement observés: 

- l'ordre dans l'addition des réactifs, 

- homogénéisation par agitation des solutions après 

addition d'un réactif, 

- dilution de l'échantillon à au moins la moitié de 

son volume final avant l'addition du réactif de Fo-

lin-Ciocalteuf 

- addition de la solution de carbonate de sodium après 

3 minutes, 

- réaction â température contrôlée, 

- dosage entre 30 et 60 minutes après le début de la 

réaction (autrement garder les solutions à basse 

température), 

- s'il y a formation de précipité, on doit centrifu­

ger la solution avant la mesure, 

- choisir une prise d'essai de la solution â doser 

qui donne une mesure comprise entre 0,3 et 0,7 unités 

d'absorption, 

- s'il est nécessaire de diluer la solution ä doser 

on utilise la solution de référence (zéro d'absorp­

tion) , 

- il convient de s'assurer que la PVP utilisée ne con­

tient pas de substances réductrices solubles dans 

l'eau et pouvant réagir par la suite avec le réactif 

de Folin-Ciocalteu. 
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7.1.S.2 Calculs 

La concentration de chacune des fractions phënoli-

ques est exprimée en milligramme d'acide gallique 

pour 100 mg de pulpe séchée et peut être calculée 

au moyen de la formule: 

A Fd 
— T * — x 100 = Pa.g.mg / 100 mg pulpe 
10** Pe 

A = concentration en microgramme lue sur la 

courbe d'étalonnage 

Fd = facteur de dilution » 125 

Pe = poids de l'échantillon = 200 mg 

Pa.g. = poids acide gallique 

d'où 

A x 0,0625 = Pa.g.mg / 100 rag pulpe 

7.2 Résultats et discussions 

L'analyse des résultats, sur la teneur en phénols de la pul­

pe de café lyophilisée et séchée au soleil Çtableau 6 et 

figure Ili. permet de constater l'absence de tanin dans la 

pulpe fraîche. La formation de tanins commence peu d'heures 
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après la récolte et est accélérée par la présence d'eau et 

par la chaleur. 

La différence en teneur des phénols totaux» entre la pulpe 

lyophilisée (6.29 mg/100 mg) et la pulpe sSchée au soleil 

(6,62 mg/100 mg), pourrait s'expliquer par une hydrolyse des 

glycosides, pendant le séchage, avec libération des groupes 

phénoliques engagés dans des liaisons esters ou étheroxydes. 

TABLEAU 6. CONTENU PHENOUÛUE DE LA PULPE DE CAFE 

PULPE 

LYOPHILISEE 

SECHEE AU SOLEIL 

PHENOLS 

TOTAUX 

6.29 

6.62 

FRACTION NON TANIN 

PHENOLS 
SIMPLES 

£28 

1.72 

FLAVO­
NOIDS 

4.01 

Z83 

TOTAUX 

6.29 

4-55 

FRAQION TANIN 

CONDEH 
SES 

0.00 

1.64 

HYDROLY-
SABLES 

0.00 

0.43 

TOTAUX 

000 

2.07 

LES RESULTATS SONT EXPRIMES EN mg D'ACIDE CALLIQUE POUR 

100 mg QE PULPE SECHE. 

CHAQUE VALEUR EST LA MOYENNE OE TROIS DETERMINATIONS 
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FIGURE 11. REPARTITION OU CONTENU PHENOUQUE 

OE LA PULPE OE CAFE 

PULPE LYOPHILISEE PUlPt SECHEE AU SOLEIL 

PHENOLS TOTAUX 6,29% PHENOLS TOTAUX 6,62% 

On observe, aussi pendant le séchage au soleil, la formation 

de 2,07¾ de tanins. 21¾ de ces derniers sont des tanins hydro-

lysables et le reste des tanins condensés. 

Ces résultats nous permettent de penser que la formation de 

tanins dans la pulpe de cafë se fait principalement par une 

réaction de polymérisation (par condensation) de molécules 

de type catéchine et leucoanthocyanidines, lesquelles sont 

les constituants des tanins condensés. Cette réaction de po­

lymérisation explique la diminution des flavonoïdes de 4,01¾ 

dans la pulpe lyophilisée à 2,83¾ dans la pulpe séchée au 

soleil. De même, la formation de tanins hy'drolysables expli­

que la baisse en teneur des phénols simples de 2,28¾ (pulpe 
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lyophilisée) à 1,721 (pulpe sëchée au soleil), bien que les 

acides phénoliques ou leur dérivés soient les constituants 

des tanins hydrolysables. 

8. ETUDE DES ANTHOCYANES DE LA PULPE DE CAFE 

Les anthocyanes constituent une famille du groupe des fla-

vonoîdes. Toutes les anthocyanes (aglycones + hétérosides) 

possèdent le même squelette de base, ä savoir le phényl-2 

benzopyrylium ou flavylium (I), figure 12. 

FIGURE 12. PHENYL-2 BENZOPYRYLIUM (flavylium] 

/R1 

QP ' R " R=SUCRE OU H 

R' = OH OU OCH3 

R«* OH OU OCH3 

FORME OXONIUM 
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Les aglycones possèdent au moins 3 fonctions hydroxyles en 

S,7 et 4' et le noyau pyrilium est hydroxylé en 3. 

TYPES D'AGLYCONES ÇANTHOCYANIDINES) 

AgIycone 

pêlargonidine 

cyanidine 

paeonidine 

delphinidine 

pëtunidine 

malvidine 

R 

H 

H 

H 

H 

H 

H 

R' 

H 

OH 

OCH3 

OH 

OCH3 

OCH3 

R" 

H 

H 

H 

OH 

OH 

OCH3 

La cyanidine est l'aglycone la plus répandue dans la nature. 

Dans la nature, les anthocyanes n'existent pas sous forme 

d'agïycones, mais sous forme d'hétérosides (anthocyanines). 

Un sucre (dans la majorité des cas: glucose, galactose, rham-

nose et arabinose) peut se fixer en position 3, S ou 7, le 

plus souvent on rencontre un glucose, en 3 (monoglucoside). 

Parfois un deuxième sucre vient se fixer, généralement en po­

sition 5 (diglucoside). La glucosidification en position 7 

est très rare. Les hétérosides les plus importantes, d'après 
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leur répartition dans la nature, sont les monoglucosides-3, 

les rutinosides-3 (rhamnoglucosides-3) et les dimonosides-3,5 

[47]. 

Un hydroxyle du sucre peut être estêrifié par un acide phë-

nolique (acide benzoïque ou acide cinnamique) , pour donner 

des anthocyanes acylëes. 

Les anthocyanes peuvent aussi polyraériser, copolymëriser ou 

se combiner, par exemple aux polysaccharides (polyosides). 

Les anthocyanes possèdent une couleur rouge en milieu acide 

et virent au bleu en milieu basique. Ce phénomène est dû à 

l'existence de structures différentes en fonction du PH 

(figure 13). En variant le PH, on déplace l'équilibre entre 

ces structures. Ce phénomène est utilisé pour le dosage de 

ces pigments [49] £50]. 
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FIGURE 13. CHANGEMENT DE LA COULEUR 

DES ANTHOCYANES EN F O N C T I O N D U P H 
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D'après [70] 
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Par ailleurs, la faible coloration en milieu légërement 

acide, indique l'existence d'une forme incolore. En milieu 

basique, la structure anthocyanique est instable, et à par­

tir de PH 8 elle est décomposée par ouverture du cycle et 

oxydation. La rSacidification ne rÉgénère que partiellement 

la forme rouge. La fusion alcaline en presence d'une base 

forte et à chaud décompose les anthocyanes en phloroglucinol, 

acide benzoïque et acide acétique [48]. ÇFigure 14) 

FIGURE H. FUSION ALCALINE DES ANTHOCYANES 



- 50 -

La perte de couleur lors du flétrissement des fleurs est due 

â l'augmentation du pH [51]. 

D'après JURD [52] la décoloration des anthocyanes (monomères) 

par l'anhydride sulfureux et les bisulfites alcalins, s'ex­

plique par l'attaque du cation flavylium (êlectrophile) par 

le réactif nucléophile HSO, pour donner un acide chromône 

sulfonique incolore. 

Cette réaction est réversible et la couleur rouge réapparaît 

si on acidifie le milieu (figure 15). 

FIGURE 15. ACTION DU SULFITE SUR LES ANTHOCYANES 
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Les métaux (Fe, Al, Mg, K, Cu, Sn) donnent des complexes 

bleus (enfilâtes) avec les anthocyanes possédant deux OH en 

ortho sur le noyau latéral B. Cette réaction est responsable 

de la couleur bleue de certaines fleurs [53]. Par ailleurs, 

elle permet de différencier les anthocyanes possédant un 

groupe ortho-diphénol des autres. 

Les anthocyanes sont assez solubles dans l'eau, mais le me­

thanol et l'éthanol sont les meilleurs solvants. L'addition 

d'anhydride sulfureux améliore le rendement d'extraction et 

la stabilité des pigments [54] [55]. 

Les anthocyanes sont facilement oxydables par les enzymes du 

type oxydases tels que: laccase (spécifique des paradiphénols), 

tyrosinase ou Polyphenoloxydase (spécifique des orthodiphê-

nols), Peroxydase et anthocyanase. L'oxydation par ces enzy­

mes conduit à la disparition de la couleur rouge. L'activité 

de ces enzymes est favorisée par la présence de fer, de cui­

vre, par la lumière et par les températures de conservation 

élevées (20 â 3S0C) [55]. Par contre, la présence de tanins 

ralentit la destruction oxydative. L'oxydation non enzymati-

que des anthocyanes produit des pigments bruns insolubles, 

L'eau oxygénée est couramment utilisée comme oxydant des an­

thocyanes et pour leur dosage [46]. 

KARRER et al [56] ont développé cette réaction pour mettre 

en évidence l'existence d'une molécule glucidique en position 3 
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de l'aglycone. En général, on obtient un produit dans le­

quel la molécule de sucre est liée par une liaison ester. 

Celle-ci peut être coupée par hydrolyse alcaline et le pro­

duit obtenu analysé par Chromatographie. HRAZDINA [57] a 

établi par cette réaction la structure du produit d*oxyda-

tion de la malvine (la malvone), figure 16, 

FIGURE 16. OXYDATION DE MALVINE PAR H2O2 

MALVJNE M A L V O N E 
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D'après SHRIKHANDE et al [58] la présence de flavonols pro­

tège les anthocyanes en retardant l'oxydation de l'acide 

ascorbique, lequel en produisant de l'eau oxygénée a un ef­

fet destructeur sur les anthocyanes. 

Les sucres ont un effet négatif sur les pigments anthocya-

niques. Ceci est particulièrement important en présence de 

quantités importantes de pentoses et d'hexoses [59] [60]. 

Il est bien connu, dans l'industrie alimentaire, que les 

températures élevées, l'exposition à la lumière et à l'humi­

dité accélèrent la dégradation des échantillons anthocyani-

ques. 

Les anthocyanes, les leucoanthocyanes et les catéchines for­

ment par polymérisation ou copolymêrisation les tanins con­

densés. Ces réactions comportent, très probablement une subs­

titution ëlectrophile en position 4 de l'hétérocycle [61], 

comme indiqué dans la figure 17. 
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FIGURE 17. FORMATION DESTANINS CONDENSES 
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Le substituant Rt une proanthocyanidine dimérique se lie 

ainsi par sa position 6 ou 8 à l'anthocyane. 

Les flavonoïdes forment aussi des complexes avec les antho-

cyanines produisant un effet hyperchrome et un déplacement 

bathochrome de la bande d'absorption dans le visible. La for­

mation du complexe se fait par des liaisons hydrogênes entre 

le groupe carbonile de la base anhydre anthocyanique et les 

groupes hydroxyles aromatiques du flavonoîde [62]. 

Les anthocyanes sont de plus en plus utilisées dans l'indus­

trie alimentaire et pharmaceutique. Notamment l'activité vi-
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taminique P des anthocyanes (renforcement de la résistence 

des capillaires sanguins et diminution de leur perméabilité') 

est utilisée pour combattre affections artérielles, maladies 

veineuses et troubles de la vision. Les anthocyanes ont aus­

si une activité antivirale et bactéricide importante [63]. 

8.1 Extraction 

Toutes les extractions ont été faites en continu (figure 2) 

sur des échantillons dépigmentés à la ligroïne (fraction 40-

600C). Comme solvant, nous avons utilisé MeOH-HCl 0,012N. 

L'extraction a été effectuée à température ambiante jusqu'à 

absence de coloration. Le solvant organique a été ensuite 

évaporé sous vide à 300C. 

8.2 Pré-purification de anthocyanines / utilisation de PVP inso­

luble 

La PVP insoluble (polyclar) est fréquemment utilisée dans la 

purification et séparation de composés anthocyaniques [64], 

[65], [66], C67] . Elle permet d'une part une bonne récupéra­

tion sans dégradation [66], d'autre part d'établir un rapport 

entre la structure et l'ordre d'élution des composés â sépa­

rer [64]. 

Il est connu que la présence de certains composés organiques, 

particulièrement les sucres [59] [60], accélèrent la dégrada­

tion de composés anthocyaniques. Vu la haute teneur en sucres 
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de la pulpe, nous avons estimé nécessaire d'effectuer une 

pré-purification rapide de l'extrait mëthanolique pour pro­

téger ces composés. 

A cet effet, nous avons utilisé une colonne courte et large 

(L = 10 cm, 0 6 cm) équipée d'un filtre en verre fritte per­

mettant un débit très élevé de solvant et remplie de PVP in­

soluble (Aldrich)• 

La PVP a été traitée préalablement comme décrit par HRAZDINA 

[67). L'extrait mëthanolique évaporé sous vide a été repris 

dans l'eau, centrifugé et déposé à la tête de la colonne de 

PVP. Les composés non retenus sur la phase stationnaire ont 

été élues avec de l'eau jusqu'à absence de couleur et de 

goût de l'éluant. L'excès d'eau sur la PVP a été éliminé avec 

du methanol et le groupe des composés anthocyaniques élue 

avec du MeOH-HCl 0,012N. La PVP peut être réutilisée après 

régénération comme décrit par BRAUN [68]. 

8.3 Séparation et purification des anthocyanes / utilisation de 

cellulose 

La cellulose a beaucoup été utilisée dans la séparation et 

purification des anthocyanes. La Chromatographie sur papier 

a été largement utilisée pour l'analyse et la séparation de 

ces mêmes composés [69], [70], [71], [72], 

Les colonnes de cellulose ou de cellulose-polyamide se sont 

aussi révélées d'une grande utilité [73]. Tout comme les 
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plaques de couches épaisses fabriquées avec ces supports [74]. 

Pour notre travail, après purification partielle sur PVP in­

soluble, les anthocyanines ont été séparées et repurifiées 

sur une colonne de cellulose de la manière suivante: 

La fraction anthocyanique brute a été évaporée à sec, repri­

se dans un mélange d'acide chlorohydriqûe 2N : eau : acide 

acétique (3 : 10 : 0,5 v/v) et déposée à la tête d'une colonne 

(L " 25 cm, 0 int. 2,5 cm) remplie avec 28 g de cellulose (avi-

cel). L'élution des anthocyanines a été effectuée à faible dé­

bit avec HCl 2N : H3O : AcOH (3 : 10 : 0,5 v/v). Toutes les 

fractions ont été concentrées sous vide à 300C et l'acide acé­

tique résiduel évaporé en faisant un mélange azéotropique avec 

n-heptane. 

Ce système chromatographique permet une parfaite séparation 

et purification des deux anthocyanines présentes dans la pulpe 

de café. 

8.4 Séparation et purification des anthocyanines par Chromatogra­

phie circulaire centrifuge sur papier â l'échelle preparative 

CCCCP) 

Dans le passé, la Chromatographie sur papier a été fort utili­

sée pour la séparation de composés polaires. Elle a donné de 

très bons résultats dans l'étude de composés polyphénoliques, 

tels que les flavonoïdes (MABRY et al [75] ), les acides 
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phénoliques et tanins (RIBEREAU - GAYON [70] ) et les flavo-

noïdes anthocyaniques (HAREORNE [69] ). De plus en plus, la 

Chromatographie sur papier a été remplacée par d'autres tech­

niques, parfois moins simples, souvent plus chères, mais aus­

si plus rapides. Citons la Chromatographie sur couche mince 

(TLC), la Chromatographie liquide à haute pression (HPLC), 

la Chromatographie en contre-courant (DDC), etc. 

Récemment, HOSTETTMANN et al [.76] ont décrit l'application de 

la Chromatographie sur couche mince à force centrifuge dans 

l'isolement de xanthones, triterpenes et saponines à l'aide 

d'un nouvel appareil appelé "chromatotron" et développé par 

"Harrison research" Palo Alto, Ca, USA. Les applications se 

limitent cependant à l'utilisation de plaques de gel de si­

lice pour la séparation de composés peu polaires ou apolaires. 

Combinant les principes de la Chromatographie preparative sur 

papier et de la Chromatographie à force centrifuge, nous avons 

construit à l'aide d'un rotor, d'une résistance variable et" 

d'une chambre circulaire en polypropylene, un dispositif qui 

nous a permis d'isoler les composés anthocyaniques de la pul­

pe de café (figure 18). 
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PP*POLYPROPYlENE 

ISQUE EN PP 

COLLECTEUR 

FIG.18-DISPOSITIF POUR LA CHROMATOGRAPHIE CIRCU­

LAIRE CENTRIFUGE SUR PAPIER A L'ECHELLE PREPARATIVE 

Nous avons en particulier utilise des disques de papier 

[0 24 cm) Whatmann 17 Chr, preparative. Sur un premier dis­

que, nous avons réalisé le fractionnement d'un extrait mê-

thanolique (voir méthode d'extraction plus haut), obtenu à 

partir de 2 g de pulpe* 

Après evaporation sous vide à 30 C, le mélange repris dans 

HCl 0,12N, centrifugé, évaporé de nouveau et repris dans 

MeOH-HCl 0,012N et ensuite déposé sur le papier. Pour cet­

te première séparation, on utilise HCl 0,12N comme solvant 

d'élution (débit S ml/min.)- Les fractions contenant la mê­

me anthocyanine ont été évaporées à sec, reprises dans 

EtOH-HCl 0,012N, déposées sur un deuxième disque et éluées 
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avec un mélange HCl 2N : H O : AcOH (3 : 10 : 0,5 v/v). 

Avant l'analyse spectroscopique des composés séparés, une 

dernière purification a été effectuée sur un troisième dis­

que en utilisant comme solvant nBuOH : AcOH : H?0 ( 4 : 1 : 5 

v/v). Notons qu'avant l'emploi, les feuilles de papier ont 

été lavées avec le solvant d'êlution et que celles-ci peu­

vent être utilisées de nouveau après lavage. Toutes les frac­

tions (20 ml) ont été évaporées sous vide â 3O0C et reprises 

dans EtOH-HCl 0,012N. Le dép6t du mélange à séparer a été 

effectué avec une seringue et en faisant tourner le papier â 

500 R.P.M. Pour toutes les séparations, le rotor a tourné à 

800 R.P.M. La composition des fractions a été contrôlée par 

Chromatographie sur plaque de cellulose (Macherey-Nagel UV?(..) 

en utilisant comme solvant un mélange HCl 2N : H-O : AcOH 

(3 : 10 : 3 v/v). 

Pendant la première étape de purification (solvant HCl 0,12N), 

les anthocyanines se séparent,des sucres libres et des agly-

cones. L'ordre d'êlution est le suivant: sucres - diglycosi-

des - monoglycosides - aglycones. On constate aussi une sépa­

ration presque totale entre les hëtërosides. Dans la deuxième 

étape de purification (solvant HCl 2N : H3O : AcOH, 3 : 10 : 

0,5 v/v), on achève la séparation des hétérosides et on les 

sépare des acides phénoliques. L'ordre d'êlution est le sui­

vant: acides phénoliques - diglycosides - monoglycosides -

aglycones (ne migrent pas quelques composés brunâtres qui 
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peuvent être élues avec HCl 2N : H_0 : AcOH, 3 : 10 : 3 v/v) 

puis n-BuOH : AcOH : H3O (4 : 1 : 5 v/v). 

D'une manière générale, la séparation des composés intéres­

sants nécessite que ceux-ci possèdent un Rf < 0,5 et un û Rf 

» 0,1 sur papier. Dans ces conditions, l'obtention de compo­

sés purs pour les analyses spectroscopiques demande entre une 

demi-heure et quelques heures, suivant la complexité de l'ex­

trait. Dans notre cas, à partir d'un extrait mëthanolique brut 

en quatre heures nous avons isolé une quantité suffisante 

d'hétêrosides pour faire les analyses. 

Il est évident que cette technique présente de nombreux avan­

tages. Par sa simplicité, son pTix (peu de solvant et phase 

stationnaire récupérable) et surtout par sa rapidité, qualité 

très importante pour une méthode de séparation lorsqu'on a 

affaire ä des substances chimiquement instables, telles que 

les anthocyanines. 

8.S Analyse qualitative des anthocyanines 

L'analyse qualitative d'une anthocyanine comporte: 

A) La caractérisation de l'aglycone (anthocianidine), obtenu 

par HPLC ou Chromatographie sur papier après hydrolyse aci­

de de l'hétéroside (anthocyanine), à l'aide de témoins. La 

spectroscopic UV-VIS. indique" la nature du substituant sur 
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le noyau B (figure 12]. La formation d'une couleur bleue 

par réaction avec AlCl, indique la présence de deux hydro-

xyles en ortho l'un de l'autre sur le noyau latéral B. 

B) La détermination de la nature des sucres liés â l'aglyco-

ne qui peut être faite par Chromatographie gaz-liquide du 

dérivé silylë des produits d'hydrolyse acide, ou par Chro­

matographie de couche mince à l'aide de sucres témoins. 

La position de substitution des sucres sur l'aglycone peut 

se déterminer par spectroscopic UV-visible et â l'aide de 

la Chromatographie sur papier en comparant les valeurs Rf 

dans différents systèmes de solvant. 

C) Les anthocyanes acylées se caractérisent par Chromatogra­

phie des produits d'hydrolyse alcaline et par spectroscopic 

UV-visible. 

Enfin, l'analyse RMN- H permet la confirmation de la structure. 

8.5.1 Analyse des aglycones par HPLC 

WILKINSON et al [77] ont séparé six anthocyanidines 

par HPLC sur une colonne de M-Bondapak / C18 en utisi-

sant un mélange d'eau: acide acétique: methanol (71 : 

10 : 19) et un débit de 2 ml/min. 

Nous avons pour notre part utilisé une colonne Lichro-

sob RP 8, phase inversée (Knauer) et réalisé la sépara­

tion de quatre anthocyanidines témoins au moyen d'un 

mélange d'eau: acide acétique: methanol (45 : 5 : 50] 
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et avec un débit de 2 ml/min. (figure 191. 

La préparation de l'Échantillon est similaire â celle 

décrite par WILKINSON (voir partie expérimentale). 

Nous avons effectué une extraction en continu, comme 

décrit plus haut et réalisé l'hydrolyse pendant 120 

minutes, au lieu de 30 minutes. 

Par rapport à WILKINSON, une élution en ordre inverse 

pour la malvidine et la pélargonidine a été observée. 

Ceci peut s'expliquer par les différences des condi­

tions d'analyse, la nature des colonnes et surtout par 

différence de polarité de la phase mobile. L'analyse 

de la pulpe nous a ainsi révélé que celle-ci contient 

une seule anthocyanidine: la cyanidine (figure 19). 

HPLCl DES PRODUlfsiD'HYDROLYSE ACIDE-
DE 1ANTHOdYANtNB 

2P1 M 20" I ! ! 1P' I ! i I 10' • " . ' 7 I M V 
FIGURE 19. ANALYSE D'ANTHOCYANIDINES DE LA PULPE 

DE CAFE PAR HPLC 
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8.S.2 Analyse des sucres par G.L.C. 

L'analyse des sucres liés à l'aglycone a été faite 

par Chromatographie gas - liquide du dérivé silylé 

des produits d'hydrolyse acide à partir de 0,5 mg 

d'hétéroside, suivant la technique d'hydrolyse de 

CHANDLER et HARPER [78] [voir partie expérimentale). 

La préparation et la Chromatographie des dérives 

silylés sont réalisées comme décrit dans l'analyse de 

sucres (6-1.5). Les résultats de l'analyse montrent 

la présence de glucose et rhamnose dans la molécule de 

l'hétéroside 1 [figure 201. 

FIGURE 20. ANALYSE DES SUCRES DES ANTHOCYANINES DE 

LA PULPE DE CAFE PAR G.L.C. 
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8.5.3 Analyse chromatographique sur papier 

Nous avons déterminé les valeurs Rf sur papier, afin 

de pouvoir les comparer avec ceux de la littérature. 

Les détails de l'analyse sont groupés dans la partie 

expérimentale et les résultats obtenus dans le 

tableau 7. 

TABLEAU 7. VALEURS RfSUR PAPIER ET COULEURS 
DES ANTHOCYANES DE LA PULPE DE CAFE 

ANTHOCYANE 

HETEROSIOE 1 

HETEROSIDE 2 

AGLYCONE 

3-RHAMNOGLUCO-

SIDE DECYANIOIKE 

3-MONOGLUt OSlDE 

OE CYANID[NE 

CYANlDlNE 

VALEURS R f OANS 

HCL1% 

0,19 

0.09 

0,19" 

0.07" 

B :A :W" 

o.to 
0.41 

0.70 

0,37" 

0.38" 

0,68 " 

FORESTAL* 

0,50 

0 , t 9 * 

COULEUR 

vis. 

ROUGE 
11 

( i 

M 

• I 

1 I 

COULEUR 

UV 

ROUGE 
11 

11 

M 

I I 

I I 

"HABBOBNE U4I 

* rORF.STAI.' .icirf" nrf-i iqnr : en i i : l i n cnnccntr'-- (3:1:0,.*. v /« l 

• • | t :A:K- n-hnl anni : ne I .Ip nef l !<n<r :r. i« { * : I : S v / v l 
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8.5.3.1 Hydrolyse "in situ" des hétérosides 

Les réactions chimiques "in situ" ont été utilisées 

dans l'identification de composés organiques par 

DALLAS [79]. L'utilisation de cette technique dans 

l'étude d'oligosaccharides a été faite par LOMBARD 

et al [80] et par KARTIG et al T81] dans le cas de 

glycosides. 

Cette analyse (voir partie expérimentale) nous a 

montré que l'hétéroside 1 produit par hydrolyse 

acide partielle l'hétéroside 2. Cette réaction donne 

les mêmes résultats qu'une hydrolyse ménagée (figure 

Ii)-

FIGURE 21. HYOROLYSE "in srtu" D'HETEROSIOES 

50LV-.HO. IM-H(OJiOH 

1 Ì-V 0.5Vi 1 

J 3 « HEIEROSIDE I 

PLAQUE 

DE CELLULOSE 

OHHT tS.I O1HEL I ! N 

l) 
N i 
Wn ) Ni 

SOLV.EUA'W U i I . S V Y I 

»•9 DKHUCOSI0C-).S 

CTANIOIH 

m**n.AajE 

lo-so'r 
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8.5.4 Analyse par spectroscopic ultraviolet-visible fUV-vis.1 

Les résultats de cette analyse sont présentés dans le 

tableau 8. 

TABLEAU 8 MAXIMAS D'ABSORPTION DANS LE VIS-
UV DES ANTHOCYANES OE LA PULPE 

COMPOSE 

HETEROsiDE m i 

HETEROSIDE N£2 

AOLYCONE 

SOLVANT ETHANOL 0,1% HCL 

BANDE I I 

283 

283 

279 

BANDE I 

539 

537 

540 

DEPLACEMENT 
BANDE I EN PRE­

SENCE D-ALOjtnm) 

12.5 

25 

La différence d'environ 10 nm entre les hétérosides 

et l'aglycone est due â une glucosidification [70]. 

D'après R. GAYON [70], le rapport des densités opti­

ques a 440 nm et au maximum d'absorption dans le vi­

sible CE440 / Emax en ì) t pour les dérivés de la 
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cyanidine, varie de 19 à 26 si l'OH en position 5 est 

non substitué, et de 12 à 13 dans le cas contraire. 

Ces rapports sont de 23 pour l'hétëroside 1 et de 17 

pour l'hëtëroside 2. Ceci nous permet de penser que 

dans nos composés, la position 5 est libre (figures 22. 

» . 241. 

Les spectres ne présentent pas de bande entre 310-330 nm 

(ce qui indique l'absence de dérives acylé). 
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! 
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«0 SOO 

LONGUEUR 0'0NOE (nm) 

S O L V A N T I E T O H 0 , 1 % HCL 

AGLYCONE 
BLANC: ETOH 0 ,1% HCL 

FIGURE 22. SPECTRE ULTRA VIOLET-VISIBLE DE L'AGLYCONE 



- 69 -

0.! 

03 

0.1 

I Oj 

I« 
I ci 

o.i 

\s 
\ / 

HI 

HETEROSIDE 1 

no «a iw 500 s» «o t 
LONGUEUR O1ONDE (niti) 

SOLVANT: ETOH 0 , 1 % HCL Q)DANS ETOH 

8LANC: ETOH 0 , 1 % HCL 0 OANS ETOH*ALCL3 

FIGURE 23. SPECTRE ULTRA VIOLET-VISIBLE DE L'HETEROSIDE 1 
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FIGURE 24- SPECTRE ULTRA VIOLET-VISIBLE DE L'HETEROSIDE 2 
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8.5.S Analyse par résonnance magnétique nucléaire 

Les spectres ont été enregistrés avec un spectromètre 

Bruker 200 MHz H, dans un micro-tube en utilisant 1 mg 

d'hëtëroside dans CD-OD. Les résultats sont présentes 

dans le tableau 9 et dans les figures 25. 26 . 

TABLEAU 9. !DEPLACEMENTS CHIMIQUES DES PROTONS 

OESANTHOCYANES OE LA PULPE OE CAFE 

HETERO SIDE 

HETER0SIDE 1 

HETERÓSIDE 2 

POSITION OU PROTON ET DEPLACEMENi 

NOYAU S 

C 2 C5 C6 

107 7,07 834. 

d d q 

a05ï02 8^7 

d d q 

d=doublet c 

NOYAUX 
C A 
<* C6 C8 

3.96 6J3 6.33 

s d d 

9,00 MA 6,9T 
s d d 

^quadruplet* 

RHAMNOSYL 

G| C2 CH3 

4Ji kffHSim 

s m d 

s ssingulet m 

CHIMIQUE 

3-CLUCORHAMNO-

C1 SYL 

sas 

d 

5JO 

d 

s multi 

32S-4.0 

m 

(9 protons) 

3,25-W) 

m 

(fi protons) 

plet 

« • 

JLI —J 

/ 

FIGURE 25. SPECTRE 200 MHz-4H- DE LA CYANINE 
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FIGURE 25 A. SPECTRE 200 MHi-1H- DE L'HETEROSIDE 1 
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FIGURE 26. SPECTRE 200 MHz-1H- DE L'HETEROSIDE 2 
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8.6 Analyse de résultats 

L'analyse des anthocyanidines par Chromatographie liquide à 

haute pression nous a montre la présence de la cyanidine comme 

la seule aglycone anthocyanique de la pulpe de café. Ce fait 

est aussi confirmé par les analyses chromatographiques sur pa­

pier, par les spectres UV-visible et RMN H. 

L'analyse des sucres de l'hétéroside 1 (voir 8.5.2) a montré 

la présence de glucose et de rhamnose. Les valeurs Rf (sur pa­

pier) pour les hétérosides 1 et 2, dans différents systèmes de 

solvant, sont très proches de ceux de rhamnoglucoside-3 cyani­

dine et glucoside-3 cyanidine respectivement, reportés dans la 

littérature. 

Les spectres UV-vis. des hétérosides 1 et 2 permettent d'exclu­

re une substitution en position 5 et la présence de résidus 

acylés. 

L'hydrolyse "in situ" et les observations au cours des étapes 

de purification et de séparation sur colonne, nous permettent 

de penser que l'hétéroside 2 est un produit d'hydrolyse partiel­

le de l'hétéroside 1. Les spectres de RMN H de ces deux hétéro­

sides montrent la présence pour l'hétéroside 1 d'un doublet à 

1,21 ppm f Js 6 c.p. s. ) tipiqi'.e de rhamnose dans les neohes-

peridosides [82]. Ce signal est absent dans le spectre de 

l'hétéroside 2. 

Dans les rutinosides ce signal est mal résolu et apparaît 

entre 0,8 et 1,0 ppm. 
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Ces résu l t a t s nous amènent aussi â conclure que l 'hé téros ide 

1 e s t : neohesperidosyl-3 cyanidine et l 'hétéroside 2: gluco-

Syl-3 cyanidine. 

HETEROSIDE 1 HETEROSIDE 2 

NEOHESPERIDOSYL-3 CYANIDINE 
I 

Notons que h'étérodides de cyanidine tels que le rutinosyl-3 

cyanidine et le glucosyl-3 cyanidine ont été trouvés dans 

des plantes appartenant à la même famille du caféier (Rubia-

ceae) mussaenda erythrophylla et M. phillipica var. aurorae x 

erythrophylla [83]. 
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9. CONCLUSION GENERALE 

Le fruit de café est communément appelé "cerise". L'exocarpe 

et le mesocarpe (environ 40¾ en poids) de ce fruit constituent 

la pulpe de café. L'analyse chimique semi-quantitative montre 

que la pulpe renferme beaucoup d'hydrates de carbone et, dans 

une moindre proportion des protéines, des matières grasses et 

des sels minéraux. On constate aussi la présence de caféine, 

de tanins, d'acide chlorogénique et d'acide caféique. 

Dans ce travail nous avons effectué une estimation quantitati­

ve des différents groupes de composés phénoliques. L'ensemble 

polyphénolique de la pulpe de café a été subdivisé en phénols 

non tanins (phénols simples + flavonoïdes) et phénols tanins 

(tanins condensés + tanins hydrolysables). Les proportions 

relatives de ces substances ont été déterminées quantitative­

ment. Elles varient, suivant que la pulpe a été lyophilisée 

ou séchée au soleil, dans les proportions suivantes: 

PlLPE LYOPHILISEE PULPE SECHEE AU SOLEIL 

PHENOLS TOTAUX 6.29% PHENOLS TOTAUX 6,62% 
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Une séparation, identification et analyse quantitative des 

sucres libres a aussi été réalisée par Chromatographie gaz­

liquide de leurs dérivés sylilés. La répartition en pourcen­

tage de ces composés est la suivante: 

PULPE LYOPHILISEE PULPE SECHEE AU SOLEIL 

SUCRES TOTAUX 22,65% SUCRES TOTAUX 2 6 , « % 

Nous avons enfin effectué l'étude qualitative d'une partie 

des flavonoïdes, les composés anthocyaniques. Cette étude a 

pu être réalisée grâce à l'association des principes de la 

Chromatographie circulaire centrifuge et de la chromatogra­

phic sur papier à l'échelle preparative (CCCP). 

Cette technique originale, que nous avons mis au point, s'est 

révélée particulièrement avantageuse par sa simplicité, sa 

rapidité et son économie. Il a été ainsi possible de montrer 
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la présence d'un composé nouveau le neohesneridosvl-3 cya-

nidine ainsi que ie plucosyl-3 cyanidine dans la pulpe de 

café arabica, varieté tipica rojo. 

10. CONSIDERATIONES FINALES 

Le but de la culture de café est l'obtention de la graine, â 

partir de laquelle on prépare la boisson. Ce procédé qui n'u­

tilise que le 61 de la cerise du café (méthode traditionnelle) 

est actuellement le seul facteur économique des pays produc­

teurs. 

D'après l'étude effectuée, la pulpe est qualitativement et 

quantitativement le sous-produit le plus important. Une uti­

lisation rationnelle de ce sous-produit pourrait devenir une 

source supplémentaire de revenu pour les producteurs et une 

solution aux problèmes de pollution dûs à l'accumulation des 

sous-produits pendant les périodes de récolte. 

L'application des méthodes analytiques employées dans ce tra­

vail permettra de suivre l'évolution quantitative des diffé­

rents groupes phénoliques et des sucres libres, pendant les 

traitements technologiques de la pulpe. 

L'utilisation des sous-produits exige une centralisation des 

procédés de traitement de la cerise après la récolte et l'em­

ploi de l'énergie solaire pour le séchage. En effet, un des 
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facteurs limitatifs dans l'utilisation de la pulpe est sa 

haute teneur en eau C80 " 85¾). 

L'utilisation de la pulpe de café peut être envisagée sous 

deux formes complémentaires: 

A) Extraction et purification de composes industriellement 

intéressants comme les anthocyanines, la caféine et les 

dérivés de l'acide cinnamique (du type acide chlorogéni-

que) qui peuvent être utilisés dans l'industrie alimentai­

re et pharmaceutique. 

B) Emploi du résidu d'extraction riche en sucres, protéines 

et fibre dans l'élaboration de fourrage pour le bétail. 

L'emploi des résidus d'extraction de la pulpe dans l'alimen­

tation animale est d'un grand intérêt dans les pays produc­

teurs de café, étant donné que l'homme est en concurrence 

avec l'animal pour la même nourriture, par exemple le maïs. 

En effet, si on peut substituer, par des matériaux tels que 

la pulpe de café, une partie du maïs ou de la farine de soya 

ou de coton utilisée dans la préparation de rations alimentai­

res pour les animaux, on pourra disposer du reste de ces pro­

duits pour la consommation humaine. 
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11. PARTIE EXPERIMENTALE 

11.1 Analyse des sucres libres de la pulpe de café 

11.1.1 Appareils 

- dispositif d'extraction solide - liquide en conti­

nu, fig. 2 

- mini-réacteurs pour réactions de silylation (SUPELCO) 

- chromatography Perkin-Elmer 900 avec détecteur FID 

- colonne en verre [L = 4 m, 0i = 2 mm) remplie de 

silicone SE-52 S\ sur gaz chrom. Q 80/100 MESH 

- intégrateur Hewlett Packard 3380 A. 

11.1.2 Réactifs 

- sucres témoins purs (SUPELCO) 

- triméthylsilylimidazol "TSIM" (SUPELCO) 

- polyvinylpyrrolidone "PVP" insoluble (Aldrich) 

11.1.3 Conditions d'analyse (CGL) 

Gaz vecteur N-, 40 ml/min. 

Tinj. - 190°C 

Tm «= 270°C 

Programme: Isotherme 160 C pendant 12 min. 

puis 3 C/min. —265 C 
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11.2 Estimation quantitative des différents groupes de composés 

phénoligues de la pulpe de café 

11.2.1 Appareils 

- dispositif d'extraction solide - liquide en conti­

nu, fig. 2 

- spectrophotomètre UV-vis. PeTkin-Elmer, modèle 402 

- PH-mètre Methohm Herisau, modèle E 396 E 

11.2.2 Réactifs 

Tous les réactifs utilisés sont de pureté analytique 

- folin-ciocalteu (Merck) 

- solution de formaldehyde 361 (FLUKA) 

- acide gallique cristallisé pur (Merck) 

- gélatine en poudre (Merck) 

- eau desionisée puis distillée 

11.3 Etude des anthocyanes de la pulpe de café 

11.3.1 Appareils 

- dispositif d'extraction solide - liquide en conti­

nu, fig. 2 

- dispositif d'extraction liquide - liquide en con­

tinu, fig. 27 

- dispositif pour la Chromatographie circulaire cen­

trifuge sur papier à l'échelle preparative (CCCP), 

fig. 18 
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- Chromatographie liquide â haute pression Siemens, 

modèle S 111, équipé avec une colonne Lichrosorb 

RP8 phase inversée (Knauer) 

- Chromatographie gaz - liquide (voir 11.1.1) 

- spectroraètre UV-vis. Parkin-Élmer, modèle 402 

- spectromètre de rësonnance magnétique nucléaire 

Brüker 200 MHz-1H. 

1 Dispositif d'extraction liquide - liquide en continu 

Nous avons construit un extracteur liquide - liqui­

de qui permet une extraction en continu avec de sol­

vants ayant une densité plus grande ou plus petite 

par rapport â la solution â extraire. 

L'extracteur est constitué par un récipient cylin­

drique, équipé avec deux robinets en teflon et deux 

têtes possédant chacune dans sa partie inférieure 

un filtre en verre fritte de porosité 1, fig. 27. 

FIGURE 27. DISPOSITIF O'EXTRACTION EN CONTINU 
t LIQUIDE-LIQUIDE} 

AGITATEUR ' ROTATIF 

MAGNETIQUE SOUS VIDE 
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L'extracteur est relié d'une part avec le réci­

pient contenant le solvant et d'autre part avec 

le tube d'admission d'un évaporateur rotatif sous 

vide Buchi. La dépression réalisée dans ce dernier 

provoque un appel continu du liquide d'extraction, 

lequel est mis en contact avec l'autre face liqui­

de grâce â une agitation magnétique qui renouvelle 

continuellement l'interface des deux liquides. Le 

solvant d'extraction est ensuite amené directement 

dans le ballon d'évaporation où il est distillé à 

basse température. 

2 Dispositif pour la Chromatographie circulaire cen­

trifuge sur papier à l'échelle preparative (CCCP) 

Cet appareil (fig. 18) est constitué d'un rotor 

(commandé par une rësistence variable), d'une 

chambre et d'un disque en polypropylene, d'un cou­

vercle en verre et d'un dispositif pour assurer un 

débit constant de solvant. 

La pression du solvant (débit) est donnée par la 

différence de niveau entre les deux extrémités li­

bres du capillaire, 

Les séparations sont faites sur disques de papier 

Whatmann 17 Chr. preparative (0 B 24 cm), fixés au 

disque de polypropylene par un écrou vissé à l'axe 

du rotor. 
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Pour déposer le mélange à séparer sur le disque 

de papier, nous avons utilisé la seringue (0,1 ml) 

fournie avec l'équipement CAMAG pour la Chromato­

graphie sur couche épaisse. Le dépôt est fait à 3 cm 

du centre du disque et en faisant tourner le papier 

I 500 tours S. la minute. 

Nous avons obtenu les meilleurs résultats de sépara­

tion avec un débit de solvant de 5 ml/min. et une 

vitesse de rotation de 800 tours à la minute. 

Tous les disques de papier utilisés sont lavés, avant 

utilisation, avec le solvant d'élution et ils peu­

vent être réutilisés après lavage avec des solvants 

appropriés. 

2 Supports et solvants 

Polyvinylpyrrolidone "PVP" (Aldrich) 

Cellulose "AVICEL" (Merck) 

Papier Whatmann no. 1 

Papier Whatmann 17 Chr 

Plaques de cellulose (Macherey-Nagel UV__.) 

Ethanol pour spectroscopic (Fluka) 

CD OD (Ciba-Geigy) 

3 Hydrolyse acide des anthocyanes pour analyse par HPLC 

0,S0 g de pulpe sont extraits en continu (fig. 2) avec 

MeOH-HCl 0,012N, l'extrait est évaporé sous vide et le 
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résidu hydrolyse (â reflux) â 1000C pendant 120 minu­

tes avec 5 ml d'HCl 2N, Les produits d'hydrolyse sont 

passes par une colonne courte (2 x 0,3 cm0int) de PVP, 

laquelle est lavÊe avec 7 ml d'HCl 0,012\' et les antho-

cyanidines éludes avec 25 ml de MeOH-UCl 0,012N. Le 

tout est amené, par evaporation à basse temperature 

( < 30 C) 1 à un volume de 1 ni avant l'injection dans 

le chromatographe. 

4 Hydrolyse acide d'hétérosides pour l'analyse de sucres 

par G.L,C. 

0,5 mg d'hétéroside sont hydrolyses (à reflux) à 100°C 

pendant 30 minutes avec 0,5 ml d'HCl 0,5N. Les produits 

d'hydrolyse sont passes par une microcolonne de PVP et 

les sucres ëlués avec H_0. L'eau est évaporée et les 

sucres analysés comme décrit dans la partie 6.1.3. 

5 Analyse chromatographique sur papier 

Nous avons utilisé du papier Whatmann no. 1 pour la 

détermination des valeurs Rf des ĥ tfirosides et d'agly-

cones dans trois systèmes de solvants, à savoir: 

- HCl 11 

- Forestal [acide acétique : eau : HCl concentro 3 : 1 

: 0,3 v/v) 

- B : A : W (n-butanol : acide acétique : eau 4 ; 1 

: 5 v/v) 
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De ce dernier système de solvants on utilise la phase 

supérieure. Il ne doit pas être employé avant 48 heures 

après sa preparation. 

11.3.6 Hydrolyse "Jn situ" des hétéfosides 

Pour cette analyse, nous avons utilisé des plaques en 

verre de cellulose (Macherey-Nagel UV,-,). 

Nous avons déposé 30 JU.g de l'hétéroside â 2,5 cm du 

bord inférieur de la plaque (2,5 x 10 cm), ensuite en 

chauffant celle-ci entre 40 et 5O0C (à l'aide d'une 

plaque chauffante) on a déposé 15-U.l d'HCl concentré 

sur le spot de l'anthocyane. Les produits d'hydrolyse 

ont été séparés avec un mélange d'HCl 2N : eau : acide 

. acétique (3 : 10 : 0,5 v/v). 
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