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1.

INTRODUCTION

1.1 Historique

L*histoire du café commence 3 une &poque tré&s lointaine.
E.C. BUERGIN (1) nous raconte, dans son magnifique livre sur
le café, que Georg Paschius (dens le treité en latin qu'il a
écrit vers 1700) pense en reconnaitre dans le premier livre
de Samuel (XXV, 18). "Les'cinq mesures de grain tHti" que 1la
belle Abigail remet en présent & David 3 1'occasion de leur

réconciliation ne seraient rien d'autre que des grazins de café,

Aussi Pierre Etienne Louis Dumant, pasteur et €crivain suisse,
défend une interprétation originale: dans 1a Gendse (XXV, 30},
1'épeis mélange contre lequel Esail a cédé son droit d'alnesse
n'était pas un plat de lentilles, mais bien du café. De méme,
Pietro Della Valle (1586-1652) pense en trouver trace dans Ho-
mére: le népenthe qu'Hél&ne emportait avec elle pour calmer ses

tourments serait du café mélangé 2 du vin.

D'aprés la plus ancienne légende que cet auteur nous transmet,
Mahomet lui-mé&me apparait comme un ami du café&, Parmi d'autres
amis de cette boisson on trouve des artistes et des savants,
comme Goethe, Wagner, Byron et Mendelsshen., Geoethe se trouve
particulidrement 1ié 4 1'histoire du café parce qu'il en a donné
quelques grains au chimiste esllemand RUNGE [2] lequel isola le

principe actif: la caféine.

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

1'Ethiopie (KAFFA), ol il est &voqué dans des écrits datant du



9éme siécle et ol on le trouve aujourd'hui i 1'6Etat sauvage.
Vers le début du 17&me sidcle les portugais et les hollandais
ont introduit le premier caffier 3 Ceylan. A lz méme &poque

il est import€ aux Indes par un pélerin musulman appelé Baba
Budan et depuis 13 apporté i Java par Hendrik Zwaardekro;m en
1699. Le premier ceaféier arriva en Europe en 1706, rapporté

de Java par le gouverneur Van Hoorn av Jardin Botanique d'Ams-
terdam. Tous les caffiers des principaux jardins botaniques
europfens proviennent de cet arbuste du Jardin Botanique d'Ams-

terdam.

Le capitaine fran¢ais Gabriel Mathieu de Clieu, aprés des pé&-
ripEties assez rocambolesques réussit 3 introduire le premier
caféier 3 la Martinique en 1723 et c'est avec les semences de
cet arbuste qu'ont &tf crffes pratiquement toutes les planta-
tions des colonies frangaises ainsi que celles d'Amérique du

Sud et d'Amérique Centrale.

Considérations botanigues

Le botaniste sufdois LINNAEUS (3] classifie 1la plante comme
Coffea arabica. Le caffier fait partie de la famille des rubia-
cfes. On connait environ soixante esp2ces du genre Coffea (L.)
(Rubiaceze) dont les plus importantes sont: €. arabica (L.)
var. typica, bourbon, maragogype et moka; C. canephora (Pierre
ex Froehner) var. robusta, uganda et kouillou; C. libericsa

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

phylla.



1.3

L'espéce Coffea arabica est la plus répandue et la variété

d'arabica 1la plus cultivée est 1'arabica typica.

Le fruit du caféier

Le fruit du caféier a le m&me aspect extérieur que celui d'une

cerise, c'est pourquoi on le désigne &galement sous ce nom,

La coupe longitudinale de ce fruit (Schéma 1A) montre les dif-
férentes couches tissulaires. On remarque, I premidre vue, que
la pulpe est formée par 1'exocarpe (épiderme) ct le mésocarpe.
La couleur de 1'€épiderme varie du vert jusqu'au rouge, voire
au rouge foncé, parfois méme 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 1'épiderme on trouve le
mésocarpe, grosse couche de tissu spongieux de cinq millimétres
d'épaisseur, riche en sucres et mucilages, qui entoure deux
graines accolfes par leur face plane. Celles-ci sont revétues
d'une double membrane: la premi&re communément appelée parche
est de couleur jaune pile et de consistance dure et fragile,
la deuxi2me, beaucoup plus fine que la précédente et adhBrant
3 la graine (albumen) est appelfe pellicule argentfe (tégument
s€minal). A la base de la graine sur la face interne on trouve

le germe (embryon).

L'observation microscopique de 1la coupe d'un fruit montre en

détail chacune des parties mentionnées ci-dessous (Schtma 1B).
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Coupe Tongitudinale d'une cerise de café

"Epiderme” ou exocarpe, rouge
“Pulpe"” ou Péricarpe, constitpée par cing
cobches jaundtres (&picarpe  epi,, méso-
carpe ,mes), cellules en palissade | palj,
celluies longitudinales du sclérenchyme
{171, cellules transversales du scléren-
chyme | tf j) ) .
"Parche” ou endocarpe ,endj, jaune pale
"Pellicule argentée" ou tégument séminal,
constituée par trois couches ar?eqtées
(Epiderme fep), couche _moyenne . pJ,
cellules comprimées | c])
"Grain" ou cotylédon, couvert par un &pi-
derme et contenant le tissu de réserve
parenchymateux et 1a matiére grasse ,ol..

SCRLEA o 1 VUE MACROSCOPIQUE 1A ET MICROSCOPIOUE 1B DE 1A
COUPE LONGITUDINALE D'UN FRUIT DE CAIE

W Fueecin 1] 1B Viawr )



-5 -

Cette coupe permet de constater que la pulpe n'est pas com-
posée seulement de l'exocarpe et du mesocarpe, mais fgale-
ment de trois autres couches de tissu cellulaire: cellules

en palissade, cellules longitudinales du sclérenchyme, cel-
lules transversales du sclérenchyme. La pellicule argentée
comporte &galement trois couches: &piderme, couche moyenne,
cellules comprimées. Dans la graine on peut remarquer le tissu

de réserve parenchymatique et des matériaux gras.

ETAT ACTUEL DE L'ETUDE SUR LA PULPE DE CAFE

Lors de la premi2re réunion internationale sur l'utilisation
des sous=produits du café (Turrialba - Costa ﬁica, 11-14 juin
1974) le CATIE (Centre agrondmico tropical de investigacion y
ensefianza) a fait une €étude biblicgrafique des travaux effec-
tués en Amérique tropicale, aux Etats Unis , en Eurcpe, en
Afrique et en Asie sur les sous-produits de café, pendant la
périede 1919-1974 [5] . I1 en d&coule que onze travaux sur la
composition chimique et la digestibilité de la pulpe ont &té
rBalisés, Trois d'entre eux [6], (7], [8] révalent la présence
de caféine et de tanins dans la pulpe, tandis que [9} , en plus
de 1'analyse approximative, procd2de 4 l'analyse de la caféine,
des tanins totaux, des acides chlorogéniques et caféique. D'apréds
BRESSANI et al [7] [8] 1a présence de caftine 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 1'objet de huit travaux [5] qui mettent en &vidence



un caract2re toxique & partir d'une faible proportion de pul-
pe dans la ration alimentaire. BRESSANI et al [10] attribuent

cette toxicité 3 la caffine et 2 1'acide chleorogénique.

Selon [11] la pulpe peut représenter pour l'alimentation de

porcins jusqu'2 16% de la ration alimentaire.

Les essais d'incorporation de lg pulpe dans 1'alimentation de

vaches laiti2res ont eu des résultats encourageants dans trois
cas [12] {13) [14] . ALFARO et al [14] notamment en ont incorporé
jusqu'a 40% sans observer vne baisse dans la production laitia-

TE.

D'une maniére g&nfrale, c'est dans 1'alimentstion des bovins
que les @ssais ont Eté les plus concluants. Les vingt huit tra-
vaux [5] sur ce sujet permettent de conclure que la pulpe peut

Etre utiiisée jusqu'a 20% dans la ration alimentaire [5] [17].

CABEZAS et al [15], [16] montrent que les effets nfgatifs de la
pulpe, quand elle est utilis€e 3 haut pourcentage dans la ra-
tion alimentaire du b&tail, ne sont pas dfis seulement 2 la ca-

féine mais 2 1'action conjointe de celle-ci et des tanins.

Contrairement 3 [15],[16] JAFE [18] &tablit que la toxicité, ne
vient ni de la caféine ni des tanins, mais peut Etre extraite

par l'acool.

L'utilisation de la pulpe comme possible mati2re premi2re dans
1'agriculture et dans 1'industrie est illustrée dans vingt cinq

travaux [5] {19} donmt cinq [19) traitent des techniques de sé&-



chage, et trois autres de 1l'ensilage comme moyen alternatif

de comservation [19].

La corporation de développement de Costa Rica (CODESA) [20] a
projeté la premire usine de traitement de pulpe de café pour
l'utilisation dans 1'&levage animal en 1575, Cette usine est

déja eun fouctionnement.

En 1978 le Centre international de recherche pour le développe-
ment IDRC (International developmeut research center) a publié
un traité sur la compositien, la technelogie et l'utilisation

de la pulpe [21].

Malgré tout ces travaux d€ja effectués, on constate itabsence
d'analyses détaillées de la composition chimique. Pour cette
raison, nous avens commencé en 1974 une étude systématique en vue
de trouver l'utilisation la plus ratiounelle possible du déchet
que constitue 1a pulpe, lLes résultats obteuus ont fait 1l'objet
d'une publication [22] et figurent dans les tableaux 1, 2, 3 et

4,

Le tableau 1 concerne 1'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 CGvaluation de la qualitf des protfines de la



pulpe sur la base de sa teneur en amino-acides essentiels,

et

le tableau 4 une €valuation de la qualité des protéines d'un

concentré protéique de la pulpe, sur 1la base de sa teneur en

amino-acides essentiels.



TABLEAU 1. DISTRIBUTION EN % OES MACRO-COMPOSANTS
DE LA CERISE DE CAFE

CERISES OF CAFE
100 %
JOEPULPAGE

CAFE AVEC PARCHE PULPE OE CAFE
«HUCTLAGE 61 %% I9%
FERMENTATION
] Lavace
HUCILAGE CAFE AVEC PARCHE
2% LAVE 39 %
SECHE
AU _SOLEIL ]
CAFE AVEC PARCHE EaU
HUHIDE 1% B%

I SECHE A L'AIR CHAUD

rEAu % |
CAFE AVEC PARCHE CAFE OECORTIQUE
SEC 22% ECORTIQUAGE 199

PARCHE 3% ]

TORRE-
) ] MOUTURE | J FACT10H
CAFE TORREFiE VOLATILES CAFE TORREFLE VOLATILES »
ET HOLY 15.6% e HEGLIGE ABLE] 15,6% EAU 3.4 %

EXTRACTION

RESIOU (FEXTRACTIOH
9, 8%

SOLUBLES 5,8%
B0iSS0H
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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 1510 %
AZOTE 1,32%
PROTEINE (Nx6,25 } 8,25%
CENDRES 812%
EXTRAIT LIBRE D'AZOTE 59,10 %
HYDRATES DE CARBONE * 74,10 %
CAFEINE 0,75%
TANINS 3,70%
ACIDE CHLOROGENIQUE ™ * 2,60%
ACIOE CAFEIQUE TOTAL™*® 1,60%
CALCIUM 0,32 %
PHOSPHORE 0,05 %
POTASSIUM 347 %
SODIUM  ppm 160

FER ppm 250

®HYDRATES DE CARBONE = eXTRAMIT UIBRE ['A20TE +FBRE CRUE

®® BRESSANI et at
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JUSTIFICATION DU TRAVAIL

11 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'aprés les données statisti-
ques sur la production mondiale de café [24] et 3 1taide
de la distribution en pourcentages des macro-composants
du fruit de café [22] (tableau 1), une production de
346‘000 tonnes (matéfriel sec) en Colombie; ce qui repré-
sente 31% de la production totale d'Amérique Latine pour

la période 1978-79.

2, La possibilité, d'aprgs 1'analyse chimique [22] (tableau 2},
d'utiliser la pulpe comme matidre premidre pour l’obtention
de différents produits: levures [23] , pectines, caféine,
concentrés protéiques, aliments pour le bétail, emngrais [21],
charbon actif et tré&s probablement d'autres utilisations pas

ericore envisagfes, faute d'analyses chimiques détaillées.

3. Les prechldmes de pollution engendrés par une productiecn si

slevie de ce sous-produit.
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BUT DU TRAVAIL

Le but général du présent travail est d’gboutir & une meilleure
connaissance de la composition chimique de la pulpe de café, En
particulier, nous nous sommes int€ress&s aux points suivants;

a) analyse qualitative et quantitative des sucres libres

b) analyse quantitative des différents groupes de composés

phénoliques

¢) analyse qualitative des compos€s anthocyaniques.

MATER1EL VEGETAL ANALYSE

Toutes les analyses ont €t& faites sur des &chantillons de pul-
pe de café Arabica, vari€té "tipica rejo", fournis par le Centre
national de recherches sur le caf€ "CENICAFE", Chinchina, Co-

lombie.

La moiti#é de l'&chantillon a &t€ lyophilisée immédiatement aprés

l1a récolte, et 1'autre s&chfe a2u soleil.
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ANALYSE DES SUCRES LIBRES DE LA PULPE DE CAFE

La teneur totale en sucres libres dans les fruits freis, varie
entre 11 pour le citron et 16% pour les raisins et ls banane.
Quelques fruits secs tels que les prunes et les abricots con-
tiennent jusqu'd 50% de sucres totaux [25). Les sucres libres
qu'on trouve plus couramment chez les plantes sont le glucese,

le fructose et un disaccharide non réducteur: le saccharose.

Les sucres sont responsables d'une partie du gofit du matériel
€ru et peuvent changer les propriétésdu matériel cuit enm agis-
sant comme précurseur ou en produisant une couleur brune par

la r€action de Mgillsrd. Rappelons que seulemeut les sucres
réducteurs donnent cette ré€action, RACEN1S [26) 3 montré que

les pentoses sont plus actifs que les hexoses et les aldoses

que les cétoses. 11 en dfcoule que la déterminetion individuelle
des sucres est,sur le plan analytique, préférable 4 l'estima-

tion du total des sucres réducteurs et non réducteurs.

11 est counnu que les hydrates de carbonme peuveut donmer des dé-
rivés volatils tels que les triméthyl-silyl-E&thers(SANARDEKER

et al [27] SWEELEY et al [28]}et les alditol acBtates|{SANARDEKER
et al [29]). Ces derniers ne sont cependant pas indiqués quand

le fructose doit Etre estimé en présence de glucose, &tant 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 dérivés
silylés pr€sente beaucoup d'aventages pour la détermination
individuelle ou totale des sucres libres. Ls méthode est simple,
rapide, reproductible et assez exacte (% 5V d'erreur}(HEATHER-
BELL [30], DAVISON et al (31]}. Les résultats obtenus sont com-
parables 3 ceux atteints par les mé&thodes standard Munson-Wal-
ket A.0.A.C.{XKLINE et al [32] et SOMOGY1 A.0.A.C. (Association
of official agricultural chemists)). HEATHERBELL [30] et DAVIES
et al [33] ont observé que les résultats obtenus par ces der-
niéres méthodes sont entachés d'erreurs (par excés} 3 cause de
la présence d'autres substances réductrices, telles que 1'acide

ascorbique et les ions mé&talliques. ?

En conséquence, pour doser les sucres libres dans la pulpe
lyophilis&e tout comme dans la pulpe séchée au soleil, nous

avons pr&féré recourir 3 la méthode chromatographique.

Le 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 OE CAFE

200mg PULPE SECHE

EXTRACTION

1

1. LIGROINE
2.ETHANDL A 80%

EXTRAIT DANS 2Smi D'EAU

PURIFICATION

Sml EXTRAIT+15ml Hy0
29 PVP* PH=35
FILTRATION

1

LAVAGE AVEC 10ml H,0

EXTRAIT PURIFIE+ETALON INTERNE
VOLUME A SOml

2ml
EVAPORATION SOUS N
RES1DU
300l DE TSIM
SILYLATION | REACTION 30 A 70%

DERIVE SILYLE

CHROMATOGR APHIE
NATI

oererminaTION | 07

* PVP= POLYVINYLPYRROLIDONE INSCLUBLE (POLYCLAR)
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6.1 Isolement et identification

6,1.1 Extraction

Le dispositif d'extraction utilisé est similaire 2 celui
employé par ALIBERT et al [34], pour l'extraction des

acides phénoliques chez Quercus Pedunculata Ehrh. figure 2.

FIGURE 2. DISPOSITIF DIEXTRACTION EN CONTINU
(SOLIDE-LIGUIDE )

RODAGE 45/40

EXTRACTEUR
SOLVANT

D'EXTRACTION ILTRE EN VERRE FRITTE N23

EVAPORATEUR
‘ - ROTATIF

AGITATEUR SOUS VIDE
MAGNE TIQUE

Dans cet appareil, on place 200 mg de pulpe séchée,
broyte et dépigmentée par trois lavages successifs (3 x
10 m1) & 1a ligroine (fractien 40-60°C) pour extraire

les lipides qui peuvent géner 1'analyse. Le r#sidu est
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ensuite traité avec 1'éthanol 2 80% pour 1'extraction
des sucres libres.,
L'extrait est &vaporé i 30°C sous vide {évaporateur ro-

tatif} et repris par 25 ml dfeau,

Purification

Avant la réaction de silylation il est important d'éli-
miner les compos&s phénoliques pouvant aussi réagir, A
cet effet, nous avons utilisé de la PVP inscluble, Les

propriétés de ce polym2re sont connues:

SANDERSON et al [35] ont utilisé 1,2 g de PVP insoluble
(polyclar) par gramme de matériel végétal sec dans la dé-
termination quantitative des hydrates de carbone de la

plante de thé.

MARIGO [36] 2 trouvé qu'en utilisant 2 g de polyclar par
8 mg de composés phénoliques on arrive 3 fixer le 100%
d'un mélange de flavonoides, le 100% d'un mélange de ta-

nins et le 95% d'un mélange d'acides phémoliques.

Dt'apr2s ANDERSEN et 2l [37]1a fixation des phénols des
plantes sur la PVP inscluble s'effectue de fagon optima-

le 2 PH 3,5.

Nous avens utilisé 2 g de PVP insoluble par 2,8 mg de
composés phénoliques 2 PH 3,5, Cette proportion ncus &
permis d'avoir un extrait qui ne réagit pas avec le réac-

tif FeCl3 / K3Fe(CN)6. Lz sensibilité de ce test est de
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1'ordre de 0,05 yg pour les composés phénoliques(SMITH
[38)).

La purification est effectufe sur une partie de 1'extrait
(5 ml) diluée avec 15 ml d'eau et amenée 3 PH 3,5. A cette
solution sont ajoutés 2 g de PYP insoluble. Aprds agita-
tion lente pendant 15 minutes, le surnageant est filtré
sous vide et le cﬁmplexe PVP-ph€énol insoluble lavé avec
de l'eau (2 x 5 ml). Une fois additionné 1'étalon interne,

le volume final est amens& 3 50 ml.

DErivatisation

La formation des dErivés silylés est faite sur un aliquot
de l*extrait purifié précédemment (2 ml), lequel est Eva-
poré & sec par un courant d'azote dans um mini-réacteur.
Le triméthylsilylimidazole "TSIM” présenteul'avantage.
sur les autres réactifs classiques de silylatiom, de to-
lérer de petites gquantités d'sau dans le milieu réaction-
nel. 300 41 de ce réactif somt ajoutés dans le mini-rfac-
teur, lequel est secoué fortement pemdant 5 minutes, puis
pardé 30 ﬁinutes SpuUs agitatioﬁ, a 70bC, et enfin secoué
de nnuveéu fortement pendant 10 minutes, Ce procédé assu-

re une réaction compléte de tous les sucres libres présents.

Anzlyse qualitative par chromatographie gaz-iiquide

Ltidentification des sucres z &té faite par comparaison

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

figure 3.
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Flgure 3. - Chromatograrme des sucres de la pulpe de cefé

6.1.5 Dosage quantitatif

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

nose comme &talon interne.

La détermination des facteurs de réponse relative (FRR)
du détecteur pour chacun des sucres présents dans 1a pul-
pe est effectufe 2 1'aide d'un mélange de sucres témoin
dans des proportions comparables 3 celles observfes dans

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

Nous avons préparé des solutions standards de sucres té-
moins ayant une concentration de 2 mg/ml dans 1'&thanol

4 80%. La détermination des valeurs FRR a &té faite par



- 23 -

dérivetisetion d'un mélange de: 50 M1 de solution stan-
dard de ?hamnose, 75 M1 de O+ B -D-fructose, 25 M1 de
%-D-glucose, Z5U1 de (3 ~D-glucose, 20 41 de D-galactose,
4 M1 d'inosital et ‘30 M1 de saccharose., Les valeurs des
FRR pour chacun des sucres sont reproductibles. Pour le
dosege des sucres dans 1'€chantillon, nous avons ajouté
aprds l'€tepe de purificetion 1,3 ml de solution standerd
de themnose, ajustf le volume & 50 ml, puis préparf le dé-

Tivé 2 partir de 2 ml de cette dernidre.

Ls quentité de d&rivé silylé injecté est de 0,5 41 (fign-
re 1). Toutes les znelyses doivent 8&tre faites entre 0-6
heures apréds la préparation du dérivé silylé, ceci afin

de réduire la décomposition du dérivé TMS-saccharose comme

reporté par REINECCIUS et al [39].

Toutes les données sont traitées au moyen d'un intégré-
teur Hewlett Packard 3380 A, et la quentité de chaque

sucre calculé per 1'équation:

Ae * FRRe - Wsi - Fd

¥ sucre = x 100
Asi » FRRsi . E
Ae = surface du pic du sucre
Asi = surface du pic du stenderd interne

Wsi . = poids en mg du standard interne 2jouté

FRRe‘ = facteur de réponse relative du sucre

FRRsi = facteur de réponse relative du standsrd interne
E“ = poids de 1'&chantillon en mg

Fd = facteur de dilution
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6.2 Résultats obtenus et discussiom

Parmi les sucres libres de 1la puipe de café, nous avons identi-
fi€ 1" o+ 3 - D - fructose, 1'o +A - D - glucose, le D - galac-
tose, le saccharose et une petite quantité d'jnositel., Les temps
de rétention de chacun des sucres, dang leslconditions dfanalyse
utilisées, figurent sur le chromatogramme {figure 3). Notons que
les anomdres o + 8 du D-fructose donneut um seul pic, tandis que
les anom2res & + 3 du D-glucose produisent deux pics parfaite-

ment résclus.

Les résultats des analyses quantitatives effectudes sont pré-
sent€es dauns le tableau 5. Le répartition en % est schématisée
dans la figure 4 aussi bien pour la pulpe lyophilisée que pour

la pulpe séchée au soleil.

TABLEAU 5. CONTENU EN SUCRES DE LA PULPE

LYOPHILISEE [SECHEE AU SOLEIL

% 0U [mg % 0U
Yooma | ToraL | Yoomg | TOTAL

ot+4-D-FRUCTOSE | 9.92 43.8 15.20 | 571
D-GALACTOSE 240 10.6 1.88 1.0
*-0-GLUCOSE 3.42 | 151 LS2 ) 17.0
/3-0-GLUCOSE 3.42 | 151 3in 1.7

SUCRES

INOSITOL 0.28 1.2 0.10 0.4
SACCHAROSE 3.21 | 142 1.83 6.9
TOTAL| 2265 26,64

CHAQUE VALEUR EST LA MOYENNE DE TROIS DETERMINATIDNS
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L'accroissement de 4% en teneur totale des sucres libres entre
la pulpe lyophilisée et la pulpe s&chfe su soleil peut vraissem-
blablement s'expliquer par 1'hydrolyse de glycosides et poly-

saccharides pendant le sfchage.

Le D-fructose (anéméres X+ ) constitue approximativement le
S0% des sucres libres et cette quantité augmente pendant le sé-
chage au soleil. Le deuxi®me sucre important est le D-glucose
(anoméres & +2) qui représente le 30% du total dans la pulpe
lyophilisée. Le 20% qui reste est constitué par le saccharose
et la galactose. La quan&ité 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 LYDPHILISEE - FULFE SECHEE AU SOLEIL

SUCRES TOTAUX 2265% SUCRES TOTAUX 2664 %
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ESTIMATION QUANTITATIVE DES DIFFERENTS GROUPES DE COMPOSES
PHENOLIQUES DE LA PULPE DE CAFE

Une estimation quantitative des diff6rents gronpes de composés
phéncliques prfsents dans 1a pulpe est nécessaire si 1'on veut
4 la fois avoir une meillenre connaissance de la compositien
chimique et comprendre les procéssus chimiques qui se produi-
sent aprés la récolte (oxidations, polymérisationg, etc,). Ces
&valnations permettrent de tirer des conclusions pratiqnes pour
le cheix des traitements les plus adéquats (séchage, conserva-

tion, megasinage) de la pulpe en vue de son ntilisation.

Pour ces estimations, nons avens utilisé la méthode de MARIGO

(36], figure S.

FIGURE S. FRACTIONNEMENT ET ESTIMATION DES COM-
POSES PHENOLIQUES

EXTRAIT YEGETAL
déleanahon dog phé totaux

tanins totaux=T4-Ty ADSORPTIDN
vP

tanins condensés=Ty-Ty
tanins hydrolysables=73-T; 2
_ uhénols totaux = Py-P2
esltimation des diftérentes catégories des phénels

ECIPITATION PAR LA GELATINE

fra:ﬂrn anins l‘ratl:on\on tanigs
ADSORPI’ID'N PR\PITATIDN ADSORPTION  PRECIPITATION
SUR P SUR PVP  FORMALDEHYDE

FORMALDENYDE
b} T Ty NTy NT; NTy
fraction nen tanin totaleNTy-NT; tlavonoides=NT;-NTy

cemposés phénoliques stmples=nN1y-NT;
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Celle-ci combine deux techniques de fractionnement sélectives
des compos&s phénoliques: la précipitation des tanins avec la
gélatine, et la précipitation de substances possé&dant un noyau
aromatique du type phloreoglucinel avec la fOrmalaéhyde (il
s'agit en majorité des flavonoides etdes tanins condensés ca-
téchiques). L'application de ces deux techniques 3 un extrait
végéfal permet ainsi de diviser 1'ensemble phénolique en: ta-
nins condensés, tanins hydrolysables, flavenoides, composés
phénoliques simples (dérivés du type ester ou Ether-oxyde des
acides phénoliques, coumarines). Chacune de ces fractions est
ensuite dosée aprds purification sur PVP insoluble par le ré-

actif de PFolin-Ciocalteu.

MARIGO [36] a vé&rifié la validité de la méthede en ajoutant des
quantités connues.de mélanges témoins (acides phénoliques, fla-
vonoides, tanins) & un extrait végétal obtenu 3 partir de feuil-
les de chéne. Les différences, inférieures 2 5%, relevées entre
les valeurs expférimentales trouvées aprés addition des mélanges
témoins et les valeurs théoriques démontrent bien les qualités

de la méthede,

Nous avoms apporté quelques modifications 2 la méthede origina-
le pour l'é&veluation des tanins hydrolysables et des tanins
condensé&s 3 cause de la difficulté (voire impossibilité)} de
dissoudre le complexe gélatine-tanins (due 3 la grande gnanti-
t&é de mucilage présent dans l'extrait). Neus avens introdnit,

aussi, des nouvelles &tapes de purification avec PVP qui se



- 2B =

sont révélées né€cessaires pour une meilleure reproductibilité

des résultats (figure 6).

La figure 6 montre que 1'analyse peut &tre divis&e en cing

Etapes:
I. - Extraction.
IT. - Fractionnement de l'extrait total avec la gélatine

en phéncls tanins et phénols non tanins.

ITI. - Fractionnement de l'extrait total

a) en flavonolides et tanins condensés (composés pos-
sédant un noyau substitué en meta-dihydroxy)
qui précipitent avec la formaldéhyde

b) phénols simples et tanins hydrolysables qui res-
tent en solution.

‘De mé&ne, la fraction non tanin (€tape II) est frac-

tionnée avec la formald&hyde qui précipite les fla-

vonoides laissant ainsi en solution les phénols sim-

ples.

v, - Purification des différentes fractions phénoliques

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

My 2
M=M-M2 | pvp

FL+TC PS¢TH=M
precipitent TANINS HYDROLYSABLES

TH=M-~PS

Iformaldéhycie

EXTRAIT  TOTAL TANINS CONDENSES

PT
! TC=T-TH
gélatine
l pvp I précipitent
P Py ERACTION FRACTION NON TANIN
TANIN NT
PHENOLS E——
TDTAUX T= PT'NT fﬂrmaldéhyde
PT=P4-P3 , pvp
| NT NT,
PS précipitent NON TANINS
NT=NT+-NT?
pyvp ELAV ONDI-
NT3 NT, DES -
PHENOLS SIMPLES FL=NT-PS
PS=NT3-NT,

- ABREVIATIONS PAGE 29 a
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ABREVIATIONS EMPLOYEES DANS LA FIGURE 6

M= Fraction de 1'extrait phénolique total qui ne précipite
pas avec la formaldéhyde

PVP= Polyvinylpyrrolidone insoluble

M1= Fraction phénolique de M

M,= Fraction non phénolique de M qui réagit avec le réactif

de Folin=-Ciocsalteu

FlLe Flavonoldes
TC= Tanins condensés

PS= Phénols simples
TH= Tanins hydrolysables

PT= Phénols totaux

Pl- Fraction phénolique de PT

Pz- Fraction non phénolique de PT qui réagit avec le réactif
de Folin-Ciocalteu

T+ Fraction tanin

NT= Fraction non tanin

NTl- Fraction phénolique de NT

NTZ- Fraction non phénolique de NT qui réagit evec le réactif
de Folin-Ciocalteu

NT,= Fraction phé&nolique de NT qui ne précipite pas avec le

formeldéhyde (PS)

NT4- Fraction non phénolique de NT, apra2s précipitation avec

la formald&hyde, qui réagit avec le réactif de Folin-

3

Ciocalteu
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7.1 Isclement et dosage quantitatif

7.1.1

Extraction

Neous avons extrait 1a fraction phénolique 3 1'aide dn

dispositif d'extraction en continu schématisé dans la

figure 2,

Etape I (voir figure 7)

200 mg de pulpe séchée, broyée et dépigmentée par 3
lavages successifs & la ligroine (60-60°C) (3 x 10 ml)
sont traités, d'abord avec un mélange d'acétate.d‘éthy-
le—étﬁanol (1L : 1 v/v) et ensuite avec de 1'&thanol 2
80%. A chaque systéme de solvant 50 mg de metabisnlfite
de sodium (Nazszos) par litre sont ajoutés, L'extraction
est réalisée en continu 2 température ambiante et le

solvant €évaporé & 30°C sous vide (Evaporateur rotatif).

L'extraction est poursuivie jusqu'3 1'abseunce de réac-
tion de l'extrait avec le réactif chlorure ferrique-
ferrocyanure de potassium. La sensibilité de ce test

est de 1'ordre de 0,05 4g pour les composés phéncliques
(38). |

L*&vaporation des sclvants d'extraction 3 basse tempéra-
ture (30°C) et 1'utilisation d'anti-oxydants réduisent

le risque d'hydrelyse et d'oxydation.
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FIGURE 7. FRACTIONNEMENT ET ANALYSE DES PHENQLS
DE LA PULPE DE CAFE

200mg PULPE SECHE
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7.1.2 Fractionnement avec la g€latine

Les conditions optimales de précipitation de tanins
avec la g€latine ont €té définies par FREUDENBERG,
BAUGHMAN et VIGNAU ( 40). On utilise une soclution de

gélatine 4 1%, fraichement préparée, 3 laquelle on ajou-

. te 10% de NaCl, Le pd do milieu de précipitation deit

8tre compris entre 4 et 5 et les concentrations de so-

lutions de tanin et de g€latine sensiblement &gales.

Cette méthode est bien connue, sa sensibilité et sa
spbcificité trés bonnes,

*

Etape II (voir figure 7)

L'extrait phénoclique total exempt de solvants crgani-
ques (Etape I) est repris dans 25 ml d'eau. 10 ml de
cette solution sont amenées & pH 4,5 3 1'aide d'une
solution diluée d'HCl. La solution de gélatine est

alers ajcutée jusqu'a absence de floculaticn du milieu.

On centrifuge et on sépare le culot gélatine-tanins du
surnageant, correspondant 4 la fraction phénolique non

tanin. Le velume est ajusté a 25 ml.

Fracticnnement avec la formaldEhyde

La rfaction des ph&nols du vin avec la formaldéhyde
produit, 4 basse tempfrature et en milieu acide, un

précipité r6sineux phénol-formaldéhyde [41].
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HILLIS et URBACH [42] ont montré que seulement le no-
yau phloroglucinol de la catéchine réagit avec la form-
aldéhyde 2 bas PH et 3 tempErature ambiante. Dans ces
conditions les phfnols ne possfdant pas un groupe méta-
dihydroxy (non flavonoides dans les plantes) ne préci-

pitent pas.

La substitution méta-dihydroxy active les positions

ortho et para, lesquelles peuvent &tre attaquées par des
réactifs &lectrophiles. Dans les flavonoides, les posi-
tions 6 ou B peuvent ainsi rfagir avec la formaldfhyde
pour donmer 1l'alcool benzylique xsubstitué, lequel rtéagit
par la suite avec d'autres molécules de_flavcncides ac-

tivées pour produire des dim2res ou polyméres insolubles

(figure 8).

FIGURE 8. REACTION DES ALOEHYDES AVEC LES PHENOLS

H
R—(;=0 HY—— R—?—-ﬁWé-——-R—?H—@—UH*H‘
H H OH

H H H
g0~ M CHy CHy
+HCHO 0
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Cette TE€action est i la base d'une méthode décrite

par KRAMLING et SINGLETON [43] pour 1a s&paration et
1'estimation des flavonolides et des non fiavonocides
dans les extraits vfgftaux, méthode barticuliérement
utilis€e dans 1'analyse des vins (coéfficient de va-

riabilité 2,5%).

Etape 111 {(voir figure 7)

Un aliquot de 1'extrait phénolique total (5 ml amenés

2 10 ml avec de 1'eau) et un aliquot de la fraction
phénolique non tanin (10 ml) sont acidififs par adjonc-
tion de 10 ml d'une solution d'acide chlorhydrique 3N,
puis traités séparément avec 5 ml d'une sclution stan-
dard de formaldéhyde (8 mg/ml), La précipitation se
poursuit, sous azote, pendant 24 heures 3 température
ambiante., Le précipité phénol-formaldéhyde est séparé

des autres constituants phénoliques par centrifugation.

On a observé [43] qu'un exci#s de formaldéhyde peut oc-
casionner la-formation de dim&res solubles, lesquels
réagisseﬁt par la suite avec le réactif de folin-cio-

calteu, faussant ainsi les résultats de l'analyse.

Purification des différentes fractions avec PVP inscluble

Le réactif de Folin=Ciocalteu réagit avec les composés

phénoliqueé et également avec d'autres substances réduc-

trices telles que:
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- les acides organiques possfdant des groupements
hydrexyles (acide shikimique, acide quinique, acide
ascorbique:

- des sucres (glucese, fructose, saccharose);

- des acides aminés (sfrine, cyst€ine)}.

Pour cette raison, dans la détermination du contenu
phénolique d'un extrait vEgétal 3 1'aide de ce réactif,

une purification préalable s'impose.

La polyvinylpyrrolidone insoluble (PVP) a donné des ré-
sultats dans la purification d'extraits de th& (SANDER-
SON et PERERA [35] ) et dans 1'&tude des phénols che:z

Nicotisna tabacum (ANDERSEN et SOWERS [37] ).

Ces derniers auteurs ont défini les conditions optimales
de complexation des phfnols de végétaux avec la PVP (par

liaison hydrogéne, figure 9).

FIGURE 9. COMPLEXATION OE PHENOLS PAR
LA POLYVINYLPYRROLYDONE INSOLUBLE

--H0-<C:)>- Q-o——uo—{@?— {J=0—H -

—CH—(HZ—(H—CHZ-——(H-—CHZ ——(IZH—(HZ —CH—CHT-

@-o—--no—@}— &=o—-no—@ ézo.-

L]




- 3% -

La formatien du complexe ph&éncl-PVP est optimale 3

pd = 3,5; elle s'est révélée plus facile en selutien
Purement agqueuse que dans des solutiens aqueuses conte-
nant plﬁé de 10% de méthanol. Le temps de contact mi-
nimal entre la solutien et lz PVP est de 10 minutes,
sous agitation lente. La formetien du cemplexas est plus
compléte si on aioute 1'adsotbant en plusieurs &tapes,
Trois additiens successives de 0,5 g de PVP gnt fixé
-quantitativément 100 yg de chacun des phé&nols testés

(acide chleoregénique, rutine, scopolé&tine),

L'affinité de la PVP poutr un phéncl-est en rapport di-
rect avec le nembre de greuﬁes hydrdxyle dans la melé-
cule. C'est ainsi que les aglycones sont mieux comple-

x&es que leurs dérivés.

Seus conditions l&gdrement acides,des substznces ayant
des substituants tels que -COOH, -SH, -SOZH, =NH,

[
=-C=C-0H-peuvent se lier & la PVP.

1

MARIGO [36] 2z aussi déterminé le rapport optimal zdser-
bant - cempos&s phéneliques. Dans le cas le plus défave-
rablé tmélangé d';cides phéﬁnliques), une erreur de 5%

g &t& observée en utilisant 2 g de FVP pour é mg de. com-

posés phénéliques.
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Etape IV (voir figure 7)

Un aliquot de chacune des fractions phfnoliques 2 pu-
rifier est amené 3 un volume de 20 ml avec de l'eau
distillée et 4 pH de 3,5 avec une solution dilufe d'HC1.
On ajoute, en plusieures €tapes, un total de 2 g de PVP
(préalsblement traité pendsnt 10 minutes 2 100°C par
HC1l a 10%, lavée successivement avec de 1'eaw distillée
et 1'acétone, puis séchfe sous vide). On laisse sous
agitation lente pendant 15 minutes, puis apras filtra-
tion on lave l'adsorbant avec de l'eaun (2 x 5 ml) et on

améne le volume & 50 ml.

Dosage différentiel des différents groupes phénoliques

Les réactifs de Folin-Denis (RF-D) et Folin-Ciocalteu
{(RF-C) sont 3 la hase des méthodes officielles d'analyse
de phénols dans les extraits végétaux. SINGLETON et ROSSI
[44]) ont réalisé une Etude comparative de ces deux réac-
tifs, afin de mieux connaitre la nature de la tfactiom
et de sélectionner et normaliser un procédé simple et

teproductible.

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

state de sodium (NaZWO ZHZO), de molybdate de sodium

4

(NazMoo ZHZO) et d'acide phosphorique 2 85%. Pour le

4
RF-C la réaction entre ces trois composants est pour-
suivie plus longtemps en présence d'HC1 et 3 1la fin on

ajoute Lizso4. Le RF-D contient deux classes de substances
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sensibles 3 la réduction, tandis que le RF-C, dout le
contenu en molybdate est plus &levé, en contient une

seule et est ainsi un réactif plus homogzne [45].

En génfral, 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
1'état +6 2 1'8tat +5 produisant un complexe molybdane-

tungsténe bleu.

L'étude comparative des deux réactifs a permis d'Etablir
que le RF-C produit avec 1'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 meins impertant. Il
donne une coleration 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 Téactifs (acide salicilique).

En conclusion de leur &tude, SINGLETON et ROSSI (44]

proposent une méthode plus précise et plus exacte.

A une partie de 1'Echantillon (1 ml de vin blanc dilué
2.60 ml avec 1'eau) on ajoute 5 ml du réactif de felin-
ciocalteu, puis aprds 30 secondes, mais avant 8 minutes,

15 ml d'une solution aqueuse de carbenate de sodium 2

. .
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20%, le tout €tant amené 3 100 ml. L'absorption 2 76S nm
est dféterminée par rapport 3 une solution de référence

qui contient les mémes composants, 1'fchantillon excepté.
Avant la mesure les solutions sont chauffées a 37°C pen-

dant deux heures.

Pour nos dfterminations, nous avons utilisé ce procédé,

adapté par MARIGO [36].

Etape V (voir figure 7}

Un aliquot de 1'&chantillon est ajusté 3 un volume de
7 ml avec de 1'ean distillée. La solution est agitée et
1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté, Aprés
trois minutes on additionne 2 ml d'une solution aqueunse
de Na,CO, anhydre 2 201, La solution est chaufffe 2 40°C
pendant 30 minutes et la couleur bleue produite mesurée

a4 760 nm dans une cellule de 1 c¢m d'épaisseur.

Courbe d'&étalonnage

Ltacide gallique est utilis€é couramment comme composé
de référence dans le dosage de substances phénoliques
des v6gétaux. Il prfsente 1'avantage sur d'autres com-
posés, par exemple 1'acide tannique, d'&tre facilement

cbtenable 2 1'&tat pur et d'&tre conservable longtemps.

Pour l1fé&tablissement de la courbe d'é&talonnage, nous

avons préparé une premigre solution (A) d'acide
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gallique de 200 A g/ml (50 mg dans 250 ml d'eau dis-
tillée), puis 2 partir de celle-ci une deuxi&me solu-
‘tien de 20 #g/ml. Des quantités de 1, 2, 3, 4 et 5 ml
sont traitfes comme décrit dans 1'étape V ( réaction
avec le RFC), La courbe d'&talennage {absorption en
fonction de la concentration) est ensuite &tablie dans

une gamme de cencentration variant entre 2 et 10 #g/ml

(figure 10).

FIGURE 10. COURBE * D'ETALONNAGE
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0,00
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Afin dtobtenir une bonne reproductibilité, quelques

détails pratiques doivent &tre strictement observés:

- 1'ordre dans l'addition des réactifs,

- homogénéisation par agitation des solutions aprds
addition d'un réactif,

- dilution de 1'€&chantillon & au meoins la moitié de
son volume final avant l'addition du réactif de Fa-
lin-Ciocalteu,

- addition de la solution de carbonate de sodium aprés
3 minutes,

- réaction 3 température contrblée,

- dosage entre 30 et 60 minutes aprgs le début de 1la
réaction (autrement garder les solutions 3 basse
température),

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

ger la solution avant la mesure,

- choisir vune prise d'essai de la solution 3 doser
qui donne une mesure comprise entre 0,3 et 0,7 unités

d'absorption,

- 5'il est nécessaire de diluer la sclution 2 doser
on utilise la solution de référence (z€ro d'absorp-
tion),

- il convient de s'assurer que la PVP utilisée ne con-
tient pas de substances ré&ductrices solubles dans
1'eau et pouvant rfagir par la suite avec le r€actif

de Falin-Ciocalteu.
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7.1.5,2 Calculs

La concentration de chacune des fractions ph&noli-
ques est exprimée en milligramme d'acide gallique
pour 100 mg de pulpe séchfe et peut £tre calculée

au meyen de la formule:

A Fd
—3 ¥ —x 100 = Pa.g.mg / 100 mg pulpe
10 Pe

A = concentration en microgramme lue sur la

courbe d'étalonnage
Fd = facteur de dilution = 12§
Pe = poids de 1'échantillen = 200 mg
Pa.g. = poids acide gallique

d'od

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

7.2 REsultats et discussiaons

L'analyse des résultats, sur la teneur en phéncls de 1la pul-
pe de café lyophilisée et s&chée au soleil (tableau 6 et
fipure 11), permet de constater l'absence de tanin dans la

pulpe fraiche. La formation de tanins commence peu d'heures
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aprds la récolte et est accflfrée par la présence d'cau et

par la chaleur.

La différence en teneur des phénols totaux, entre ia pulpe
" lyophilisée (6,29 mg/100 mg) et la pulpe sé&chée au soleil
(6,62 mg/100 mg), pourrait s'expliquer par une hydrolyse des
glycosides, pendant le séchage, avec lib&ration des groupes

phénoliques engagés dans des liaisons esters ou étheroxydes.

TABLEAU 6. CONTENU PHENOLIQUE DE LA PULPE DE CAFE

CTION NON TANIN FRACTION TANIN
PHENOLS FRACTION

PULPE
PHENOLS| FLAVO- TOTAUX CONDENJHYDROLY

SIMPLES | NOIDES SEs [sABtEs |FOTAUX

TOTAUX

LYOPHILISEE 6.29 | 228 | 4.01 | 629 ] 0.00 {000 |000

SECHEE AU SOLEIL | 6.62 | 1.72 | 283 | 4.55 | 1.64 [0.43 { 2.07

LES RESULTATS SONT EXPRIMES EN mg O'ACIOE GALLIQUE POUR
100 mg DE PULPE SECHE. '
CHAQUE VALEUR EST LA MOYENNE OF TROIS DETERMINATIONS
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FIGURE 11. REPARTITION DU CUNTENU' PHENDLIQUE
DE LA PULPE DE CAFE

Y% ou TOTAL

PULPE LYOPHILISEE ) PULPE SECHEE AU SOLEIL
PHENOLS TOTAUX 6,29% PHENOLS TOTAUX 6,62%

On observe, anssi pendant le séchage an soleil, la formation
de 2,07% de tanins. 21% de ces derniers sont des tanins hydro-
lysables et le reste des tanins condensés.

Ces résnltats nous permettent de penser que la formation de
tanins dans la pulpe de café se fait principalement par une
réaction de polymérisation (par condensation) de molécules
de type catéchine et leuncoanthocyanidines, lesqnelles sont
les constitnants des tanins condensés. Cette réaction de po-
lymérisation explique 1a diminution des flavonoldes de 4,01}
dans la pulpe lyophilisée & 2,83% dans la pulpe séchée au
soleil. De méme, la formation de tanins hydrolysables expli-

que la baisse en tenenr des phénols simples de 2,28% (pulpe
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lyophilisée) a 1,72% (pulpe s€chfe au soleil), bien que les
acides phénoliques ou leur dérivés scient les constituants

des tanins hydrolysables.

8. ETUDE DES ANTHOCYANES DE LA PULPE DE CAFE

Les anthocyanes constituent une famille du groupe des fla-
vonoides. Toutes les anthocyanes (aglycones + hétérosides)
possédent le méme squelette de base, 3 savoir le phényl-2

benzopyrylium ou flavylium (I), figure 12.

FIGURE 12. PHENYL-2 BENZOPYRYLIUM (flavylium)

R=SUCRE OU M
R'= OH OU OCHy
R'=OH OU DCHy

FORME OXONIUM
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Les aglycones possédent au meins 3 fonctions hydroxyles en

5,7 et 4' et le ncyau pyrilium est hydroxylé en 3.

TYPES D'AGLYCONES (ANTHOCYAN1DINES)

Aglycone R R! R*!
pélargonidine H H H
cyanidine H OH H
paeonidine H OCHS H
delphinidine H OH OH
pEtunidine H OCHs OH
malvidine H OCH, OCH3

La cyanidine est l'aglycone la plus répandue dans la nature.
Dans la nature, les anthocyanes n'existent pas sous forme
d'aglycones, mais sous forme d'hétéresides (anthocyanines).
Un sucre {dans la majoerité des cas: glucese, galactose, rham-
nose et arabinose) peut se fixer en position 3, 5 ou 7, le
plus scuvent on rencontre un glucose, en 3 (monoglucoside).
Parfois un deuxi2me sucre vient se fixer, généralement en po-
sition 5 (diglucoside). La glucosidification en pesition 7

est trds rare. Les hétérosides les plus importantes, d'apréds
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leur répartitien dans la nature, sont les monogluceosides-3,
les rutinosides-3 (rhamnoglucosides-3) et les dimonesides~3,S

[47].

Un hydroxyle du sucre peut Etre estérifié par un acide phé-
nolique (acide benzoique ou acide cinnamique}, pour donner

des anthocyanes acylées.

Les anthocyanes peuvent aussi polymériser, copolymériser on
se combiner, par exemple aux polysaccharides (pelyesides).
‘Les anthocyanes possé&dent une couleur rouge en milieu acide
et virent au bleun en milieu basique. Ce phénoméne est dil &
1'existence de structures différentes en fonction du PH
(figure 13). En variant le PH, on dfplace 1'équilibre entre
ces structures. Ce phénoméne est utilisé pour le dosage de

ces pigments [49] [S0].
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FIGURE 13. CHANGEMENT DE LA COULEUR
DES ANTHOCYANES EN FONCTION DU PH

BASE CARBINOL
INEOLGRE EN MILIEYW FAIBLEMENT ACI0€

0
O-GLUC  oase astyoRe 0-GLUC
Ho
0

PEW STABLE
0 ‘H

it

0 EN MILIEU ALCAUIN O
gLy CUULEUR BLEU 0-GLUT

@ @ 0

0-GLY

PH=12 (HALCONE JAUNE

D'apras [70]
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Par ailleurs, la faible coloration en milieu l&girement
acide, indique l'existence d'une forme incolore. Eu milieu
basique, la structure anthocyanique est instable, et 3 par-
tir de PH B elle est d€composfe par ouverture du cycle et
oxydation. La rfacidification ne rfgfn2re que partiellement
la forme rouge. La fusion alcalive en présence d'une base
forte et 3 chaud décompose les anthocyanes eu phloroglucinol,

acide benzoique et acide acftique (48], (Figure 14}

FIGURE 14. FUSION ALCALINE DES ANTHOCYANES
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La perte de couleur lors du flétrissement des fleurs est due

3 1'augmentation du pH [51].

D'apras JURD {52] 1a décoloration des anthocyanes (monomres)
par l'anhydride sulfureux et les bisulfites alcalins, s'ex-
plique par 1'attaque du cation flavylium (£lectrophile) par
e réactif nucléophile HSO;  pour donner un acide chromene

sulfonique incoloere.

Cette réaction est réversible et la couleur rouge réapparait

si on acidifie le milieu (figure 15).

FIGURE 15. ACTION DU SULFITE SUR LES ANTHDCYANES

ou

© .Hsog )
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Les métaux (Fe, Al, Mg, K, Cu, Sn) ‘dounent des complexes
bleus (chflates) avec les anthocyanes possfdant 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-diphé&nel des autres.

Les anthecyanes sont assez solubles dans 1'eau, mais le mé-
thancl et 1'éthanol sont les meilleurs solvants. L'addition
d'anhydride sulfureux améliore le reundement d'extraction et

la stabilité des pigments [54) [55].

Les anthocyanes sont facilement oxydables par les enzymes du
type oxydases tels que: laccase (spfcifique des paradiphénels),
tyrosinase ou polyphénoloxydase (spécifique des orthodiphé-
uols); péroxydase et anthocyanase. L'oxydation par ces enzy-
mes conduit 2 la disparition de la couleur rouge. L'activité
de ces enzymes est favorisfe par la présence de fer, de cui-
vre, par la lumiére et par les temp&ratures de conservation
tlevées (20 2 35°C) [55]. Par contre, la pr&sence de tanins
ralentit la destruction exydative. L'oxydation nou eunzymati-
que des anthocyanes preoduit des pigments bruns insolubles,
L'eau oxygéunfe est couramment utilis€e comme oxydant des an-

thocyanes et pour leur dosage (46].

KARRER et al [56] ont d&veloppé cette rfactiou pour mettre

en évidence 1'existence d'une mol&cule glucidique en pesition 3
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de 1l'aglycone. En général, on obtient un produit dans le-
quel la molécule de sucre est life par une liaison ester.
Celle-ci peut 8tre coépée par hydrolyse alcaline et le pro-
duit obtenu analysé par chromatographie. HRAZIDINA [57] a
établi par cette réaction la structure du produit dtoxyda-

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

FIGURE 16. OXYDATION DE MALVINE PAR Hp0;

CHy
CH

0-10-
CHy

CHZ‘( D-G_CGHﬂOS

MALVINE : MALVONE
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D'apréds SHRIKHANDE et al [58) la présence de flavonols pro-
t2ge les anthocyanes én retardant l'oxydation de l'acide
ascorbique, lequel en produisant de 1l'eau oxygfnfe a un ef-

fet destructeur sur les anthocyanes.

Les sucres ont un effet négatif sur les pipgments anthocya-
niques. Ceci est particuligrement important en présence de

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

Il est bien connu, dans l'industrie alimentaire, que les
températures flevées, 1'exposition & la lumidre et 3 1'humi-
dité accélérent la dégradation des Efchantillons anthocyani-

ques.

Les anthocyenes, les leuccanthocyanes et les catéchines for-
ment par polymérisation ou copolymérisation les tanins con-
densés. Ces réactions comportent, trds probablement une subs-
titution €lectrophile en position 4 de 1'hé&té&rocycle [61],

comme indiqué dans la figure 17.
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FIGURE 17. FORMATION DES TANINS CONDENSES

HO o Ho 0
. + RH

PROANTHOLY ANTOITKE

H H
AMTHOLY ANE FLAVENE
NOM STABLE
R = OXYQATIOH
BASE AHHYORE FAR LAl
BLUS STABLE ANTHOCYANINE EONDENSE
0 H &
H H

Le substituant R, une proanthocyanidine dimérique se lie

ainsi par sa position 6 ou 8 3 1'anthocyane.

Les flavonoides_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 hydrégénes entre
le groupe carbonile de la base anhydre anthocyanique et les

groupes- hydroxyles aromatiques du flavonoide [62].

Les anthocyanes sont de plus en plus utilisfes dans 1'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 permfabilité)
est utilisée pour combattre affections artérielles, maladies
veineuses et troubles de la vision, Les anthocyanes ont aus-

i une activité antivirale et bactfricide importante [63].

Extraction

Toutes les extractions ont ét& faites en continu (figure 2)
sur des échantillons dfépigmentés 3 la ligroine (fraction 40-
60°C). Comme solvant, nous avons utilisé MeOH-HC1 0,012N.
L'extraction a €té effectufe & température ambiante jusqu'a
absence de coloration, Le solvant organique a &té ensuite

Evaporé sous vide 2 30°.

Pré-purification de anthocyanines / utilisation de PVP inso-

luble

La PVP insoluble (polyclar) est fréquemment utilis&e dans la
purification et séparation de compos&s anthocyaniques [64],
[651, [66], [671. Elle permet d'une part une bonne récupéra-
tion sans dégradation [66], d'autre part d4'Etablir un rapport
entre la structure et l'ordre d'élution des composés & sé&pa-
rer [64].

1) est connu que la prfsence de certains composés organiques,
particulizrement les sucres [59] [60], accélérent la dégrada-

tion de compesfés 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 méthanclique pour pro-

téger ces composés.

A cet effet, nous avons utilisé une colonne courte et large
(L =10 em, ® 6 ¢m) &quipée d'un filtre en verre fritté per-

mettant un débit trds €levé de solvant et remplie de PVP in-

soluble (Aldrich).

8.3

La PVP a €t€ traitfe préalablement comme décrit par HRA2DINA
[67). L'extrait méthanolique &vaporé sous vide a &t& repris
dans l'eau, centrifugé et déposé 1 la téte de 1a colonne de
PVP., Les composés non retenus sur 1a phase stationnaire ont
€té& &lués avec de l'esu jusqu'd absence de couleur et de

golit de 1'€luant. L'excds d'esu sur 1ls PYP a €té €liminé avec
du mé&thanol et le groupe des composés an;hpcyaniques Elué
avec du MeOH-HC1 0,01IN. La PVP peut &tre réutilisfe aprés

régénération comme décrit par BRAUN [68].

Séparation et purification des anthocyanes / utilisstion de

cellulose

La cellulose a beaucoup &t& utilisée dans la s€paration et
purification des anthocyanes. La chromatographie sur papier

s &té largement utilisfe pour 1l'analyse et la s&paration de

_ces mémes 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 £paisses fabriquées avec ces supports [74].

Pour notre travail, apr2s purification partielle sur PVP in-
soluble, les anthocyanines ont Et€ sfparées et repurifibes

sur une colonne de cellulese de la manidre suivante:

La fraction anthocyanique brute a &té évaporée 4 sec, repri-
se dans un mélange d'acide chlorchydrique 2N : ecau : acide
acEtique (3 : 10 : 0,5 v/v) et dfposBe 4 1a téte d'une colonne
(L = 25 cm, @ int. 2,5 cm) remplie avec 28 g de cellulose {avi-
cel). L'€lution des anthocyanines a &t& effectufe 2 faible d&-
bit avec HC1 2¥ : H,0 : AcOH (3 : 10 : 0,5 v/v), Toutes les
fractions ont &té concentrfes sous vide 2 30°C et 1'acide acé-
tique résiduel &vaporé en faisant wn mélange azfotrepique avec

n-heptane.

Ce systdme chromatographique permet une parfaite séparation
et purification des deux anthocyanines présentes dans la pulpe
de café,

Seéparation et purification des anthocyanines par chromatogra-

phie circulaire centrifuge sur papier 3 l'Echelle préparative

(CCCP]

Dans le pass&, la chromatographie sur papier a &€té fort utili-
sée pour la séparation de composés polaires. Elle a donné de
trés bons résultats dans l'&tude de composts polyphfnoliques,

tels que les flavonoIdes (MABRY et al [75] ), les acides
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phénoliques et tanins (RIBEREAU - GAYON [70) ) et les flavo-
noides anthocyaniques {HARBORNE [65] ). De plus en plus, la
chromatographie sur papier a &té remplacBe par d'autres tech-
niques, parfois moins simples, souvent plus chéres, mais aus-
si plus rapides. Citons la chromatographie sur couche mince
(TLC), la chromatographie liquide 3 haute pression (HPLC),

la chromatographie en contre-courant (DDC), etc,

Récemment, HOSTETTMANN et al [76] ont décrit 1'application de
la chromategraphie sur couche mince 3 feorce centrifuge dans
1'isolement de xanthones, triterpenes et saponiwmes 3 l'aide
d'un nouvel appareil appelé '"chromatotron' et-développé par
"Harrison reséarch" Paleo Alto, Ca, USA, Les applications se
limitent cependant & l'utilisation de plaques de gel de si-

lice pour la st&paration de composés peu polaires ou apolaires.

Combinant les principes de la chromatographie préparative sur
papier et de la chromatographie -4 force centrifuge, nous avens
construit 3 1'aide d'un rotor, d'une résistdnce variable et
d'une chambre circulaire en polypropyléne, un dispositif qui

nous a permis d'isoler les composés anthocyéniques de la pul-

pe de café (figure 18).
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PP=POLYPROPYLENE

OISPOSITIF POUR

QEBIT CONSTANTE
CAPILLAIRE

SOLVANT

CHAMBRE EN

Pp DISQUE EN PP

COLLECTEUR

F1G.18-DISPOSITIF POUR LA CHROMATOGRAPHIE CIRCU-
LAIRE CENTRIFUGE SUR PAPIER A L'ECHELLE PREPARATIVE

Nous avons en particulier utilisé des disques de papier

(4 24 c¢m) Whatmann 17 Chr, préparative., Sur un premier dis-
que, nous avons réalis€ le fractionnement d'un extrait mé-
thanolique (voir méthode d'extraction plus haut), cbtenu 3

partir de 2 g de pulpe.

Aprés &évaporation sous vide 3 30°C, le m&iange repris dans
HC1 0,12N, centrifugé, Evaporf de nouveau et repris dans
MeOH-HC1 0,012N et ensuite dépos€ sur le papier. Pour cet-
te premidre s&paration, on utilise HC1 0,12N comme solvant
d*&lution (d&bit S ml/min.). Les fractions contenant la mé-
me antheocyanine ont &té évaporées & sec, reprises dans

EtOH-HC1 0,012N, déposfes sur un deuxilme disque et &luées
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avec¢ un m&élange HC1 2N : H20 :AcOH (3 1 10 : 0,5 v/v).

Avant 1'analyse spectroscopique des compos&s séparfs, une
derniére purification a €té effectufe sur un troisidme dis-
que en utilisant comme solvant nBuOH : AcOH : HZO (4 :1:5
v/v). Notons qu'avant 1l'emploi, les feuilles de papier ont
ét€ lav€es avec le solvant d'élution et que celles-ci pen-
vent &tre utilisées de nouveau aprés lavage. Toutes les frac-
tions (20 ml) ont &été& évaporées sous vide 3 30°C et reprises
dans EtOH-HC1 0,012N. Le dépft du mélange A séparer a &té
effectué avec une seringue et en faisant tourner le papier 2
500 R.P.M. Pour toutes les séparations, le rotor a tourné 3
800 R.P.M. La composition des fractions a €t€ contrSlée par
chromatographie sur plaque de cellulose (Macherey-Nagel UV

254’

en utilisant comme solvant un m&lange HC1 2N : HZO : AcCH

(3 : 10 : 3 v/v).

Pendant la premiére é&tape de purification (solvant HC1 0,1IN),
les anthocyanines se séparent,des sucres libres et des agly-
cones, L'erdre d'é€lution est le suivant: sncres - diglycesi-
des - monoglycosides - aglycones. On constate anssi une sépa-
ration presque totale entre les h&térosides. Dans la deuxizme
étape de purification (solvant HCl ZN : H20 t AcOH, 3 : 10
0,5 v/v), on ach@ve la séparation des hét€rosides et on les
sépare des acides phénoliques. L'ordre d'élution est le sui-
vant: acides phénoliques - diglycosides - monoglycosides -

aglycones (ne migrent pas quelques compos&s brundtres qui
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peuvent 8tre &lués avec HC1 2N : HZO t AcOH, 3 : 10 : 3 v/v)

puis n=-BuOH : AcOH : HZO (4 :1:5wvw/v),

D'une mani2re générale, la séparation des composés intéres-
sants nécessite que ceux-ci possident un Rf < 0,5 et un A Rf

3 0,1 sur papier.\Dans ces conditions, 1'obtention de compo-
sés purs pour les analyses spectroscopiques demande entre une
demi-heure et quelques heures, suivant la complexité de 1'ex-
trait, Dans notre c¢as, d partir d'un extrait méthanolique brut
en quatre heures nous avons isolé ume quantité suffisante

d'hétérosides pour faire les analyses.

I1 est évident que cette technique présente de nombreux avan-
tages, Par sa simplicité, son prix (peu de solvant et phase
stationnaire récupZrable) et surtout par sa rapidité, gqualité
tr8s importante pour une méthode de séparstion lorsqu'on a
affaire 3 des substances chimiquement instables, telles que

les anthocyanines.

Analyse qualitative des anthocyanines

L'analyse qualitative d'ume anthocyanine comporte:

A] La caractérisation de l’aglycone (anthocianidine), obtenu
par HPLC ou chromatographie sur papier aprés hydrolyse aci-
de de 1*hé&téroside (anthocyanine), 2 l*aide de témoins. La

spectroscopie UV-V1S. indique 1a nature du substitusnt sur
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le noyau B (figure 12). La formation d'une couleur bleue
par réaction avec AlCl3 indique la présence de deux hydro-

xyles en ortho l'un de 1'autre sur le noysu latéral B.

B} La dBtermination de la nature des sucres liés a l1'aglyco-
ne qui peut &tre faite par chromatographie gaz-liquide du
dérive silylé des produits d'hydrolyse acide, ou psr chro-
matographie de couche mince 2 lﬂaide de sucres témoins.

La position de substitution des sucrez sur l'aglycone peut
se déterminer par spectroscopie UV-visible et 2 1'aide de
la chromatographie sur pepier en comparant les valeurs Rf

dans différents systémes de solvant.

C) Les anthocyanes acylfes se caractérisent par chromstogra-
phie des produits d'hydrolyse alcaline et par spectroscopie

Uv-visible.

Enfin, l'analfse RMN-IH permet l2 confirmation de la structure.

8.5.1 Analyse des aglvcones par HPLC

WILKINSON et 8l [77] ont séparé six anthocyanidines

par HPLC sur une colonne de M -Bondapak / Cl8 en utisi-
sant un mélange d'eau: acide acftique: méthenol (71 :
10 : 19} et un d&bit de 2 ml/min.

Nous avons pour notre part utilisé une colenne Lichro-
sob RP 8, phase inversée (Knauer)et réalisé la sépare-
tion de quatre anthocyanidines témoins au moyen d'un

mélange d'eau: acide acftique: méthanol (45 : 5 : 50)
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et avec un débit de 2 ml/min. (figure 19).

La préparation de 1'&chantillon est similaire 2 celle

décrite par WILKINSON (voir pertie expérimentale).
Nous avons effectuf une extraction em continu, comme
décrit plus haut et réalisé 1'hydrolyse pendant 120

minutes, au lieu de 30 minutes.

Par rapport 3 WILKINSON, une &lution em ordre inverse

pour la malvidine et la pélargonidine a &té observée

Ceci peut s'expliquer par les différences des condi-

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

différence de polarité de la phase mobile, L'znalyse

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

une seule anthocyanidine' la cyanidine (figure 19).

I I-lPLC |OES PRODUIS | DHYDROLY'SE ACIUE :
Ly DE MTHOCYAMN S| i
Metanae | TéwoIN , |

—————-~"REPONSE DU DETECTEUR ~ - -

yanidine -

delphinidine—-—

pelargonidine =~~~

__>malvidine —— .

2‘5 ' 15 ' (
| i | TELMI’S DE Rsllrerl_n N I 'L} REREEEE
| [ : ' o 'Ili: '.!
" f il S P AG.YCOBEEHJLPEUECAFE:

! i | [ ! it
b, 1 ! !

i | P : A
B e A
Fililoey s ple - vyl ¢

FIGURE 19. ANALYSE D'ANTHOCYAN1DINES DE LA PULPE
DE CAFE PAR HPLC
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8.5.2 Analyse des sucres par G.L.C.

L'analyse des sucres 1ifs 2 1'aglycone a 6t& faite
par chromatographie gas - liquide du dérivé silylé
des produits d'hydrolyse acide 2 partir de 0,5 mg
d'h€téroside, suivant la technique d'hydrolyse de
CHANDLER et HARPER [78] (voir partie expérimentale).
La préparation et la chromatographie des dérivés
silylés sont réalisfes comme décrit dans Y'analyse de
sucres (6.1.5). Les résultats de 1'analyse montrent

la présence de glucose et fhamnose dans la molécule de

1'hétéroside 1 (figure 20).
- 2 o o et R O A ol et e
sucﬁzes DES HETE SIDESE-

SUCRES

B o I e e e
AJE N wererostoe 1| [ /] (i &
. T
SIS S
R N R P Nl I
T 20 A0
- | TFMPS]DE' RF:TFNTIDN tmin} | | P
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 avens dfterminé les valeurs Rf sur papier, afin
de pouveir les comparer avec ceux de la litté&rature.
Les détails de 1'analyse sont groupfs dans la partie
expErimentale et les résultats obtenus dans le

tableau 7,

TABLEAU 7. VALEURS Rf SUR PAPIER ET CQULEURS
0ES ANTHOCYANES DE LA PULPE DE CAFE

VALEURS R OANS COULEUR | COULEUR

ANTHO

CYANE L% | Boaw | Fomestar| vis. uv

HETEROSIOE | 019 040 ROUGE ROUGE
HETERGSIDE 2 0,09 041 " "
AGLYCONE 010 0,50 o "
J-RHAMMOGEUCD- | 019 0,37 L "
SIDE DE CYANIGIHE
3-MONQGLUCQSIDE | 007 039* ' "
0F CYANIOINE

CYANIDINE 068 | o0L9* " "

X HARBORNE (41}
4 TNRESTALs acide ncétiguezenn:liCl concented (3:1:0,5 viv)
SeBiAiWE nohutannliacide acfUigueean (4:1:6 v/v)
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8.5.3.1 Hydrolyse "in situ" des hétfrosides

Les réactions chimiques "in situ" ont &té& utilisées
dans 1'identification de composfs organiques par
DALLAS [79]. L'utilisation de cette technique dans
1'étude dfoligosaccharides a &té faite par LOMBARD
et al [80] et par KARTIG et al [81] dans le cas de

glycosides.

Cet{e analyse (voir partie expfrimentale)} nous a

montré que l'hétéroside 1 produit par hydrolyse

acide partielle 1'hétéroside 2. Cette réaction donne
les mémes r8sultats qu'une hydfolyse ménagée (figure
1).

FIGURE 21. HYDROLYSE "in sity" D'HETEROSIDES

eusave |
SOV <HIL 2 Hlh ke OH pe ceLtotose | SOLV.B:AtW | 4:1.5 V)
13.005v)
(Jaerd sl omcL 2w T:i } ey OIGLXOSIDE-D, 5
3043 METEAOSIDE 3 { pev e 515{ ) CYANIOtR
8 TEMP PLACUE
[umml -%c "
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8.5.4 Analyse par spectroscopie ultraviolet-visible (UV-vis,)

Les résultats de cette analyse sont présentés dans le

tableau 8.

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

SOLVANT ETHANOL 9,1% HCL

. OEPLACEMENT
COMPOSE BANOE I1 BANQE | | BANDE I EN PRE-
SENCE D'ALCLalem)

HETEROSIDE Ne i 283 539 12,8
HETEROSIOE Ne 2 283 537 25
AGLYCONE 279 S48

La différence d'environ 10 nm entre les hétérosides

et 1'aglycene est due 3 une glucosidification [70].

Dtaprds R. GAYON [70], le rapport des densités opti-
ques 2 440 nm et au maximum d'absorption dans le vi-

sible (E440 / Emax en %), pour les dérivés de la
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c¢yanidine, varie de 1% & 26 si 1'0Oll en position § est
non substitu&, et de 12 3 13 dans le cas contraire.

Ces rapports sont de 23 pour 1'hétéroside 1 et de 17
pour 1'hétéroside 2, Ceci nous permet de penser que
dans nos composé€s, la position 5 est libre (figures 22,

23, 24

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

(ce qui indique 1'absence de dérivés acylé).

00} [—
0} e —— -
e - ¢
2} - M J
ul 7 N, i
T — LY '
- N f
a4 r N i
Sosk RN
Eosf
gt
ELY
o
o9 |
s
11} -
. I 1 L 1 ! 1 : .
750 % 5 o wh £ £ %0

LONGUEUR CIONDE {nm}

SOLVANT :ETOH 0,1% HCL

AGLYCONE
BLANC : ETOH 01% HCL

FIGURE 22, SPECTRE ULTRA VIOLET-VISIBLE DE L'AGLYCONE
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- 70 -

"8.5.5 Analyse par résonnance magnétique nuclfaire

Les spectres ont &té enregistrés avec un spectrométre
Bruker 200 MHz 1H, dans un micro-tube en utilisant 1 mg
d'hétéroside dans CD;0D. Les résultats sont présentés
dans le tableau & et dans les fig1ures 25, 26 .

TABLEAU 9. OEPLACEMENTS CHIMIGUES DES PROTONS
DES ANTHOCYANES DE LA PULPE DE CAFE

POSITION O PROTON £T DEPLACEMENT CHIMIQUE

HYETEROSIOE | NOYAU B "U*i”x RHAMNOSYL | 3-GLUCORMAMNO~

Uy O5 Cele, ¢ [@ @ B[ G s

HETEROSIOE 1 | 807 707 B3L 896 673 483 &M 40HWI7 121 535 32540

d d g s d d s m d d m
{9protons)
HETEROSIDE 2 805702 827 900 646 43T — — ~ 530 32540
d 4 9 s d d d m
(6 protons)
d=doublet gq=gquadruplet s =singuiet m=multiplet
3l
- Etaning

C———

jl_ér—d—f[ i‘*.,_i.'u - e

FIGURE 25. SPECTRE 200 MPz-lH- DE LA CYANINE
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FIGURE 25 A, SPECTRE 200 MHz-lH- DE L'HETEROSIDE 1

FIGURE 26, SPECTRE 200 MHz-lH- DE L'HETEROSIDE 2
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B.6 Analyse de r&sultats

L'analyse des anthocyanidines par chromatographie liquide 2
haute pression nous a montr& la présence de la cyanidine comme
la seule aglycone anthocyanique de la pulpe de café, Ce fait
est aussi confirmé& par les amalyses chromatographiqués sur pa-

pier, par les spectres UV-visible et RMNIH.

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

la présence de glucose et de thamnose, Les valeurs Rf (sur pa-
pier) pour les hétérosides 1 et 2, dans difffrents systi2mes de
solvant, sont trés preches de ceux de thamnoplucoside-3 cyani-
dine et glucoside-3 cyanidine respectivement, reportfs 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 Etapes

de purification et de séparation sur colonne, nous permettent

de penser que 1'hétéroside 2 est un produit d'hydrolyse partiel-
le de 1'hEtEreside 1. Les spectres de RMNlH de ces deux hEtéro-
sides montrent la présence pour 1'hétéroside 1 d'un doublet 2
1,21 ppm {J= &6 c,p.S.) tipique de thamnese dans les neohes-
peridosides [42]). Ce signal est absent dans le spectre de

1thétéroside 2.

Daus les rutinosides ce signal est mal resclu et apparait
entre 0,8 et 1,0 ppm.
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Ces résultats nous aménent aussi & conclure que 1'hétéraside
1 est: neohesperidosyl-3 cyanidine et 1'h&t€roside 2: gluco-

5y1=-3 cyanidine.

HETEROSIDE 1 HETERDSIOE 2

GLUCOSYL-3 CYANIDINE

NEQHESPERIDOSYL-3 CYANIDINE

Notons que h'étfrodides de cyanidine tels que le rutinosyl-3
cyanidine et le glucosyl-3 c¢yanidine ont &t& trouvEs dans

des plantes appartenant & la méme famille du caffier (Rubia-
ceae) mussaenda erythrophylla et M, phillipica var. aurorae x

erythrophylla [83].
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CONCLUSION GENERALE

Le fruit de café est communfment appel& "cerise". L'exacarpe
et le mesocarpe (environ 40% en poids) de ce fruit constituent
la pulpe de café, L'analyse chimiqﬁe semi-quantitative m&ntre
que la pulpe renferme beaucoup d'hydrates de carbone et, dans
une moindre proportion des protfines, des matiére§ grasses et
des sels minéraux. On constate aussi 1a 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 compos&s ph&noliques. L'ensemble
polyphénolique de la pulpe de café a &t& subdivisé en phénols
non tanins (phénols simples + flavonoldes) et phénols tanins
(tanins condensés + tanins hydrolysables), Les proportions
relatives de ces substances ont &t& déterminfes quantitative-
ment. Elles varient, suivant que la pulpe a £t# lyophilisée

ou s&chée au soleil, dans les proportions suivantes:

* X TOTAL

PULPE LYOPHSLISEE PULPE SECHEE AJ SOLEIL
PHENOLS TOTAUX 46,29% PHENOLS TATAUX 6,62%
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Une sépartation, identification et analyse quantitative des
sucres libres a aussi 6tf réalisée ﬁar chromatographie gaz-
liquide de leurs dérivés sylilés., La répartition en pourcen-

tage de ces composés est la suivante:

PULPE LYOPHILESEE PULPE SECHEE AU SOLEIL

SUCRES TOTAUX 2265% SUCRES TOTAUX 26,66 %

k]

Nous avons enfin effectué 1*'&tude qualitative d'une partie
des flavonoides, les composés anthocyaniques. Cette €tude a
pu 6tre rfalisfe grlce 2 1'association des principes de la
chromatographie circulaire centrifuge et de la chromatogra-
phie sur papier 3 1'€chelle préparative (CCCP).

Cette technique originale, que nous avons mis au point, s'est
révélfe particulidrement avantageuse par sa simplicité, sa

rapidité et son &conomie. I1 a £té& ainsi possible de montrer
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la pré€sence d'un compesé nouveau le neohesveridesvl-3 cya-
nidine ainsi que le glucosyl-3 cyanidine dans 1a pulpe de

café arabica, varieté tipica rojo.

10, CONSIDERATIONES FINALES

Le but de la culture de café est 1'obtention de la graine, 3
partir de laquelle on prépare la boisson. Ce proc&dé qui n'u-
tilise que le 6% de la cerise du café (mé&thode traditionnelle)
est actuellement le seul facteur €conomique des pays produc-

teurs.

Dtaprés 1'€tude effectufe, 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 Ttevenu pour les praducteurs et une
solution aux probl@mes de pollution dls & l'accumulation des

sous-produits pendant les périodes de récolte.

L'application des méthodes analytiques employfes dans ce tra-
vail permettra de suivre l'&valution 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
proctdés de traitement de la cerise aprds la récolte et 1'em-

ploi de 1'€nergie solaire pour le séchage. En effet, un des



facteurs limitatifs dans 1'utilisation de la pulpe est sa

haute teneur en eau (80 - B851),

L'utilisation de la pulpe de café peut &tre envisagée sous

deux formes complémentaires:

A} Extraction et purification de composés industriellement
intéressants comme les anthocyanines, la caffine et les
dérivés de 1'acide cinnamique {du type acide chlorogéni-
que) qui peuvent &tre utilisfs dans 1'industrie alimentai-

re et pharmaceutique.

B) Emploi du ré&sidu d’extraction riche en sucres, protéines

et fibre dans 1'€laboration de fourrage pour le bétail.

L'emploi des résidus d'extraction de la pulpe dans l'alimen-
tation animale est d'un grand intérét dans les pays produc-
teurs de café, étant donné que 1'homme est en concurrence
avec 1'animal pour la méme nourriture, par exemple le mais.,
En effet, si on peut substituer, par desmatériaux tels que

la pulpe de café&, une partie du mais ou de la farine de soya
ou de coton utilis&e 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-r€acteurs pour réactions de silylation (SUPELCO)
- chromatographe Perkin-Elmer 900 avec détecteur FID

- colonne en verre (L = 4 m, @i = 2 mm) remplie de
silicone SE-52 5% sur gaz chrom. Q 80/100 MESH

- intégrateur Hewlett Packard 3380 A,

11.1.2 Réactifs

- sucres témoins purs (SUPELCO)
- triméthylsilylimidazol "TSIM" (SUPELCQ)

- polyvinylpyrrolidone "PVP" insoluble (Aldrich)

11,1.3 Conditions d'’analyse {CGL)

Gaz vecteur N,, 40 ml/min.
Tinj. = 190°¢C
Tm = 270%

Programme: Isotherme 160°C pendant 12 min.
puis 3%C/min. «—e265°C

-
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11.2 Estimation guantitative des diff@rents groupes de composés

phénoliques de la pulpe de café

11.2,1 Appareils

- dispositif d'extraction salide - liquide en conti-
nu, fig., 2

- spectrophotom&tre UV-vis, Perkin-Elmer, mod&le 402

- PH-m&tre Methohm Herisau, modéle E 396 B

11.2.2 REactifs

Tous les rfactifs utilisfs sont de puretf analytique
- folin-ciocalteu (Merck)

- solution de formaldfhyde 36% (FLUKA)

- acide gallique cristallisé pur (Merck)

- g€latine en poudre (Merck)

- eau desionisfe puis distillée

11.3 Etude des anthocyanes de la pulpe de café

11.3.1 Appareils

- dispositif d'extraction salide - liquide en conti-
nu, fig, 2

- dispositif d'extraction liquide - liguide en con-
tinu, fig. 27

- dispositif pour la chromatographie circulaire cen-
trifuge sur papier & 1'échelle préparative (CCCP),
fig, 18
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- chromatographie liquide 3 haute pression Siemens,
modéle S 111, €quipé avec une colomme Lichrosorb
RP8 phase inversée (Knauer)

- chromatographie gaz - liquide (voir 11.1.1)
- spectrométre UV-vis, Parkin-élmer, modéle 402

- spectrométre de résonnance magnétique nucliaire
Briiker 200 MHz-IH.

11.3.1.1 Dispositif d'extraction liquide - liguide en continu

Nous avons construit un extracteur liquide - liqui-
de qui permet umne extraction en continu avec de sol-
vants ayant une densité plus grande ou plus petite

par rapport 2 la solution 2 extraire.

L'extracteur est constitué par un récipient cylin-
drique, &quipé avec deux robinets en téflan et deux
tétes possfdant chacune dans sa partie inférieure

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

FIGURE 27. DISPOSITIF D'EXTRACTION EN CONTINU
{ LIQUIDE-LIQUIDE }

Scm—t TETE POUR SOLVANTS LEGERS
%mm
SOLVANT . et
DEXTRACTION iy
LOURDS

EVAPORAT EUR
AGITATEUR - ROTATIF
MAGNETIQUE SQUS VIOE
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L'extracteur est relif¢ 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 Blichi, La dépression rfalis€fe dans ce dernier
proevoque un appel continu du liquide d'extraction,
lequel est mis en contact avec 1l'autre face liqui-
de grice & une agitation magnftique qui renouvelle
continuellement l'interface des deux liquides. Le
solvant d'extraction est ensuite amené directement
dans le ballon d'€évaporation eofi il est distillé 2

basse température.

Dispositif pour la chromatographie circulaire cen-
trifupe sur papier 8 1'€chelle préparative (CCCP)

Cet appareil (fig. 18) est constitué d'un rotor
(commandé par une résistence variable), d'une
chambre et d'un disque en polypropyline, d'un cou-
vercle en verre et d'un dispositif pour aﬁsurer un
débit constant de solvant.

La pression du solvant (dfbit) est donnée par la
différence de niveau entre les deux extrémités 1li-
bres du capillaire,

Les séparations sont faites sur disques de papier
Whatmann 17 Chr. préparative (# = 24 cm), fixés av
disque de polypropyl2ne par un écrou vissé 3 1'axe

du rotor.
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Pour déposer le mélange 3 séparer sur le disque

de papier, nous avens utilisé la seringue (0,1 ml)
fournie avec 1'é&quipement CAMAG pour la chromata-
graphie sur couche épaisse. Le dépbt est fait 2 3 cm
du centre du disque et en fasisant tourner le papier
2 500 tours 3 la minute,

Nous avons obtenu les meilleurs résultats de sépara-
tien avec un débit de solvant de 5 ml/min. et une

vitesse de rotation de 800 tours 2 1a minute.

Tous les disques de papier utilisés sont lavés, avant

utiiisation, avec le solvant d'élution et ils peu-
vent &tre réutilisés aprads lavage avec des solvants

apprapriés.

Supports et solvants

Palyvinylpyrraelidone "PVP" (Aldrich)
Cellulose "AVICEL" (Merck)

Papier Whatmann no. 1

Papier Whatmann 17 Chr

Plaques de cellulase (Macherey-Nagel Uvzsd)
Ethancel pour spectroscopie (Fluka)

CDSOD (Ciba-Geigy)

Hydrolyse acide des anthocyanes pour analyse par HPLC

0,50 g de pulpe sant extraits encontinu (fig., 2) avec

MeQOH-HC1 0,012N, 1l'extrait est fvaporl sous vide et le
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résidu hydrolysé (3 reflux) a 100%¢ pendant 120 minu-
tes avec 5 ml d'HC1 2N, Les produits d'hydrolyse sont
passés par une colonne courte (2 x 0,3 cmPint) de PVP,
laquelle est lavfe avec 7 ml d'HC1 0,012N et les antho-
cyanidines €lufes avec 25 ml de MeOH-1C1 0,012N. Le
tout est amené, par &vaporation a4 basse templrature

( <30°C), 4 un volume de 1 ml avant l'injection dans

le chromatographe.

Hydrolyse acide d'hété&rosides pour 1l'analyse de sucres
par G.L.C.

0,5 mg d'hé&téroside sont hydrolysés {3 reflux)} 3 100°¢C
pendant 30 minutes avec 0,5 m% d'HC1 O,5N. Les preduits
d'hydrolyse sont passés par une microcolonne de PVP et
les sucres €lués avec HZO' L'eau est &vaporde et les

sucres analysés comme dfcrit dans la partie 6.1.3.

Analyse chromatographique sur papier

Nous avons utilisé du papier Whatmann no. 1 pour la
détermination des valeurs Rf des hét&rosides et d'aply-

cones dans trois syst@mes de solvants, 3 savoir:

- HC1 1%

- Forestal (acide acftique : eau : HCl concentré 3 : 1
: 0,3 v/v)

- B ¢ A : W (n-butanol : acide acftique : eau 431

S wv/v)
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De ce dernier systdme de solvants on utilise la phase
supérieure. Il ne doit pas &tre employé avant 48 heures

aprés sa préparation,

Hydrolyse "in situ" des hétérosides

Pcur cette analyse, nous avens utilisé desrplaques en
verre de cellulose (Macherey-Nagel UV254).

Nous avons déposé 30 Mg de 1'hEtéroside 3 2,5 cm du
bord inférieur de la plaque (2,5 x 10 cm}, ensuite en
chauffant celle-ci entre 40 et 50°C (38 1taide d'une
plaque chauffante) on a déposé 15 M1 d'HC1 concentré
sur le spot de 1'anthocyane. Les produits d'hydrclyse

ont £té& séparés avec un m€lange d'HC1 2N : eau : acide

acétique (3 : 10 : 0,5 v/v).
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