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QUELQUES FAITS ESSENTIELS
CONCERNANT LES PROPRIETES ET LA BIO-SYNTHESE
DE I’ACIDE CHLOROGENIQUE

PAR

J.-P. GOLONNA *

REsuME

Cette étude bibliographique a permis de faire le point sur la nomenclature et la structure
des isoméres de Uacide caféyl-3 quinique (acide chlorogénique) et des depsides voisins,
présents chez le Caféier.

Les principaux faits connus concernant les propriélés, les éventuels réles physiologiques
et les implications économiques de I'acide chlorogénique ont pu étre dégagés. Ils tendent a
montrer Uintérét qu’il y aurait a entreprendre des recherches sur le métabolisme de ce composé
chez le Caféier.

La biosynthese de cet acide peut étre étudiée selon trois rubriques:

— biosynthése de Uacide quinique;

-— biosynthése de « U'unité cinnamique »;

- formation de la liaison ester entre les deux unités précédentes.

Trois possibilités existent pour la formation de cette liaison; sur la foi des quelques
travauzx actuels concernant celte question on ne saurait atiribuer a U'une d’entre elles un réle
préfeérentiel.

L’utilisation métabolique et la signification de Uacide chlorogénique dans la planie
restent mal connus.

ABSTRACT

This bibliographical study has enabled us to clarify somewhat the question of the
nomenclature and structure of the isomers of 3-0-cafeoyl-D-quinic acid (chlorogenic acid)
and of the similar depsides which are to be found in the coffee-plant.

We found it possible to isolate the already known main facts concerning the properties,
the possible physiological roles and the economic implications of chlorogenic acid. These
facts tend to show that it would be interesting to undertake research on the metabolism of
this compound in the coffee-plant.

* S.8.C. de YO.R.S.T.0.M., 70-74, route d’Aulnay. 93-Bondy.
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The biosynthesis of this acid may be studied under three headings :

— biosynthesis of quinic acid;

— biosynthesis of the « cinnamic unit »;

— formation of the ester bond between the two preceding unils.

There are three possible ways for this bond to form; after referring to the few studies
which treat of this question we are unable to establish any order of preference for these three
possible ways.

The metabolic ulilisation and the meaning of chlorogenic acid in the plant remain little
known.

INTRODUCTION

Les depsides, dont I'acide chlorogénique reste I'un des plus connus, résultent de la
condensation du carboxyle d'un acide phénolique avec un groupement hydroxyle d’un
autre acide.

Les depsides le plus couramment rencontrés dans le régne végétal sont constitués
d’une part d’acides quinique ou shikimique, d’autre part d’acides cinnamique, p-couma-
rique, caféique, férulique ou gallique. Dans certains composés voisins interviennent les
acides tartrique, malique et lactique.

GorTER (1909), PoLrTis (1949), HERRMAN (1956) et SonpDHEIMER (1964) contri-
buerent a préciser la répartition chez les plantes, de ces différents composés.

L’acide chlorogénique et les autres depsides caféyl-quiniques existent dans le café.
L’histoire de leur découverte, de celle de leur structure et de leurs propriétés est liée a
cette production végétale. Leurs roles physiologiques encore mal expliqués, et leur impor-
tance économique non négligeable, attirent I’attention sur leurs modes de formation,
d’action et de dégradation dans la plante.

I. HISTORIQUE — STRUCTURE

Découvert par RoBIQUET et BouTron, en 1837, dans les grains de café arabica,
P’acide chlorogénique fut isolé par PAYEN (1846), puis par GorTer (1907-1908) sous forme
d’un sel double de caféine et de potassium. Ce dernier auteur le cristallisa a partir de ce
complexe puis établit que ces propriétés acides provenaient du groupe carboxyle de
I’acide quinique.

Contestant la formule proposée par cet auteur, FREUDENBERG (1920) le considéra
comme I'acide cyclohexane-carboxylique-trans-1,4,5-cis-3-tetrahydroxy-3-(3,4 dihy-
droxy-cinnamate) (Pl. L.FF). FiscHER et DaNGscHAT confirmeérent cette structure. Plus
communément appelé acide caféyl-3 quinique ou acide 3-0O-caféoyl-D-quinique, il fut
synthétisé par Panizzr ef al. en 1955.

Par la méthode iodométrique de dosage, mise au point par SLotrta et NEisskr (1938),
on put constater que ce composé représentait environ 69, du poids de café vert. Or,
GorTER (1911) et d’autres chercheurs, n’isolérent jamais que les deux tiers de cette
quantité, sous forme du complexe précédent. On pensa alors a l'existence d’isomeéres.
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BARNES et ses collaborateurs montrérent, en 1950, que le sixiéme au moins de ces 6 %,
devait étre attribué a une substance non cristallisée, extraite du grain de caté par I’acé-
tate de butyle, qu’ils appelérent acide « isochlorogénique » et qu’ils considéraient comme
I’acide caféyl-5b-quinique, ou 5-0-caféoyl-D-quinique, en équilibre avec sa lactone.
SoNDHEIMER et ses collaborateurs infirmeérent cette hypothése en 1961, tandis que
ScarpATI et Guiso (1963-1964) trouvaient qu’il s’agissait d’un mélange de trois acides
dicaféyl-quiniques. Ce résultat fut confirmé par Hanson et Zucker (1963) sur la pomme
de terre, puis par Corsg, LUuNDIN et Waiss (1965). Ces derniers établirent en utilisant
la résonance nucléaire magnétique, que ces corps étaient les acides 3,4-3,5 ef 4,6 dicaféyl-
quiniques. Une substance non cristallisable, présentant des caractéres voisins de la frac-
tion «isochlorogénique » fut isolée de la patate douce par Urrrani et Mivano (1955)
et recut le nom d’acide « pseudochlorogénique ».

En 1953, CorsE put extraire des péches, par ’alcool n-butylique, puis purifier par
distribution a contre-courant, une substance cristalline : I’acide néochlorogénique.
En 1958, SoNnDHEIMER obtint, & partir des grains de café, par chromatographie sur gel
de silice, un corps non cristallisable, désigné sous le nom provisoire de «Band 510 ».
Imasekr (1959) trouva une substance identique dans le genre Viburnum. Apres les
travaux de ScarpaTI et Esposrro (1963-1964) il est admis que ces deux corps sont des
isomeéres de 'acide caféyl-3 quinique : I'acide néochlorogénique étant le caféyl-6 quinique,
le composé « Band 510 » ou acide cryptochlorogénique serait le caféyl-4 quinique.

Des depsides différents peuvent exister dans le grain de café. En effet, LENTNER
et DEATHERAGE (1958), examinant des cafés verts et torréfiés, isolérent par chromato-
graphie sur gel de silice, quatre fractions « chlorogéniques ». La fraction no II, traitée
par chromatographie sur papier (1), renfermait quatre corps, qui, aprés hydrolyse, se
révélérent comme étant : un ester de 'acide caféique, deux esters de I'acide férulique
et un ester de ’acide p-coumarique.

Confirmation a été donnée de 'existence de tels composés par CORSE, SONDHEIMER
et Lunpin (1962) qui isolérent des grains verts de café robusta V'acide ferulyl-3 quinique.

En opposition avec la graine, les autres organes du caféier sont peu connus & ce
sujet. MEIrFrFrREN (1961) dose I'ensemble des acides chlorogéniques dans les organes
végétatifs et certains tissus du caféier robusta; en 1964, Ex1 Hamipr et WANNER €ONS-
tatent que I'acide chlorogénique existe dans tous les organes de jeunes caféiers arabica
en quantité souvent supérieure a la caféine.

Les teneurs en acides caféique et caféyl-quiniques du grain de café sont comparées
dans le tableau I avec celles d’autres organes végétaux.

II. PROPRIETES

A. Propriétés physico-chimiques
1o Jsomérie. — La liaison ester de 1’acide chlorogénique existe entre le OH en

position cis-3 de ’acide quinique et le carboxyle de la chaine latérale de I'acide caféique.
Elle se rompt facilement par hydrolyse acide, basique, ou enzymatique.

(1) Solvant : chloroforme, alcool amylique secondaire, acide acétique, eau (4, 3, 2, 4).
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TaBLEAU I

Les teneurs cn acides caféique et caf¢yl-quiniques du grain de café et de quelques organes végétaux
(d’aprés SONDHEIMER, 1958)

Les résultats sont exprimés en grammes pour 100 grammes de matiére séche
(2) ou en grammes pour 100 grammes de matiére fraiche (b)

Ac. caféyl-3 Ac. caféyl-4 Ac. caféyl-5 Fraction des
quinique quinique quinique ac. dicaféyl-
Ac. caféique (ac. chloro- (ac. crypto- (ac. néo- quiniques
libre génique) chlorogénique) | chlorogénique) |ac. isochloroge.
Grain de café (b) 0,14 2,85 0,38 0,39 0,48
Feuilles de cassis (b) 0,04 2,80 0,36 0,14 0,20
Fruit de cassis (a) 0,00 0,19 0,02 0,01 0,02
Pomme (a) traces 0,10 0,02 traces traces
Poire (a) traces 0,13 0,01 0,005 0,01
Raisin (a) 0,00 0,14 0,02 0,002 0,02
Pelures de patate douce (a) 0,01 0,33 0,05 0,05 0,60
Péche (a) 0,00 0,03 0,00 0,04 0,005
Pruneau (a) 0,00 0,06 0,04 0,85 0,01
Prune (a) 0,00 0,02 0,01 0,04 0,01
Cerise (a) 0,00 0,005 0,03 0,09 0,002

L’un des produits de I'hydrolyse est ’acide D-quinique (GREWE et LORENSEN, 1953).
La configuration prédominante de cet acide en solution correspond a la figure A 2,
Planche I (SONDHEIMER, 1964). Les possibilités de formation des liaisons esters sont
schématisées en A 3, Planche I, dans les positions R’, R” et R""’. Elles aboutissent aux
trois isomeres mono-caféyl-quiniques et aux trois isomeéres di-caféyl-quiniques.

Le second composé est I'acide caféique (B 2, PL. I). Il peut étre remplacé par les
autres acides hydroxycinnamiques ou par I’acide cinnamique lui-méme (Pl I, B, C).
Le squelette de ces corps est représenté en C 2, Planche 1. La double liaison, avec d’un
coté le noyau aromatique et de 'autre un groupe carboxyle, aboutit a I’existence d’une
isomérie de position. Les acides cinnamiques existent plutot sous la forme trans, thermo-
dynamiquement plus stable.

Avec divers solvants chromatographiques, on obtient une séparation des isomeéres

cis et trans. CuaLLice et WiLLiams (1966) montrent, qu’avec le solvant acide acétique/
eau, le composé cis a des Rf plus élevés que le composé trans.

Ciatgrneaay
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|- Acide p-coumarique

H
2 Acide caféique

HO
3 - Acide ferulique

HsCO

C. — Acide cinnamique.

H5C5

2- N /

Tc=cC4

D. — Depsides monocaféyl-quiniques (caf = ac. caféique).

F.

ac. caféyl-3 quinique ou ac. chlorogénique
ac. caféyl-4 quinique ou ac. cryptochlorogénique
ac. caféyl-5 quinique ou ac. néochlorogénique

— Depsides dicaféyl-quiniques (fraction isochlorogénique)

ac. dicaféyl-3-4 quinique
ac. dicaféyl-3-5 quinique
ac. dicaféyl-4-5 quinique

— Acide chlorogénique.

HOOC

HO OH

PrancHE I. — Constituants et constitution des depsides caféyl-quiniques.

B. — Acides hydroxycinnamiques.
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20 Caractéristiques physicochimiques. — Elles sont indiquées dans le tableau II

BARNES ef al. publiérent en 1950 les spectres infra-rouges de I'acide café¢yl-3 quinique
et de la fraction isochlorogénique. Le spectre d’absorption dans I'U.V., dans I’éthanol
a 70 oGL présente un minimum a 267-268 my, un léger palier vers 305 my et un maxi-
mum a 326-328 mp. L’addition de borate provoque un déplacement bathochromique
de I'absorption maximale a 357 mu (HauseErMAN et BRANDENBERGER, 1961). L’ahsorp-
tion 4 326 my. augmente si I’on ajoute de I'acide ascorbique & une solution aqueuse d’acide
chlorogénique (Si1sLER et Evans, 1958). Le pouvoir d’absorption des isoméres ayant des
valeurs similaires 4 celui de P'acide chlorogénique, on admet généralement (SmITH, 1963)
que 'on peut doser 'ensemble de ces corps, comme s’il s’agissait de ce dernier acide.

30 Transestérifications. — Hanson (1962), BApiN ef al. (1962), Hasvawm el al. (1963)
signalent des réactions de transestérifications. En faisant bouillir durant 30 minutes,
dans un tampon & pH 7, chacun des trois isoméres monocaféylquiniques, ScarRpaTI et
Esrosrro (1964) aboutissent & des mélanges de quantités égales de chacun de ces trois
isoméres. Des artefacts pourraient se produire pendant l'extraction et la séparation de
ces composés. Toutefois, SONDHEIMER (1964) considére que ces réactions se produiraient
en milieu basique. La séparation de ces corps par chromatographie sur gel de silice, avec
I’acide sulfurique 0,5 N comme phase stationnaire, ne donnerait lieu 4 aucune isomé-
risation.

40 Le complexe caféine-acide chlorogénique. — 1.’acide chlorogénique, ou ses isoméres
ainsi que l’acide caféique, se lierait a la caféine dans les solvants aqueux pour former un
chlorogénate complexe de potassium et de caféine (GortER, 1907-1908 ; SONDHEIMER,
1964 ; ScarpaTi et Esposito, 1964). Le noyau benzénique, la double liaison, les
hydroxyles phénoliques contribueraient a sa stabilité, mais la nature des forces attrac-
tives est en réalité mal connue. La formation du complexe diminue lorsque le pH s’éléve
au point d’ionisation des groupes hydroxyles phénoliques ; en ajoutant un excés de soude
4 une solution concentrée du complexe, on précipite la caféine. D’aprés EL Hamip1 et
WANNER (1964), ce complexe n’existerait pas dans la plante mais se formerait durant
Iextraction.

B. Propriétés d’ordre biologique.

Je me bornerai a les signaler, leur étude bibliographique détaillée dépasse le cadre
de cette note.

1° Oxydation. — Elle se produit soit en aérobiose, si le milieu présente une réaction
alcaline, soit enzymatiquement, par 'action des polyphénol-oxydases.

L’oxydation enzymatique montre une vitesse initiale proportionnelle 4 la concen-
tration en substrat, & la pression partielle en O, et a 'inverse de I’activité des ions H+
(IncranaM et Corsg, 1951). Elle n’est pas sensible 4 la lumiére et ne semble pas modifiée
par 'addition de cuivre. Elle entraine un abaissement dans ’absorption des rayonne-
ments entre 280 et 370 my .Le changement de I’absorption a 326 myu a été utilisé pour
mesurer directement ’activité de 'oxydase de I’acide chlorogénique (SisLER et Evans,
1958). L’énergie d’activation pour 'auto-oxydation est de 13,6 4+ 1 Kecal/mole (Son-
DHEIMER, 1964). Les produits d’oxydation (WEURMAN et Swain, 1953) peuvent étre
réduits réversiblement par 'acide ascorbique (SisLer et Evans, 1958), tant que le bru-
nissement final n’est pas intervenu.
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Quelques caractéristiques des depsides caféyl-quiniques

Acide caféyl-3 quinique Fraction Acide caféyl-4 quinique Acide caléyl-5 quinique
«isochlorogénique»*

-
1 | 2 2 1 2 |3 1 2 3 1 | 2 13 g
208 | A 150-152 | H [177-179 | F | o
Point de fusion (°C) 210-211 | H 115 B 204-206 | G =~
206-210 | B g
— . — ‘ — =
[«] D & 20 °C - G =3%, H,O — 37 B 1— 215 R | C = 0,4, H,0424°C —55' E 1Eth. 50°G. L..|— 5,4 F =1
— 230 B | + 3,1 G g
Poids moléculaire B4 | B 345 | B { ! Z
Rapport motéculaire A.Q./A.C. i 1,0 K | 0,8 ‘ K 1,2 | K E
Absorption minimale a... (mp) Eth.** | 265 K | Eth. 265 K Eth. | 265 | K Eth. 265 \ K =
—_— —_— ' —_ — >

Absorption maximale a... (mu) Eth. 323 B | Eth,| 323 B Eth. 328 | K Eth. 328 J K
324 | H 324 | H | ! g
328 | K 328 | K 1 | 2
322 my, H,0 18500 | B 18900 | B é
¢ max. (coefficient d’extinction)|324, pH 6,8 19230 | D E
324, pH 3,5 20600 | D -
330, n-but/chlorof. g}
(15/85) 16700 | E o
| 18870 | H 22000 | H =
Analyses C 9% 54,3 B =,
Heo, 5,1 B >
— A. — SONDHEIMER, 1964. aQ
PK, (carboxyle) 3,59 A B. — BARNES ef al., 1950. =
pK, (phénol 1) ; 8,59 A C. — TIMBERLAKE, 1959. =
Méthanel | 15,2 A D. — Voreur, 1960. g
Ethanol \ 6,2 \ E. — SONDHEIMER, 1958. S
Solubilité (en grammes pour Eau © 0,59 F. — Corskg, 1953. P
100 m] de solution a 20 <C) Ether ; 0,12 G. — ScarraTIi et Esposito, 1963-1964, 8
Acét. éthyle I 0,06 H. — Hausermax et BRANDENBERGER, 1961. LN
Chloroforme L 0,0059 K. — Haxsox et Zucker, 1963. Z
Benzéne | 0,0033 4 g
o]

* 11 s’agit d’un mélange de depsides dicaféyl-quiniques.
** Eth. = Ethanol.
1 = Conditions des déterminations.
2 = Résultats.
3 = Référence.

...... . e T A O T O T T T LTI T U T AR T LT T
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20 Aclivalion el inhibition des enzymes in vitro. — Le role activateur est signalé
au sujet de la phosphorylation photo-synthétique dans les chloroplastes d’épinards
(KrogmaN et al., 1962), , de 'oxydation de I'adrénaline par la péroxydase du raifort,
ou de celle de la 3-4-dihydroxy phénylalanine par un enzyme des feuilles de haricots
(HErzMAN, 1957-1959).

L’effet inhibiteur s’exerce sur des transaminases, décarboxylases ou phosphorylases
nécessitant le pyridoxal phosphate comme coenzyme (SONDHEIMER, 1964).

L’acide chlorogénique freine l’activité des péroxydases, en particulier celle de
I’ATA (1)-oxydase, comme les autres ortho ou para dihydroxyphénols qui s’oxydent
facilement en quinones. Au contraire, les phénols qui ne peuvent s’oxyder facilement en
quinone, comme l’acide p-coumarique, sont des activateurs obligatoires de ce systéme
réactionnel qui nécessite par ailleurs la présence d’ions Mn++ et d’I{,0, (GORTNER et
KenNT, 1958 ; SoNDHEIMER et GRIFFIN, 1960 ; GAMBORG ef al., 1961).

III. ROLES PHYSIOLOGIQUES

A. Matiére de réserve.

L’intervention de ce depside comme substance de réserve est suggérée par sa pré-
sence dans les graines d’un certain nombre de plantes. Son utilisation lors de la germina-
tion n’est toutefois pas clairement prouvée : RUcCKENBROD (1954) signale sa disparition
au début de la germination a4 l'obscurité du tournesol, par contre BurLER (1960) ne
constate ni variation ni transport le concernant pendant la germination des graines de
laitues. Chez le caféier, on sait seulement qu’il participe a I’exosmose qui surviendrait
durant la longue période d’imbibition de la graine.

Ses transformations au cours de la vie du fruit ne sont pas mieux connues, bien que
les teneurs semblent décroitre avec I’dge du fruit (ULricH et THALER, 1957 ; MAcHEIX,
1967, etc.).

Les acides hydroxycinnamiques participent a la lignification (Hicuchr et BrowN,
1963), mais malgré les recherches de GoLpscHMID et HERGERT (1961) chez les coniferes,
aucun fait ne permet de dire s’ils peuvent provenir de I’acide chlorogénique ou des
depsides voisins.

B. Substance de croissance.

SoNDHEIMER (1964) conteste le role de régulateur important de la croissance que
lui attribuent VENDRIG et BUFFEL (1961) ou ZENK et MULLER (1963). Il est toutefois
clairement établi, que 1’acide chlorogénique exalte I'élongation du premier entrenceud
et du coléoptile d’avoine, en présence d’un apport d’AIA exogene (NiTscH ef al., 1961 ;
THIMAN ef al., 1962 ; HENDERsON ef al., 1962). Cet effet synergique peut s’expliquer par
I'inhibition qu’exercent I’acide chlorogénique, les di-hydroxy-phénols ou leurs produits
d’oxydation partielle sur AIA oxydase. Cette explication parait d’autant plus vraisem-
blable que les phénols favorisant cette activité oxydasique, comme 'acide p-coumarique,
inhibent I’élongation du coléoptile d’avoine produite par I’AIA exogeéne.

(1) Acide { indolyl acétique.
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C. Résistance aux agents pathogénes.

La préexistence d’acide chlorogénique chez un végétal confére-t-elle a ce dernier
une immunité vis-a-vis des attaques bactériennes, cryptogamiques ou virales ? La réponse
semble affirmative pour quelques variétés d’oignons ou de pomme de terre, mais ne
peut actuellement étre érigée en regle générale (UriTant, 1961). Chez le caféier, MEIFFREN
(1961) parle d’une corrélation positive entre la résistance a la trachéomycose et la teneur
en acide chlorogénique du bois de la tige.

L’accumulation d’acide chlorogénique, et d’autres substances phénoliques, dans les
tissus végétaux infestés, ou dans les zones proximales, représente un autre aspect de
cette intervention. Observée chez la patate douce, les pommes de terre ou les feuilles
de riz, elle est aussi induite par des métabolites toxiques (piricularine), des poisons chi-
miques (chlorure mercurique, trichloracétate, etc.) ou un simple traitement mécanique.
Si elle apparait chez les variétés résistantes, elle peut aussi exister chez les variétés
sensibles.

L’effet antibiotique de I’acide chlorogénique reléve de sa toxicité pour certains
agents pathogénes, ou de ses possibilités de neutraliser, par combinaison, les substances
nocives (1) excrétées par le champignon. Par ailleurs, il inhibe les enzymes pectolytiques
libérés dans la plante par le parasite, qui contribuent au développement de la maladie.
Enfin, il s’oxyde facilement en quinones; or, celles-ci, par condensation entre elles
(substances comparables aux lignines), avec des aminoacides (mélanines) ou avec des
protéines (complexes coagulés), forment des composés, qui, en adhérant aux parois
cellulaires, constituent une barriére physique (Urrtani, 1961).

L’accumulation des polyphénols, impliqués dans la résistance aux maladies, parait
liée 4 un fonctionnement plus intense du métabolisme des hydrates de carbone et des
processus respiratoires. Cela correspondrait a4 un besoin accru en ATP et en énergie.

IV. IMPORTANCE ECONOMIQUE

L’implication de l'acide chlorogénique dans la résistance aux agents pathogénes
pourrait présenter un intérét économique. Ses propriétés pharmacologiques et sa parti-
cipation au brunissement des produits industriels ou alimentaires ont une importance
certaine dans ce domaine.

A. Propriétés pharmacologiques.

D’apres SoNDHEIMER (1964), la poussiére des grains de café non torréfiés provoque-
rait : asthme bronchique, rhinite et dermatite chez les sujets sensibilisés. FREEDMAN
et al. (1961) attribuent ces manifestations d’allergie a la présence d’acide chlorogénique.

L’administration de ce corps dans la nourriture entraine chez ’homme une sécrétion
accrue d’acide chlorhydrique par I'estomac (2) ; chez les souris et les rats, une excitabilité
plus grande du systéme nerveux éentral, une augmentation de la sécrétion biliaire et

(1) Cas de la piricularine (C,;H,,N,0,) qui arréte la croissance des plantules de riz.
(2) L’acide caféique a le méme effet & un degré moindre.
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du péristaltisme (Czok, 1965). Les acides chlorogéniques représentent 2 a 39, du café-
boisson, leur efficacité biologique se manifestant a des doses de 3 & 4 mg par kilogramme
de poids du corps, leur rdle dans les effets du café est vraisemblable.

B. Intervention dans la coloration des produits végétaux.

La coloration brune qu’acquiérent le café durant la torréfaction (SONDHEIMER, 1964)
ou les feuilles de tabac au cours de leur préparation, provient en partie de la dégradation
de I'acide chlorogénique (ZUcker et STinsoN, 1960 ; Jacosson, 1961). Les feuilles de
tabac a forte teneur en acide chlorogénique atteignent la meilleure pigmentation pour
le produit commercial (WILKINSON ef al., 1954).

L’action de la polyphénol-oxydase sur ce corps participe & I'apparition du brunisse-
ment qui peut intervenir chez les pommes (Hexze, 1956), les poires (WEURMAN et
Swain, 1953), les feuilles de thé, les péches (SONDHEIMER, 1964) et les pommes de terre
(RogacHEv, 1960).

V. BIOSYNTHESE

Les propriétés de I’acide chlorogénique, ses interventions dans la physiologie de la
plante, ses implications économiques, entrainent des recherches plus précises sur son
métabolisme.

La biosynthése de ce composé peut étre abordée selon trois rubriques :

-— synthése de 'acide quinique,

— synthése de «'unité cinnamique »,

— formation de la liaison ester.

A. Synthése de l'acide quinique.

Chez certains microorganismes comme Aerobacter, I'acide quinique apparait a partir
de l'acide 5-déhydroquinique, par action réversible d’une quinique déshydrogénase
(MrtsunasHi et Davis, 1954). Sa synthese et son utilisation passeraient par cet enzyme ;
il semblerait servir de réserve sur la voie de I’acide shikimique (P1. II).

Malgré un certain nombre de travaux (MiTsuHASHI ef al., 1954 ; Szymanski, 1962),
cet enzyme n’a été trouvé chez les végétaux supérieurs que dans des cultures cellulaires
de Phaseolus aureus (GaAMBORG, 1966). 11 n’est donc pas prouvé, pour le moment, que la
formation d’acide quinique suive des voies exactement semblables chez les végétaux
supérieurs et les microorganismes. La recherche d’une voie de formation ne passant pas
par le stade « déhydroquinique » pourrait étre envisagée.

B. Synthése de «l'unité cinnamique ».
10 La voie de lacide shikimique. — Les étapes de la synthése de la phénylalanine

et de la tyrosine chez les microorganismes furent établis par Davis (1953-1955), (P1. II).
L’acide shikimique y joue un réle important.
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PranceHE II. — Synthése de la phénylalanine et de la tyrosine chez les micro-organismes (schéma de Davis,

1953-1955).

L’existence de divers enzymes impliqués dans le schéma de cet auteur (MiTsuHASHI
et Davis, 1954 ; Yantv ef al., 1955), puis les résultats obtenus par 'utilisation de pré-
curseurs radioactifs (WEINSTEIN ef al., 1959), tendent a prouver un fonctionnement
identique chez les végétaux supérieurs.

Le mode d’utilisation des deux acides aminés aromatiques chez ces plantes est
connu depuis 'isolement chez les légumineuses, d’un enzyme capable de désaminer la
phénylalanine en acide cinnamique (KoukoL et Conn, 1961), depuis la mise en évidence
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de cet enzyme chez d’autres plantes et enfin, depuis la découverte d’une tyrase trans-
formant la tyrosine en acide p-hydroxycinnamique (acide p-coumarique) chez les gra-
minées (NEIsH, 1961).

L’hydroxylation de ces deux composés cinnamiques en acide caféique a été constatée
chez les végétaux, en particulier chez Slavia splendens (Mc CaLLa et NEisH, 1959). NaIr
et WinNING (1960), signalent chez I’épinard un enzyme catalysant I’hydroxylation de
I'acide cinnamique en acide coumarique. Aucun des enzymes intervenant dans ces
réactions n’a été recherché chez le caféier.

20 Intervention de Uacide quinique. — L’acide quinique, qui entre par ailleurs dans
la molécule d’acide chlorogénique, est impliqué plus ou moins directement dans la for-
mation des molécules d’acide cinnamique et d’acide caféique.

Dans le schéma de Davis (PL. II), & partir de sa position latérale, il pourrait redonner
Pacide déhydroquinique, par action d’une quinique déshydrogénase, puis aboutir a
I'unité cinnamique par I'intermédiaire de I’acide shikimique. Les interconversions entre
ces deux composés sont d’ailleurs établies d’une facon certaine, par des expériences
utilisant des traceurs radioactifs (WEINSTEIN ef al., 1961 ; GoLpScumID et QuiMBY, 1964 ;
ROHRINGER el al., 1967 ; BouDpEerT ef al., 1968).

Toutefois, sur de jeunes rameaux de chénes, soumis a une période de photosyntheése
en atmospheére de “CO,, Bouner et CoLoNNa (1968) montrent que I’activité métabolique
de I'acide quinique n’est pas inférieure a celle de 'acide shikimique. Ce caractére de
métabolite actif, a vitesse de renouvellement assez rapide ne semble pas concorder avec
cette position latérale, un peu en réserve, qui lui est attribuée.

La recherche d’autres voies, plus directes, entre I’acide quinique et « I'unité cinna-
mique » devient alors nécessaire. Deux voies nouvelles sont suggérées actuellement.

Tout d’abord, I'interconversion acide quinique-acide shikimique pourrait étre sou-
mise a I'action d’une quinique déshydratase (NeisH, 1964 ; BoupeT et CorLonNa, 1968) ;
elle serait alors plus directe que dans le schéma de Davis, les stades déhydroquinique
et déhydroshikimique n’intervenant pas.

Par ailleurs, WEINSTEIN (1961) suggére que, chez la rose, I'acide shikimique ne serait
pas l'intermédiaire obligatoire entre I'acide quinique et la phénylalanine ou la tyrosine.

Ainsi, trois voies, dont I'une est bien connue, pourraient étre fonctionnelles chez les
végetaux supérieurs, en ce qui concerne le passage de l'acide quinique aux composés
aromatiques.

Le chéne et le caféier représentent deux cas nettement différents dans l'utilisation
de I'acide quinique. Le premier accumule ce composé a I’état libre sans que 1’acide chloro-
génique soit jamais perceptible. Dans le genre Coffea, au contraire, 'acide quinique n’a
que peu été signalé a I'état libre et parait totalement utilisé dans la biosynthese de I'acide
chlorogénique, présent dans presque tous les organes.

C. Formation de la liaison ester.

Le probleme se pose de savoir si la partie « cinnamique » de la molécule d’acide
chlorogénique est hydroxylée avant ou apres sa liaison avec I’acide quinique. Trois cas
apparaissent comme possibles, selon que I’estérification se place, avant, entre ou aprés
les deux hydroxylations. L’étude du processus d’ensemble a été abordée chez la pomme
de terre et chez le tabac a 'aide principalement de précurseurs radioactifs. La mise en
évidence des enzymes impliqués dans cette chaine réactionnelle débute a peine.
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10 Travauz faisant intervenir des précurseurs radioactifs, ou non, in vivo.

a. Sur Solanum tuberosum.

a.1. Utilisant des disques de pomme de terre alimentés artificiellement par des pré-
curseurs radioactifs, ou non, LEvY et Zucker (1960) apportent quelques arguments en
faveur de I’hypothése selon laquelle I'estérification précéderait les deux hydroxylations
(PL. IID).
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Phénylalanine OH

HO . OH

‘ Acide quinique

CH=CHCOOH
COOH " DH

Acide cinnamique
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~
-

OH

COOH H
OH l

H
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(0] Acide chlorogénique

<>

OH COOH OH

D

Prancae III. —— Premiére hypothése concernant la biosynthése de I’acide chlorogénique (Uestérification préce-
derait les deux hydroxylations).
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La L-phénylalanine et I'acide trans-cinnamique, non radioactifs, stimulent la bio-
synthése de I’acide chlorogénique et provoquent ’apparition, ou 'augmentation de deux
composés, identifiés respectivement aux acides cinnamyl-quinique (traces) et p-coumaryl-
quinique (traces). Cette double apparition, lors de 'augmentation de la synthese du
depside caféyl-3 quinique, suggeére que I'estérification se place avant les deux hydroxy-
lations. Ceci s’oppose quelque peu aux hypothéses de Mac CarLa et NEeisu (1959) qui
envisagent, chez Salvia, la formation des acides phénoliques a partir de 'acide cinna-
mique, par hydroxylations successives en acides p-coumarique puis caféique libres, avant
toute estérification.

La thése de LEvy et ZUCKER se trouve renforcée par les constatations ci-apres :
I’acide p-coumarique, méme fourni a des concentrations élevées (0,05 M), ne provoque
aucune augmentation de la formation d’acide chlorogénique ; par contre, cette formation
est doublée lorsque le milieu de culture contient de I’acide p-coumaryl-quinique, méme a
faible dose (0,0017 M). Le passage de I'ester coumarique a 1’ester caféique, ainsi démontré
in vivo, intervient enzymatiquement in vitro.

Lorsque ces deux auteurs emploient de la phénylalanine C'" dans leurs expériences,
ils retrouvent la radioactivité fournie dans les esters coumaryl et caféyl-quiniques. Les
activités spécifiques de ces deux esters sont toujours du méme ordre, ce qui confirmerait
un passage direct de I'un a 'autre.

De plus, 'apport d’acide cinnamique inerte en présence de phénylalanine marquée,
entraine un abaissement de ces deux activités spécifiques. Ceci suggere que 'acide cin-
namique est un précurseur des deux esters et un concurrent de la phénylalanine marquée
pour leur formation. Par contre, Papport d’acide quinique inerte dans les mémes condi-
tions, n’amene aucune dilution de I'activité spécifique des deux depsides ci-dessus ; P'acide
quinique n’est donc pas un précurseur de la partie aromatique de la molécule d’acide
chlorogénique.

Enfin, la baisse substantielle de I'activité spécifique des deux esters lorsqu’on fournit
de I'acide quinique et de I’acide cinnamique en méme temps que la phénylalanine radio-
active est interprétée par LEvy et Zucker (1960) comme une preuve de l'intervention
du depside cinnamyl-quinique et donc de l'estérification précédant les hydroxylations :
en effet, la présence d’acide quinique préformé accroitrait le taux d’estérification de
Iacide cinnamique en depside cinnamyl-quinique non radioactif, lequel serait utilisé
plus rapidement et aux dépens de la phénylalanine marquée.

On doit noter que dans ces expériences il n’apparait pas de mesures de la radioacti-
vité du depside cinnamyl-quinique.

a.2. Reprenant des expériences du méme ordre, avec des disques de pomme de
terre d’une autre variété, maintenus a 1’obscurité sur des solutions d’acide cinnamyl-
quinique contenant de I’acide cinnamique ou de la phénylalanine radioactifs, HansoN
(1966) constate les phénomeénes suivants :

— la radioactivité se retrouve dans les depsides p-coumaryl et caféyl-quiniques
extraits des disques de pomme de terre et présentant des activités spécifiques com-
parables ;

— Yincorporation de cette radioactivité se révele trés faible dans I'acide cinnamyl-
quinique.

Ce dernier composé semble donc ne pas intervenir dans la formation de la molécule
p-coumaryl-quinique qui affiche une activité spécifique significativement plus élevée.
Ce résultat d’ensemble se retrouve pour les esters homologues de I'acide shikimique et du
glucose.
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Par ailleurs, I’apport d’acide cinnamique en quantités plus importantes, s’il pro-
voque ['apparition de composés nouveaux en particulier des esters phénoliques du
glucose, n’entraine jamais ici, la détection du depside cinnamyl-quinique.

Ainsi, les deux premiéres étapes du schéma de LEvy et ZuckeR ne semblent pas
étre confirmées par ces expériences ; aussi I'auteur reprend-il une hypothese déja for-
mulée (EL Basyouni, 1964) ou envisage-t-il une nouvelle hypotheése au sujet des stades
métaboliques qui conduiraient a la molécule p-coumaryl-quinique. Par contre, le fait
que les activités spécifiques des esters caféiques soient du méme ordre, et en général,
un peu plus faibles que celles des esters p-coumariques renforce la vraisemblance du
schéma de LEVY et ZuckER dans sa derniére étape, qui serait bien une hydroxylation.

a.3. Plus récemment, GamBora (1967) travaillant sur des cultures de cellules de
pomme de terre, établit que I'acide caféique constitue un précurseur de I’acide chioro-
génique aussi efficace que la phénylalanine ou I’acide cinnamique. Il situe donc I'estéri-
fication (Pl. IV) au niveau de I'acide caféique libre, aprés les deux hydroxylations.
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D-GLUCOSE —» —& —— COOH —» —» @ Hy- &-coon
HO OH COOH
[¢]
Ac. déhydroquinique Ac. shlknmlque Ac. préphénique
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OH Ac. coféique Ac. p-coumarique Ac cinnamique
Ac. chlorogeénique l L
HO CH=CH-COOH _. __, LIGNINE
CH,

Ac. férulique

PrancHeE IV, — Seconde hypothése concernant la biosynthése de ’acide chlorogénique (I’estérification succéderait
aux deux hydroxylations).

On doit remarquer que ’absence de résultats concernant la conversion en acide
chlorogénique des autres précurseurs possibles, dans les conditions de cette expérience,
et que le mode d’expérimentation ne faisant intervenir aucune substance de « piégeage »,
empéchent d’affirmer, ici, qu'une autre voie de biosynthése ne serait pas possible ou
méme préférentielle.
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a.4. Ainsi, les résultats de ces trois séries d’essais aboutissent a des interprétations
contradictoires. Un pourrait en conciure que diverses modalités existent pour ia forma-
tion de Pacide chlorogénique dans les cellules des tubercules de pomme de terre. Toute-
Fria laoag malatinng antra lagc Aiffhnantnas annmditiang A’avnAdniannag at Prina ~ir 1Passtna An nng
1U1d, 1CH 1CIAUIUVILD CIILIT 16D UllICITCHLCD CULIULUVUILID U CAPCIICIILC ClL 1 Ullc vUu 1 4ulLlc Ut Lves
modalités apparaissent mal. De plus, des compléments aux expérimentations ci-dessus

g,

o S
rraient &tre envisagés.

b. Sur Nicotiana tabacum.

b.1. D’aprés RuneEckLEs (1963), les disques de parenchyme foliaire synthétisent
les esters phénoliques de I'acide quinique ou du glucose a partir des acides aromatiques
libres comme substrat ou & partir d’autres précurseurs. Les meilleurs précurseurs de
l’acide chlorogénique sont, dans l'ordre décroissant, le 1-p-coumaryl-glucose, I’acide
p-coumaryl-quinique, l'acide p-coumarique, le 1-cinnamyl-glucose, ’acide cinnamique
et trés loin derriére, ’acide caféique. Il est donc peu vraisemblable que I'estérification
se produise généralement au niveau du composé cinnamique dihydroxylé (ac. caféique),
par contre, elle se ferait préférentiellement avec l'acide p-hydroxycinnamique (ac.

p-coumarique).

b.2. Employant des feuilles, entiéres ou découpées en disques, STECk (1968) montre
que 'apport d’acides cinnamique, p-coumarique ou caféique marqués amene la forma-
tion d’acide chlorogénique radioactif. Deux expériences de « piégeage » au cours des-
quelles I'acide cinnamique radioactif est absorbé par les tissus, en présence d’acides
p-coumarique ou caféique inertes paraissent assez démonstratives. La radioactivité de
I’acide 2-14C cinnamique se retrouve presque entiérement dans 'acide p-coumarique de
« piégeage », indiquant qu'une hydroxylation précéde 1'estérification. La radioactivité
du cinnamate ne passe qu’en faible partie dans I'acide caféique de piégeage mais se
retrouve dans 'acide chlorogénique : I'activité spécifique de ce dernier composé est plus
élevée que celle de I'acide caféique, ceci n’est possible, du moins au début que si I'acide
caféique n’est pas sur la voie de formation principale de I'acide chlorogénique.

c¢. ConcLUSION

A la suite de ces travaux, il semble que la biosynthése de I'acide chlorogénique se
produise préférentiellement par estérification entre ’acide quinique et I’acide cinnamique
monohydroxylé en para (acide p-coumarique). L’estérification serait aussi possible, 2
un degré moindre avec 'acide caféique et peut-étre I’acide cinnamique. Toutefois, les
facteurs commandant éventuellement le passage par I'une ou 'autre de ces voies n’étant
pas connus, on ne peut dire si les acides caféiques et p-coumaryl-quinique sont, 'un ou
Pautre, les précurseurs directs du depside caféyl-quinique dans tous les systémes de bio-
synthése. On ne peut méme pas affirmer, comme le fait remarquer Steck (1968), qu'’il
en soit ainsi chez le tabac aux différents stades de la croissance et du développement.

20 FEludes enzymaliques in vitro.

Les enzymes impliqués dans la chaine métabolique précédente restent imparfaite-
ment connus.

a. L’hydroxylation de 'acide cinnamique en acide p-coumarique est réalisée par

rrtarietine
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une hydroxylase extraite d’une poudre acétonique de feuilles d’épinards (Nair el WiNING,
1965). Le pH d’action optimal se situe 4 4,6, un donneur d’électron externe est indis-
pensable ainsi que I'acide tétrahydrofolique. L’enzyme instable ne peut étre purifié, il
serait comparable a la phényl-alanine-hydroxylase du foie de mammiféres. La prépara-
tion enzymatique se montre capable de convertir la L-phénylalanine en tyrosine, 'addi-
tion de L-phénylalanine inhibe I’hydroxylation de 'acide cinnamique.

Chez de jeunes plantules de pois, RusseLL et Conn (1967), constatent I'existence
d’'une hydroxylase catalysant la méme réaction en présence d’acide tétrahydrofolique
et de NADPH. La préparation enzymatique perd son activité rapidement et le pH opti-
mal a 7,5 difféere notablement du précédent.

b. La transformation de I'ester coumaryl-quinique en acide chlorogénique, in vitro,
a été obtenue par LEVY et ZuckeR (1960). Par ailleurs, la conversion de I'acide p-cou-
marique en acide caféique par une phénolase (polyphénoloxydase) de la pomme a été
rapportée par WALKER (1964). Saro (1966) obtient cette méme conversion a partir de
chloroplastes de Saxifraga stolonifera, puis d’autres plantes. Ces enzymes n’ont pas été
étudiés plus avant.

c. Le ou les systémes enzymatiques qui catalyseraient I’estérification, aux différents
niveaux, n’ont pas fait 1’'objet, a notre connaissance, d’études, in vifro, a partir d’un
extrait végétal.

3° Remarques.

Du bilan de ces travaux récents, il ressort qu’il importe de mieux établir Iexistence
des voies métaboliques évoquées ci-dessus, d'une part en les recherchant chez d’autres
plantes aux différents stades de la croissance et du développement, d’autre part en
s’efforcant de déterminer les conditions d’action des enzymes qui assurent leur fonc-
tionnement.

VI. CONCLUSION

Divers chercheurs se sont penchés, au cours des derniéres années, sur la biosynthése
de 'acide chlorogénique. De nombreux problémes restent a résoudre dans ce domaine
et une expérimentation utilisant comme matériel végétal le caféier, ot ce composé est
abondant, pourrait contribuer en partie & leur solution.

L’existence de composés voisins chez cette plante permettrait d’aborder I'é¢tude
des relations de ’acide chlorogénique avec ses isomeres : ceux-ci sont-ils synthétisés
individuellement ou formés par transestérifications ?

Enfin, on serait conduit a considérer 1'utilisation métabolique de ce composé
(TAavLOR, 1968 ; STECk, 1968) actuellement peu connue. L’acide caféique libre étant
toxique pour les tissus végétaux, il importe de savoir si les depsides caféyl-quiniques ne

seraient pas des composés de détoxification.
Manuscrit regu le 7 mai 1969.
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