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LNTRODUCTION 

L'expression du métabolisme secondaire chez les végétaux peut être considérée comme le résultat d'un 
processus de différenciation. Ainsi, les composés phénoliques qui constituent l'un des groupes les plus 
importants et les plus diversifiés des produits secondaires sont-ils étudiés entre autres comme des 
marqueurs de la diversité biochimique des espèces. Bien que les flavonoides soient les plus utilisés 
(Harbome 1984), les dérivés des acides phénols ont permis par exemple récemment de préciser la 
classification chez le genre Wtis (Boursiquot et al. 1986) 
Les études chemiotaxinomiques du sous genre Cofia sont limitées malgré le nombre élev6 d'espèces 
connues, et celles incluant les souches sauvages de la région malgache demeurent très fragmentaires. 
Elles concernent en particulier les lipides (Chassevent et al. 1974), les purines (Omano et al. 1967, 
Chassevent et al. 1974, Charrier & Berthaud 1975. Clifford et al. 1991, Rakotomalala et al. 1992), la 
trigonelline (Ornano et al. 1967), les terpènes (Chassevent er al. 1967) et les acides chlorogéniques 
(Chassevent et al. 1974, Colonna 1979, Anthony et al. 1989, Clifford et al. 1989a). Cependant, ces 
études n'ont porté que sur un nombre très limité de caféiers et ne concernent pratiquement que des 
mesures de teneurs globales. 

Afin de préciser la diversité biochimique des caféiers (Rakotomalala 1992), nous avons effectué une 
analyse systématique des dérivés hydroxy cinnamiques des graines de fruits matures de 56 populations de 
caféiers sauvages de la région malgache (Mscarocofia) et de 14 échantillons représentant 9 espèces 
africaines (Euco&a). 
Nous présentons ici, les résultats concernant la caractérisation de ces composés. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES \ 

Matériel végétal : graines de fruits matures de 56 populations malgaches représentatives des 7 séries 
botaniques (Garcinioides, Humblotianae, A& mitianae, Mllotii, Multiffora e, Subterminales, Verae) 
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définies par Chevalier (1938) et Leroy (1967) et de 14 échantillons représentant 9 espèces africaines 
(canephora , ara bica, h-apah ta, liberica, congensis, racemosa , sessiliffora, pseudozanguebariae, 
eugenioidees ) . 

Extraction : 1 à 2 g de café vert moulu sont extraits 4 fois successivement par 25 ml d'éthanol 80%, 
pendant 1 h sous agitation magnétique à température ambiante. Après évaporation de l'alcool, la phase 
aqueuse est lavée par l'éther de pétrole (40-60) puis extraite par l'acétate d'éthyle selon Fleuriet & 
Macheix (1972). La phase organique est évaporée à sec et le résidu repris par 10 ml de méthanol et 
analysé par CLHP. 
Hvdrolyse alcaline : par l'hydroxyde de tétraméthylammonium (TMAH) selon Clifford (1989b) pendant 
5 min (condition ménagée) ou 90 min à température ambiante. Les esters méthyliques obtenus sont 

L'hydrolyse classique par NaOH 2N (concentration finale) à température ambiante n'a été employée que 
rarement, elle conduit en effet à des résultats quantitativement très variables. 
Hvdrolvse acide : par HC1 2N (concentration finale) à 100°C pendant 1 à 2 h. Réalisée en milieu 
méthanolique, l'hydrolyse conduit à l'accumulation des esters méthyliques des acides phénols comme dans 
le cas de l'hydrolyse alcaline. 

analysés par CLHP. 

Analvses chromatograuhiaues : chromatographe Varian 5000, colonne LiChrospher 5pm RPl8, 
gradient de 5 % ?i 75 % de méthanol dans H3P04 2mM à 100% de méthanol en 35 min, débit 1 ml min", 
détecteur à barrette de diodes HP 1040A. 
Couplage CLHP-SM : chromatographe HP 1050, spectromètre HP 5989A MS engine, interface particle 
beam, mode EI à 70 eV, station Unix HP 98785. Le gradient linéaire de méthanol dans l'eau est adapté 
à l'analyse. 
Couulage GC-MS : chromatographe HP 5890, colonne OV1, 50 m x 0,25 mm, He 1,5 ml min-', 
injecteur 280°C, four de 80°C à 150oC (4OC/min), détecteur HP-MSD 5971, station Unk HP 98785. 

Comuosés témoins : 
Esters quiniques : acides chlorogénique et dicafeylquinique, acide férulyl-5-quinique, monoesters 
quiniques de l'acide p-coumarique (isolés de la pomme par A. Fleuriet). 
Acides libres : caféique, férulique, isoférulique, cis et trans o-coumarique, p- coumarique, cinnamique, 
sinapique, 4-méthoxycinnamique, 3,4,5-triméthoxycinnamique, etc . . . 
Esters mí?thylliques : férulate: cinnamate, caféate. Les autres esters ont été préparés par estérification en 
milieu acide dans le méthanol. 
Autres : coumarine, acide trans 2-~-glucosyloxycinnamique. 

RESULTATS 

Caféiers cultivés 

Les profils chromatographiques de C. canephora déterminés à 280 et 324 nm (fig 1) sont tout 2 fait 
représentatifs, en ce qui concerne les composés majeurs, de ceux obtenus avec les caféiers originaires 
du continent africain. Sur les 18 composés caractérisés, 9 représentent plus de 90% (aire) du mélange. 
Comuosés identifiés 
L'acide caféyl-5-quinique (acide chlorogénique - pic 3) est le composé le plus important du mélange (35 
à 55% de l'aire totale). Les acides caféyl-3-quinique (pic 1) et caféyl-4-quinique (pic 2) ont été identifiés 
par comparaison de leurs temps de rétention et de leurs spectres UV avec les isomères obtenus par 
tramestérification (TMAH) de 1' acide chlorogénique. 
Les acides férulyl-5-quinique (pic 5), dicaféyl-3,4-quinique (pic 6), dicafc5yl-3,S-quinique (pic 7) et 
dicaféyl-4,5-quinique (pic 8) ont été identifiés par comparaison (tr, UV) avec des composés témoins. 
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Chimie 

Le caféyltryptophane (pic 9) a été caractérisé à 
partir des données chromatographiques et 
spectrales décrites par Morishita et al. (1987). 
Composés présumés ' 
C. canephora : par analogie avec les résultats de 
Morishita et al. (1986) et de Trug0 & Macrae 
(1984), et par la similarité de leurs spectres UV 
avec celui de l'acide férulique, les pics A et C 
ont été respectivement attribués aux acides 
férulyl-3-quinique et férulyl-4-quinique. Les pics 
F, G et I sont supposés correspondre aux acides 
cafeoyl-féruloyl-quinique et avec beaucoup de 
réserve H pourrait correspondre au 
caféoyltryptophane. 
C. arabica : le pic C de même temps de 
rétention que chez C. canephora présente un 
profil spectral identique à celui de l'acide p- 
coumarylquinique. Par comparaison avec des 
extraits de pomme, le pic C a été attribué à 
1' acide p-coumaryl-5-quinique. 

c. ca;i hora 
(324 11111) 

o 5 10 15 2b  t Imin) 

Fig. I - Profil chromatographique de l'extrait 
phénolique brut de C, canephura (identification 
dans le texte). 

Cafbiers sauvages malgaches et africains 

Les caféiers malsaches analysés présentent dans l'ensemble des profils chromatographiques très 
diversifiés et souvent très complexes (fig. 2). L'analyse des spectres UV montre qu'un pic même 
symétrique correspond fréquemment à un mélange de composés. L'analyse de la fraction phénolique 
après hydrolyse acide ou alcaline (fig. 3) permet de mettre en évidence la présence d'acides phénols 
autres que les acides caféique et férulique décrits dans la littérature (Poisson 1977, Van der Stegen & Van 
Djuin 1980, Clifford 1985, Clifford et al. 1989a). L'acide chlorogénique est présent dans tous les 
échantillons alors que nous n' avons pas pu mettre en évidence la présence de dérivés féniliques dans une 
dizaine de populations. 

Acide p-coumarique 
Les dérivés de l'acide p-coumarique ont été identifiés tels quels ou caractérisés par la formation de l'ester 
méthylique correspondant après hydrolyse alcaline. 
L'acide p-coumaryl-5-quinique est le composé majeur (fig. 4) de C. tsirananae (comparaison avec les 
isomères des acides p-coumaryl-quiniques extraits de la pomme, accumulation de p-coumarate de 
méthyle après 'hydrolyse acide en milieu méthanolique ou alcaline par le TMHA ). 
Largement distribué chez Mscarucoffea, mais généralement en faible quantité, ce composé est 
accompagné de ses isomères 3- et 4-quinique, très difficiles à mettre en évidence de part la complexité 
des chromatogrammes. 

\ 

Acide sinapique 
La présence de dérivés sinapiques n'a été confirmée qu'indirectement par identification du sinapate de 
méthyle après hydrolyse (H+/MeOH, TMHA). Cet ester dont le profil spectral W est facilement 
repérable (fig 5) a été caractérisé chez de nombreuses populations, mais nous n'avons jamais pu mettre 
en évidence les esters sinapiques initialement présents dans l'extrait phénolique brut. 

Acide 4-méthoxvcinnamiaue 
L'ester méthylique de cet acide a été mis en évidence par couplage GC-MS de l'hydrolysat (TMAH) de .. 
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Fig. 2 - Profil chhromatographique de l'extrait 
'phénolique brut de C. perrieri A421. 

Fig. 3 - Profil chromatographique de l'extrait 
de A421 après hydrolyse (TMAH). 
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Fig. 4 - Profil chromatographique de l'extrait 
phénolique brut de C. tsirananae (voir texte). 
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Fig. 6 - Spectres d'absorption des esters 
méthyliques des acides di et triméthoxy 
cinnamiques et de leur mélange. 
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Fig. 5 - Caractérisation du sinapate de méthyle 
dans l'hydrolysat de C. andrambovatensis. 
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Fig. 7 - Profil chromatographique de l'extrait 
phknolique brut de C. sp. A315. 



Chimie 

3 échantillons [m/z : 161 (loo), 192 (98), 133 (54), 118 (17), 89 (17), 77 (14)]. Le spectre UV de ce 
composé est identique à celui du p-coumarate de méthyle. 
Nous avons vérifié à partir de témoins d'acides libres et d'acide chlorogénique que les conditions 
d'hydrolyse et d'analyse ne conduisent pas à des réactions de méthoxylation. Ainsi, sous réserve de 
confirmation ultérieure, des dérivés p-méthoxycinnamiques sont considérés comme présents dans les 
extraits de ces caféiers. 

Acide 3.4-diméthoxycinnamiaue 
Présents dans une dizaine de populations, l'ester méthylique de cet acide est par exemple trouvé en 
grande quantitC dans l'hydrolysat (H+/MeOH, TMAH) de C. augagmuri A519. Sa structure a été 
confirmée par couplage GC-MS et LC-MS [m/z : 222 (loo), 191 (88), 91 (47), 147 (44), 105 (37), 207 
(2311. 

Acide 3.4.5-triméthoxvcinnamiaue 
La caractérisation après hydrolyse de l'ester méthylique de 1' acide 3,4.5-triméthoxycinnamique est 
délicate. En effet, bien que trouvé dans 16 populations, il n'est présent en quantité importante que dans 
C. perrieriou il est toujours associé avec l'ester de l'acide 3,4-diméthoxycinnamique dont il est difficile 
de le séparer par chromatographie. Cependant son spectre de masse [m/z : 252 (loo), 237 (56), 221 (52), 
177 (21), 209 (14), 149 (13)] le rend facilement distinguable du dérivé diméthoxylé. 
Dans nos conditions, l'analyse par couplage LC-MS conduit à un spectre résultant de la somme des 
spectres des dérivés di et triméthoxylés. La sélection d'ions spécifiques permet cependant de caractériser 
individuellement chacun des dérivés. De même, le spectre UV du mélange des deux esters (fig 6) 
correspond à la somme des spectres UV des deux composés témoins. 

Acide o-coumarique 
Trouvé en abondance dans la serie Mulrflorae, la caractérisation du ß - glucoside de l'acide trans o- 
coumarique ou mélilotoside (composé G) a été effectuée comme suit sur I'échantillon A3 15 (C. s ~ ) .  pour 
lequel le composé G est largement prédominant (fig. 7). 
1) L'hydrolyse de G (purifié par CLHP préparative) par la ß - glucosidase conduit à la formation de 
glucose et de l'acide trans o-coumarique. l'hydrolyse par l'a - glucosidase est inopérante. 
2) L'hydrolyse alcaline (OH- et TMAH) n'affecte pas le composé G, il ne s'agit donc pas d'un ester 
glucosidique. Par ailleurs, le spectre UV montre un léger déplacement batochrome (+ 8 nm) indiquant 
que le groupement carboxyle est libre. 
3) L'hydrolyse acide en milieu aqueux fait apparaître après 15 min l'acide trans o-coumarique (56%) et 
la coumarine (44%). Après 3 heures de réaction, l'acide libre disparait totalement au profit de la 
coumarine, laquelle est accompagnée des produits de dégradation thermique du glucose (5-hydroxyméthyl 
furfural et furfurol) . 
4) L'hydrolyse acide en milieu méthanolique conduit après lh  30 min à la formation du trans o-coumarate 
de méthyle (51 %) et de la coumarine (49%). 
5)  Toute tentative d'analyse par spectrométrie de masse en couplage (GC ou LC) ou en introduction 
directe en mode EI (et même CI' ou CI-/méthane) conduit à l'obtention du spectre de la coumarine. 
En fait, les hydrolyses chimiques et la spectrométrie de masse impliquent un traitement thermique 
entraînant la rupture de la liaison O-glucose et la cyclisation spontanée de l'acide cis o-coumarique (via 
l'isomérisation trans - cis de l'acide o-coumarique. 
6) Le profil chromatographique des extraits de Adelilofus alba et Melilotus ufficjnaIis indique la présence 
de 2 composés majeurs correspondant respectivement au mélilotoside et à la coumarine. La co- 
chromatographie avec l'extrait phknolique de A315 montre que le composé G se confond avec le 
mélilotoside et possède les mêmes caractéristiques W. 

.. 
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La présence de ce glucoside dans les caféiers est remarquable. Chez les légumineuses, la destruction de 
la cellule met en contact l'isomère cis (formé par photoisomérisation) du mélilotoside avec l'enzyme 
spécifique cis /3 - glucosidase pour produire l'acide cis o-coumarique qui cyclise spontanément pour 
donner la coumarine (Oba et al. 1981, Alibert et al. 1982, Rataboul et al. 1985). Chez les caféiers , 
malgré la destruction inévitable des structures cellulaires lors du broyage, nous n'avons jamais détecté 
dans les extraits phénoliques bruts ni l'acide o-coumarique ni la coumarine sous forme libre. Ce 
phénomène pourrait s'interpréter par l'abscence de la cis /3 - glucosidase ou par sa 
présence sous forme inactivée (Brown 1981). 

CONCLUSION 

Si le complexe phénolique des caféiers cultivés est très homogène, la diversité des dérivés 
hydroxycinnamiques de l'ensemble des formes spontanées analysées est tout à fait remarquable. En effet 
si la présence de dérivés de 1' acide p-coumarique apparaît comme naturelle, ces dérivés étant considérés 
comme les plus fréquents chez les végétaux (Bate-Smith 1956), celle des dérivés de l'acide sinapique est 
beaucoup plus rare bien que leurs teneurs puissent être élevées (Macheix et al. 1990) et celle des dérivés 
méthoxycinnamiques est rarissime (Forest & Ray 1972). 
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QUELQUES ACIDES PHENOLS PARTICULIERS DES FEVES DE CAFEIERS SAWAGES MALGACHES ET 
AFRICAINS. 

L'analyse systematique des dbrivds hydroxycinnamiques a et6 effectuee sur les graines de fruits matures de 56 populations 
de cafeiers sauvages de la region malgache (Mwcarocofia) et de 14 Cchantillons representant 9 especes africaines 
(EuCoBa). 
Le profil chromatographique (CLHP) de la fraction phenolique totale est gkneralement complexe et les acides phenols sont 
dans la majorit6 des cas caraderises sous forme d'esters methyliques (obtenus par hydrolyse : H+/MeOH, TMAH) par 
comparaison de leurs temps de retention, spectres UV et spectres de masse (GC-MS, LC-MS) avec des temoins 
commerciaux. 
Les acides Erulique ct p-coumarique sont largement representes dans les echantillons, l'acide cafeique I'etant dans tous. 
Chez Máscarocofia, les acides sinapique et 4-m6thoxycinnamique sont en faibles concentrations relatives dans plusieurs 
peuplements alors que les acides o-coumarique, 3,4dim6thoxycinnamique et 3,4,5-trimBthoxycinnamique sont, quand ils 
sont prisents, les compos& phknoliques majeurs du melange. 
Les acides phenols sont de bons marqueurs de la diversite biochimique des cafkiers. 

Sumary 

PECULIAR PHENOLIC ACIDS FROM WILD MADAGASCAN AND AFRICAN COFFEES. 

An extensive study of hydroxycinnamic derivatives was carried out on beans of mature fruits from 56 populations of wild 
Madagascan coffee (Mascarocofia) and from 14 samples representing 9 African coffee species (EucofEa). 
The HPLC profiles of the raw phenolic extracts were generally complicated, so phenolic acids were in most cases 
transformed into their methyl esters (obtained after hydrolysis : Hf/MeOH, TMAH). These esters were characterized by 
comparison of their retention times, UV and mass spectra (GC-MS, LC-MS) with those of authentic commercial samples. 
Ferulic and p-coumaric acids were found in most samples and caffeic acid in all samples. In MitscarocofEa, sinapic and 4- 
methoxycinnamic acids were at low relative concentrations in some populations, whereas o-coumaric, 3,4dimethoxycinnamic 
*and 3,4,5trimethoxycinnamic acids were, when present, the main phenolics. 
Phenolics are good markers of the biochemical diversity within coffee germplasm. 
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