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Introduction

Aujourd’hui le café est devenu une richesse économique majeure et présente la premiére denrée
agricole échangée en volume, et la deuxieme matiére premiére commercialisée dans le monde
apres le pétrole. Sa production mondiale annuelle est en augmentation continue et elle dépasse
8 millions de tonnes par ans. Pres de 50% du café produit dans le monde est destiné a la
préparation du café moulu, ce qui génére par sa consommation des quantités importantes d’un
résidu solide qu’on appel le marc de café. Au cours des derniéres décennies, la prise de
conscience croissante de la nécessité de réduire les déchets, en vue de protéger I’environnement,
a stimulé la recherche de méthodes de valorisation du marc de café en usage directe en
compostage ou pour la production d’énergie sous forme d’agropellets par combustion. De
surcroft, le marc de café peut étre utilisé pour en extraire les composés phénoliques. Ce qui
suggere la possibilité de son utilisation comme source naturelle d'antioxydants pour 1’industrie

cosmétique et pharmaceutique (Hadoudi et al, 2014).

Les effets bénéfiques du café sur la santé sont généralement attribués a son activité antioxydante
élevée (la capacité d’inhiber le processus d’oxydation). De nombreuses publications fournissent
une comparaison de l'activité antioxydante dans des boissons populaires telles que le café, le
the et le cacao. L’activité antioxydante du café est liée aux acides chlorogénique, férulique,

caféique et n-coumarique qu'il contient (Yashin et al,2013).

Une activité antibactérienne du café contre des espéces a Gram positif et a Gram négatif a été
rapportée. L’arabica et le robusta présentent tous les deux une efficacité similaire a cet égard.

Le café le plus actif est le café légerement torréfie (Nebesny et Budryn, 2003).

Le café torréfié contient de nombreux antioxydants tels que les composés phénoliques, la
caféine, la trigonelline et les produits de réaction de Maillard. De plus, la caféine et la
trigonelline présentent des activités antiradicalaires in vitro et in vivo. Des études antérieures
ont porté sur les effets du degré de torréfaction du café sur sa capacité antioxydante.
Récemment, une plus grande attention a été accordée au recyclage de marc du café pour le

développement des produits plus sains (Choi et Koh, 2017).

Le café contient de 10 a 15% de lipides, principalement de I'huile de café. Les lipides sont situés
dans I’endosperme du grain de café. L’huile de café est composée principalement de
triacylglycérols (75%) et d'acides gras (18%), une composition similaire a celle des huiles
végétales alimentaires. Les propriétés interfaciales et tensioactives de 1’huile de café sont bien
connues (M. Deotale, 2011).



Le marc de café est un produit de brassage du café et génére environ 25 millions de tonnes
métriques chaque année. Le marc du café contient divers composés organiques tels que I'huile,
les acides gras, la lignocellulose et les polysaccharides. L’huile de marc du café n’est pas
comestible et peut étre utilisée comme matiére premiére pour la production de biodiesel.
(Mueanmas et al,2018).

Notre problématique est scindée en deux volets ; le premier est basé sur la détermination de la
composition chimique et phytochimique du café torréfié et du marc de café a leurs états bruts.
Leurs contenus quantitatifs en composés cellulaires (protéines, minéraux, sucres et lipides), en
composés phénoliques (flavonoides et tanins) sont renforcés par une analyse

chromatographique qualitative par HPLC.

Le deuxiéme volet est focalise sur la détermination in vitro du potentiel antioxydant,
enzymatique et antimicrobien des extraits bruts et des huiles gras du café et de son marc obtenu
par extraction solide-liquide et par hydrodistillation, respectivement. Trois principaux tests, en
I’occurrence, le DPPH, I’ABTS et le CUPRAC sont réalisés afin de déterminer le pouvoir de
nos échantillons a réduire et/ou a neutraliser les radicaux libres dans les milieux biologiques.
Nos échantillons ont éteé, ainsi analyses en matiere de leur aptitude antidiabétique et anti-
Alzheimer via la détermination de I’activité des enzymes directement impliqués dans les deux
pathologies, a savoir, I’a-Amylase et I’a-Glucosidase pour la premiere et 1’acétylcholinestérase
et le butylcholinestérase pour la deuxieme. Le potentiel antimicrobien des échantillons est
parallélement entrepris a travers 1’étude de leur effet sur deux communautés microbiennes, a

savoir les bactéries et les mycetes avec une multitude de souches de différents types.

D’une maniere générale, ce mémoire est subdivisé en trois grandes parties : une partie
théorique qui englobe 1’ensemble des informations indispensables pour la compréhension du
sujet. Une deuxieéme récapitule les méthodes référenciées utilisées pour la détermination des
différents parametres. Les différents résultats obtenus sont présentés et discutés séparément
dans une troisiéme partie. L’absence des travaux menés sur le café et le marc du café algériens
offre a notre recherche initiative une originalité et une valeur ajoutée avec des avantages socio-

économiques et environnementaux appréciables.



Chapitre I Reveue bibliographique

Chapitre I : Le café et le marc du café
1.Le café
1.1. Définition

Le café est l'une des boissons les plus populaires consommeées dans le monde et le produit
alimentaire le plus important d'un point de vue économique. Le traitement du café peut étre
divisé en deux étapes : la premiére, dans lesquels les fruits du café sont décortiqués et mis a
sécher, le produit résultant étant les grains de café vert, principal produit du commerce
international du café, et la deuxiéme, qui comprend la production de café torréfié et soluble
(Massey, 2016).

Figure 01: Le café torréfié (Lembart,2015)

Les grains de café proviennent du fruit du caféier que 1’on appelle cerise. Chaque cerise
qui passe de la couleur verte a la couleur rouge a maturité contient deux grains de café
vert. Arbuste appartenant a la famille des rubiacées, le caféier se décline en deux variétés
principales : le « Coffea Arabica » qui donne le célebre Arabica, connu pour sa saveur douce,
fine et parfumée, et le « Coffea Canephora » qui donne le Robusta, plus corsé et amer
(Bernard, 2019).

Figure 02 : Les grains de café Arabica ‘gauche’et Robusta ‘droite’ ( Razumova, 2015).
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1.2. Propriétés physiques

La torréfaction des grains de café fait en sorte que leur couleur change progressivement du
gris vert au brun, au brun foncé et au noir, en fonction du degré de torréfaction. Dans les
opérations de torréfaction a petite échelle, la couleur des grains est évaluée visuellement par

échantillonnage périodique (Xiuju et Loong-Tak, 2015).
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Figure 03 : La couleur de café selon le degre de torréfaction (I'Abbé 2011).

La formation de CO2 et d'autres substances volatiles lors de la torréfaction entraine une
augmentation de la pression interne des grains. Par conséquent, la torréfaction a induit des
modifications structurelles dans les grains de café, telles que I’augmentation du volume et de

la porosité et la diminution de la densité (Xiuju et Loong-Tak, 2015).
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Figure 04 : La structure poreuse dans les grains de café torréfiés (Xiuju et Loong-Tak, 2015).
1.3. Propriétés chimiques

Les constituants chimique du café vert et torréfié sont résumés dans le tableau 01.
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Tableau 01: Quelques composes chimique du café torréfié et café vert

Arabica Robusta
Component Green Roasted Green Roasted
Polysaccharides 43-45 38 46.9-48.3 42
Sucrose 6.2-8.4 - 0.9-4.8 -
Lipids 15-18 17 8-12 11
Protein 8.5-12 7.5 8.5-12 7.5
Amino acids 0.2-0.8 - 0.2-0.8 -
Aliphatic acids  2-2.9 1.6 1.3-22 1.6
Chlorogenic 6.7-9.2 2.5 7.1-12.1 3.8
acids
Caffeine 0.8-14 1.3 1.7-2.4 2.4
Trigonelline 0.6-1.2 1.0 0.3-0.9 0.7
Minerals 3-5.4 4.5 3-54 4.7
Volatile aroma  Traces 0.1 Traces 0.1
Water 8-12 0-5 8-12 0-5
Melanoidins - 23 - 23

Ils sont composes principalement des acides chlorogéniques (ACG) qui sont des esters
phénoliques de I’acide quinique et des acides transcinnamiques (principalement les acides
cafféique, féruliqgue et p-coumarique dans les grains de café vert), dont les acides
caféoylquiniques constituent la fraction de ACG la plus abondante, représentant environ 80%
et 76% de la ACG totale des grains verts arabica et robusta, respectivement (Xiuju et Loong-
Tak, 2015) .

Figure 05 : Stucture des acides chlorogéniques (CGA).
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La cafféine constitue ainsi un composant majeur du café, elle est un dérivé de la purine
qui est une poudre blanche sans odeur avec un godt amer et une faible solubilité dans I'eau
(21,6 g / L). La caféine se trouve dans une grande variété de plantes, généralement en faible
quantité, et semble jouer un réle protecteur chez ces plantes.

La teneur en caféine varie selon le type de grain de café testé. On rapporte que les grains
d’arabica contiennent de 10 a 12 mg de caféine / g de café. Les grains de robusta contiennent

de 19 a 21 mg de caféine / g de café ( Benjamin et al., 2017).

Figure 06: Structure de la cafeine.

A cOté de la caféine, les autres fractions azotées du café comprennent les protéines et les
acides amines libres. Les protéines représentent environ 8,5 a 12% (base séche) des grains de
café vert. Les protéines de café vert sont principalement des protéines de stockage 11S et
contiennent une quantité a peu pres égale de fractions solubles dans I'eau et insolubles dans
I'eau. Les protéines solubles dans I'eau sont principalement constituées de globulines (85%) et
d'albumines (15%) (Xiuju et Loong-Tak, 2015) .

Les grains de café contiennent entre 8% et 18% (base seche) graisse selon la variété et
I'espéce. Le robusta vert a généralement une teneur en lipides inférieure a celle de Il'arabica.
Environ 75% de I'huile de café est sous forme de triglycérides, les acides linoléique et

palmitique étant les principaux acides gras (Xiuju et Loong-Tak, 2015) .

Les polysaccharides constituent environ la moitié de la matiere séche du grain brut et sont
le principal matériau de construction de la paroi des cellules. La fraction soluble de
polysaccharides contribue aux caractéristiques organoleptiques du café infusé, comme le
crémeux (viscosité), sensation en bouche, rétention des composés aromatiques et stabilité de

la mousse dans les machines expresso (Xiuju et Loong-Tak, 2015) .
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1.4. Proprietés biologiques
1.4.1.le café et les antioxydants

Une étude a montré que la caféine et ses métabolites, la 1-méthylxanthine et le 1-
méthylurate, protégeaient contre l'oxydation des lipoprotéines de basse densité, par leur
activité antioxydante. la 1-méthylxantine et le 1-méthylurate, seraient de puissants
antioxydants in vitro et in vivo. 11 a été découvert que les acides chlorogéniques et I’acide
caféique inhibaient 1’oxydation de I’acide linoléique(Benjamin et al., 2017).Ces auteurs ont
également signalé que l'acide 3,5-dicaffeoylquinique était un antioxydant plus puissant que les
acides caféiques .

1.4.2.Le café et lactivité antiinflamatoire

Les acides chlorogéniques régulent négativement [I'IL-8, produisant un effet anti-
inflammatoire pour le TNF-a et 1'inflammation induite par le peroxyde in vitro. Les composes
phénoliques, tels que les acides chlorogéniques, réduisent l'activité de la cyclooxygénase et

diminuent ainsi la production de prostaglandines et de leucotrienes (Benjamin et al., 2017).
1.4.3.1e café et ’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne d’un extrait de caféier Arabica régulier et décaféiné a été
évaluée par rapport a trois bactéries différentes a Gram positif et deux bactéries a Gram
négatif. L'extrait de café ordinaire a montré un effet bacteriostatique significatif contre
Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis lors de courtes expositions et est

devenu bactéricide apres une exposition prolongée (Runti et al., 2014).
1.4.4.Le café et le diabéte

Les acides chlorogéniques jouent également un role dans le métabolisme du glucose, ils
ont entrainé une réduction du pic de glucose plasmatique dans un test de tolérance au glucose
oral.lls pourraient servir a réduire la glycémie globale en plusieurs mécanismes.Un tel
mécanisme implique l'augmentation de l'absorption de glucose dans le muscle squelettique via
I'activation de la voie AMPK. De plus, l'acide chlorogénique inhibe deux enzymes clés, l'a-
amylase et l'a-glucosidase, liées au diabéte de type 2, ce qui est également proposé comme
I'un des mécanismes par lequel le café ou les sous-produits du café induisent la glycémie dans
le sang suggére que les acides chlorogéniques peuvent réduire le débit de glucose hépatique
(Benjamin et al., 2017).
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1.4.5.Le café et la santé cérébrale

Il a été démontré que la caféine avait des effets bénéfiques significatifs sur les patients
atteints de la maladie de Parkinson, entrainant une amélioration de I’activité motrice. Ces
effets ont eété médiés par les effets neuroprotecteurs et la neuro-restauration par les protéines
tropicales (TGF-béta, facteur neurotrope dérivé des cellules gliales, neuturine et protéines
morphogéniques osseuses). De plus, la caféine semble étre utile dans la prévention de la
maladie d’Alzheimer et le renversement de ses symptdmes par inhibition et diminution de la

formation de plaques de B-amyloide (Benjamin et al., 2017).
1.4.6.Le café et les maladies cardio-vasculaires

Dans I’étude publiée par la revue Annals of Internal Medicine, menée aux Etats-Unis sur
plus de 185.000 adultes, les auteurs ont constaté un lien entre une plus grande consommation
de café et un risque plus faible de mortalité résultant d’une maladie cardio-vasculaire, telle
qu’un infarctus ou un arrét cardiaque (Aurélie, 2017).

1.4.7.Le café et le cancer

Des chercheurs d’Harvard affirment que boire 4 tasses ou plus de café par jour est li¢ a une
réduction de risque de 25% de développer un cancer de I’endometre. Boire entre 2 et 3 tasses
par jour réduit ce risque de 7%. De méme, en 2013, I’ Association américaine de gastro-
entérologie soulignait que 3 tasses de café par jour réduisent de moitié le risque de développer

un cancer du foie (Aurélie, 2017).
2. Le marc du café

2.1. Définition

Le marc de café est le résidu insoluble apres la déshydratation, la mouture et I’infusion des
grains de café. Il existe deux sources : celles générées par I’industrie du café soluble
représentent environ 50% de la récolte mondiale de café chaque année, et celles générées par

les cafés et le public, représentant les 50% restants (Cruz et al.,2016).
2.2.Propriétés physiques

En ce qui concerne la morphologie des grains de 200 pum pour le marc de café commercial.
Cependant, ce diamétre augmente avec le taux d'humidité. En effet, lorsque le marc de café
devient de plus en plus humide, I'adhésion entre les grains augmente et ces derniers forment

des agglomérats de plus grande taille.
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Figure 07 : Marc de café (Aurore, 2019)

En ce qui concerne leur porosité, les grains de marc de café ne possédent pas de micropores.
En général, la porosité est de 0,63, peu importe le taux d’humidité et la taille des pores, est
denviron 10 um. (Chen et al, 2103) Toutefois, cette porosité peut étre augmentée si
nécessaire en diminuant la cristallinit¢ du marc de café en degradant sa matrice cellulose-

lignine (Ballesteros et al, 2010).

Figure 08: Grain de marc de café prise par microscopie électronique a balayage
( Chen et autres, 2013)

2.3.Propriétés chimique

La composition du marc de café est essentiellement faite de polysaccharides, de lipides, de
protéines, de polyphénols et de minéraux (Zamora et al, 2015). Le tableau 01 présente des

composeés retrouvés dans le marc de café.

Le marc de café est reconnu comme une source importante de matieres lignocellulosiques.
Le glucane (cellulose), les hémicelluloses et la lignine sont les principaux composants de la

biomasse lignocellulosique. La teneur en lignine est faible dans les grains de café, environ
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5 % cependant, apres la production de café soluble, le marc de café s'enrichit en teneur de
lignine. (Massey,2016) (tableau 02)

Tableau 02 : Les principaux composés du marc de cafée
( Limousy et al, 2013; Musatto et al, 2011b)

Glucides 45.3

Lipids 9.3-16.2

Proteines 14

Mineraux 6800 mg/kg de mateire seche
Polyphenols 13-18 mg acide gallique éq

Le marc de café est reconnu comme une source importante de matieres lignocellulosiques.
Le glucane (cellulose), les hémicelluloses et la lignine sont les principaux composants de la
biomasse lignocellulosique. La teneur en lignine est faible dans les grains de café, environ
5 % cependant, apres la production de café soluble, le marc de café s'enrichit en teneur de
lignine. (Massey,2016) (tableau 02)

Les glucides sont les éléments les plus abondants dans le marc de café. Plus précisément,
le marc de café contient 46,8 % de mannose, 30,4 % de galactose, 19 % de glucose et 3,8 %
d'arabinose. Ces données varient d’une étude a I’autre, cela pouvant étre da a la variété des
grains de café utilisés. Dans le marc de café expresso, le galactomannane est le plus abondant
et représente 50 % des glucides (Ballesteros et al, 2010, Kondamudi et al, 2008b).

En ce qui concerne les lipides, les données varient principalement entre 9,3 % et 16,2 %,
parfois aux alentours de 20 %. De plus, cet ordre de grandeur ne varie pas significativement
entre l'arabica et le robusta. Aussi, les lipides du marc de café sont composés de 84,4 % de

triglycérides. (Vega et al, 2015).
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De plus, le marc de café contient entre 6,7 et 14 % de protéines selon les études et est de
méme ordre chez l'arabica ou le robusta. Cependant, il se peut que ces estimations soient
surévaluées a cause de la présence d’autres composés contenant de l'azote tel que la caféine
ainsi que plusieurs acides aminés. En effet, 17 aminés sont présents dans le marc de café, dont
les neuf acides aminés essentiels. Ces derniers représentent presque 50 % des acides aminés
présents. Il possede une forte concentration en acides aminés a chaine latérale ramifiée
(BCAA) (Vegaet al, 2015) .

Les minéraux sont présents dans le marc de café aussi,en plus grande quantité dans le

marc de café a expresso, que dans le marc de café filtre. Le tableau 03 détaille les principaux

Le marc de café contient également d’autres ¢léments d’intéréts tels que des antioxydants.
Tout d’abord, plusieurs tanins sont présents dans le marc de café. Parmi eux, la catéchine, la
gallocatéchine, la gallocatéchine galate et I’acide chébulique. La catéchine est un antioxydant
puissant qui posséde une action complémentaire a la vitamine C. (Low et al, 2015). Les tanins
ne sont pas les seuls antioxydants présents dans le marc de café. En effet, d’autres
polyphénols sont présents ainsi que de la caféine. Parmi ces polyphénols, les principaux sont
les flavonoides, l'acide protocatéchuique et l'acide chlorogénique. Ce sont les acides
cholorogéniques qui sont retrouvés en plus grande abondance, celui-ci étant plus important

dans le marc de café arabica que dans le marc de café robusta (Carassou,2015).
2.4. Domaines de valorisation du marc de café

Le marc de café peut étre utilisé dans différents domaines et peut servir a produire

différents produits, Parmi ces domaines :
2.4.1.Energie et production de biocarburants

D’aprés Gomez-de la Cruz et al (2015), les productions successives de différents
biocarburants sont possibles avec le marc de café. Cependant, certaines étapes sont
nécessaires afin d'obtenir un rendement optimal. La production de biocarburant nécessite au
préalable le séchage du marc de café, de ce fait, éliminer I'numidité est nécessaire afin
d'obtenir des solvants de qualité dans la production de biocarburant (biodiesel, bioéthanol,
biohuile). Le marc de café peut produire une multitude de combustible et peut encore étre

utilisé en pyrolyse pour fabriquer du biochar, comme l'illustre la figure 09.

Le biochar produit peut ainsi étre utilisé notamment pour l'amendement de sol et la

séquestration du dioxyde de carbone (CO2) (Ippolito et autres, 2010).
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Figure 09 : production de bioéthanol, biodiesel et biochar apartir de marc de café

(\Vardon et al, 2013)

2.4.2.Agriculture et génération des composts

Avec un bon ratio C/N, le marc de café peut étre utilisé comme fertilisant. Ainsi, trois

méthodes de compostage avec du marc de café ont été comparées, soit le vermicompostage, le

compostage en cuve et le compostage en andain(Adi et Noor, 2009). Le compostage en cuve

présente des résultats plus rapides, mais montre une plus grande perte en azote. Or le

compostage en andain montre une plus grande augmentation en azote a hauteur de 75.

Figure 10 : L’utilisation du marc de café comme fertilisant (vidal,2018)

Toutefois, le marc de café utilisé dans cette optique doit au préalable étre dénué de

mélanoides, car ces composés présents dans le marc de café possedent une trés bonne activité

antimicrobienne. Cependant, grace a cette propriété antimicrobienne, les mélanoides peuvent

étre utilisés pour lutter contre la croissance de pathogénes dans les aliments (Zamora et al,

2015).
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2.4.3. Applications cosmeétiques, médicales et pharmaceutiques

D’aprés Coupez (2019), le marc de café est plein de propriétés cosmétiques. C'est un tres
bon exfoliant. Il permet d'éliminer les cellules mortes de la peau . La caféine permet d'activer
la circulation et de régénérer la peau. Les grains tres fins sont antioxydants et vont stimuler le

renouvellement cellulaire.

Un autobronzant c

—

Marc de café Créme hydratante

Figure 11 : L’utilisation du marc de café dans une créme hydrante (Tarlayan, 2018)

Les résidus de café ont été introduits dans un médicament contenant des haricots et du
Glycyrrhizae radix en tant que médicament contre le SIDA. Les dérives de café, cafestol et
kahweol possedent des propriétés anticancéreuses, ils ont été utilises comme des ingrédients
cosmétiques actifs (en cas de la cellulite et le régime ‘love handles’) et le cafestol a été utilisé

comme un hydratant pour la peau séche (van Dam et Harmsen, 2010).
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Chapitre Il : Les principaux composes secondaires
isolés du café

1. Généralités

Le terme « extrait brut », habituellement utilisé, bien que tres vague, regroupe des
mélanges de molécules obtenues grace a différentes techniques d’extraction, a partir de
végétaux ou parties de vegétaux. Les molécules actives de ces produits sont issues du
métabolisme dit secondaire des plantes car elles proviennent de voies différentes de celles
essentielles a la vie, que sont la photosynthése, la glycolyse ou encore la synthese des acides
aminés. Bien que les polyphénols présents dans le café sont tres divers, dans cette étude seront
passés en revue les effets de quelques composés phénoliques (flavonoides et tanins
condenseés), terpéniques et alcaloides contenus dans les extraits du café et du marc du café sur

les différentes activités biologiques (antioxydantes, enzymatiques et antimicrobiennes).
2. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires constituant une famille de
molécules organiques largement présente dans le régne végétal, (Boizot N et Charpentier J.P.,
2006). Ils regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au moins un
noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d’autres constituants
(Bamforth., 2000).Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées, elles varient depuis
les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement
polymérisées (tanins condensés) (Macheix J J et al., 2005). Ces composés comprennent : les
quinones, les coumarines, ales acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les

stilibénoides, les lignanes, et les xanthones. (stalikas, 2007).

L=

Figure 12 : Les différentes classes des composés phénoliques.
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2.1. Les flavonoides
4+ Chimie des flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Ce sont des pigments quasiment
universels des végétaux qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles (Edenharder et Griinhage, 2003).

lIs sont trouves dissous dans la vacuole des cellules a I'état d'hétérosides ou comme
constituants de plastes particuliers, les chromoplastes. Ils ont tous le méme squelette de base a
quinze atomes de carbones qui sont arranges a une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-
benzopyrane (Macheix et al., 2005). Leur variation structurelle émane, en partie, du degré et

le mode d'hydroxylation, méthoxylation, prénylation ou glycosylation.

OH 0
_—
«—— (
0 U

Figure 13 : Structure de base des flavonoides (Heller et Forkmanng, 1993)

Ces divers composés se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de
glycoside. En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes
classes : flavonoles, flavones, flavanones, isoflavanes, Chalcones, isoflavones et aurones
(Havsteen, 2002 ; Edenharder and Griinhage, 2003).

2.2. Les tannins
4+ Chimie des tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (Kamra et al., 2006). Leur structure chimique

comprend au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs groupements phénoliques (Figure
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15, 16). Selon leur structure, ils sont généralement classés en deux groupes : les tannins

hydrolysables et les tannins condensés (Athanasiadou et al., 2001; Hassanpour et al., 2011).

Flavanones

Flavones Flavonols

Neéo-
Isofl Mavonoides
soflavanes

Chaleone

1]
. CH
Principales classes
de flavonoides

0

Aurone E. Jospard (2014)

0

Isoflavones

Figure 14: Principales classes des flavonoides(Athanasiadou et al., 2001; Hassanpour et al.,
2011).

IIs ont la propriété de former des complexes réversibles ou irréversibles avec les protéines
(principalement), les polysaccharides (cellulose, hémicellulose et pectine), les acides
nucléiques, les stéroides et les alcaloides a cause de leur nombre important des groupes

hydroxyles (ChaichiSemsari et al., 2011).

2.2.1. Les tanins hydrolysables
Ils sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’'un nombre variable d’acide phénol
(Cowan, 1999). lIs sont en général présents en plus faible concentration que les TC dans le

café.
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Figure 15 : Structure genérale de tanins hydrolysables.

2.2.2. Les tanins condensés

IIs sont des polymeres de haut poids moléculaire, ce sont des oligomeéres (2-10 monomeres)
ou des polymeéres (>10 monomeres) de flavonoides (flavan-3-ols), reliés majoritairement par
des liaisons de type Carbone-Carbone insensibles a la dégradation enzymatique (Waghorn,
2008). C’est le nombre de monomeres qui déterminent principalement le degré de

polymérisation du tannin.

Figure 16: Structure générale de tanins condensés.

2.3. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles composés de carbone,
d’hydrogene, d’oxygene et d’azote .Typiquement comme les amines primaires, secondaires,
ou tertiaires et cela confere la basicité a l'alcaloide, en facilitant leur isolement et
purification comme sels solubles dans l'eau formés en présence des acides minéraux
(Hess,2002). 1ls peuvent étre présents dans tous organes. Contrairement a la plupart des
des

autres types de metabolites secondaires, les nombreuses classes d'alcaloides ont

origines biosynthétiques unique.
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La trigonelline est I’alcaloide le plus abondant dans le café, ¢’est un dérivé de la niacine que
I'on trouve également dans les grains de café. Lors de la torréfaction des grains de café, la
trigonelline est convertie en niacine et sert de source de vitamine B3 a ses utilisateurs. La
trigonelline contribue également au goGt amer du café et sert de précurseur a de nombreux

produits de torréfaction volatils, tels que les pyrroles et les pyridines (Benjamin et al., 2017).

Figure 17 : Structure de la trigonelline.

2.4. Les terpenoides

Les terpenes ne sont pas formés a partir de la molécule d'isopréne CsHg, bien qu'ils aient
pour formule de base des multiples de celui-ci, c'est a dire (CsHs) . En revanche, l'isoprene
est facilement obtenu par dégradation des terpénes. Leur composition est en effet un squelette
de carbone, constitué d'unités isopréniques reliées a la queue-leu-leu, et peut étre
de constitution linéaire, cyclique, ou bicyclique.

Ils sont appelés aussi isoprénoides car leur dégradation thermique libere le gaz isopréne.

Mais I’isopréne n’est pas le vrai précurseur des isoprénoides.

Le kahweol et le cafestol sont deux diterpenes importants dans le café, qui auraient une
activité anticancérogene. Structurellement, ces molécules sont similaires, car les deux sont des

alcools diterpéniques pentacycliques (Benjamin et al., 2017).
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Figure 18 : Structure du cafestol ‘droite’ et du kahweol ‘gauche’.
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Chapitre 111 : Les activités biologiques des polyphénols

1- Les activités antioxydantes

1.1-  Généralités sur les antioxydants

Ces derniéres années, [’intérét porté aux antioxydants naturels a augmenté
considérablement a cause de leurs propriétés thérapeutiques. Des recherches scientifiques
dans diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, I’identification et la
quantification de ces composés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes
médicinales et les produits agroalimentaires.

Méme si les antioxydants de synthése sont efficaces et bon marché et que leurs doses
autorisées sont largement limitées pour éviter tout probleme de toxicité, on a assisté depuis les
années 1980 a un engouement pour les produits naturels a usage antioxydant, qui auraient des
propriétés biologiques pouvant contribuer a réduire le risque de certaines pathologies. (De
Reyanol et Multon, 2009 )

1-2- L’activité antioxydante
L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité de résister a I’oxydation. Les
antioxydants les plus connus sont le 3-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique (vitamine

C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que_les composes phénoliques. En effet, la plupart des

antioxydants synthétis¢ ou d’origine naturelle possédent des groupements hydroxy
phénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie, a la
capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles
(OH °) et superoxydes (O2¢). (Antolovich et al., 2002).

1-3- Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

La capacité antioxydante des molécules peut étre évalué soit de facon in vivo, sur des
organismes vivants, soit d’une fagon in vitro en utilisant des tests qui miment le phénomene
pathologique. Pour évaluer I’activité antioxydante in vitro, différentes méthodes ont été
développées. Ces méthodes impliquent le mélange des espéces oxydants, tels que les radicaux
libres ou les complexes métalliques oxydés avec un échantillon qui contient des antioxydants
capables d’inhiber la génération des radicaux. Ces antioxydants peuvent agir selon deux
mecanismes : soit par transfert d’hydrogéne, soit par transfert d’électron. Parmi celles-ci, on

note :
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e Le test du diphényl picrylhydrazyl (DPPH).

e La décoloration ABTS, acide 2,2-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTSe+).

e Le test de blanchissement ou de décoloration du béta-carotene (Systéme (- caroténe
/Acide linoléique).

e Le test utilisant le pouvoir réducteur des ions ferriques, chélation des ions ferreux (FRAP)
"ferric reduccing antioxidant power".

e Le test utilisant le pouvoir réducteur des ions cupriques (CUPRAC) "Cupric reducing
antioxidant capacity"".

1.3.1- Le test du 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

Le 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable de coloration violette

foncée, il absorbe a 517 nm, lorsqu’il est réduit, en présence de composés antiradicalaires, il

change de couleur en virant au jaune (figure 19). Les absorbances mesurées a 517 nm servent

a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH qui est proportionnel au pouvoir

antioxydant de I’échantillon (Blois 1958).
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Figure 19 : La forme réduite DPPH et la forme radical DPPH (Blois 1958).

1.3.2- La décoloration ABTS, acide 2,2 -azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6sulfonique)
(ABTS)

L'ABTSe- est un radical libre stable. Il est tres utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant
des fluides biologiques, des huiles essentielles, des extraits ou bien des composés purs. Ce
radical cation est facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour
donner une solution colorée en vert bleu (figure 20). Le radical formé est stable avec des
coefficients d’extinction molaire élevés a 416, 650 et 734 nm. La concentration de ce radical

peut étre déterminée en mesurant I’absorbance a ces longueurs d’onde (Re et al.1999).
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Figure 20 : La forme réduite ABTS et la forme radicale de cation ABTS «+
(Re et al.1999).

1.3.3- Le test utilisant le pouvoir réducteur des ions cupriques (CUPRAC)

La méthode du CUPRAC a été développée par Apak et ces coauteurs. Ce dosage est basé
sur la réduction de Cu*® en Cu* par l'action combinée de tous les antioxydants ou les
réducteurs dans un milieu aqueux-éthanolique (pH=7,0) en présence de Néocuproine (2,9-
diméthyl-1 ,10-phenanthroline), par les polyphénols, donnant un complexe Cu+ avec un pic
d'absorption maximale a 450 nm (figure 21). Ce procédeé est capable de mesurer a la fois des

antioxydants hydrophiles et hydrophobes (Apak et al., 2004 ).
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Figure 21 : Réaction de CUPRAC par une molécule antioxydante (Apak et al., 2004 ).
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2- Les activités enzymatiques

Cette partie consiste a identifier les échantillons a activités potentielles antidiabétique et /ou
anti-Alzheimer en utilisant des essais sur des enzymes cibles thérapeutiques de ces deux
pathologies, en [D'occurrence, I’amylase et le glucosidase pour le diabéte et
I’acétylcholinestérase pour le traitement d’Alzheimer.
2.1- L’activité anticholinestérase
2-1-1- Généralités sur la maladie d’Alzheimer

La maladie d'Alzheimer est une maladie neurodégénérative (perte progressive de neurones)
incurable du tissu cérébral qui entraine la perte progressive et irréversible des fonctions du
cerveau et notamment la mémoire. C'est la forme la plus fréquente de démence chez I'étre
humain. Cette maladie est décrite par le médecin allemand Alois Alzheimer en 1906. Dans la
Maladie d’Alzheimer (MA), les cellules nerveuses se détériorent progressivement, surtout
celles produisant de I’acétylcholine, substance importante pour la mémoire. On a montré qu’il
existe une baisse de la concentration d’acétylcholine dans le cerveau de patients atteints de
MA (Messoud et Gauthier, 2010).
2-1-2- Les cholinestérases

En fait, Il existe deux types de cholinestérases, distinguées par leur affinité pour
I'acétylcholine
et la butylcholine :
- L'acetylcholinestérase (AChE) ou acétylcholine acétylhydrolase, identifiee au départ dans le
plasma et dans les synapses.
- La pseudocholinestérase ou butylcholinestérase (BChE) ou encore acylcholine
acylhydrolase, identifiée au départ dans le foie.
2-1-3- Méthodes de mesure de I’inhibition

Afin de détecter les activités inhibitrices de [’acétylcholinestérase (AChE) et de la
butylcholinestérase (BChE), plusieurs méthodes sont disponibles. Les principales reposent sur
des tests colorimétriques, telles que la méthode d’Ellman. Cette derniére est la méthode
standard utilisée pour détecter et surtout quantifier une inhibition de I’AChE (Ellman et al.,
1961). Elle est basée sur le clivage de I’acétylthiocholine par I’AChE, cette réaction produit
de la thiocholine qui réagit avec le 5,5' dithiobisnitrobenzoate (DTNB) pour former un anion

de couleur jaune (figure 22). (Ellman et al., 1961).
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Cette méthode, en plus de quantifier I’inhibition sous forme d’IC50 (concentration
diminuant Dactivité enzymatique de moiti¢), permet également d’étudier les parameétres

cinétiques et par conséquent le taux d’inhibition.
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Figure 22 : Mécanisme chimiques de la méthode d’Ellman (Ellman et al., 1961).

2-2-  L’activité inhibitrice de I’a. amylase et I’a. glucosidase
2-2-1- Géneralités sur le diabéte

Selon I’OMS, le diabéte est une maladie chronique qui apparait lorsque le pancréas ne
produit pas suffisamment d’insuline ou que I’organisme n’utilise pas correctement I’insuline
qu’il produit. L’insuline est une hormone qui régule la concentration de sucre dans le sang.
On dit qu'une personne est diabétique quand son taux de glucose dans le sang (ou glycémie), a
jeun, est supérieure a 1.26 g/L ou 7 mmol/L. On peut distinguer essentiellement deux types de
diabete :

v Diabete de type 1
Le diabéte de type 1 « insulinodépendant »>> affecte un nombre croissant de personnes dans le
mondes. Cette pathologie causée par la destruction sélective des cellules  pancréatique par le
systeme immunitaire (Vieira et al., 2013). Par conséquent ces patients doivent recevoir des
injections quotidiennes d’insuline pendant toute leur vie (Thorel et Herrera, 2010).

v Diabete de type 2
Le diabéte de type 2 « non insulinodépendant »> est la forme la plus fréquente du diabéte.

Cette maladie se manifeste lorsque le pancréas ne produit pas assez d’insuline ou que
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I’organisme n’utilise pas efficacement I’insuline qui est produite, Il peut se manifester chez
les enfants et les adolescents, mais il apparait habituellement aprés 1’age de 30 ans et devient
plus fréquent aux ages plus avancés (Millar et Young, 2003).

2-2-2- Cibles thérapeutiques pour le traitement du diabete

_ Le P glucosidase est une enzyme libérée par les entérocytes de la bordure en brosse de
I’intestin gréle (Rabasa-Lhoret et Chiasson ,2000), par contre les amylases sont synthétisées
par le pancréas et les glandes salivaire (Beaudeux et Durand, 2008). Ces enzymes catalysent
I’hydrolyse des oligo- et polysaccharides « glucides alimentaires » non absorbables en
monosaccharides absorbables au niveau de I’intestin.

Des chercheures ont développé des inhibiteurs de ces enzymes dans le but de ralentir
l'absorption des glucides dans I’intestin donc le glucose passe plus lentement dans le sang,
réduisant ainsi I'hyperglycémie et [I'hyperinsulinémie postprandiale (Rabasa-Lhoret et
Chiasson ,2000). La phaséolamine est un inhibiteur de I’activité alpha amylase (Marshall et
Lauda, 1975 ., Layer et al, 1987), alors que l'acarbose (Glucor®) est un exemple d’inhibiteur
de I’ a -glucosidase (Rabasa-Lhoret et Chiasson, 2000).
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1- Enquéte préliminaire

Une enquéte préliminaire a été menee auprés des vendeurs du café les plus renommés a
Constantine afin de cibler le type du café le plus populaire et par conséquent, le plus consommé
par la société constantinoise. Les informations collectées indiquent qu’il existe plusieurs types du
café dans le marché algérien, Arabica (Coffea arabica) est le café le moins consommeé a cause de
son acidité élevée comparativement au deuxiéme type Robusta (Coffea canefora var. Robusta).
Une combinaison de ces deux types a raison de (20%-80%) est considérée, selon la méme source,
le meilleure type du café demandé par les consommateurs a tous types confondus (cafétéria, café
public...etc.).

2- Echantillonnage

250g d’un café sont obtenus auprés du représentant du distributeur « Bouanaba » sis a Ali
Mendjli, nouvelle ville). C’est un mélange du café Arabica (20%) et de Robusta (80%) étant les

deux variétés du cafe les plus couramment consommés en Algérie et dans le monde.
2.1- Préparation du cafe

Une quantité du café ainsi obtenue est directement placée dans un broyeur du laboratoire et

immédiatement transférée a la machine espresso pour 1’obtention du marc du café.

Figure 23 : Préparation du café. (A : Café torréfié (grains) ; B : Café moulu).
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2.2- Préparation du marc de café

Le marc de café utilisé dans notre étude a été récupéré quotidiennement de la cafétéria du centre
de recherche en biotechnologie (C.R.Bt). Il est immédiatement placé dans une étuve a 45C°
pendant 48h afin d’éviter toute sorte de dégradation microbienne au cours du stockage (Haddoudi

et al., 2014). Une fois séché, le marc est placé dans un récipient opaque et stocké dans I’obscurité

a température ambiante.

Figure 24 : Préparation du marc de café. (A : Café moulu ; B : Marc du café récupéreé)

3- Analyse compareée de la composition physico-chimique du café
et du marc de cafe

La détermination de la matiere minérale (method ID 942.05), de la matiére azotée totale (N,
method ID 954.01) et de la matiere grasse (EE; method ID 920.39) ont été effectuées selon les
normes décrites par I'AOAC (1990). Les dosages ont été faits en triplet, et les résultats sont

rapportés par g /kg de matiere seche (MS).
3.1- Détermination de la teneur en eau
v" Principe

Elle est déterminée par dessiccation dans une étuve maintenue a 105°C jusqu’a ce que le poids
devienne constant. La différence de poids correspond a la perte d’humidité et le résidu caractérise

la teneur en matiere seéche de I’échantillon.
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v" Mode opératoire

1g du café et du marc de café humide sont pesés séparément dans des creusets en porcelaine
préalablement tarés, ils sont par la suite placés dans une étuve maintenue a 45°C pendant 48
heures jusqu’au poids constant. Les creusets sont mis dans un dessiccateur pendant au moins une
demi-heure pour refroidir dans une atmosphére seche. La matiere seche (MS) est calculée selon

I’expression suivante :

MS(%) = P2-Tc *100

P1-Tc

Ou : P1: poids de I’échantillon avant séchage () ;
P2 : poids de I’échantillon aprés dessiccation (Q) ;
Tc : poids de creuset vide tare (g).

Le taux d’humidité est calculé a partir de la formule suivante :

% d’humidité = 100 - %MS

Figure 25 : Détermination de la matiere séche. A : Etuve ventilée ; B : Echantillons secs

3.2- Détermination de la teneur en cendres et en matiere organique
v" Principe

Lorsque I’échantillon, préalablement séché, est soumis a une incinération a 550°C, la matiere

organique se consume et la matiére résiduelle constitue la matiere minérale qui se trouve sous

o)

forme de cendres blanches.
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v" Mode opératoire

1g de la matiere séche déja obtenue (café et marc du café) est pesée dans un creuset en
porcelaine préalablement taré, ils sont placé dans un four a moufle porté a 550°C pendant 8
heures. Apres refroidissement des creusets dans le four, ils sont par la suite placés dans un
dessiccateur pendant au moins une demi-heure. Le résidu obtenu représente les cendres qui, par
différence, donne la matiére organique contenue dans I’échantillon. Le pourcentage des cendres

est calculé par I’expression suivante :

MM(%) = P3-Tc *100

P2-Tc

Ou : P3: poids de creuset apres incinération
P2 : poids de creuset aprés dessiccation
Tc : poids de creuset vide

La teneur en matiére organique représente le complément a 100 des cendres :

% MO = 100 —% cendres

Figure 26 : Détermination de la matiere organique. A : Echantillon incinéré ; B : Four a moufle

3.3- Détermination de la teneur en matiére grasse (MG)
v Principe

La graisse est extraite par des solvants, en général 1'éther de pétrole et ’hexane. L’ extraction est

effectuée, soit d'une maniére discontinue par décantations successives dans des ampoules, soit
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d'une maniére continue dans des appareils spéciaux a épuisement comme le« SOXHLET ». Il
comporte 3 parties, respectivement de bas en haut, un creusé en aluminium, un extracteur recevant

une cartouche et un réfrigérant a reflux.
v" Mode opératoire

Environ 1g d’échantillon sont pesés dans une cartouche en carton poreux, apres introduction de
25 ml d’hexane dans chaque creusé, la cartouche est déposée dans I’extracteur et les trois parties
de I’appareil sont assemblées. L’hexane est alors porté a ¢bullition pendant 55min sur des plaques
chauffantes jusqu’a obtention d’un maximum d’hexane dans I’extracteur. Une fois 1’hexane
¢éliminé, les cartouches sont séchées a I’étuve a 105°C pendant 1 a 2 h et les creusés sont pesés.

L’expression des résultats se fait comme suit :

% MG = (PE-PV) x 100

Prise d’essai x MS (%)

Ou : PE : poids du creuset avec 1’extrait éthéré ;

PV : poids du creuset vide.

Figure 27 : Détermination de la matiere grasse. A : Appareil de Soxhlet ; B Creusets secs.
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3.4- Détermination de la teneur en protéines
v Principe

La teneur en azote total est déterminée par la méthode de Kjeldahl. Cette méthode de dosage
comporte trois étapes : la minéralisation ; la distillation et la titration. Elle consiste a détruire toute
trace de matiére organique par 1’acide sulfurique concentré a 1’ébullition en présence d’un
catalyseur avec formation de sulfate d’ammonium puis de ’'ammoniaque. Ce dernier déplacé par

une base fixe, est entrainé par la vapeur d’eau dans une solution d’acide fort.
v" Mode opératoire

L’azote total (N) est dosé par la méthode de Kjeldahl comportant trois étapes : la minéralisation, la
distillation et la titration.

» Laminéralisation : Dans un batch de minéralisation (Kjecltec 2400 Foss), L’azote organique

de I’échantillon sec et broyé (prise d’essai 1g) est transformé en azote minéral NHz (sulfate
d’ammonium), en présence d’acide sulfurique concentré a chaud (30 ml H2SO4 a 400°C pendant 5
heures) et d’un catalyseur au titane/cuivre (5,6 g de KSOascouplé avec 0,7 g de CuSOg) suivant la
réaction suivant : 2 N (organique) + 2 SOsH20 — SO4(NHa4)2 + CO2+ H>0.

» _La distillation : Aprés transformation du sulfate d’ammonium en ammoniac par une base

forte (30 ml NaOH, 10N) suivant cette réaction : SO4(NHa)2 + 2 NaOH— SOsNaz + 2 NH4OH ;

2NH4sOH— 2 NHs+ H>O. L’ammoniac ainsi formé est entrainé par condensation de la vapeur

d’eau (NHsz + HoO — NH4OH) et repris dans 25 ml d’une solution d’acide borique ( 4%) qui se

complexe avec I’hydroxyde d’ammonium contenant quelques gouttes d’un indicateur coloré (

rouge de méthyle) (NH4OH + H3BOz— H2BO3NH4 + H20).

» La titration : L’ammoniac sous la forme de borate d’ammonium est titré a ’aide d’une
solution d’HC1 (0,01N) jusqu’au virage de la couleur du vieux rose au gris (2H2BO3NH4 + Hcl
— 2H2BO3 + Hcl(NH4)2. La teneur en azote de la matiére séche est obtenue par I’équation

suivante :

Vol (Hcl) (ml) x14.007 x Nr

Prise d’essai x MS (%)

Ou : Nr : La normalité de P’acide utilisé pour la titration (dans notre cas, 0.1).

La teneur en matiéres azotées totales (MAT) est obtenue en multipliant la teneur en azote (N) par
6,25.

@
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Figure 28: Les différentes étapes de la détermination de la teneur en protéines. A : Unité de
minéralisation ; B : Unité de distillation ; C : Unité de titration

3.5- Détermination de la teneur en sucres totaux
v Principe

Les sucres totaux sont déterminés selon la méthode de Dubois et al. (1956) dont le principe
repose sur fait que I’acide sulfurique concentré provoque a chaud, le départ de plusieurs molécules
d’eau a partir des oses. Cette déshydratation s’accompagne par la formation d’un hydroxy-méthyl
furfural (HMF) dans le cas d’hexose et d’un furfural dans le cas d’un pentose. Ces composés se
condensent avec le phénol pour donner des complexes colorés (jaune-oronge). L’intensité de la
coloration est proportionnelle a la concentration des oses. La densité optique est mesurée a 490 nm

a ’aide d’un spectrophotomeétre.

v" Mode opératoire

Dans des tubes Eppendorf on ajoute 200 pl de chaque échantillon (1 mg dans un 1 ml eau
distillée) et 200 ul de phénol 5%. Iml d’acide sulfurique (H2SO4) a 96% est par la suite ajouté ;
aprés une phase d’agitation dans le vortex, les tubes sont maintenus dans I’étuve a 100°C pendant
5 min, puis laissés dans 1’obscurité pendant 30 min. La lecture de I’absorbance est faite & 490 nm
via un spectrophotométre. La teneur en sucres totaux est exprimée en se référant a la courbe

d’étalonnage établie a différentes concentrations du glucose (Annexe 02).

)
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3.6- Détermination du PH

L’acidité des échantillons est déterminée selon la technique de (Damhan et al, 2016). 5 g du
café et du marc de café sec sont portés a ébullition dans 50 ml d'eau distillée pendant 5 min sous
agitation continue. Le mélange est par la suite centrifugé a 7000 tr / min pendant 10 min (Thermo
Electron LED GmbH, Allemagne). Le surnageant est ensuite complétée a 100 ml avec I’eau
distillée. Le pH est mesuré en utilisant un pH metre muti-paramétres (Mettler-Toledo AG,
Schwerzenbach, Switzerland).

Figure 29 : Détermination du PH. A : pH métre muti-paramétres ; B : Centrifugeuse.

4- Analyses phytochimiques du café et marc de café

Les extraits bruts du café et du marc de café sont préparés et analyses en termes de leurs
contenus en quelques composants phytochimiques, a I’instar des phénols totaux, des
flavonoides et des tannins condensés. Leurs activités antioxydantes, enzymatiques et
microbiologiques sont ainsi investiguées. Dans le méme contexte, les huiles grasses des mémes
échantillons sont ainsi obtenues et analysées parallelement avec les extraits et dans les mémes

conditions.

4.1- Préparation de I’extrait brut du marc de café par macération (solide-
liquide)

v" Principe

L’extraction par solvant consiste a faire passer, par solubilisation, la substance a extraire dans
un solvant. La solubilisation peut étre effectuée par différentes méthodes : infusion, décoction ou
maceération. Seule la macération est utilisée dans notre études, elle consiste a laisser séjourner, a
froid, dans un solvant organique notre échantillon pour en extraire les substances chimiques
solubles.

)
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v Protocole

Les extraits bruts préparés a partir du marc de café en utilisant la technique de macération sont
obtenus en couvrant une quantité bien définit de chaque échantillon sec avec une solution hydro-
éthanolique (50:50 v/v; 1:5 p/v) pendant 72h avec renouvellement du solvant chaque 24 heures
(Acevedo et al., 2013). Les extraits obtenus chaque 24h sont ensuite combinés puis concentrés
sous pression réduite a 40°C via un évaporateur rotatif (Rotavapor R.215.BUCHI, Switzerland).

Le rendement d’extraction est définit comme étant le pourcentage % de 1’extrait obtenu par

.....

La quantité de I’extrait brut (g) x 100

R (%) =
(%) La quantité initiale de 1’échantillon (g)* MS (%)

Figure 30 : Le procédé d’extraction par macération (liquide-solide).

A : Solution hydro-éthanolique des extraits combinés ; B : Evaporateur rotatif ; C : L’extrait brut

obtenu apres séchage par pression réduite.
4.2- Préparation de I’extrait brut du café torrefié par sonication
v Principe

L’extraction par sonication est une méthode simple, efficace et peu couteuse. La vibration se

propage dans le milieu en transportant de 1’énergie mécanique sous forme de rapides variations de
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pression. Les ultrasons peuvent également provoquer la rupture des parois cellulaires du café,
facilitant ainsi la libération de leur contenu dans le solvant. L’échantillon broyé¢ est mélangé avec
le solvant approprié dans un récipient et placé dans un bain a ultrasons, ou la température de

travail et le temps d’extraction sont régles.
v" Mode opératoire

1,6 g du café ont été extraits avec 160 ml d'un mélange d'eau acidifiée avec L’HCI (0,1 M ; pH
4,5) et de méthanol (70%) par sonication a 37 kHz pendant 15 min a 30 ° C dans un bain a
ultrasons (Elmasonic P 30 H, Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Allemagne). Au bout d’une
heure, les solutions récupérées aprés trois répétitions sont combinées puis filtrées sur un filtre en
PTFE de 0,45 um (Pall Corporation, Port Washington, NY, USA), puis concentrées sous pression
réduite a 40 ° C. (Ciaramelli, et al., 2018).

A

Figure 31: Le procédé d’extraction par sonication. A : Sonicateur ; B : Solution hydro-

méthanolique récupérée.

4.3- Analyse colorimétrique des extraits bruts par spectrophotométrie UV-

visible

C’est un ensemble de tests qualitatifs utilisés pour connaitre la composition phytochimique
(composés secondaires) globale des extraits en utilisant des réactions colorimétriques et des
réactifs chimiques spécifiques. Notre étude sera focalisée sur la famille des composés phénoliques,
particulierement les flavonoides et les tanins condensés. Tous les dosages sont effectués en triplet.
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4.3.1- Détermination de la teneur en phénols totaux (PT)

La teneur des extraits des plantes en phénols totaux est déterminée par la méthode de Singleton
et Rossi (1965) en utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu (FC). 20 ul de chaque extrait sont
introduits dans une microplaque de 96 puits (200 ul pour chaque puits) auxquels 100ul de Folin-
Ciocalteu (10 %) sont ajoutés. Apres 3 min, 75ul de carbonate de sodium (7,5 %) sont
additionnés. Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 90 min a température ambiante.
L’absorbance est mesurée par la suite a 760 nm via un lecteur microplaque (Multimode Reader,
ENSPRO ®, Singapore). La teneur en phénols totaux est exprimée (ug Eq de I’acide gallique/mg
MS) en se référant a la courbe d’étalonnage établie a différentes concentrations de 1’acide gallique
(Annexe 02).

4.3.2- Détermination de la teneur en flavonoides totaux (FT)

v Principe

En présence du chlorure d’aluminium, le groupement OH libre en position 5 présent dans les
flavonoides donne un complexe jaunatre par chélation de 1’ion AIF*, la coloration jaune produite
est proportionnelle a la quantite de flavonoides présente dans 1’échantillon (Ribereau-Gayon,
1968).

v" Mode opératoire

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode colorimétrique d’aluminium
nitrate décrite par Turkoglu et al. (2007). Dans une microplaque de 96 puits, une quantité de 50 ul
de chaque extrait (1pg/Iml de méthanol) est mélangée avec 10 pl de I’acétate potassium
(CH3COOK) (9,8 g dans 100 ml d’cau distillé¢) et un volume de 10 pl d’aluminium nitrate (Al
(NO3)2,9H20). En Paralléle, le blanc est préparé avec 150 pl de MeOH et 50 ul d’extrait. Aprés
I’incubation pendant 40 min a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 415 nm via un
lecteur microplaque (Multimode Reader, ENSPRO ©, Singapore). La teneur en flavonoides totaux
est exprimée (ug Eq de la quercetine/mg MS) en se référant a la courbe d’étalonnage établie a

différentes concentrations de la quercetine (Annexe 02).
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Figure 32 : Le lecteur de microplaque.

4.3.3- Détermination de la teneur en tanins condensés (TC)

v Principe

Les tanins condensés se dépolymérisent en présence d’acide concentré et par réaction avec la
vanilline se transforment en anthocyanidols de couleur rouge mesurable par spectrophotométrie a
550 nm.

v" Mode opératoire

Les tanins condensés sont déterminés par la methode de la vanilline en milieu acide décrite par
Julkunen-Titto (1985). 5 ml du reactif de vanilline déja préparé en mélangeant a volume égal 2.5
ml de la solution méthanolique de I’ HCl a 8 % (v/v) avec 2.5 ml de la solution méthanolique de
vanilline a 4% (m/v) sont ajoutés a 1 ml de chaque échantillon. Le mélange est par la suite agité
vigoureusement et maintenu dans un bain marie a 30 °C pendant 20 mn. L’absorbance est mesurée
a 500 nm par un lecteur microplaque (Multimode Reader, ENSPRO ®, Singapore). La teneur en
tanins condensés est exprimée (ug Eq de la vanilline/mg MS) en se référant a la courbe

d’étalonnage établie a différentes concentrations de la catéchine (Annexe 02).
4-4- Analyse chromatographique des extraits par HPLC
v" Principe

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) est une méthode de séparation des
constituants d’un mélange liquide basée sur les différences d’interactions entre les molécules a
séparer et les phases mobile et stationnaire. Préalablement, les solutés sont mis en solution dans la

phase mobile (solvant). Aprés son injection, ce mélange passe sous haute pression a travers une

3
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colonne (tube en acier inoxydable) qui renferme la phase stationnaire. Celle-ci est constituée de
microparticules de silice, elle est tres sensible aux impuretés, il est donc essentiel de purifier et de

filtrer I’échantillon avant son injection.

v" Mode opératoire
Dans notre étude, Une CLHP analytique de type THERMO FISHER SCIENTIF est utilisee, elle
est constitueée des éléments suivants : une pompe Prostar 1100, une colonne Hypersil ODS C18
(4.6mm x 250mm, phase inversée) de porosité 5um, un détecteur a barrettes diodes (DAD, 1100),
un systéme d’injection automatique model 1100 et un détecteur spectrophotométrique UV2000

fonctionnant a une longueur d’onde de 280 nm.

La phase mobile est constituée par un mélange de solvants (gradient d’élution) : Acétonitrile —
Eau (acidifiée). L’échantillon est dissout dans le méthanol puis filtré a travers un filtre millipore
0.22 um. La séparation a été faite a température ambiante sous un débit constant de 0.8 ml/min
avec un gradient de solvant programmé selon le tableau 03. Le volume d’injection est de 20 ul
(Proestos et al., 2006).

Tableau 03 : Programme (temps, débit et gradient de solvants) de ’CLHP pour
I’analyse qualitative des extraits.
T (min) Méthanol (%) Eau Débit
25 60 40 0.8ml/min
45 50 50 0.8ml/min
50 40 60 0.8ml/min
57 70 30 0.8ml/min

Figure 33 : La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
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4.5. Préparation des huiles grasses du café et du marc par Soxhlet
v Principe

Le principe consiste a effectuer une extraction par un solvant organique a l'aide d’un dispositif
« Soxhlet ». Les échantillons (café et marc du café) sont épuisés en matiére grasse par le passage
du solvant (hexane) pendant 8h. Une fois I'extraction est terminée, le solvant est éliminé a l'aide
d'un Rotavapor (Rotavapor R.215.BUCHI, Switzerland).

Le Soxhlet est constitué d’un ballon contenant une réserve de solvant(l), d’un extracteur
proprement dit permettant le contact entre le solvant et le solide dans une cartouche
poreuse (2), d’un siphon qui permet I’évacuation de la solution vers le ballon (3) et enfin d’un
réfrigérant a eau qui permet la condensation des vapeurs de solvant dans la cartouche (figure 20).

v Protocole

40 g de chaque échantillon sont disposés dans une cartouche cellulosique poreuse, puis
introduite dans I’extracteur du Soxhlet. 800 ml d’hexane sont mises en ébullition dans un ballon
monocole relié au pied de I’extracteur (Haddoudi et al., 2014). Les vapeurs dégagées passent par
une tubulure menant au réfrigérant pour y étre condensées. Le condensat tombe par gravité dans le
réservoir contenant la cartouche et solubilise les molécules actives. Une fois plein, le mélange
solvant- extrait est siphonné vers le ballon ce qui permet de régénéré le solvant et de recommencer
un autre cycle. Le rendement en huile est calculé de la formule suivante :

La quantité de I’extrait brut (g) x 100

R (%) =
(¢) La quantite initiale de I’échantillon (g) * MS

Figure 34 : Extraction de I’huile grasse du café et du marc par Soxhlet

A : Montage du Soxhlet ; B : I’huile grasse récupérée
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5- Evaluation des activités biologiques des extraits bruts/ huiles

grasses

5.1- Determination du potentiel antioxydant des échantillons

5.1.1- Activité du piégeage du radical 2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl (DPPH")

Dans une plaque a 96 puits, 40 ul de chaque échantillon (extraits et huiles) dilué dans des
solutions de méthanol & différentes concentrations sont introduits. Ils sont par la suite
supplémentés par 160 pl de la solution de DPPH préalablement préparée. Aprés 30 min
d’incubation a l'obscurité et a température ambiante, l'absorbance est mesurée a 517 nm via un
lecteur microplaque (Multimode Reader, ENSPRO ®, Singapore) (Bois, 1959). Un contrdle positif
représenté par une solution d’un antioxydant standard (le a-tocophérol, BHA, BHT) et un blanc
prépare en mélangeant 40 pl de methanol avec 160ul de la solution de DPPH sont introduits dans
la plague et traités dans les mémes conditions. Le pourcentage de neutralisation du radical de

DPPH est calculé selon la formule suivante:

Inhibition (%) = A Blanc — A échantillon * 100

A Blanc

Ou : A Blanc : I’Absorbance de la réaction contenant que les réactifs.
A échantillon : 1’ Absorbance de la réaction contenant les réactifs et I’échantillon.

En calculant les pourcentages d’inhibition, une courbe de régression linéaire reliant les
différentes concentrations et les pourcentages d’inhibition est obtenue. A partir de cet abaque, on
détermine I’IC50 qui correspond a la concentration de I’échantillon qui entraine 50% d’inhibition.
Notons que I’activité antioxydante est inversement proportionnelle a la valeur de I’'IC50. Ainsi,
I’échantillon qui présente I’IC50 la plus faible est celui qui présente I’activité anti-radicalaire la

plus importante.

5.1.2- Activité du piégeage du radical 2,2’-azinobis-(3- ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTS™).

Dans une plaque a 96 puits, 40 ul de chaque échantillon a différentes concentrations (3.125,
6.25, 12.5, 25, 50, 100 et 200 uM) sont incubés avec 160 ul de la solution ABTS+ pendant 10

minutes & température ambiante et dans l'obscurité. L’absorbance est mesurée a 734 nm via un




Matériel et méthodes

lecteur microplaque (Multimode Reader, ENSPRO ®, Singapore) contre un blanc sans échantillon
préparé dans les mémes conditions (Re et al., 1999).

Le pouvoir antiradicalaire de I’extrait est exprimé en pourcentage d’inhibition du radical ABTS+ :

Inhibition (%) = A Blanc— A Extrait %100

ABlanc

Ou : A Blanc : I’Absorbance de la réaction contenant que les réactifs.

A échantillon ; 1’ Absorbance de la réaction contenant les réactifs et 1’échantillon.

5.1.3- Le pouvoir réducteur des ions cupriques (CUPRAC)

Un volume de 40 pl de chaque extrait ainsi que les différentes concentrations sont mélanges
avec 60 ul du tampon, 50 pl de la solution CuCly, 2H,0O et 50 ul de solution neocuprine. La
couleur du milieu réactionnel change alors du blanc au jaune orangé (APAK et al, 2004). Un
contrble positif représenté par deux antioxydants de synthése (BHA, BHT) et un blanc préparé en
remplacant les extraits par le méthanol sont introduits dans la plaque et traités dans les mémes
conditions. Aprés 1h d’incubation a température ambiante a I’obscurité, I’absorbance est mesurée

a 450 nm par un lecteur microplaque (Multimode Reader, ENSPRO ®, Singapore).

5.2- Determination du potentiel enzymatique des échantillons
5.2.1- L activité anticholinestérase

Elle est déterminée selon la méthode d’Ellman et al. (1961). 150 ul de tampon phosphate de
sodium (100Mm, pH 8,0), 10 ul d'une solution d'échantillon dissoute dans I'éthanol a différentes
concentrations et un volume de 20 ul ’AChE (5,32 x 10-3 U) ou BChE (6,85 x 10-3 U) ont été
mélangés et incubés pendant 15 min a 25°C. Aprés la pré-incubation, 10 pl de DTNB (0,5 mM)
ont été ajoutés. Ensuite, la réaction a ¢été initiée par I’addition de 20 pl d’iodure
d’acétylthiocholine (0,71 mM) ou le chlorure de butyrylthiocholine (0,2 mM). Les hydrolyses de
ces substrats ont été suivies par spectrophotométrie a une longueur d'onde de 412 nm, en utilisant
un lecteur de microplaques a 96 puits (Multimode Reader, ENSPRO ®, Singapore). Les mesures et
les calculs ont été évalués en utilisant le logiciel PRO Softmax v5.2. La galanthamine a été utilisé

comme composeé de référence.

E
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Le pourcentage d'inhibition de I'AChE ou BChE a été determiné par comparaison des vitesses
de réaction d'échantillons par rapport a I'échantillon témoin (éthanol dans du tampon phosphate,

pH 8) en utilisant la formule :
Inhibition (%) = E-S *100

E

Ou : E est l'activité de I'enzyme sans échantillon d'essai
S est l'activité de I'enzyme avec I'échantillon de test.

5.2.2- L activité inhibitrice de I’a-amylase

L'activité inhibitrice de l'a-amylase a été realisée en utilisant la méthode iode / iodure de
potassium (IKI) (Zengin et al., 2014) avec quelques modifications. La solution d'échantillon (25
HL) a été mélangée avec une solution d'a-amylase (50 pl) dans du tampon phosphate (pH 6,9 avec
du chlorure de sodium 6 mM) dans une microplaque a 96 puits et incubée pendant 10 min a 37 °
C. Apres la pré-incubation, la réaction a été initiee avec lI'addition d'une solution d'amidon (50 pL,
1%). De méme, un blanc a été préparé en ajoutant une solution d'échantillon a tous les réactifs de
réaction sans solution d'enzyme (a-amylase). Le mélange réactionnel a été incubé 10 min a 37 ° C.
La réaction a ensuite éte arrétée par addition de HCI (25 pL, 1 M). Ceci a été suivi de l'ajout de
100 pul de la solution d'iode-iodure de potassium IKI (5 mM de 12 et 5 mM de KI). Les
absorbances de 1'échantillon et du blanc ont été lues a 630 nm. L’absorbance du blanc a été
soustraite de celle de I’échantillon et I’activité inhibitrice de I’-a amylase a été exprimée en
¢quivalents d’acarbose. Les résultats ont été exprimés en% d’inhibition, calculée a 1’aide de la

formule suivante:

INH (%) = [1 - {(Ac- Ae) — (Ac-As) / (Ac - Ac}] x 100

Ou : Ac=Absorbance [Amidon+IKI+HCI+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme].
Ae=Absorbance [Enzyme + Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant d’extrait].
As=Absorbance [Enzyme + Extrait + Amidon + IKI +HCI].

Av=Absorbance [Extrait+IKI+125ul de tampon].

3
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5.2.3- L’activité inhibitrice de I’ I’a-glycosidase

L’inhibition de Pactivité catalytique de 1’ a-glucosidase est déterminée par la méthode de
Behvar Asghari et al. (2018), Dans une microplaque de 96 puits, 50 pL des différents
concentrations de chaque echantillon sont meélangés avec 100 pL de la solution d’enzyme
(préparée dans 9,8 ml du tampon phosphate de pH=6,9). Le mélange est par la suite incubé a 37°
pendant 15 min. Aprés la phase d’incubation, 50 pL de substrat (p-nitrophenyl-a-D-
glucopyranoside (preparé en mélangeant 15 mg dans 10 ml de tampon phosphate de pH =6.9)
sont ajouté dans chaque puits. Un blanc préparé en remplacant les extraits par le méthanol est
introduit dans la plaque et traité dans les mémes conditions. L absorbance est lue par le lecteur des
microplaques (Multimode Reader, ENSPRO ®, Singapore) a 405nm pour le Omin puis en 15min
aprés I'incubation a 37°. Les résultats ont été exprimés en% d’inhibition, calculée a ’aide de la

formule suivant :

% d’inhibition = Abs de ’extrait-Abs de Blanc x 100

Abs de contrble

Ou : Control : Enzyme + Substrat + Solvant de I’extrait ;

Blanc : Substrat + Extrait + Tampon de ’enzyme.

5-3- Determination du potentiel antimicrobien des échantillons

Les méthodes du laboratoire qui permettent d’estimer les propriétés d’un produit in vitro sont
nombreuses, mais reposent toutes sur le méme principe, celui de confronter la substance
probablement avoir une activité antimicrobienne (extrait, huile,...etc.) et 1’agent pathogéne

(champignons, bactéries, insectes,...) sur un support artificiel.
5.3.1- L’activité antifongique

v" Principe

Les différents échantillons du café et du marc de café ont été testés pour leur éventuelle toxicité en
¢valuant I’inhibition de la croissance du mycélium de quelques agents phytopathogenes sur un
milieu PDA (Potato Dextrose Agar) contenant 1’échantillon a tester. Les résultats donnent le 1(%)
qui est définie comme étant la plus faible concentration pour laquelle aucune croissance a I’ceil nu
n’est observée (Tantaoui et al., 1992 ; Fandohan, 2004).

j
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v" Mode opératoire

Dans notre étude, I’agents phytopathogéne (Fusarium oxysporum f. sp) a été testé. De ce fait,
1ml de solution de DMSO contenant 1 mg du produit lyophilisé a été ajouté a 100 ml de milieu
PDA a 60°C préalablement stérilisé puis réparti dans 4 boites de Pétri. De méme, 1 ml de DMSO a
été ajouté a 100 ml de milieu PDA considéré comme un contrle positif. Le contrle négatif
contient le support PDA sans aucun autre produit (Song et al., 2004).

Expérimentalement, un disque de 5 mm de diamétre imbibé d'une jeune culture fongique est
déposé de maniére aseptique au centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA et I’échantillon
a tester. L'expérience est répliquée 4 fois pour chaque traitement. Apres 7 jours d'incubation a 28 °
C, la croissance mycélienne de I'agent phytopathogene est mesurée a I'échelle centimétrique. Les
résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition de la croissance de chaque champignon par
rapport au diamétre moyen des colonies de chaque champignon cultivé dans un milieu témoin.
Ainsi, l'activité d'inhibition exprimée en pourcentage a été calculée selon la formule suivante:

| % = (C-T\C) x 100

Ou : I = taux d'inhibition en% ;

C = croissance radiale de l'agent phytopathogéne en cm sur milieu PDA avec DMSO
(témoin) ;

T = la croissance radiale (en cm) de l'agent phytopathogene sur milieu PDA contenant
I’échantillon a tester.
Pour identifier la concentration inhibitrice la plus faible, le test a été répété avec 1 mg/ ml, 2 mg /

ml, 4 mg/ mlet8 mg/ ml et 16 mg/ ml de solvant au lieu de 1 mg / ml de solvant. Le méme

résultat a été obtenu, ce qui signifie que la concentration du seuil d'efficacité peut étre faible
(Dennis et al., 1971).

Figure 35 : Etapes de manipulation de I’activité antifongique des échantillons

E
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5.3.2- Pactivité antibactérienne

v Principe

L’activit¢ antibactérienne des échantillons était testée in vitro par la méthode de diffusion sur
gélose (Liao et al, 2010). Cette méthode a exactement le méme principe que celui des tests
d’antibiogramme avec 1’application des disques imprégnés des échantillons (extraits, huiles...etc)
sur des milieux de culture ensemencés de microorganismes. L’activité antimicrobienne, quand elle
était présente, se manifestait alors par des zones d’inhibition autour des disques.

v" Mode opératoire

Les souches testées pour déceler ’activité antibactérienne des échantillons (extraits et huiles) du
café et du marc de café sont Salmonella enteritidis et bacillus aureus (Gram+) et Escherichia coli
et Staphylococcus aureus (Gram-). Des colonies bien séparées de ces especes bactériennes ont
été prélevées a 1’aide d’une anse de platine stérile et homogénéisées dans 10 ml de bouillon
nutritif puis portées a I’incubation pendant (18-24) heures a 37 °C.

Des disques (patchs) de 6 mm de diametre ont été découpés sur du papier Wattman n°1 puis
autoclavés dans 10 ml d’eau distillée a 120°C pendant 20 min. Des séries de dilutions allant de
0,150 a 0,005 mg / ml ont été préparées pour chaque échantillon. Les disques de papier Wattman
déja preparés sont chargés de I’extrait/huile a tester, des disques imprégnés du DMSO sont
également utilisées comme un témoin négatif.

Les microorganismes ont été ensemences par étalement sur des boites de Pétri contenant la gélose
Muller-Hinton. Les disques ont été ensuite imprégnés chacun par 20 ul de principe actif
(extrait/huile dilué) et déposés sur la surface des géloses. L’activité antibactérienne est déterminée
en termes de diameétre de la zone d’inhibition produite autour des disques apres 24 h d’incubation

a 37 °C.

6- Analyse statistique

Tous les tests ont été effectués en triplet. Les moyennes et les écarts types sont calculés avec
Excel de Microsoft Office 2010. Une analyse de la variance a un seul facteur (ANOVA) est
réalisée sur les données de la détermination de I’activité antioxydante valorisée a travers trois
essais complémentaires en utilisant le logiciel statistique SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences), version 17.0.0.3, 2009. Le test de comparaison multiple de Tukey’s est utilis€ pour
déterminer la moyenne qui differe du reste du groupe. Elles sont considérées significativement

différentes pour une valeur de probabilité (P < 0,05).
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Résultats et discussion

1- Analyses physico-chimiques des échantillons

1-1. Teneur en eau (taux d’humidité)

L’analyse du tableau 04 a révélé clairement une variabilité entre le café et le marc du café

dans la majorité des composantes chimiques étudiées.

Le café torréfié se distingue par sa teneur élevée en humidité comparativement au marc, soit
97.6% Verus 62.6%, respectivement. Notre résultat est tout a fait logique et prévisible du fait
que le marc est un sous-produit de la production de la boisson du café a partir des graines du
café torréfiés dont tous les composants solubles dans ’eau, comme les polysaccharides, les
mélanoides, les caféines sont extraites, ce qui provoque une perte considérable du poids initiale,

estimé dans notre cas a 35%.

Tableau 04 : Le pH et la composition chimique du café torréfié et du marc de cafe.

Tableau 04 : Le pH, le taux d’humidité et les teneurs en minéraux, en protéines, en sucres totaux et

en matiéres grasses du café et du marc du café (% MS).

Echantillons Hum MM ST MAT MG pH
Café 97.6 4.83 £ 0.04 37.8+12 954059 9.6+0.54 5.56

Marc du café 62.6 +0.87 2.5%0.04 453+25 74+105 6.04+0.16 5.45

Hum : humidité ; MM : Matieres minérales ; ST : Sucres totaux ; MAT : Matieres azotées totales ;
MG : Matieres grasses.

-Les résultats sont exprimés comme la moyenne de trois répétitions + écart type.

Autrement dit, Le marc du café contient une teneur en matiére seche relativement élevée
comparativement au café torréfié, soit 37.4 et 2.4%, respectivement. Xiuju et Loong-Tak (2015)
ont rapporté une teneur en humidité du café torréfie variant de 1% a 5%, selon la matiere
premiére et le niveau de torréfaction. Cependant, Cruz et al.,, 2015 ont notifié un taux
d’humidité du marc de café variant entre 18 a 45%. L’origine, le type/variété du café et les
differentes techniques de préparation du boisson (décoction, infusion ou pressage) de café ont
été rapportés avoir un effet significatif sur le taux finale d’humidité du marc (Al-Hamamre et
al., 2012; Cruz et al., 2015). Les mémes auteurs ont stipulé que la teneur en humidité
relativement élevée du marc de café peut étre un inconvénient potentiel pour sa valorisation en

tant que matiére premiére pour les biocarburants, et en particulier pour la récupération des
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lipides, car la plupart des méthodes d'extraction nécessitent une matiére premiére seche (Corréa
etal., 2014; Cruz et al., 2015). Une déshydratation de la biomasse du marc a un taux d’humidité
de 10% est fortement recommandée afin d’éviter toutes sortes de contamination avec les

moisissures détériorants lors du stockage.
1-2.  Teneur en minéraux

Les échantillons étudiés renferment des taux différents en cendres variant de 2.5 pour le
marc et 4.8% MS pour le café torréfié (tableau 04). Notre résultat est cohérent avec celui de
Peshev et al., 2018 ayant rapporté que le taux des minéraux dans le café torréfié est d’environ
4.6% MS et que la méthode de préparation de la boisson du café affecte significativement la
composition minérale du marc, stipulant par ainsi que la méthode de préparation
conventionnelle peut réduire le taux des cendres jusqu'a 93%, en raison de la nature hydrophile
des composés inorganiques et des minéraux et que la majorité des minéraux sont facilement

extraits dans I’eau chaude.

Cependant, Cruz et al., 2015 (0.8-3.5% MS) rapportent un resultat similaire au notre, soit
une fourchette de 0.8-3.5% MS des mineraux dans le marc du café. Dans ce dernier, plusieurs
élements ont été identifiés et quantifiés, a savoir le phosphore, le potassium, le magnésium, le
calcium, le manganese, le cuivre, le sodium, le fer et le zinc. Le potassium est considéré comme
les minéraux le plus abondant dans le marc, cependant le magnésium et 1’élément prédominant
dans le café torréfie (Capos-véga et al., 2015 ; Cruz et al., 2015 ; Mussatto et al.,2010). Ces
minéraux sont considérés comme des micronutriments essentiels pour la santé humaine. 1ls
régulent de multiples fonctions métaboliques et physiologiques du corps humain, de plus, ils

pourraient étre utilisés pour la production d'aliments nutritifs ajoutés (Kuan et al., 2011).
1-3.  Teneurs en matieres grasses

En ce qui concerne les lipides, les données varient principalement entre 6.04 et 9.6% MS
pour le marc et le café, respectivement. Cet ordre ne varie pas grandement entre les deux
échantillons, cela pourrait étre traduit par le fait que les lipides sont mal extraits par I’eau
chaude. Il a été rapporté que le café torréfié contient de 10 a 15% de lipides et parfois plus
élevés en moyenne 20% (Jenkins, Stageman, Fortune et Chuck, 2014).Au cours de la
préparation des infusions du café, les lipides restent accolés aux résidus, ce qui fait le marc une

bonne source de lipides (Oestreich-Janzen, 2010).
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Nos résultats corroborent avec ceux stipulant que les teneurs en lipides se situent entre 9,3
et 16,2% , 10-15% et 14-15,4% dans les marc issus de café espresso, du café soluble et du café
industriel soluble, respectivement (Couto , Fernandes, da Silva et Simdes, 2009; Calixto et al.,
2011; Cruz et al., 2012). Ils sont composés de 84,4 % de triglycérides. Ceux-ci sont représentés
par l'acide linoléique (C18:2), l'acide palmitique (C18:2) et (C16:0), l'acide oléique (C18:1) et
I'acide stéarique. Ainsi, 12,3% d'esters d'alcool diterpéniques, 1,9% de stérols, 1,3% de matiére
polaire et 0,1% des esters de stérol sont également quantifiés (Capos-Vega et al., 2015). Cette
composition est similaire a celle du café bouilli ou filtré avec 87-93% de triglycérides, 7-13%
d'esters d'alcool diterpéniques, 0,2-0,9% de stérols et jusqu'a 0,8% de matiéres polaires (Melo
et al, 2014 ; capos vega 2015).

1-4. Teneur en protéines

Le cafe torréfié renferme une teneur en proteines bruts légérement supérieure
comparativement a son marc, soient 9.5 et 7.4% MS, respectivement. Le taux des proteines
dans le café torréfié est rapporte étre entre 8.7 et 12.2% MS selon Macrae, 1985. Le taux des
proteines dans le marc du café est ainsi rapporté étre similaire a celui du café torréfie, soit une
moyenne de 13.6% (Messay, 2016). En contrepartie, Spiller, 1998 stipule que la teneur en
proteines dans le café torréfié etait de 9%, dont 1,5% est soluble dans I’eau et les 7,5% restants

insolubles.

De plus, Compos-véga et al., 2015 indique que le marc de café contient entre 6,7 et 14 % de
proteines selon les études et est de méme ordre chez I'arabica ou le robusta. Cependant, il se
peut que ces estimations soient surévaluées a cause de la présence d’autres composés contenant
de l'azote tel que la caféine ainsi que plusieurs acides aminés. Le méme rapport signale que Les
acides aminés essentiels représentent pres de la moitié (~ 49%) des acides aminés totaux du
marc, principalement la leucine, ce qui représente 13 ou 21% du contenu total. Le rapport lysine
/ arginine, déterminant des effets cholestérolémiques et athérogenes d’une protéine, est élevé
dans le marc, ce qui suggere qu’il peut contribuer a effets physiologiques

hypercholestérolémiques et athérogenes.

Les proteines du marc sont également une excellente source d’arginine, de glutamine et
d’histidine, les trois acides aminés connus pour effets forts sur les fonctions immunitaires du
corps. La teneur élevée en cystéine et en méthionine de ces protéines peut augmenter les
niveaux d'antioxydants dans l'organisme, stabilisant potentiellement I'ADN lors de la division

cellulaire et réduisant le risque de certaines formes de cancer du célon (Mussatto et al., 2011).
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1-5. Teneur en sucres

Il ressort du tableau 04 que les deux échantillons sont assez riches en sucres
comparativement aux autres composants. Le taux des sucres totaux enregistré pour le café
torréfié est estimeé a 37.8% MS, tandis que celui noté pour le marc du café est 45.3% MS. Il a
été rapporté que les grains du café sont une source riche en polysaccharides (environ 50% du
poids sec du grain vert) composés principalement de mannanes ou de galactomannanes,
d’arabinogalactanes et de cellulose. Cependant, lors de la préparation de la boisson en utilisant
I’eau chaude, la plupart de ces polysaccharides restent sous forme de composés insoluble lié au
marc du café (Mussatto et al., 2011 ; Simdes et al., 2013). Cela pourrait indiquer que la majorité
des sucres présents dans notre café¢ sont insolubles dans 1’eau chaude, ce qui conduit a une

concentration de ces derniers dans le marc.

Le méme pourcentage (45.3% MS) en sucres totaux est enregistré pour le marc du café par
Mussato et al. (2011), il est représenté, selon le méme rapport, par 46,8% de mannose, 30,4%
de galactose, 19% de glucose et 3,8% d’arabinose. Cependant, Simdes et al. (2009) ont rapporté
la présence de mannose (57%), suivie par le galactose (26%), le glucose (11%) et I'arabinose
(6%), ces différences pourrait étre attribués a la varieté du cafe et les procédés utilisés dans la

torréfaction et ’extraction.

D’une maniére générale, les variations enregistrées entre les données enregistrées dans notre
étude et celles rapportées dans la littérature en matiére de la composition chimique du café
torréfié et du marc de café pourraient étre attribuées aux origines et aux especes des échantillons
utilisés, aux méthodes de torréfaction et de préparation de la boisson et aux différentes

méthodes d’analyse et d’extraction (Go et al., 2016).

1-6. LepH

Les valeurs du pH enregistrées pour le café torréfié et le marc du café sont 5.56 et 5.45,
respectivement. Cette légére acidité pourrait étre due a la présence d’un pourcentage bien définit
du café Arabica (20%) renomme par son acidité élevée comparativement au café Robusta.
Todaka et al. (2016) ont rapporté une fourchette de pH du marc de café allant de 4.2 jusqu’a
5.7, ce qui est en accord avec notre résultats. Dans le méme contexte, Damhan et al.(2016) ont
notifi€¢ qu’un pH acide pourrait réduire I’activité enzymatique ainsi que les processus de

saccharification et de fermentation ayant lieu dans les procédés de valorisation du marc de café.
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2- Analyses phytochimiques des échantillons
2-1. Rendement d’extraction du café et du marc de café

I1 s’est avéré clairement que le rendement d’extraction du café par la technique de sonication

(24.4%) et largement supérieur a celui enregistré pour le marc du café (4.8%) en utilisant la
technique de macération (figure 36).
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Figure 36 : Rendement d’extraction du café¢ et du marc de café par sonication et macération.

L’efficience de la technique de sonication dans I’extraction des composés phénoliques
comparativement a celle de la macération a eté largement évoquée a travers des dizaines
d’études a cause de sa facilité, efficacité et sa large gamme d’application sur plusieurs types

d’échantillon (Koffi et al., 2010 ; Mahmoudi et al., 2012 ; Bourgou et al.,2016).

2-2. Rendement d’extraction des huiles par soxhlet

Le rendement d’extraction de I’huile de café par Soxhlet est estimé a 14.95 %, tandis que
celui du marc de café est évalué a 15.5%. Phung et al. (2016) a enregistré un rendement
d’extraction de I'huile du café similaire au notre, soit 16.99%. En fait, il est difficile de
comparer les rendements obtenus dans notre étude avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et les conditions dans lesquelles

I’extraction a été effectuée (solvant, rapport solvant/poudre, temps d’extraction...etc.), a
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’origine et aux differentes variétés du café (culture, climat...ctc.) et aux différents procédés de
torréfaction (Oliveira et al., 2008 ; Al-Hamamre et al., 2012 ; Jenkins et al., 2014).

3- Analyses colorimétriques par spectrophotométrie (UV-Visible)

3.1- Détermination de la teneur en phénols totaux (PT)

Les extraits bruts du café et du marc de café ont été analysés quantitativement par
spectrophotométrie UV-visible pour déterminer leur contenu en polyphénols. Les résultats
exprimés en terme d’équivalent d’acide gallique/ mg d’extrait sont représentés dans la figure
37. Les résultats montrent que les teneurs en polyphénols totaux varient considérablement entre
les deux extraits. L’extrait du marc de café renferment une quantit¢ des phénols totaux
approximativement 5 fois plus élevée que celle enregistrée pour le cafe torréfie, soient 150.18
et 37.04 pg EAG /mg, respectivement. Cela est probablement justifié soit, par la différence des
techniques utilisées pour la préparation des extraits (macération et sonication) ainsi que les
conditions d’extraction incluant le type du solvant utilisé ainsi que le temps d’extraction
(Mussatto et al., 2011 ; Bravo et al., 2013), soit par le fait que la majorité des composes
phénoliques présents dans le café torréfié sont des composants hydrophobes (hormis 1’acide
chlorogénique et la caféine), ils ont été concentrés au cours de la préparation de la boisson du
café. Les phénols principalement présents dans le café sont les acides caffeoylquiniques,

feruloylquiniques et dicaffeoylquiniques.
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Figure 37 : Teneurs en polyphénols (ug GAE/mI), en flavonoides (ug QE/ml) et en tanins (ug
cat/ml) du café et du marc de café.
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Au cours de la torréfaction, ils sont en partie isomérisés, hydrolysés, dégradés, transformeés
en lactones et mélanoidines, conduisant ainsi a des pertes drastiques avec un contenu final de
0,5 & 7% dans le grain torréfié, ce qui pourrait justifier le taux faible des composés phénoliques
dans le café. En contrepartie, les principaux polyphénols rapportés présents dans le marc du
café sont les flavonoides, l'acide protocatéchuique, l'acide chlorogénique et la caféine
(Carassou, 2015).

A titre de comparaison, le contenu phénolique du marc de café n’est pas loin de celui noté par
Panusa et al., 2013 et Bogyoung and Eunim, 2017 variant de 19,3 & 25,5 ug d'/AGE / mg et 17,1
et 35,5 ug GAE / mg, respectivement. Cependant, ceci est légerement supérieur a la valeur
enregistrée par Mussato et al. 2011, ayant noté 16 ug d’AEG / mg de l'extrait éthanolique du

marc du café.

3.2- Détermination de la teneur en flavonoides totaux (FT)

Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoides totaux de café et du marc de café
exprimees en (ug EQ/mg d’extrait) en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée dans les
mémes conditions sont représentées dans la I’annexe 02. Les teneurs en flavonoides des extraits
étudies révelent peu de variabilités entre les échantillons (figure 37). 11 s’est avéré nettement
que la concentration des flavonoides dans le café torréfié est pratiguement similaire a celle
enregistrée dans le marc apres le processus de préparation du café soluble, soit 75.35 pg EQ/mg
et 72,45 + 3.90ug EQ/mg d‘extrait, respectivement. Cet équilibre pourrait étre attribué a la
présence des flavonoides non polaires dans le café torréfi¢ dont leur concentration n’a pas été
influencée par la préparation de la boisson du cafe.

Une valeur inférieure au notre est enregistrée par Phung et al. (2017) pour I’extrait

hydrométhanolique (1 : 20, v/v) du marc de café, estimée a 31.15 pg/mg d’extrait.

3.3- Détermination de la teneur en tanins condensé (TC)

L’étude quantitative pour le dosage des tanins condensés des deux extraits est également
exposée dans la figure 37. L’analyse de la figure révéle que le taux des tanins condensés dans
le café torréfié est presque 4 fois supérieur a celui du marc de café, soit 5,11 pg EVL /mg et
1,47 ug EVL/mg, respectivement. La réduction des tanins condensés s’est estimee a 71.2%,
indiquant que les tanins du café sont fortement solubles dans I'eau chaude pendant I'extraction

d'espresso. Les travaux de Nieves-Guerrrero et al. (2009) viennent d’ailleurs renforcer cette
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hypothése en montrant une teneur de 4,5% de TC dans un extrait acétonique de marc de café
humide.

A titre d’exemple, Bogyoung and Eunim (2017) ont enregistré une teneur dans le café
torréfié largement inférieure a la ndtre variant entre 0,7 et 0,9 mg de TAE / g d’extrait. Dans
le méme contexte, Hecimovic et al. (2011) a démontré que la teneur en tanin dans le café torréfie
varie en fonction de la variété et du degré de torréfaction. Plusieurs tanins sont présents dans le
marc de café. Parmi eux, on note la catéchine, la gallocatéchine, la gallocatéchine galate et
I’acide chébulique. La catéchine est un antioxydant puissant qui posseéde une action

complémentaire & la vitamine C. (Low et al, 2015).

4- Analyse chromatographique des échantillons par HPLC

Contrairement aux analyses quantitatives par spectrophotométrie UV-visible, ’analyse de des
composés phénoliques qualitativement par HPLC révéle la richesse et la diversité des extraits
en polyphénols. En fait, la vaste gamme de polarité des phénols nécessite souvent de travailler
en gradients d’¢élution constitué dans notre étude d’eau acidifiée et de méthanol. Il a été suivi a

280nm, longueur d’onde caractéristique des composés phénoliques.

D’une fagon générale, le marc du café présente le profil le plus concentré en composés
phénoliques révélé par le nombre de pics le plus élevé, estimé a 19 (figure 38). Le profil obtenu
pour I’extrait de café torréfié est peu intense avec un nombre de pics estimé a 15 (figure 39).
Les résultats obtenus sont dans le méme ordre que ceux obtenus par colorimétrie ou le marc du

café semble étre plus concentré en composés phénoliques que le café torréfié.

Chaque chromatogramme est dominé par un/plusieurs pic(s) majoritaire(s) dont les temps de
rétention différent d’un profil a un autre. A titre d’exemple, le composant majoritaire apparu
dans le profil chromatographique du marc de café détient un temps de rétention égale a 8.898
(pic n° 11). De plus, Le composant majoritaire présent dans 1’extrait du café torréfié est avec

un temps de rétention égale a 8.995 (pic n° 11).

Il nous est toutefois impossible d’identifier ces composants majoritaires présents dans nos
extraits car leurs temps de rétention ne correspondent pas a ceux enregistrés dans notre

bibliothéque. Etant donné que le temps de rétention d’un composant dans un mélange de
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molécules dépend de la nature de la phase stationnaire, de la composition de la phase mobile,

des conditions analytiques.
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Figure 38 : Profil chromatographique des composes phénoliques du marc de café a une longueur d’onde 280nm
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Figure 39 : Profil chromatographique des composes phénoliques du café torréfié a une longueur d’onde 280nm.
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Ainsi, la séparation des composés phénoliques par HPLC est conduite de différentes
manilres selon 1’espéce étudiée, la méthode d’extraction, le type de colonne, le solvant et le

gradient d’élution.

5- Evaluation du potentiel antioxydant des échantillons

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il manifeste clairement qu’une
seule méthode n’est pas suffisante pour caractériser le potentiel oxydant d’un échantillon, il faut
donc combiner plusieurs testes complémentaire pour pouvoir offrit des résultats cohérents et
exhaustifs. En conséquence, dans notre étude et a notre niveau, nous avons choisis trois
principaux tests antioxydants dont les principes reposent sur le changement de couleur suivie

par la lecture de 1’absorbance a des longueurs d’ondes spécifiques.
5.1- L’activité du piégeage du radical libre DPPH- (2,2-diphényle-1-
picrylhydrazyl)

» Le pourcentage d’inhibition

Les résultats du pourcentage d’inhibition du radical libore DPPH de différents échantillons a
differentes concentrations comparativement a deux standards (BHA et BHT) sont représentés
dans la figure 40. I1 s’est avéré une augmentation proportionnelle des pourcentages d’inhibition
du radicale libre DPPH en fonction des concentrations des échantillons ainsi que des contrdles
positifs : BHT et BHA. Le café et son marc présentent des taux d’inhibitions comparables et
similaires aux standards dans les concentrations croissantes suivantes ; 50,100 et 200 ug. Leurs
huiles n’exercent, en contrepartie, aucun effet décelable comparativement aux standards durant

toute la gamme des concentrations utilisées dans notre étude.
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Figure 40 : Profil de I’activité scavenging du radical DPPH" des échantillons et des standards
a differentes concentrations

> Lavaleur IC50

L’activité de piégeage du radical libre DPPH" des quatre échantillons est exprimée par la
valeur 1Cso (la concentration d’extrait nécessaire pour inhiber 50% du radical libore DPPH")
(figure 41). Selon les valeurs d’IC50, il ressort que I’extrait du café torréfié est significativement
différent (41.94 pg/ml) de celui du marc de café (44,25 pg/ml ; p < 0.001). Cela confirme la
possibilité qu'il contient la plus grande quantité de composés accepteurs de radicaux libres et le
plus grand potentiel antioxydant. Toutefois, cette activité antioxydante est significativement
plus faible (p <0.001) comparativement aux standards utilisé le BHT et le BHA qui ont des
IC50 égaux a 22.32ug/ml et 5.73ug/ml, respectivement). Par contre, pour les deux huiles de
café et du marc de café n’exercent aucun effet piégeur vis-a-vis le DPPHe dans toutes les

concentrations utilisées.
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Figure 41 : IC50 pour I’activité antiradicalaire DPPH " des échantillons et des standards
exprimee en pg/ml (p <0.001).

La différence dans I’activité antiradicalaire du DPPH" entre les quatre échantillons analyses
est probablement due a la richesse en différents composés polaire a savoir les polyphénols et
les flavonoides. Plusieurs études ont montré une relation étroite entre la structure des composes
phénoliques et leur pouvoir antioxydant. De plus la réduction du DPPH" n’est généralement pas
due a Pl’action d’un seul compos¢ mais aux interactions entre plusieurs composés, ces
interactions peuvent exister dans un extrait pas dans un autre, conduisant ainsi a cette différence
d’activité entre les extraits. De plus, il a été rapporté que la réaction du dosage des phénols
totaux est basé sur une réaction d’oxydo-réduction pouvant étre considéré comme une méthode
d’évaluation de I’activité antioxydante des extraits. De ce fait, les extraits riches en composés
phénoliques peuvent étre considérés comme les plus antioxydants, ce qui en contradiction avec

notre résultats (Prior et al., 2005).
5.2- L’activité du piégeage du radical-cation ABTS™ (scavengingactivity)
» Le pourcentage d’inhibition

L’activité antioxydante des échantillons est ainsi déduite a partir de leur capacité a inhiber le
radical ABTS™ obtenu a partir I’ABTS comparativement a des références a savoir le BHT et le
BHA. La figure 42 illustre les courbes représentatives du pourcentage d’inhibition du radical

en fonction des différentes concentrations des échantillons.
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Le profil de I’activité antiradicalaire ABTS. ™ révele que tous les échantillons possédent une
activité dose-dépendante. A une concentration de 25 pg, le café torréfié révéle une activité
inhibitrice trés puissante et comparable aux standards avec une inhibition plus de 90%. A des
concentrations plus élevées, le café s’est montré encore plus actif avec un taux d’inhibition
dépassant le 92% comparativement aux standards. Le marc du café a montré une activité
antiradicalaire largement inférieure au café torréfié, mais interessante quand méme a la
concentration 200 pg dépassant 72.5% d’inhibition. Les deux huiles ont montré des activités
inhibitrices vis-a-vis le radical ABTS faibles mémes a des concentrations élevees

comparativement aux standards, soient 41 et 21% pour I’huile du marc et I’huile du cafe,

respectivement.
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Figure 42 : Profil de I’activité antiradicalaire ABTS. " des échantillons et des standards a
differentes concentrations.

» Lavaleur IC50

Les valeurs d’IC50 enregistrées pour les quatre échantillons sont significativement differentes
comparativement aux standards (p < 0.001). Le classement décroissant des échantillons sur la

base de leur activité antiradicalaire ABTS™ est le suivant (figure 43) :

E
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Figure 43: IC50 pour I’activité antiradicalaire ABTS™ des échantillons et des standards
exprimée en pug/ml (p <0.001).

Comme dans le cas du test précedent, le café présente la capacité la plus grande a neutraliser
le radical ABTS* comparativement aux standards et autres échantillons (p < 0.001), avec une
ICso la moins faible égale a 8.51ug/ml. Le marc révéle une capacité statistiquement similaire a
celle du café, estimée a 59.42 pg/ml. Les deux huiles semblent étre trés loin d’étre des inhibiteur
de P’activité du radical ABTS™ dont leurs IC50 sont grandement supérieurs a ceux des
standards, soient 616,25 et737 pg/ml pour HC et HM, respectivement. La composition
chimique et phytochimique du café pourrait avoir un effet significatif sur la capacité
antioxydante de ce dernier. Une étude de la littérature a montré que le processus de torréfaction
pouvait influer sur la capacité antioxydante du café. Vignoli et al. (2011) ont rapporté que
l'activité antioxydante du café n'était pas affectée par le degré de torréfaction en raison de

I'équilibre entre composés dégradés et nouveaux formés.
5.3- L’activité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

> Le pourcentage d’inhibition

Le café torréfié¢ et son marc présentent des taux d’inhibition de I’activité de réduction du

Cu*2 en Cu* a differentes concentration similaire au standard BHA. A partir de la concentration




Résultats et discussion

100 ug, les deux extraits dépassent les taux enregistrés pour le méme standard, soit 2.32 et 3.57
versus 2.04 et 2.32, pour le café et le marc respectivement. Similairement aux tests précédents,
les deux huiles sembles étres trés faibles pour exercer une activité antioxydante quelconque
(figure 44).
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Figure 44 : Activité Cuprac des différents échantillons et des standards a differentes
concentrations.

> Lavaleur Aogso

Le café torréfié et son marc ont montré une activité de réduction des ions cuivre (Aos0=10.32
et 18.63 pg/ml, respectivement) statistiguement similaires aux standards utilisés (9.62 et 3.64
pg/ml pour le BHA et le BHT, respectivement), mais significativement supérieures aux huiles
testés (Aoso=167,36 et 112.84 pg/ml pour HC et HM, respectivement) (figure 45). La nature
de la composition des échantillons en matiere de leurs contenus en composés phénoliques et

non phénoliques pourrait, a un certain degré, justifier ces constats.
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Figure 45 : A o50 pour activité antioxydante Cuprac des échantillons et des standards
exprimee en pg/ml (p <0.001).

Par exemple, la présence des acides cholorogéniques, des acides hydroxycinnamiques, de la
caféine et des mélanoidines étant des composants a puissance oxydative élevée dans le café
pourrait octroyer a ce dernier une forte activité antioxydante (YILMAZ et al 2014)

comparativement au marc dont la présence est tres réduite.

D’une fagon générale, le classement décroissant des échantillons testés sur la base de trois
tests antioxydants est semblable. Cette ressemblance est due certainement aux mécanismes des

réactions mises en jeux (transfert d’électron).

6- Evaluation du potentiel enzymatique des échantillons

Les métabolites secondaires emprisonnés dans les extraits bruts ainsi que dans les huiles ont
des propriétés biologiques diverses et tres intéressantes prouvées depuis 1’antiquité, proposant
de ce fait, leur potentielle utilisation dans divers domaines notamment dans le domaine de la
médecine. Dans le but déterminer le potentiel antidiabétique et/ou anti Alzheimer de nos
échantillons, des enzymes thérapeutiques potentielles de ces deux pathologies ont été ciblés, a
savoir I’alpha amylase et I’alpha glucosidase pour le diabéte, et le cholinestérase et le

butyrylésterase pour Alzheimer.
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6.1- L’Activité anti-cholinestérase et anti-butyrylésterase des échantillons

L’étude de I’activité anti-AChE et anti-BchE a montré que tous les échantillons testés dans
notre étude ne présentent aucune activité vis-a-vis les enzymes responsables de la maladie
d’Alzheimer.

L’inactivité de nos échantillon est inattendue surtout pour I’extrait du café du fait que ce
dernier rapportés content des quantités intenses d'importants composés phytochimiques, tels
que la caféine, les flavonoides, les acides phénoliques, les acides chlorogéniques et la catéchine
signalés comme étant des inhibiteur puissants de I'AChE et du BchE (Orhan et al., 2012 ;
Serekoglu et al., 2012) . Des études ont montré que la caféine est un inhibiteur non compétitif
de l'acétylcholinestérase mais pas du BchE (Ganiyu et al. , 2014). Dans le méme contexte,
Kwon et al.(2010) ont également notifié la fonction neuroprotective des acides chlorogéniques

via I’inhibition des acétyle cholinestérases.

L’absence d’activité de nos échantillons pourrait avoir deux aspects : soit un aspect quantitatif
ou la présence de ces composants dans le café et le marc du café était en quantité inferieures
aux seuils d’inhibition, soit le processus de torréfaction a influencé sur la composition chimique
et l'activité biologique du café et par conséquent de son marc. Il a été rapporté que lors de la
torréfaction, les composés phénoliques se dégradent partiellement et / ou forment des composés
polymeéres dans les réactions de Maillard, et la caramélisation des saccharides ainsi que la
pyrolyse des composés organiques. Pendant la torréfaction, en particulier avec la dégradation
des acides chlorogéniques, la teneur en composés phenoliques dans le café diminue (Yilmaz et
al., 2011).

Figure 46 : résultats négatif de I’activité anti-Alzheimer des échantillons (huiles/extraits)

E
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6-2- L’activité anti-amylase et anti-glucosidase des échantillons

Dans notre étude, seules les deux huiles, celui du café et du marc de café possedent une
activité inhibitrice vis-a-vis I’alpha-glucosidase avec des 1Cso égaux a 74,29 et 71ug/ml,
respectivement. Les extraits bruts du café et du marc de café ont présentés alors des ICso
supérieure a 1000 pg/ml. En cotre partie, seules le café et les deux huiles présentent une activité
inhibitrice vis-a-vis I’enzyme a-amylase avec des IC 50 égaux a 75,47, 24,14 et 75,47ug /ml,
respectivement. Le marc du café, quand a lui, ne possede aucune activité décelable vis-a-vis

ledit enzyme avec un 1C50 supérieur a 400 (figure 46, 47)
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Figure 47 : L’activité de ’a-glucosidase des échantillons et du standard
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Figure 48 : L’activité de I’a-amylase des échantillons et du standard

L’activité prometteuse des échantillons vis-a-vis les deux enzymes pourrait étre attribuée a la
présence de divers produits naturels inhibant les recepteurs de I'a-amylase et de ' -
glucosidase, telles que flavones et les flavonoides (Kim et al., 2000). L’acide 5-caffeoylquinic,
I’acide ferulique I’acide caféique et I’acide 3,4-dimethoxycinnamic présents dans le café ont
été rapportés avoir un effet inhibiteur puissant des enzymes digérant les glucides conduisant a

une diminution de la glycémie postprandiale (Silavwe et Williamson, 2018).

De plus, les polyphénols ont également des effets antihyperglycémiques selon les rapports
de Hanamura et al. (2006) et Hossain et al. (2007). Dans le méme contexte, les effets inhibiteurs
des polyphénols sur I’activité de I’enzyme 'a-amylase ont montré une relation structure-activite,
beaucoup de structures moléculaires influencant I'inhibition telles que : L'hydroxylation des
flavonoides améliore I'effet inhibiteur sur l'a-amylase ; la présence d'une liaison 2,3 insaturée
en conjonction avec un groupe 4-carbonyle a été associée a une inhibition plus forte; La
glycosylation des flavonoides a diminué I'effet inhibiteur sur I'a-amylase en fonction du site de
conjugaison et de la classe de la fraction sucre; La méthylation et la méthoxylation des
flavonoides ont manifestement affaibli 1’effet inhibiteur.etc (Jianbo et al., 2013). De ce fait,
nous supposant que la torréfaction a apporté des changements induisant I’inhibition de I’activité

de quelques polyphénols vis-a-vis les enzymes responsables de ladite maladie.
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7- Evaluation du potentiel antimicrobien des échantillons

Le principe de la technique de diffusion sur disque utilisée dans notre étude est inspire de
I’antibiogramme, il consiste a tester la sensibilité des souches bactériennes par la diffusion de
I’extrait sur le milieu solide dans une boite a Pétri, avec la création d’un gradient de
concentration entre le composeé et le microorganisme cible.

La sensibilité des souches se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour des

disques. Ainsi, ces derniéres seront qualifiées de sensibles ou trés sensibles, ou résistantes.

7-1- L’activité antibactérienne

Les résultats révélent que les quatre extraits étudiés ne présentent aucune activité inhibitrice
vis-a-vis les souches Gram+ et Gram- sélectionnées (figure 48). Ces résultats sont surprenants
du fait que la présence des composés phénoliques, d’une maniére générale, dans le café et son
marc est rapportée avoir un effet antibactérien, antiviral et anti-inflammatoire (De Souza et al.,
2004). Notre résultats est contradictoire avec les résultats de Franca et Oliveira, 2010 ayant
trouvé que I’extrait du marc de café a provoqué une activité inhibitrice vis-a-vis deux bactéries
Gram+ (Staphylococcus aureus et Listeria monocytogenes) et une levure (Candida albicans).
L’inhibition de la croissance a été attribuee, par les mémes auteurs, a la teneur elevee en
mélanoides. Dans le méme contexte, Jiménez-Zamora et al.(2015) ont stipulé que I’activité
antibactérienne et la quantité des mélanoides dans les extraits est dose-dépendante.

La discordance entre les résultats obtenus et ceux rapportés peut étre due au contenu en
composes phénolique pouvant varier selon I’espéce et le cultivar, le degré de maturation des
grains de café, les conditions de culture (pratiques caféiculturales utilisées, type de climat et
sol), le procédeé de torréfaction employé (fort, Iéger ou moyen), le mode de préparation de la

boisson et enfin selon la méthode d’extraction et d’analyse (Farah et Donangelo, 2006).
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Figure 49: Résultats négatifs de 1’activité antibactérienne des quatre échantillons.

7-2- L’activité antifongique

Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne en presence des différents echantillons
sont présentés dans le tableau 05. Il en ressort, en premier temps, que les deux huiles ne
possedent aucune activité inhibitrice vis-a-vis 1’agent phytopathogéne étudié. Le café et le marc
du café présentent, en revanche une tres faible activité inhibitrice variant de 1.05 a 8.5%.
L’activité inhibitrice la plus élevée (8.5%) est révélée a la plus grande concentration (16mg/ml)
pour le marc du café, tandis la plus faible est notée a la méme concentration avec un taux

d’inhibition estimé a 2.1% pour le café torréfié.

Tableau 05 : Pourcentage d’inhibition de la croissance de Fusarium oxysporum en

présence de différents échantillons

Echantillons 1mg/ml 2mg/ml 4mg/mi 8mg/ml 16mg/ml
C / / 1,05% 1,75% 2,1%
HC / / / / /
M / / 1,06% 3,18% 8,48%
HM / / / / /

C : Café ; HC : Huile du café ; M : Marc du café ; HM : Huile du marc

En absence des résultats comparatifs, nous émettons I’hypothése que le taux élevé des

composés phénoliques dans le marc comparativement au café torréfié pourrait étre la cause de
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telle activité. Sachant que nous ne pouvant pas attribuée une activité quelconque a la présence

de tel ou tel composant, mais la complexité, la conjugaison et I’interactivité¢ des structures

chimiques dans un extrait/huile est a ’origine de toute sorte de réaction.

Figure 50 : Résultats de I’activité antifongique (A : témoin négatif ; B : témoin positif)
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Le présent travail s’oriente vers une voie d’investigation et de caractérisation- jusque-la
n’a jamais entreprise en Algérie- de deux types de substrats, le café torréfié composé de 20%
Arabica (Cofea arabica) et 80% Robusta (Cofea canefora var. robusta) et le marc du méme
café récupéré de la cafétéria du C.R.Bt. L’objectif de notre travail est de mener une étude
comparative de ces deux substrats d’un c6té, d’autre coté. L’aspect socio-économique et
environnemental de notre travail de recherche est d’une importance majeure. Pour ce faire,
nous avons entrepris un travail multidisciplinaire en impliquant plusieurs domaines et
disciplines en commencant par une caractérisation chimique et phytochimique des deux
substrats a travers la détermination de leur taux en constituants primaires et secondaires. En
deuxieme lieu, une détermination de leur potentiel oxydatif, enzymatique et antimicrobien est
ainsi entreprise.

La caractérisation chimique du café torrefié et du marc de café révele une baisse de la
quantité de la majorité des composants cellulaire apres la préparation de la boisson. La
diminution du taux de ’humidité, des minéraux, des proteines et des lipides est tout a fait
logique du fait que tous les composants hydrophiles sont extraits par 1’cau chaude. Le taux
des sucres totaux est, en contrepartie, augmenté reflétant, par ainsi leur insolubilité dans 1’eau
chaude, la tendance inverse est enregistrée pour le taux en phénols totaux dont le contenu est
drastiquement augmenté dans le marc du café.

L’analyse phytochimique est ainsi une étape cruciale pour la valorisation des principes
actifs de nos substrats. Nous avons extrait les composés phénoliques du café et du marc de
café par sonication et par macération, respectivement. Les extraits obtenus sont analysés

guantitativement par spectrophotométrie UV-Visible pour leur teneur en phénols totaux, en

flavonoides et en tanins condensés en utilisant les méthodes de Folin-Ciocalteu, d’aluminium
nitrate et de vanilline en milieu acide, respectivement. Le taux des polyphénols est largement
supérieur dans le marc que dans le café (150.18 vs 37.04 ug EAG /mg), tandis que les teneurs
des flavonoides et les tanins condensés sont légerement baissés dans le marc comparativement
au café torréfié. La technique et les conditions d’extraction, la nature des composés
phénoliques présent dans les deux substrats (hydrophiles/hydrophobes) ainsi que le processus
de torréfaction pourraient justifiées les différences des résultats obtenus.

Les mémes substrats sont analysés gualitativement par HPLC, les chromatogrammes

montrent que le marc du café présente le profil le plus concentré en composés phénoliques
révélé par le nombre de pics le plus élevé, estimé a 19. Le profil obtenu pour I’extrait de café

torréfié est peu intense avec un nombre de pics estimé a 15. Les résultats obtenus sont dans le

j
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méme ordre que ceux obtenus par colorimétrie ou le marc du café semble étre plus concentré
en composés phénoliques que le café torréfié.

Dans un deuxiéme temps, I’évaluation des differentes activités biologiques a été faite pour
les extraits bruts du café torréfié et du marc de café ainsi que sur les huiles grasses de ces
derniers obtenues par hydrodistillation. De ce fait, I’évaluation de I’activité antioxydante des
extraits/huiles du café et de son marc a €té réalisée par differentes méthodes, a savoir, le
piégeage du radical libre DPPH", le piégeage du radical-cation ABTS' " et le test de réduction
du cuivre (CUPRAC). Les résultats révélent que 1’extrait du café torréfié suivi par celui du
marc présentent les activités antiradicalaires et antioxydantes significativement les plus
importantes (p < 0.0001) comparativement aux huiles dont ’activité est tantot absentes tantot
trés faibles comparativement aux standards. La composition chimique et phytochimique des
substrats pourraientt avoir un effet significatif sur leur capacité antioxydante. De plus,
I’activité antioxydante n’est généralement pas due a 1’action d’un seul composé mais aux
interactions entre plusieurs composeés, ces interactions peuvent exister dans un extrait pas dans

un autre, conduisant ainsi a cette différence d’activité entre les extraits.

L’évaluation du potentiel anti-Alzheimer de de nos extraits a révélé que tous les
échantillons testés dans notre étude ne présentent aucune activité vis-a-vis les enzymes
responsables de ladite maladie, a savoir le cholinestérase et le butyrylésterase. Cela pourrait
avoir soit un aspect quantitatif ou les quantités des composés responsables de telle activité
sont inférieures au seuil critique, soit un aspect qualitatif révélé par I’effet du processus de la
torréfaction sur la composition chimique et phytochimique du cafe.

En matiére de I’activité antidiabétique de nos échantillons en ciblant les deux enzymes
impligués dans la maladie, seules les deux huiles, celui du café et du marc de café possédent
une activité inhibitrice vis-a-vis 1’alpha-glucosidase avec des ICso égaux a 74,29 et 71ug/ml,
respectivement. En cotre partie, seules le café et les deux huiles présentent une activité
inhibitrice vis-a-vis I’enzyme a-amylase avec des 1C 50 égaux a 75,47, 24,14 et 75,47ug /ml,
respectivement.

L’¢étude du potentiel antimicrobien révéle que nos échantillons (extraits/huiles) présentent
une faible activité inhibitrice ou ne présentent aucune activité décelable vis-a vis les
microorganismes pathogénes testés. Ce qui pourrait étre attribué au contenu en composés
phénolique pouvant varier selon ’espéce et le cultivar, le degré de maturation des grains de

café, les conditions de culture (pratiques caféicultures utilisées, type de climat et sol), le

j



Conclusions générales et perspectives

procédé de torréfaction employé (fort, Iéger ou moyen), le mode de préparation de la boisson

et enfin selon la méthode d’extraction et d’analyse.

A notre niveau et a la lumiére de ces résultats, nous pouvons conclure que la méthode de
préparation du café (espresso) utilisée dans notre étude a influencé la composition chimique et
phytochimique du marc récupéré. Ainsi, le marc du café peut étre valorisé en tant qu’une
source importante et tres intéressante de composes naturels a usage biologique et
thérapeutique divers. Des tests complémentaires, tels que ceux de toxicité sont fortement
recommandés pour confirmer nos suggestions. Notre étude préliminaire nécessite d’autres
recherches plus approfondies comme les études in vivo et les analyses chimiques récentes
(HPLC-MS/MS, RMN...etc) afin de déterminer les molécules réellement responsables des
différentes activités. D’un point de vue comparative, d’autres études son d’importance
majeures, a savoir :

» L’étude de différents types de préparation de la boisson (percolation, infusion,
filtre...etc) afin de déterminer I’effet de chaque méthode sur la qualité organoleptique
de la boisson d’un c6té, et savoir le méme effet sur la qualité du marc récupéré,
d’autre coté.

» L’étude du café vert avant torréfaction comme un troisiéme substrat afin d’élargir le
champ d’interprétation des résultats.

> Etablissement des matrices de corrélation afin de retirer les parametres a influence

significative sur les différentes activités biologiques.
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Résumeés

Résumé

L’objectif de notre travail est porté sur I’étude de deux substrats algériens dont leur
caractérisation a I’échelle nationale est quasi-absente. Notre étude s’est focalisée, en
premier temps sur la caractérisation physico-chimique et phytochimique du café
torréfié et de son marc récupéré a partir d’une machine espresso. En deuxiéme lieu, une
évaluation du potentiel antioxydant, enzymatique et antimicrobien de leur
extraits/huiles est parallélement entreprise. Hormis la teneur en sucres totaux, tous les
constituants primaires (protéines, minéraux et matiéres grasses) sont diminués dans le
marc aprés la préparation de la boisson. La tendance inverse est enregistrée pour le taux
en phénols totaux dont le contenu est drastiqguement augmenté dans le marc du café. Ce
résultat est confirmé qualitativement par HPLC. L’évaluation de I’activité antioxydante
par les trois méthodes (DPPH, ABTS et CUPRAC) montre que I’extrait du café suivi
par celui du marc sont les plus puissants. Aucun de nos substrats (huiles/extraits) n’avait
une activité vis-a-vis la maladie d’ Alzheimer, tandis que les deux huiles détiennent une
activité inhibitrice contre les deux enzymes thérapeutiques responsable de 1’apparition
du diabéte. L’activité antimicrobienne vis- a-vis des microorganismes pathogénes de
nos échantillons est pratiguement faible et/ou absente. Vu son contenu élevé en
composés phénoliques, le marc du café peut étre valorisé en tant qu’une source

importante de composés secondaires a usage biologique et thérapeutiques divers.
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Abstract

The objective of our work is focused on the study of two Algerian substrates whose
characterization on a national scale is almost absent. Our study focused initially on the
physico-chemical and phytochemical characterization of roasted coffee and its marc
recovered from an espresso machine. Second, an evaluation of the antioxidant,
enzymatic and antimicrobial potential of their extracts / oils is undertaken at the same
time. Apart from the total sugar content, all the primary constituents (proteins, minerals
and fats) are reduced in the marc after the preparation of the brew. The opposite trend
is recorded for the total phenol content, the content of which is drastically increased in
coffee grounds. This result is qualitatively confirmed by HPLC analysis. The evaluation
of the antioxidant activity by the three methods (DPPH, ABTS and CUPRAC) shows
that the coffee extract followed by that of the marc are the most powerful. None of our
substrates (oils / extracts) had activity against Alzheimer's disease, while both oils have
an inhibitory activity against the two therapeutic enzymes responsible for the
appearance of diabetes. The antimicrobial activity against the pathogenic
microorganisms of our samples is practically low and / or absent.Because of its high
content of phenolic compounds, coffee grounds can be valued as an important source

of secondary compounds for biological and therapeutic uses.
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Résumé

L’objectif de notre travail est porté sur I’étude de deux substrats algériens dont leur
caractérisation a I’échelle nationale est quasi-absente. Notre étude s’est focalisée, en
premier temps sur la caractérisation physico-chimique et phytochimique du café
torréfié et de son marc récupéré a partir d’une machine espresso. En deuxiéme lieu, une
évaluation du potentiel antioxydant, enzymatique et antimicrobien de leur
extraits/huiles est parallélement entreprise. Hormis la teneur en sucres totaux, tous les
constituants primaires (protéines, minéraux et matiéres grasses) sont diminués dans le
marc aprés la préparation de la boisson. La tendance inverse est enregistrée pour le taux
en phénols totaux dont le contenu est drastiqguement augmenté dans le marc du café. Ce
résultat est confirmé qualitativement par HPLC. L’évaluation de I’activité antioxydante
par les trois méthodes (DPPH, ABTS et CUPRAC) montre que I’extrait du café suivi
par celui du marc sont les plus puissants. Aucun de nos substrats (huiles/extraits) n’avait
une activité vis-a-vis la maladie d’ Alzheimer, tandis que les deux huiles détiennent une
activité inhibitrice contre les deux enzymes thérapeutiques responsable de 1’apparition
du diabéte. L’activité antimicrobienne vis- a-vis des microorganismes pathogénes de
nos échantillons est pratiguement faible et/ou absente. Vu son contenu élevé en
composés phénoliques, le marc du café peut étre valorisé en tant qu’une source

importante de composés secondaires a usage biologique et thérapeutiques divers.
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L’objectif de notre travail est porté sur I’é¢tude de deux substrats algériens dont leur
caractérisation a 1I’échelle nationale est quasi-absente. Notre étude s’est focalisée, en premier
temps sur la caractérisation physico-chimique et phytochimique du café torréfié et de son
marc récupéré a partir d’une machine espresso. En deuxiéme lieu, une évaluation du
potentiel antioxydant, enzymatique et antimicrobien de leur extraits/huiles est paralléelement
entreprise. Hormis la teneur en sucres totaux, tous les constituants primaires (protéines,
minéraux et matiéres grasses) sont diminues dans le marc aprés la préparation de la boisson.
La tendance inverse est enregistrée pour le taux en phénols totaux dont le contenu est
drastiquement augmenté dans le marc du cafe. Ce résultat est confirmé qualitativement par
HPLC. L’évaluation de Dl’activité antioxydante par les trois méthodes (DPPH, ABTS et
CUPRAC) montre que I’extrait du café suivi par celui du marc sont les plus puissants. Aucun
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