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Résumé

Le caféier robusta Coffea canephora de la famille des Rubiacées, est un arbuste dont
les grains verts et torréfiés sont consommeés par une grande population du monde. Il
possede des propriétés biologiques et thérapeutiques diverses envers les maladies
cardio-vasculaires, les cancers, le diabete sucré de les maladies de neurodégénérative.
Le but de cette étude est de faire une comparaison phytochimique entre les grains
verts et torréfiés de C. canephora. A travers cette étude, nous avons mis en évidence
I’existence des polyphénols, des flavonoides et des tanins condensés. L’activité
antioxydante a été évaluée par plusieurs méthodes, la capacité antioxydante totale, le
test de piegeage du radical libre DPPH et le teste de réduction des ions de fer. Pour
’extrait des grains verts, les teneurs en polyphénols totaux (27,15 mg EAG/g MS), en
flavonoides (21,56 mg EC/g MS) et en tanins condensés (11,67 mg EC/g MS) sont
plus élevées comparées a celui des grains torréfiés. De méme, les grains verts
montrent une capacité antioxidante totale (20,22mg EAG/g MS ), un piégeage du
radical DPPH (Clso de 1,97 mg/ml) et une réduction de Fer (CEso de 0,6372 mg/ml)
plus importants. Ces résultats viennent confirmer le faite que la torréfaction affecte la
composition phénolique du café notamment en acides chlorogéniques, qui ont un

potentiel antioxydant.

Les grains verts de café peuvent étre exploités comme une source d’antioxydants qui
peuvent intervenir de maniére significative dans la prévention des maladies et le

développement de nouveaux médicaments a base d’antioxydants d’origine naturelle.

Mots clés : Coffea canephora, grains verts, grains torréfiés, activité antioxydante,

composés phénoliques, torréfaction.



Abstract

The robusta coffee tree Coffea canephora from the Rubiaceae family, is a shrub
whose green and roasted beans are consumed by a large population of the world. It
has various biological and therapeutic properties for cardiovascular diseases, cancers,
diabetes mellitus and neurodegenerative diseases. The objective of this study is to
make a phytochemical comparison between the green and roasted beans of C.
Canephora . Through this study, we have highlighted the existence of polyphenols,
flavonoids and condensed tannins. The antioxidant activity of the different extracts
has been evaluated by several methods. Total antioxidant capacity, the free radical
trapping test (DPPH) and Power iron reduction test. For the extract of green beans, the
contents of total polyphenols (27.15 mg EAG / g DM), flavonoids (21.56 mg EC / g
DM) and condensed tannins (11.67 mg EC / g DM) are higher compared to that of
roasted beans. Similarly, the green beans show a total antioxidant capacity (20.22 mg
EAG / g DM), a trapping of the DPPH radical (IC50 of 1.97 mg / ml) and a reduction
of Iron (EC50 of 0.6372 mg / ml ) more important. These results confirm the fact that
roasting affects the phenolic composition of coffee, in particular chlorogenic acids,
which have antioxidant potential.

Green coffee beans can be exploited like a source of antioxidants that can play a
significant role in disease prevention and the development of new antioxidant drugs

from natural sources.

Key words: Coffea canephora, green beans, roasted beans, antioxidant activity,

phenolic compound, roasting.
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INT@RDUCTION
GENERALE



Introduction générale

Le café est I’'une des boissons les plus populaires dans le monde entier, la
demande et la consommation de café est augmenté ces derniéres années, il a attiré une
attention, gréce a ses bienfaits pour la santé, de son aréme spécifique, et de son
amertume caractéristique du goQt (Liu et al., 2018).

Le café est un produit agricole précieux et une exportation importante dans le
développement de nombreux pays tropicaux, qui lui permet de représenter encore la
deuxiéme matiere premiére la plus échangée dans le monde.

Récemment, des études biologiques ont montré que la consommation de café
peut réduire le risque de diabete de type 2, du cancer colorectal, des maladies
cardiovasculaires. C’est une boisson dite psychoactive qui agit principalement sur le
systéeme nerveux. Donc, nous pouvons nous demander, si cette boisson est considéerée
comme un excitant, une drogue ou un médicament ? (Dong et al., 2017).

Dans le marché algérien, différentes marques du café sont disponibles. Ces
cafés sont composés principalement de deux types de café : Robusta et Arabica purs
ou un mélange de deux variétés. Des études antérieures ont montré que le Robusta,
I’une des espéces les plus populaires et les plus consommées dans le monde entier,
présente un arome moins développé, un golt plus amer et plus corsé que 1’Arabica
(Liu et al., 2018).

La valeur nutritionnelle et la saveur du café d’une part, et ses propriétés
toxicologiques de ’autre part, sont influencées par la torréfaction qui est a I’origine de
nombreuses réactions chimiques de dégradation entrainant la disparition de composés
initiaux thermosensibles et la formation de nouveaux composes (Dong et al., 2017).

L’objectif de notre étude est basé sur la comparaison de 1’étude phytochimique
ainsi que 1’évaluation, in vitro, de ’activité antioxydante d’extraits des grains verts et
torréfiés du café Robusta « Coffea Canephora ».

Notre travail englobe:

-Une étude bibliographique qui regroupe des données sur la plante, la torréfaction, le
stress oxydatif et les métabolites secondaires

-Le matériel et les méthodes utilisés dans ce travail qui porte sur I’extraction et la
quantification des composés phénoliques et I’évaluation de I’activité antioxydante par
trois méthodes (capacité antioxydante total, piégeage du radical libre DPPH et le
pouvoir réducteur de fer).

-Enfin, nous présenterons les résultats obtenus et la discussion.



Ce travail s’achéve par une conclusion générale qui résumera 1’ensemble du travail

réalisé.
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Partie bibliographique

Chapitre | : Présentation du café Robusta
1-1-Histoire du café en Algérie

Le café est la boisson la plus consommeée en Algérie, ce peuple consomment
annuellement plus de 4kg de café par personne, une consommation qui le place au

sommet de continent Africain.

Le café a connu une histoire trés mouvementée avant de devenir un breuvage
inconditionnel des Algériens, semblerait que cette boisson est originaire d'Ethiopie
plus précisement dans la région de Kaffa, ou il y a plusieurs légendes qui circulent sur
ses effets stimulants, la plus célébre version est celle d’un jeune berger qui aurait noté
que ses chévres étaient excitées aprés avoir mangé les feuilles et les fruits d’un
arbuste. Ensuite, il s'est répandu peu a peu au monde arabe grace aux pelerins
musulmans se rendant a la Mecque ou I’alcool était interdit par 1’islam par contre
«k’hawah» y rencontre un gros succes. Le café, par de ses propriétés stimulantes sur
I’organisme va étre le débat de plusieurs polémiques, la premiére qui date de
1511.Selon les autorités de la Mecque les cafétérias seraient des lieux débauches et
des contestations politiques. En Europe des prétres italiens jugeant que le café serait la

boisson des infidéles.

Retournat en Algérie le café aux épices est I’incontournable boisson chaude
d’El Mayda de ramadan avec tous ses ardbmes accompagnés souvent des gateaux au
miel, ce régal est préparé par I’'utilisation de plusieurs épices comme le clou de
girofle, cardamome, gingembre, poivre et la cannelle et la particularité de ce café
c’est qu’il ya des grains de sésames et des noix qui donnent vraiment de la

profondeur a ses ardbmes (Larbi, 2018).

1-2- Les origines

Le café Robusta, Coffea canephora, est indigéne d’Afrique occidentale
tropicale (Davis et al., 2006 ; Gomez et al., 2009). Représente environ 65 % de la
production de café du continent Africain, et 30% de la production et le commerce
mondial du café (Nemlin et al., 2009).Le Brésil est le plus grand producteur et
exportateur de cafe, et le deuxiéme plus grand producteur de Coffea canephora

(Ivogloet al.,2008). Mais ces derniéres années, le Vietnam, qui produit
5



essentiellement de Robusta, a dépassé le Brésil, I’Inde et L'Indonésie et devient le

plus grand pays du monde exportateur de café Robusta (Lim, 2012).
1-3-La botanique

Le café Coffea Canephora ou Robusta est plus robuste que Coffea Arabica,
car elle tolére des conditions pédologiques et climatiques moins favorables. Il est

cultivé a des altitudes beaucoup plus basses et plus chaudes (Lim, 2012).

Le caféier Robusta est un petit arbuste pouvant atteindre une hauteur de 3 a 6,5
meétres, avec des branches longues et flexibles. Ces feuilles sont de 20 & 35 cm de
longueur et 8 & 15 cm de largeur (photo 1). Les fleurs du Robusta fleurissent d’une
facon irréguliere (photo 2), le fruit est rond et rouge a maturité, les graines sont plan-
ovoide, de dimensions assez variables, mais généralement plus petites que celles
d’Arabica (Lim, 2012).

Photo 2 : Fleur de café Robusta (Lim, 2012).



La classification de CoffeaCanephora est comme suit (APGII1) 2014 :

Régne : Plantae

Division : Angiospermae
Classe : Dicotyledonae
Sous-classe : Euasteridsi
Ordre : Gentianales
Famille : Rubiaceae
Sous-famille : Ixoroideae
Genre : Coffea

Espéce : canephora

Genre espece : Coffeacanephora

1-4-La structure de la graine de café

Le fruit mdrit au bout de 10 a 11 mois (Lim, 2012). Il a une cosse, ou
exocarpe, avec des nuances allant du jaune au rouge (figure 1). Le mésocarpe est une
pulpe charnue et facilement amovible, composée principalement de glucides, tels que
le glucose, le fructose et la pectine. La couche de pectine, également connue sous le
nom de mucilage, contient des protéines, des graisses, des minéraux lipidiques, des
tanins, des polyphénols et de la caféine. L'endocarpe ou parchemin est une couche de
polysaccharide semblable a un papier mince, jaunatre et facilement déchiqueté
compose principalement de lignocellulose. La couche entourant le haricot est le
tégument, également appelé peau d'argent. Elle est composée de polysaccharides, tels
que la cellulose et les hémicelluloses, ainsi que des monosaccharides, des protéines et

des composés phénoliques ayant une activité antioxydante (De Melo Pereira et al.,

2020).



Figure 1 : la structure du fruit de la graine du caféier (De Melo Pereira et al., 2020).

1: sillon central. 2: grain de café (endosperme). 3: peau du grain (tégument). 4:
parchemin (endocarpe). 5: couche de pectine. 6: pulpe (mésocarpe). 7: peau du fruit

(exocarpe)
1-5-La composition des grains du café Robusta

Le caféier Robusta donne des grains jaunes a brunes (photo 3) Les grains de
café renferment plus d'une centaine de constituants tels que des matiéres azotées ou
des tanins condensés solubles, peuvent comprendre 0,8% a 2,8% de la peau et de la
pulpe de Coffea Arabica et Coffea Canephora, avec des niveaux plus élevés observeés
chez Coffea Canephora. Prés de la moitié de la matiere seche du grain de café vert
(non torréfié) est constituée de glucides. Le saccharose s'est avére étre le glucide
dominant dans le café vert avec une concentration allant jusqu'a 60 mg / g (moyenne
= 45 mg / g) dans les grains de Robusta. On trouve également 7,1% d'acide
chlorogénique a une puissante antioxydante, les lipides totaux 16%, les acides
aminés, et une concentration de 2,26 g / 100g de caféine. De plus le café est riche en

vitamines et minéraux tels que le potassium, le calcium et le magnésium (Lim, 2012).

La composition chimique moyenne des grains de café verts et torréfiés est

donnée dans le Tableau 1.



Tableau 1 : Composition de grain de café vert et torréfié du café Robusta (en

pourcentage de la matiere séche) (Houessou, 2007).

Composants Café Robusta
Vert Torreéfié

Caféine 1.7-4.0 1.2-2.6
Trigonelline 0.3-1.0 0.1-1.2
Acides aliphatiques 1.0-2.0 1.0-4.6

dont acide quinique 0.4 1.0
Acides chlorogéniques totaux 7.0-12.0 0.2-4.6
Oligosaccharides 5.0-7.0 0.0-3.5

dont saccharose (ou sucrose) 4.0 0.0
Polysaccharides totaux 37.0-47.0 -
Protéines 11.0-14.0 13.0-15.0
Acides aminés libres 2.0 0.0
Lipides totaux 8.0-13.0 8.3-16.0
Minéraux 3.5-4.5 4.6-5.0

dont potassium
Eau 5-12 0-5

Photo 3 : Les grains verts du café Robusta (Lim, 2012).



1-6- Les effets du café sur I’organisme

1-6-1-Les effets sur le systéme nerveux central

En réalité, la caféine ne représente que 2,4% d’un Robusta, malgré cette faible
proportion, la caféine demeure la substance la plus remarquable du café si I'on
consideére ses effets sur I'organisme (Lim, 2012).En effet, elle est capable comme
d'autres substances qui sont considérées comme des drogues, telles que I'alcool ou la
nicotine, de traverser la barriére hémato-encéphalique.

La caféine est un alcaloide de la famille des méthylxanthines, qui agit comme

psychostimulant. Mais les intoxications graves a la caféine sont rares, peu décrites,
avec un taux de mortalité de 50 % pour des doses supérieures a 10 g (Dusart, et
al,.2015).
D’apres Lim, (2012) a découvert que les cafés torréfiés sont riches en antioxydants
lipophiles et en lactones d'acide chlorogénique et pourraient protéger les cellules
neuronales contre le stress oxydatif, en inhibant les voies de signalisation ERK1/2 et
JNK.

1-6-2-Les effets sur le systéme cardiovasculaire
La caféine agit comme antagoniste compétitif des récepteurs de l'adénosine.
Elle accroit la libération d'adrénaline ce qui peut entrainer une accélération du rythme
cardiaque (Dusart, M et al., 2015).

L’étude de Lim en 2012, sur les effets antihypertenseurs et du mécanisme des
acides chlorogéniques, a déclaré que la consommation alimentaire de CGA pourrait

étre un moyen de prévention et un traitement d'hypertension artérielle.

1-6-3-Les effets sur le reste de I’organisme
Les acides chlorogéniques présents au café seraient efficaces pour réduire la
pression artérielle, I'inflammation systémique, le risque de diabéte de type 2 grace
aune proteine de transfert lipidique de Coffea Canephora s'est inhiber I'activité de la
a-amylase chez les mammiferes.et I'agrégation plaquettaire, ainsi que le cancer. Dans
de nombreuses études sur des modéles animaux et in vitro, le kahweol / cafestol s'est
révélé protéger contre les effets mutagénes / cancérogénes de plusieurs agents

cancerigénes tels que les amines hétérocycliques (Lim, 2012).
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Chapitre 11: Deffet de la torréfaction sur quelques propriétés
phytochimiques du café robusta

2-1-Introduction

La torréfaction est un procédé qui consiste a traiter les grains de café vert par
la chaleur séche a des températures supérieures a 180-200 °C, tout en permettant au
café d’acquérir 1’essentiel de ses propriétés godt, arome et couleur, par le biais de la
réaction de Maillard (Fujioka & Shibamoto, 2008).

Les résultats d’étude de Hecimovié et al.,, (2011), ont été révelés que les
antioxydants phénoliques naturellement présents dans le café sont fortement dégradés
pendant le processus de torréfaction. Cette diminution des composés polyphénoliques
est associée a la dégradation de I'acide chlorogénique, qui influence la capacité
antioxydante du café torréfié. Cependant, la teneur en antioxydants et I'efficacité du
café torréfié peuvent étre maintenues, voire ameliorées, par la formation de composeés
ayant une activité antioxydante, tels que les produits de réaction de Maillard. Certains
dérivés de polyphénols, tels que les phénylindanes formés lors de la torréfaction,

présentent une activité antioxydante trés élevée (Hecimovi¢ et al., 2011).

2-2- La réaction chimique du café durant la torréfaction

Sous l'effet de la chaleur, certaines composantes disparaissent tandis que
d'autres se combinent. Cette transformation chimique en chaine a été découverte par
deux chimistes Maillard et Strecker.

-La réaction de Maillard :

La réaction de Maillard est I'ensemble des interactions résultant de la réaction
initiale entre un sucre réducteur et un groupement aminé sous I’effet de la chaleur,
quiva amener une caramélisation. Cette caramélisation se caractérise par le
changement de la pigmentation et a pour effet de donner au café tous ses arémes. Elle
peut aussi donner naissance a des composés cancérigenes et réduire la valeur
nutritionnelle des aliments en dégradant des acides aminés essentiels et le saccharose.
La température, le temps, la teneur en eau ainsi que la concentration et la nature des
précurseurs influencent cette réaction (Machiels D., Istasse L. 2002).

On peut subdiviser la réaction de Maillard en trois étapes principales (figure 2) :
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Etape 1

Etape 2

Etape 3

Sucres réducteurs +acides aminés

Base de Schift

I

Aldosylamine

!

Produits des réarrangements de Amador et Heyns

!

Formation de hétérocycles

'

Réactions de polyménsation {mélanoidines)

Figure 2 : Principales étapes de la réaction de Maillard (Machiels D., Istasse L.

2002).
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Chapitre 111 : Stress oxydatif et métabolites secondaires

3-1-Introduction

Elément indispensable & notre vie, & notre développement, & notre capacité
d’adaptation est 1’oxygene. Il est également a 1’origine de toxicité, d’acidité,
d’altération au travers du stress oxydant. De nombreuses molécules biologiques
(lipides, protéines, glucides, acides nucléiques) peuvent étre « oxydées » par les
especes radicalaires générées lors d’un stress oxydant (Durand, D et al., 2013).Une
consommation riche en antioxydants, par une alimentation équilibrée, est associée a la
prévention des nombreuses maladies dégénératives de nos sociétes modernes
caractérisees par le stress, le tabagisme, la sédentarité. L’augmentation de 1’apport
nutritionnel en antioxydants visera donc essentiellement a prévenir ces maladies
(Koechlin-Ramonatxo, C. 2006).

3-2-Le stress Oxydant

Au sein de l’organisme, il existe un équilibre entre production d'especes
réactives de I’oxygene (ERO) et capacité antioxydante intracellulaire conduisant ainsi
a une bonne régulation de 1’état redox des cellules (Durand, D et al., 2013).Le stress
oxydant est une circonstance anormale que traversent nos cellules ou un de nos tissus
lorsqu’ils sont soumis a une production, endogene ou exogene, de radicaux libres
0xygénés qui dépassent leurs capacités antioxydantes (Favier, A. 2006).

La production d’ERO peut étre faible et de courte durée, dans ce cas la
réponse antioxydante est suffisante pour assurer un retour rapide a un équilibre redox
de la cellule (figure 3). En revanche, lors d’agression plus intense et prolongées, la
production d’ERO est supéricure a la capacité antioxydante, dans ce cas ce
déséquilibre prolongé conduit a une situation de stress chronique comme c’est le cas
dans de nombreuses pathologies (diabéte, cancer, pathologies articulaires, les

maladies cardiovasculaires...) (Durand, D et al., 2013).
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Figure 3 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, A.
2006).
3-3-Les radicaux libres
Il s’agit d’un atome ou d’une molécule neutre ou chargé qui posséde un
électron célibataire sur son orbite externe. Des intermédiaires réactionnels tres
réactifs, instable et de durée de vie trés courte.
La production de radicaux libres est largement physiologique, Ils proviennent de la
chaine respiratoire, du NADPH, I’activité de la xanthine oxydase, les enzymes de la
voie de I’acide arachidonique (lipooxygénase, cyclo-oxygénase), les enzymes du
réticulum endoplasmique lisse (cytochrome P450) et du peroxysome (Durand, D et

al., 2013).Les principales especes radicalaires centrées sur 1’oxygéne sont les

suivants :
02" Radical superoxyde
HO2 Radical perhydroxyle
‘OH Radical hydroxyle
ROO’ Radical peroxyle
RO’ Radical alkoxyle

D’apres (Durandetal., 2013), les ERO peuvent oxyder un substrat selon trois

modes d’action :

o arrachement d’un électron, ex.:. °OH + Fe* SFe** + OH ;
* arrachement d’un atome d’hydrogene sur un substrat organique RH,

ex.. °OH + RH—R® + H>O (réaction qui a lieu au cours de la lipoperoxydation);
+ addition sur une double liaison, ex.: °OH + >C=C<—> °C-C(OH).
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Et parmi les cibles majeures de ’ERO : L’ADN, qu’il soit nucléaire ou
mitochondrial. Les radicaux O2% et OH® provoquent des Iésions de I’ADN. Ceux-Ci
peuvent entrainer la modification des bases puriques et pyrimidiques. Ces altérations
structurales lorsqu’elles ne sont pas réparées entrainent a long terme des altérations
géniques : cassures chromosomiques, mutations, délétions, amplifications, a I’origine
d’un dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéique (Koechlin-Ramonatxo,
2006).

3-5-Les antioxydants

Un antioxydant est une substance capable méme a faible concentration
d’inhiber I’oxydation d’un substrat (Berger, 2006). Notre organisme est équipé de
tout un systeme complexe de défenses antioxydantes enzymatiques et non
enzymatiques, localisé dans les compartiments intra et extracellulaire. Durand et al.,
(2013) ont classé les antioxydants selon leur origine, les antioxydants endogénes de
type enzymatique sont plutét impliqués dans la neutralisation des ERO et les
antioxydants non enzymatiques d’origine exogeéne. Ce sont des donneurs de proton ou

d’¢lectron (figure 4).

| |
Endogénes Mutritionnels
| |
| | | |
Enzymatiques = Non enzymatiques Lipophiles Hydrophiles
* SuperOxyde o Glytathion (GSH) * Vitamine E = Polyphénols
UI:TTlL:' (50D) ’ émfﬁﬁlﬁl * Vitamine A = Vitamine C
* Lilutathion e : # Caroténoides  Olisodléments (Se
Peroxydase (GPy) | * Coenzyme Q10 UIETOTEs ; UI|5__=TLJ|:nu:|m~[5:L.
. e T Ac. urique n..etc
r Catalase (CAT) E ;1"“' Lrique -
. te ...
ki ...

Figure 4 : Différentes sources d’antioxydants dont dispose 1’organisme pour répondre

aux situations de stress oxydant(Durand, D et al., 2013).

D’aprés Berger; (2006), le mécanisme d’action des antioxydants peut étre direct ou
indirect, en tant que partie de la structure d’enzymes et/ou cofacteurs d’enzymes
antioxydantes, comme dans le cas des éléments traces. Les mécanismes les plus

fréquents sont :
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- L’interruption de la spirale oxydative (vitamines C et E, NADPH, glutathion) ;
- La prévention des dégats par la mise a disposition d’¢lectrons (céruloplasmine,
vitamine C, superoxydedismutase, GSHPX) ;

- La réparation des molécules de DNA (Zn, acide folique, niacine).
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Matériel et méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de recherche
des produits naturels (LAPRONA), Département de Biologie, Faculté des sciences de

la nature et de la vie (SNV) et sciences de la terre et de 'univers (STU), Université

Abou BekrBelkaid-Tlemcen.
Cette étude comporte deux volets :

- Une quantification de quelques classes phénoliques dans les deux extraits des
grains verts et torréfiés de café Robusta,

- Une évaluation de ’activité antioxydante de ces mémes extraits.
1-Matériel
-Matériel végétal

Les graines vertes et torréfiées de café Robusta, ont été fournies par la société
Boulila situé a Nedroma. Il s’agit de graines importées du Vietnam et stockées au

niveau de cette méme société.

Photo 4: Grains verts et torréfiés de café Robusta (Coffea Canephora).

2-Méthodes
2-1-Préparation des extraits

Aprés le raffinage du matériel végétal, deux extraits ont été préparés par
décoction a I’aide de 100ml d’eau pour 10g de grains verts et un autre 100ml d’eau
pour 10g de grains torréfiés a 230°C pendant 15 min. Les deux préparations subissent
par la suite une macération a température ambiante pendant 4h, on filtre, les filtrats

ont été évaporé a sec dans une étuve a 40°C.
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Décoction Macération Filtration Extraits secs
Photo 5 :Les étapes de la préparation des extraits du café Robusta.

Le rendement en extrait sec apres évaporation est calculé selon le rapport suivant :

Rdt% = (P1-P2/P3)100

P1 : poids de ballon aprés évaporation.
P2 : poids de ballon avant évaporation (ballon vide).

P3 : poids de matiére végétale de départ.
2-2-Dosage des composés phénoliques
2-2-1-Dosage des polyphénols totaux
e Principe

La méthode la plus utilisée pour I’évaluation quantitative des composés
phénoliques dans les extraits est basée sur I’oxydation de ces composés par le réactif
de Folin-Ciocalteu. C’est un mélange de complexes d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et I’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Cette oxydation entraine
la formation d’un nouveau complexe bleu qui absorbe a 750 nm. Ce dosage est
effectué par la comparaison de la densité optique observée a celle obtenu par un

étalon d’acide gallique de concentration connue (Boizot et al., (2006).

e  Mode opératoire
Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par (Vermerris
et Nicholson, (2006).Un volume de 100 pul de I’extrait est mélangé avec 2 ml d’une
solution de carbonate de sodium a 2% fraichement préparée, le tout est agitée a 1’aide
d’un vortex. Aprés Smin, une prise de 100 ul du réactif de Folin-Ciocalteu est ajoutée
au mélange. Aprés 30 min d’incubation a température ambiante, la lecture est

effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre a 750 nm.
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Une courbe d’étalonnage est réalisée par I’acide gallique a différentes concentrations
(0 a 500 ug/ml) dans les mémes conditions de travail que les extraits. Les reésultats
obtenus sont exprimés en milligramme équivalant acide gallique par gramme de la

matiére végétale seche (mg EAG/g MS).

2-2-2-Dosage des flavonoides totaux

e Principe
La quantification des flavonoides est faite selon une méthode colorimétrique
décrite par (Dewanto et al., (2002)) basée sur 1’oxydation des flavonoides par deux
réactifs incolores, le nitrite de sodium (NaNOz2)et le chlorure d’aluminium (AICls).
Elle entraine la formation d’un complexe brunatre qui absorbe a 510 nm. Ce dosage
est effectué par la comparaison de la densité optique observée a celle obtenue par un

étalon de catéchine de concentration connue.

e  Mode opératoire

Une prise de 250 pl d’extrait diluée est additionnée de 75 pl d’une solution de
NaNO2 a 5%. Apres incubation de 6 min a température ambiante, 150 ul d’une
solution de chlorure d’aluminium (AICI3) & 10% fraichement préparée sont ajoutés au
mélange. Aprés 5 min de repos a température ambiante, 500 ul de soude (NaOH, 1M)
sont apportés au mélange. Et le volume final est porté a 2,5 ml avec de ’eau distillée.
La lecture est effectuée contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 510 nm.
Une courbe d’étalonnage est réalisée par la catéchine a différentes concentrations (0 a
500 pg/ml) dans les mémes conditions que les extraits. Les résultats obtenus sont
exprimés en milligramme équivalant catéchine par gramme de la matiére séche (mg
EC/g MS).

2-2-3-Dosage des tanins condensés

e  Principe
Les tanins condensés se dépolymérisent en présence d’acide sulfurique, et par
réaction avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge,

mesurables a500 nm par spectrophotomeétrie.

e  Mode opératoire
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Une prise de 50 pl d’extrait est ajoutée a 3ml de vanilline a 4% et 1,5 ml
d’acide sulfurique concentré. Aprés homogénéisation, le mélange est incubé a
température ambiante pendant 15 min. L’absorbance est mesurée contre un blanc a
500 nm. Les teneurs en tanins condensés déterminées en se référant a une gamme
étalon de catéchine (0 a 500 pg/ml), sont exprimées en milligramme équivalent

catéchine par gramme de la matiére seche (mg EC/ g MS) (Sun et al.,1998).

2-3-Etude de P’activité antioxydante

2-3-1-Capacité antioxydante totale

e Principe
Cette méthode est basée sur la réduction du molybdéne (V1) en molybdéne (V)
par D’extrait de plante. Cette réduction induit & pH acide, la formation du complexe

phosphate/Mo (V) de couleur verte qui absorbe a 695 nm.

e Mode opératoire

Une prise de 100 ul d’extrait est combinée dans un tube avec 1ml de solution
composée d’acide sulfurique (0,6 N), de phospahte de sodium (28 mM) et de
molybdate d’ammonium (4 mM). Aprés incubation a 95°C pendant 90 mn et un repos
de 6 mn a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 695 nm contre un blanc
contenant du méthanol a la place de 1’extrait.

Comme pour les polyphénols totaux, 1’activité antioxydante totale est exprimée en
milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de la matiére séche (mg EAG/
gMS) (Prieto et al., 1999).

2-3-2-Piégeage du radical DPPH

e Principe
Le DPPH’ (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus
utilis€é pour 1’évaluation rapide et directe de ’activité antioxydante en raison de sa
stabilité en forme radicale libre et la simplicité de 1’analyse. La capacité de réduction
du DPPH est déterminée par la diminution de son absorbance maximale a cette

longueur d’onde, induite par les antioxydants existants dans les extraits (figure 5).
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Ceci se traduit par le changement de coloration du violet au jaune (Haddouchi et al.,
2016)
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Figure 5: Forme réduite du radical DPPH

e Mode opératoire
Le protocole expérimental suivi est celui d’Atoui et al. (2005) : Un volume 50
ul de différentes concentrations des extraits, est ajouté a 1950 ul d’une solution
méthanolique de DPPH" a 6.34x10° M (0.0025 g dans 100 ml méthanol). Pour
chaque concentration un blanc est préparé. Le contrdle négatif est préparé, en
paralléle, en mélangeant 50 ul du méthanol avec 1950 ul d’une solution méthanolique

de DPPH’ a la méme concentration utilisée.

Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante, la
réduction du DPPH’ s'accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur
jaune de la solution. La lecture des absorbances est effectuée a 1’aide d’un
spectrophotometre & 515 nm. Le témoin positif utilise est le butylhydroxyanisole
(BHA). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés suite a la
diminution de I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule :

Pl = (D.Otmoin — D.Oextrait / D.Otemoin) x 100

PI : pourcentage d’inhibition.

D.O témoin : absorbance du témoin négatif.

D.O extrait : absorbance de I’extrait.

L’¢étude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition

(Clsp). Une valeur de Clsg faible correspond a une grande efficacité de 1’extrait.
2-3-3-Pouvoir reducteur du fer

e Principe
Cette technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a
réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+) par les antioxydants présents dans
I’extrait végétal. Le pouvoir réducteur de fer est déterminé selon la méthode décrite
par Oyaizu(1986).
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e Mode opératoire

Un volume de 1 ml de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec
2.5 ml de tampon phosphate 0.2 M a pH 6.6 et 2.5 ml d’une solution de K3Fe(CN)e a
1% (m/v). Le mélange obtenu est incubé pendant 20 mn a 50°C, puis 2.5 ml d’acide
trichloracétique a 10% (m/v) sont ajoutés pour arréter la réaction. Apres
centrifugation a 650 g pendant 10 mn a température ambiante et 2.5 ml du surnageant
sont additionnés de 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml de FeCls a 0.1% (m/v). La lecture
de I’absorbance se fait a 700 nm contre un blanc. En paralléle le butylhydroxyanisole
(BHA) a différente concentration a été utilisé comme contréle positif dans les mémes
conditions opératoires. Les résultats permettent de calculer la concentration efficace
(CEso), concentration de 1’extrait correspondante a une absorbance égale a 0.5,

obtenue par I’interprétation de la courbe de régression linéaire (D.O = f ([ ])).
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Résultats

1-Les rendements des différents extraits

Les résultats des rendements obtenus et les caractéristiques des différents

extraits de coffea robusta sont représentés dans le tableau 2.

Tableau 2 : Rendements et caractéristiques des différents extraits des coffea robusta

Extraits Masse (g) Aspect Couleur Rendement%  Solubilité
Café Robusta 1,3728 poudre vert 13,728 Eau-distillée
vert (CRV)

Café Robusta 1,6373 poudre  marron 16,373 Eau-distillée

torréfié (CRT)

2-Dosage des composés phénoliques
2-1-Polyphénols totaux

Les résultats obtenus pour le dosage des polyphénols sont exprimés en
milligramme équivalent acide gallique par gramme de la matiére séche (mg EAG/g
MS) en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée

par I’acide gallique (Figure 6) : y=0,0015x-0,0091, et le test a été realisé en trois fois.

0.9 -+
0.8 - y =0.0015x - 0.0091
0.7 - R?=0.9996

Absorbance a750nm

0 T T T T T 1
0.1 100 200 300 400 500 600

Concentration en pg/ml

Figure 6 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique
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Les résultats des taux en polyphénols pour les deux extraits de coffea robusta
sont représentés dans la figure 7. Nous avons obtenu une valeur de 27,15mg EAG/g
MS dans I’extrait de café vert et 25,34 mg EAG/g MS dans I’extrait de café torréfie.
Selon les valeurs enregistrées nous avons remarqué que le café vert est le plus riche en

polyphénols.

27.15

275 -
27
26.5 -
26 | 25.34

255 A

mg EAG/g MS d'extrait

245 A

24 T T

CRV CRT les extraits

Figure 7 : Teneurs en polyphénols pour les deux extraits de coffea robusta
2-2-Flavonoides totaux

Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoides totaux sont exprimés en
milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiere seche (mg EC/g MS) en
utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par la

catéchine (Figure 8) y=0,0027x+0,0059, et Le test a été réalisé en trois fois.

1.6 -

1.4 - y =0.0027x + 0.0059
R?=0.9999
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Figure 8 : Courbe d’étalonnage de la catéchine
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Les résultats des taux en flavonoides pour les deux extraits de coffea robusta
sont représentés dans la figure 9. Nous avons obtenu une valeur de 21,56mg EC/g MS
dans I’extrait de café vert et 13,35mg EC/g MS dans I’extrait de café torréfie. Le café

vert est le plus riche en flavonoides totaux.
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Figure 9 : Teneurs en flavonoides totaux pour les deux extraits de coffea robusta

2-3-Tanins condensés

Les résultats obtenus pour le dosage des tannins condensés sont exprimés en
milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiére séche (mg EAG/g MS)
en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par la

catéchine (Figure 10) :y=0.0003x+0,0010. Le test a été réalise en trois fois.
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage de la catéchine
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Les résultats des taux en tanins pour les deux extraits de coffea robusta sont
représentés dans la Figure 11.Nous avons obtenu une valeur de 11,67mg EC/g MS
dans I’extrait de café vert et 10,05mg EC/g MS dans I’extrait de café torréfie. Ce qui

montre que le café vert renferme un taux plus élevé en tanins que le café torréfie.
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Figure 11 : Teneurs en tanins condensés pour les deux extraits de coffea robusta

3-Etude de Pactivité antioxydante
3-1-Capacité antioxydante totale

Les résultats de la capacité antioxydante totale sont exprimés en milligramme
équivalent acide gallique par gramme de la matiere seche (mg EAG/g MS) en utilisant
I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par 1’acide

gallique (Figure 12) y=0,0015x-0,0091. Ce test a été réalisé en trois fois.
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Figure 12 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Les résultats des taux de capacité antioxydante totale pour les deux extraits de
coffea robusta sont représentés dans la figure 13. Nous avons obtenu une valeur de
20,22mg EAG/g MS dans I’extrait de café vert et 15,49 mg EAG/g MS dans I’extrait
de cafe torréfie. Selon les valeurs enregistrées nous avons remarqué que le café vert a

une capacité antioxydante totale plus que le café torréfie.
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Figure 13 : Teneurs de capacité antioxydante totale pour les deux extraits de coffea
robusta
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3-2- Piégeage du radical DPPH

Nous avons étudié I’activité antioxydante des extraits verts et torréfiés du café
robusta afin de localiser I’extrait qui présente le plus d’activité. Les valeurs des
densités optiques obtenues ont permis de calculer les Pl et de tracer des courbes
(Pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations), ayant une allure
lingaire. A partir de ces courbes, nous avons déterminé la valeur de Clso de chaque

extrait, et ce test a été réalisé en trois fois.
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Figure 14 :Evolution des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction
de différentes concentrations de BHA
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Figure 15 : Evolution des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction de I’extrait des grains verts et torréfiés de coffea robusta
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Nous constatons que le pourcentage d’inhibition augmente avec
I’augmentation de la concentration et a partir des équations des régressions linéaires
des graphes représentés dans les figures 14 et 15 nous avons calculé les Clso des
extrais de coffea robusta. Les valeurs des Clso du BHA et les extraits du café vert et

torréfié sont représentées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Résultats des valeurs d’Clso des différents extraits de coffea robusta

Extraits BHA Café Robusta vert Café Robusta torréfié
(CRV) (CRT)
Clso(mg/ml)
0,2615 1,97 2,4178

D’aprés les valeurs obtenues nous avons remarqué que 1’extrait du café vert
présente une Clso inférieure a celle de I’extrait du café torréfie ce qui fait il a une

activité antioxydante importante que le café torréfié.

3-3-Réduction du Fer : FRAP

Les valeurs des densités optiques obtenues qui ont été réalisés en trois fois, ont
permis de tracer des courbes pour chaque extrait. Les résultats représentés sur les
figures 16 et 17 nous ont montré que la capacité de réduction est proportionnelle a
I’augmentation des concentrations utilisées. Les valeurs obtenues pour les extraits de

coffea robusta sont comparées a celle de BHA

1.6 ~

1.4 - y =5.7206x + 0.0204
R?=0.9966

Absorbance a 700nm

O T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

concentration en mg/ml

Figure 16 : Evolution des absorbance du fer réduit par le BHA

31



1.8 +
16 - y=0.7576x + 0.0172
' R?=0.9970
£ 1.4 -
= 12 y = 0.6403x + 0.0353
S R? =0.9965
P ] 1
Q
(8]
S 038
2 - CRT
o 0.6
o
< 04 —4-CRV
0.2
0 T 1
0 0.5 1 1.5 2 2.5
concentration en mg/ml

Figure 17 : Evolution des absorbance du fer réduit par 1’extrait des grains verts
ettorréfiés de coffea robusta

Selon les valeurs de la CEsonous remarquerons que les extraits des grains verts
et torréfiés sont supérieurs a celui de BHA, du méme que les extraits des grains verts
sont relativement inferieurs par rapport aux extraits des grains torréfiés. Les valeurs

de CEsp ont présenté dans le tableau 4.

Tableau 4 : CEsg des différents extraits de coffea robusta

Extraits BHA Café Robusta vert Café Robusta torréfié
(CRV) (CRT)
CE=o
0,0837 0,6372 0,7257
(mg/ml)
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Discussion

Notre étude rentre dans le cadre de la recherche de I’influence de la
torréfaction sur les polyphénols antioxydants. Nous nous sommes intéresses aux gains
verts et torréfiés du café Robusta « Coffea Canephora », une espece est tres connue
dans le monde entier.

Nous avons dans un premier temps préeparé, par décoction de 15min (sous reflux)
suivie d’une macération de 4h, deux extraits aqueux des grains verts et torréfiés.
L’extrait de grains de café torréfié¢ a un rendement plus élevé (16,37%) que celui de
grains de café vert (13,72%). D’apres Farah et al, (2006), il a été rapporté que la
dégradation des acides phénoliques conjugués lors de la torréfaction, provoque
l'augmentation des autres acides phénoliques libres, tels que les acides caféique et

férulique.

L’estimation des teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins
montre que I’extrait de grains verts est plus riche en ces composés par rapport a
I’extrait de grains torréfiés. Nos valeurs sont proches de celles déterminées par
Mellouk et al, (2014) sur le marc d’un mélange du café Robusta et Arabica par la
méthode de Folin Ciocalteu qui ont trouvé des teneurs en composés phénoliques
totaux de I’ordre de 28 mg EAG /g pour un extrait préparé par Soxhlet, et 30 mg EAG
/g pour I’extrait préparé par décoction. Les polyphénols sont connus comme des
composés thermolabiles. De nombreuses études ont démontré que le procédé de
torréfaction conduit a la destruction de ces métabolites secondaires, en particulier
I'acide chlorogénique, qui est un polyphénol majoritaire du café (Belguidoum et al,
2014).

L’effet de la torréfaction sur les teneurs en composés phénolique nous a
poussés a rechercher 1’activité antioxydante par trois méthodes. Le café vert a montré
une capacité antioxydante totale plus importante que celle du café torréfié, avec les
valeurs respectives de 20,22 mg EAG/g MS et 15,49 mg EAG/g MS.

Les grains du café vert « CRV » ont un pouvoir de piégeage du radical DPPH
plus intéressant par rapport a ’extrait des grains de café torréfi¢ « CRT » (ICso CRV =
1,97 mg/ml et ICso CRT = 2,4178 mg/ml), mais qui reste plus faible que celle du
standard BHA (ICso = 0,2615 mg/ml).La capacité des extraits a réduire le Fer est aussi
plus importante pour I’extrait des grains verts (EC50=0,6372 mg/ml) par rapport a
celui des grains torréfiés (CEs0=0,7257 mg/ml) et elle est légérement plus importante
que celle du BHA (CEso=0,837 mg/ml). Par contre, Vignoli et al, (2011) ont trouve
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une capacité a réduire le Fer plus importante (CEso= 0,0262 mg/ml) que la notre dans
un extrait éthanolique d’un mélange du café Robusta et Arabica torréfie.

Une étude a était effectuer en Cote d’Ivoire par Nemlin et al., (2009) a montré
que le café vert provenant d’Abengourou a présenté des teneurs en acide
chlorogénique élevés ce qui explique sa richesse en antioxydants. Les différences
trouvées peuvent étre expliquées par les différentes réactions chimiques et les
modifications physiques qui se produisent lors de la torréfaction.

D’aprés Adriene et al., (2013), lors de la torréfaction des graines, une partie
des acides chlorogéniques qui contribuent également aux propriétés antioxydantes est
transformeée en d'autres substances qui se forment au cours de ce processus et qui sont
liées a la couleur et a la saveur du café. Cette transformation diminue le potentiel
antioxydant des graines vertes. Moreira et al, (2017) confirment que les teneurs de
café Robusta vert en CGA (9,397 £ 0,346 g/100 g)est plus importante que celle de
café Robusta torréfié (3,029+0,192 g/100 g).

L’activitée antioxydante est en corrélation avec les teneurs en composés
phénoliques (polyphénols, flavonoides et tanins). Ces derniers peuvent étre
responsables de l’activité antioxydante et ont la capacité a céder un proton pour

réduire le DPPH et de libérer un électron pour réduire le fer (Haddouchi et al., 2016).
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Conclusion

La phytothérapie est la science qui ne cesse de s’étendre de nos jours pour ses
vertus thérapeutiques. En effet, son importance s’accentue dans le domaine de la santé
publique grace a la diversité biologique des plantes medicinales, qui sont liées a un
grand nombre de molécules bioactives synthétisées par la plante comme des agents
médicinaux tels que les antioxydants.

Les antioxydants, utilisés pour prévenir les dommages oxydatifs causés par les
radicaux libres, sont tres présents dans divers domaines tels que I’alimentation et la
médecine. Ainsi, les recherches sur les activités antioxydantes des plantes sont
rapidement devenues un champ actif de la pharmacologie moderne.

Dans ce contexte, ce travail a pour but d’étudier les composés phénoliques et
I’évaluation des propriétés antioxydantes des grains du café Robusta (coffea
Canephora), vert et torréfié.

A la lumiere des résultats obtenus nous avons pu conclure que :

- La torréfaction avait une influence significative sur les paramétres de notre étude :
les rendements massiques et les teneurs en composés phénoliques (Polyphénols
totaux, Flavonoides et tanins).

- Nous pouvons dire que les grains de café vert possedent une activité antioxydante
plus élevée par rapport aux grains de café torréfié. Les valeurs respectives obtenues
sont :

e 20,22mg EAG/g MS et 15.49mg EAG/g MS pour la capacité antioxidante
totale ;

e Des CI50 égales a 1,97 et 2,41mg/ml vis-a-vis du radical libre DPPH ;

e Des CE50 égale a 0,63 et 0,72 mg/ml pour la réduction du Fer.

Ces résultats ne sont qu’un premier pas dans la recherche des molécules
biologiquement actives. Pour cela, nous envisageons de nombreuses perspectives :

e Elargir le panel des tests d’activité antioxydante par 1’utilisation d’autres
méthodes d’évaluation in vitro et in vivo ;

o Identifier les molécules actives par des méthodes spectrophotométriques et
chromatographiques ;

e Exploiter ces molécules en biotechnologie (industries agroalimentaires et
pharmaceutiques) en remplacant les antioxydants synthétiques qui sont
néfastes pour la santé humaine.

e Enfin, il est primordial d’étudier la cytotoxicit¢ de ces molécules afin de

confirmer ou d’infirmer 1’activité attribuée a cette plante.
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