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La Parche est la couche la plus interne du péricarpe et constitue la coque
qui enveloppe le grain de café.
L’objectif visé par notre étude, consiste de déterminer in vitro la cytotoxicité des
extraits éthanoliques de la parche seche de café, et plus précisément leur toxicité
hémolytique, pour le but de la valorisation des matiéres résiduelles du café.
Ce parche subis a une extraction par macération (éthanol) pour obtenir I’extrait
éthanolique. Le rendement d'extraction de la parche séche de café était
d'environ 5%.
L’étude de la toxicité vis-a-vis les érythrocytes a montré un taux d’hémolyse
¢élevé d’ordre de 62 %, en présence de 1’éthanol préparée par macération a une
concentration de 500ug/ml. Alors que, pour des concentrations plus faibles de
I’ordre de 30,14ug/ml, nous avons enregistré des taux d’hémolyse qui ne dépasse
pas les 7%.

Mots clés :parche seche de café, toxicité hémolytique, les érythrocytes .
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bstract

The Parchment is the innermost layer of the pericarp and constitutes
the shell which envelops the coffee bean.
The objective of our study is to determine in vitro the cytotoxicity of ethanolic
extracts from coffee parchment, and more precisely their hemolytic toxicity,
for the purpose of recovering residual coffee matter.
This parchment undergoes a maceration extraction (ethanol) to obtain
the ethanolic extract. The extraction yield of the dry coffee parchment is
approximately 5%.
The study of the toxicity with respect to erythrocytes has shown a high
hemolysis rate of around 62%, in the presence of ethanol prepared by maceration
at a concentration of 500 pg / ml. Whereas, for lower concentrations of the order
of 30.14 pg / ml, we have recorded hemolysis rates which do not exceed 7%.

Key words: dry coffee parchment, hemolytic toxicity, erythrocytes.
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Introduction

Depuis des siecles, le café est I’'une des principales denrées alimentaires
d’origine agricole échangée sur les marchés internationaux, et le deuxiéme bien de
consommation échangé dans le monde, derriére le pétrole et avant le charbon, la
viande, le blé et méme le sucre (Khalid. K ; 2010). Le mot « café » désigne le grain
et la cerise du caféier, qu’il s’agisse de café en parche, de café vert ou de café
torréfié, et comprend le café moulu, le café decaféiné, le café liquide et le café
soluble (Journal officiel de I’Union européenne, 2008).

Lors de la préparation du café, il y’a des déchets ou bien des sous-produits de
café qui restent non exploités. Ces déchets ou sous-produits sont une grande
source de pollution et peuvent causer un probléme écologique important. Depuis
la moitie du dernier siécle, des études et des efforts ont été entrepris pour la
recherche de méthodes en vue d’utiliser les déchets du café comme matiére
premiere pour la production d’aliments, caféine, vinaigre, boissons, biogaz,

enzymes pectiques, pectine et compost.

La parche de café constitue la coque qui enveloppe le grain de café. Elle est
considérée comme un déchet apres la récupération des grains de café. Cependant,
certaines études montrent que la parche de café contient des composés fonctionnels
tels que des fibres alimentaires, des polyphénols et d’autres antioxydants (Esquivel
et Jiménez, 2012 ; Murthy et Naidu, 2012). Pour la valorisation de ce déchet, il est
essentiel d’identifier non seulement les composés chimiques présents dans la parche
de café mais aussi d’évaluer leur toxicité¢ et de déterminer la NAOEL afin d’éviter
toute altération fonctionnelle humaine ou animale). A T'origine, il n’existe pas de
définition pour la notion de toxique puisque le degré de toxicite d'une plante dépend
de la dose « c’est la dose qui fait le poison (Paracelse 1493 1551) > (Richel, 2004).

Dans cette optique, notre travail de Master a pour objectif de déterminer in
vitro la cytotoxicité des extraits éthanoliques de la parche séche de café, et plus
précisément leur toxicité hémolytique .Le modele des globules rouge a été choisi car
ces dernicres sont parmi les cellules les plus utilisées dans 1’évaluation de la toxicité
a cause de leur disponibilité, et la facilité de leur surveillance au cours de la lyse
cellulaire grace a la libération de I’hémoglobine (Situ et Bobek, 2000) . Ainsi, notre

étude entre dans le cadre de la recherche de composés naturels a activité biologique.
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Introduction

Nous nous sommes intéressés a la parche de café dans le but de valoriser les matieres

résiduelles du café.
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Généralité sur la parche de café

« Les aliments sompbres comme (e cafe, le
CAOCOLaAl, Sont souvent dssociés d des notions
comme (e (uxe. Ces supstances dowvent érre

tres anciennes et chiargées de sens »

Margareth Visser




Chapitre I Généralités sur la parche de café

| -1 Présentation de caféier

Le caféier est un arbuste tropical cultivé pour ses drupes contenant les graines
de café. Il appartient au genre Coffea et a la famille des Rubiacées, posséde des
feuilles blanches simples de petite taille, tubuleuses et réguliéres portent par une
courte tige. La floraison des caféiers de la méme zone se produisent au méme
moment. Généralement, il pousse dans les zones inter tropicales. Il prend un aspect
boissonnant, d'une hauteur de 5 a 12 meétres selon I'espéce ; il est taillé a environ 3
meétres. Sa durée de vie est généralement de 20 a 50 ans. Leurs fruits changent de
couleurs parfois rouge ou violet jusqu'a devenir jaune et brun a maturité, contiennent
deux noyaux minces ayant une face aplatie, semblables a des cerises (d'ou leur
appellation cerises de café) (Justin koffi, 2007). La figure 01 représente la structure

du fruit de la graine de cafier.

: Sillon central

: Grain de café (endosperme)
: Peau du grain (tégument)

: Parchemin (endocarpe)

: Couche de pectine

: Pulpe (mésocarpe ou mucilage)

~N o oA W N P

: Peau du fruit (exocarpe)

Figure 01 : Structure du fruit de la graine du caféier
(Droling, 2005)

Parmi les 80 espéces de variétés de caféier, seules deux espéces principales
sont généralement utilisées et commercialisées, il s'agit de Coffea arabica (Arabica)
et Coffea canéphora (Robusta).
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Chapitre | Généralités sur la parche de café

Généralement, I'Arabica est cultivé dans les zones inter tropicales alors
que, Robusta préfére les régions chaudes et humides (Farah et al., 2006).

Figure 02 : Exemple d’une culture de caféier (Coffea arabica. Dorling, 2005)

| -2 Historique et origine du caféier
| -2-1 Etymologie

Le caf€ tire son nom du mot arabe ‘Qahwah’ qui signifie vin (dénomination
d'une boisson fermentée réalisée a partir de feuilles de café, de miel et d'eau), ensuite
en turc nominalis€¢ en ‘qahve’ puis “’cavée’’ en italien. En France, le caféier est

apparu sous le nom de ‘café’ en 1600 (Khalid K .,2010).
| -2-2 Historique

Le caféier est d'origine d’Ethiopie, nombre de légendes circulent concernant
la découverte des effets du fruit du caféier sur les chévres d'un berger kaldi, qui, un
jour remarqua une excitation particuliére de ses chévres aprés l'ingestion de baies.
Etonné, il gouta a son tour de ces fruits et devenu, lui aussi agité que son troupeau.
Ramenant ces baies au village, il les fit tester aux habitants et I'effet stimulant de ces
fruits leur permit a tous de rester éveillés pendant de longues heures (Vantal, 1999).
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Chapitre I Généralités sur la parche de café

La diffusion de la culture et les plantations du café commencent vers XII éme siécle
du Yémen, il est appelé Khawah (Michelle et al., 2013).

En 1685, Philippe Dufour16, un marchand d'épices, écrivait dans tous les
endroits du monde, je ne crois qu'il y en ait d'autre qui fabrique le Café que
I"Yémen... Il croit dans des vastes Campagnes tirant vers le Midi, sans culture, et
point du tout ailleurs. Etant cueilli, on I'apporte & Moka, & Louyaya, et autres ports de
mer, qui sont le long de la mer Rouge, ou on le charge sur de petites barques pour
Djeddah...la on I'embarque, sur des Vaisseaux et sur des Galéres, qui sont
ordinairement destinées pour ce transport, jusqu'a Sués (Suez), port de mer a la téte
de la mer Rouge, éloigné du Caire d'environ vingt & deux lieues, ou I'on en
transporte toutes les années sur des chameaux. Outre cela, il en vient... par la
Caravane qui retourne de Médine avec les Pélerins du Prophete, qui en chargent
aussi quatre ou cing mille sur des Chameaux pour porter a Damas et a Alep (Chantel,
2015).

A partir du 16eéme siecle, sa consommation s’est apparue dans le monde
musulman, se répond d'abord dans 1’ Arabie Saoudite (la Mecque) puis s’introduit en
perse puis en 'Egypte, en Afrique du Nord, en Syrie et en Turquie. A cette époque, le
café restait encore inconnu en Europe. Ensuite, le café fit son apparition a partir de
1600 en Europe ou s'ouvrent de nombreuses maisons de café, a partir de cette époque
le café est devenu une boisson courante en Europe et sa popularité n’a fait que croitre

par la suite.

Le premier appareil domestique pour la préparation du café a été inventé en
1691 a Naples- Italie : il s’agit de la célebre cafetiére napolitaine. Dés 1615, il était
consommé a Venise (ou est le Café Florian, fondé en 1720, le plus ancien d'ltalie
encore en activité) en provenance d'Egypte (Jean Costentin., 2010). L'implantation
du caféier dans la zone Amériques/Caraibes remonte au début du XVIlléme siécle ou
il fut planté pour la premiere fois sur I'lle de la Martinique par I'officier francais de
Clieu. Dans le méme temps, un spécimen de caféier issu de plantes préalablement
introduites a Java (Indonésie) fut amene en Guyane néerlandaise. De la, sa culture se
répandit a travers toute la zone tropicale et subtropicale de I'Amérique latine (Costa

Rica - 1779, Colombie - 1794, Mexique - 1796) qui finit par devenir le fournisseur,
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Chapitre I Généralités sur la parche de café

presque exclusif de café a I'exportation durant les XVIIléme et X1Xéme siécles.
(INFOCOMM, 2016).

Aujourd'hui, presque toute la production de café provient d'’Ameérique
Centrale, du Brésil et des zones tropicales d’Amérique du sud et de fagon trés

confidentielle.

Il se consomme sous des formes trés variées, que ce soit le café filtre
classique, I’expresso, le café au lait ou des variétés plus exotiques, est devient donc

le plus consommé apres 1’eau et le thé (FAO, 2008).

| -3 Le café en Algérie

L’Algérie, comme de nombreux pays consomme une importante quantité de
café par an, avec une enveloppe avoisinant les 180 millions de dollars/an.

Cette somme permet a I’ Algérie d’importer environ 120 000 tonnes de café et
la place a la téte du peloton des pays importateurs et consommateurs du café en

Afrique. Cette situation particuliérement liée a nos traditions de consommation et au

fait que notre pays n’est pas producteur de cette culture industrielle (Sami r, 2006).

Sur le plan pratique, 1’Algérie a importé 74 120 tonnes de café d’une valeur
totale de 132, 48 millions de Dollars en 2018 du Vietnam, le café Arabica et Robusta
représentaient plus de 85% de la valeur totale des importations.

Outre le Vietnam, la Coéte d’Ivoire, I’Indonésie, le Brésil et 1’Italie sont
également les principaux fournisseurs de café a 1’ Algérie (Arezki Benali, 2019).

Il existe en Algérie 20 usines de traitement de café instantanées, d’une
capacité totale de 75 280 tonnes par an, sans oublier des centaines de petites
installations de traitement d’une capacité totale d’environ 70 000 tonnes par an. Il y a
lieu de noter que I’ Association de protection et d’orientation du consommateur et de
son environnement (APOCE), envisage de faire des analyses du café moulu vendu en
Algérie pour s’assurer du respect des normes de santé fixées par les pouvoirs publics

(Younes, 2019).

I -3-1 Fabrication de café a Tlemcen
L’histoire des Cafés GAOUAR a commencé depuis 1860, en Algérie et
plus précisément a Tlemcen. Outre son activité de torréfacteur, la famille Gaouar,
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a travers le fils Mounir, s’investit dans la recherche scientifique sur la culture et la
production du café. Mounir prit la direction en 1912.

Celui-ci avec I’aide d’un ami, Arslan, mit au point la combinaison
d’aromes qui allait assurer le succés de la marque Gaouar, un essai qu’allait
transformer son fils Mustapha qui décida d’implanter la marque au Maroc, en
1956. D’Oujda a Casablanca - Maroc, le café Gaouar devient une marque de
renommée mondiale, d’ou I’idée de fonder « I’Institut Mustapha GAOUAR »
(Mounir, 2009).

I -4 Compositions du café

Le café est une boisson trés riche en substances biologiquement actives. Sa
composition dépend de I'espéce, de la variété, des conditions climatiques, des méthodes
de culture, du degré de maturation, des baies, des procédés de préparation (dépulpage,
déparchage) et de traitement industriel (torréfaction) des grains de café (Michelle et al.,
2003). Parmi ces substances :

| -4-1 La Caféine

La caféine est une base purique des méthylxanthines. On le trouve également
dans de nombreuses espéces végetales telles que : le cacao, le cola, les feuilles de
thé, gagna. Elle est présente naturellement dans les grains de café et plus exactement
dans la pulpe de café a une concentration d'environ 1,3% de poids sec (Pandey et al.,
2000).

Est un alcaloide ayant des propriétés pharmacologiques grace a son effet
stimulant et leur activités antibactériennes et antifongiques (Kumar et al., 1995 ;
Almeida et al., (2012).

La caféine possede un golt amer mais ne représente que 10% de I'amertume
totale du café (Chabaud, 2010).

La teneur en caféine dans une tasse varie selon I'origine et la composition du
mélange, les méthodes de préparation et la dose de mouture (Mccusker et al., 2006).

I-4-2 Les protéines, les glucides et les lipides
Les glucides représentant environ 50% de la matiére seche du café, ils sont

devisés en deux groupes : les glucides solubles, on trouve parmi eux, les
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monosaccharides sous forme de mannose 45% suivi de galactose, 25% et en dernier
lieu le glucose, 17% ainsi que les oligosaccharides et les polysaccharides du type
lignine en 2%. S’ajoute les glucides insolubles des parois végétales et sont
représentés principalement par : 1’hémicellulose et le holocellulose.

Lors de la torréfaction les glucides généralement participant a la réaction de
Milliard (Oostervald et al., 2003).

Les protéines sont estimees entre 8% a 13 % de la composition de la matiere
seche des grains de café vert.

Histologiquement, les lipides sont localisés dans deux compartiments
différents du grain de café a l'intérieur de I'endosperme (huile de café) et sur la face

externe ou ils rentrent dans la composition de cire (Debry, 1993).

I -4-3 Les vitamines

Selon I’estimation de certains auteurs, (Scalbert et al., 2009), une tasse de
café de 250 ml peut contenir de nombreux éléments nutritifs dont les vitamines,
certains sont dégradées lors de la torréfaction comme les vitamines B1 et C, le reste
est exprimé en mg /ml : 400 a 1200 mg de vitamine B3, 2 mg de vitamine B2, 80 mg
de B5 et 0,6 mg de B6.

| -4-4 Les minéraux

Les grains de café vert contiennent plusieurs minéraux. Ces derniers sont
exprimés en pourcentages de la matiére séche, dont le principal est le potassium
(1,63 - 2%), suivi du magnésium (0,16 - 0,31%), des sulfates (0,13%), du calcium
(0,07 - 0,035%) et du phosphate (0,13 - 0,22%). Les graines renferment aussi le fer,
le zinc, le silicium, 1I’aluminium et le cuivre sous forme de traces. La majorité des
minéraux sont hydrosolubles et qui peuvent passer en boisson lors de la préparation
(Bastian,2006).

| -4-5 Les polyphénols

Le terme polyphénol ou composés phénoliques remplace I'ancien terme de
tanin végétal (Sarni-M et et al., 2006). Les composés phénoliques sont des
métabolites secondaires.lls jouent un rdle important dans la structure et de protection
des plantes contre les bio- agresseurs extérieurs tels que les agents pathogenes
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(Scalbert et al., 2005). Ils possédent un ou plusieurs cycles benzéniques portant une
ou plusieurs fonctions hydroxyles (Sarni-M et et al., 2006).

Geénéralement, les polyphénols sont présents dans le thé, le raisin, I'huile
d'olive, le café, le chocolat, les arachides et autres fruits et legumes (Parisi et al.,
2014). Le café est la premiere source en polyphénols (36,9 %), avant le thé (33,6 %),
le chocolat (10,4 %) et les fruits et légumes (7,4 %). D’ailleurs, une tasse de café
renferme 200 a 550 mg de polyphénols : acides chlorogénique, caféique et quinique,
les lignanes, les tanins, les flavonoides et les coumarines (Natella et Scaccini, 2001).

Les poly phénols ont une multitude d’activités biologiques grace a leurs
structures chimiques. Ils possedent des propriétés antiprolifératives, antivirales et
immunostimulantes. Ils sont aussi considérés comme des antioxydants qui protégent
les cellules de I’organisme contre le stress oxydatif. Ils sont impliqués dans la
prévention de nombreuses maladies telles que : les maladies chroniques et
neurodégénératives, 1’athérosclérose, les maladies vasculaires, le diabéte type II, le
cancer, 1’Alzheimer, le Parkinson. De méme, les polyphénols jouent un rdle de
modulateur sur certaines enzymes et leurs activités. (Li ., 2014).

De plus, ils ont une activité sur le systéme sanguin en empéchant la formation
de plaques d’athérome au niveau artériel, et inhibent 1’agrégation plaquettaire
impliquée dans les thromboses, améliorent le fonctionnement de 1’endothélium
artériel (Michel., 2008). Le café possede aussi certaines caractéristiques
organoleptiques dont I’amertume, 1’acidité et la couleur dus aux polyphénols formés
lors de la torréfaction. (Bastian., 2006).
| -4-5-1 les flavonoides : L‘ensemble des flavonoides, qui possédent une origine
biosynthétique commune, ont un élément structural de base en C15 (C6-C3-C6).
Selon le degré d‘oxydation du noyau central, qui peut étre ouvert ou fermé, les
flavonoides peuvent-étre regroupés en neuf classes distinctes : chalcones, aurones,
flavones, isoflavones, flavonols, flavanones,flavane-3-ols flavane-3,4-diols et
anthocyanes. Dans la plante, ils sont trés souvent liés avec des sucres, on parle alors
d‘hétérosides constitués d‘une partie phénolique aglycone ou génine associée a un
sucre. La liaison glycosidique pouvant étre de type C-O-C ou de type C-C. D autres
types de liaisons se retrouvent fréquemment chez les flavonoides comme des

sulfatations ou des prénylations(Bruneton, 2008 ; Macheix et al., 2005).
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I -4-5-2 Alcaloides : Le terme alcaloides provient de « Alkaly-like » ; alcaly
signifiant : soude, like signifiant apparence (Bruneton, 1987). Les alcaloides sont
des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des plantes et
qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique, avec un

degré variable de caractere basique (Harborne et Herbert ; 1995).

| -4-6 Autres composants
Le caféier renferme aussi d’autres composés actifs tels que : les mélanoidines, les
alcools, les diterpénes et les polyphénols (I'acide chlorogénique, caféique quinique, connus

pour leurs effets anti oxydants qui peuvent lutter contre le stress oxydatif (Nordqvist, 2016).

| -5-Les déchets ou sous-produits de I'industrie du café

Chaque année, la consommation et la production du café augmente et par
conséquent, la production de résidus du café augmente (Kondamudi et al., 2008).
Les déchets de l'industrie de ’agriculture et de production du café engendre plusieurs
résidus : la parche, la pellicule argenté et le marc de café en derriére lieu (Bressani,
1978).

Les cerises de café sont traitées par deux voies, soit par voie séche ou par
voie humide. Dans le cas de traitement par voie humide, les déchets restants sont la
pulpe, le mucilage et la parche (perchemin) (Houessou, 2007)

| -5-1 Présentation de la parche

Parchemin ou endocarpe, c'est la partie qui sort de coquille et enveloppe les
féves de café (grains de café qui sont présentes dans les cerises) a l'intérieur du fruit.
Elle est dure, mince et posséde une texture scléreuse, généralement elle est enrobee
par une partie trés visqueuse appelée le mucilage ou pulpe (Justin Koffi, 2007).

La parche du café est considéré comme un déchet solide généré par le
traitement du café. Le procédé humide comporte plusieurs étapes : déparchage,
dépulpage et décorticage. La premiére étape sert a séparer les enveloppes (parche,
pulpe, coque) de grains de café et de donner la parche comme un principal produit et
la pulpe en tant que sous-produit suivie d’une étape de fermentation, le mucilage est
éliminé puis lavé, ensuite la parche est séchée au soleil. Aprés le séchage, la peu de

parche mécaniquement decortiqué se détache facilement ( Nadim et Célia,2004).
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I -5-2 Compositions de parche

Selon (Pietinenet al., 1990 ; Viani 1993), la parche de café est riche
essentiellement en hémicellulose et en lignine, mais il existe aussi d’autres composés
tels que : le potassium, le magnésium et d’autres minéraux qui ont fait 1’objet de
nombreuses études sur leur utilisation en tant qu’élément fertilisant en agriculture ou

dans divers domaines.

Le tableau -01 présente ces éléments :

Tableau -01 : Composition de la parche du café (Pietinenet al., 1990 ; Viani 1993)

Composé chimiques Quantité (g/100g de matiére seche)
Hemicellulose 53.96
protéine 1.25
lignine 32.96
Phosphore 0.1
Potassium 2.75
Azote 2.74
Calcium 1.14
Magnésium 0.30
pH 7.49
C/N 18.50

*CIN (rapport carbone et azote)
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I -5-3 Valorisation de parche

La production du café permet de générer des quantités assez importantes de
déchets ou sous-produits qui peuvent étre exploités dans de nombreux domaines
(ICO, 2007).

La parche de café considéré comme un engrais présente un effet bénéfique
sur les eéléments fertilisants du sol ainsi que sur les rendements en fruits et légumes
(Pino et Godefroy, 1973)-.

Ce composant peut enrichir les caractéristiques chimiques du sol et améliorer
les niveaux des composés minéraux de sol (Pino et Godefroy, 1973).

Ainsi, les composants résiduels de parche constituent des éléments fertilisants
en matiere organique tel que 1’azote minéral, le potassium, le magnésium, le
phosphore qui peuvent étre augmente le taux des composants minérales du sol
(Debry,1995).

Certaines études ont été réalisés pour avoir le teneur en éthanol qui existe
dans la parche du café, A cet égard (Gouvea et al., 2008) indique par ces résultats
que la parche de café posséde un excellent potentiel de production d'éthanol.

Il a éte possible aussi de noter une amélioration des niveaux de production
d'éthanol par l'utilisation des micro-organismes et les nutriments et par I'hydrolyse
enzymatique (Gouvea et al., 2008). (Olivera et al., 2009) ont rapporté que I'ajout de
glucose a 20% et 35% permet de développer et de sentir un arébme d'ananas puissant,
ces mémes auteurs ont détecté une faible odeur de banane.

Une étude a été réalisée pour déterminer 1'action de 1’apport de parche du café
sur la nutrition et les rendements d’un bananier. Les résultats de cette étude ont
démontré que l'utilisation de parche du café pour la culture du bananier devrait étre
considérée davantage pour le rendement agronomique (Pino et Godefroy, 1973).
(Olivera et al., 2008) ont utilisé des enveloppes de café non traitées en tant que
biosorbants potentiels pour le traitement des eaux contaminées, le bleu de méthyléne

était le modele coloré dans une étude d'adsorption en discontinu.

De plus, en raison de ses avantages pour I’environnement, les parches du café
peuvent étre briler dans un génerateur de gaz et a partir de ce dernier il est possible

de produire de la chaleur et de 1’électricité (Belitz et al., 2009)
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Chapitre II Généralités Sur La Toxicité Et L’hémolyse

I1 -1 Notion de toxicité

La toxicologie est I’étude des substances toxiques et, plus précisément,
I’identification et I’évaluation quantitative des conséquences néfastes lies a

I’exposition a des agents physiques, chimiques ou de toute autre nature.

Elle fait appel, tant pour ses connaissances que pour sa démarche de
recherche ou ses méthodes, a la plupart des sciences biologiques fondamentales, aux
disciplines médicales, a 1’épidémiologie et a divers domaines de la chimie et de la
physique. Elle s’étend de la recherche fondamentale sur le mécanisme d’action des
agents toxiques a la mise au point et a I’interprétation de tests normalisés permettant

de caractériser les propriétés toxiques de ces agents.

Elle fournit a la médecine et a 1épidémiologie des informations
indispensables pour comprendre 1’étiologie et établir le lien entre les expositions, y

compris professionnelles, et les pathologies observées.

La toxicologie peut étre scindée en spécialités : toxicologie clinique,
toxicologie médico-légale, toxicologie fondamentale et toxicologie réglementaire,
étre présentée selon les organes cibles (par exemple, immunotoxicologie,
toxicogénétique) ou encore selon ses objectifs (recherche, expérimentation et
évaluation du risque) (Ellen K. Silbergeld, 2000).

Il -2 Les types de toxicité

L’homme est constamment exposé a une toxicité soit aigue soit subaigiie ou
encore chronique (Bismuth et al., 1987). La toxicité est classée en trois formes
essentielles : la toxicité aigue, la toxicité a court terme (subaigiie ou sub-chronique)
et la toxicité chronique. (Viala et Botta, 2005). Le tableau 1 résume les différentes

formes d’intoxication.
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Tableau n°2 : Formes d’intoxication (commission de la santé et sécurité de travail,
Québec .2004)

FORME FREQUENCE DUREE DE
D'INTOXICATION | D’ADMINISTRATION j UEXPOSITION

AIGUE Unique < 24 heures
SUBAIGUE Répétée < 1 mois
SUBCHRONIQUE Répétée de 1 & 2 mois
CHRONIUE  Répétee = 3 meis

Il -2-1 Toxicité aigue

Elle se manifeste rapidement, voire immédiatement, apres une prise unique
ou a court terme aprés plusieurs prises rapprochées. C’est 1’étude qualitative et
quantitative des phénomenes toxiques qu’il est possible de rencontrer apres
administration unique de la ou des substances actives contenues dans le médicament
(Ruckebusch, 1981).

La toxicité aigue désigne tous les effets nocifs et les signes adverses qui se
manifestent juste apres I’exposition de I’organisme a une prise unique ou plusieurs
prises trés rapprochées d’un agent chimique. Les effets toxiques aigues surviennent
généralement immédiatement ou dans les premiers jours aprés I’exposition (Le
Blanc, 2010).

Le terme toxicité orale aigué est plus souvent utilisé en liaison avec les
déterminations de la Iétalité et de la DL50.

La DL50 est définie comme la dose déeterminée statistiquement qui,
lorsqu'elle est administrée dans un test de toxicité aigué, est susceptible de causer la

mort de 50% des animaux traités sur une période donnée (Oliver, 1986).
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Il -2-1-1 La dose létale (DL50)

Bien que la DL50 soit un outil utile pour classer les substances en fonction de
leur degré de toxicité, elle présente certaines limites. Il ne peut pas étre considéré
comme une constante biologique en raison de sa variabilité. Il fournit moins
d'informations sauf les fonctions physiologiques : examens biochimiques et
histopathologiques sont incorporés a l'essai. Pour I'évaluation du comportement
pharmacocinétique et de la biodisponibilité, le test DL50 ne donne que des résultats
semi-quantitatifs et souvent ambigus (Zbinden et Flury-Roversi, 1981).

Cependant, l'estimation de la valeur DL50 pourrait encore fournir des
informations  précieuses sur la toxicité dun composé et actuellement
I'Environnemental Protection Agency (EPA) des Etats-Unis et d'autres organisations
internationales recommande [l'utilisation d'un test pour estimer la DL50 (OECD,
2001). Le tableau 2 représente la classification des produits chimiques selon leurs

toxicités.

Tableau n°3 : Classification des produits chimiques selon leurs toxicités (Hodge et
Sterner, 1943)

Classes de toxicité : Echelle de Hodge et Sterner

DLso orale (rat) Indice de toxicité

Jusqu'a 1 mg/kg 1 = extremement toxique
De 1 a 50 mg/kg 2 = hautement toxique

De 50 a 500 mg/kg 3 = moderément toxique
De 500 a 5 000 mg/kg 4 = |égerement toxique
De 5000 a 15 000 mg/kg 5 = presque pas toxique
Plus de 15 000 mg/kg 6 = relativement inoffensif
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Il -2-2-Toxicité subaigtie

La toxicité subaigué concerne les effets nocifs dus a la répétition de doses qui
ne produisent pas d'effets toxiques immédiats. Des effets tardifs peuvent survenir a
cause de lI'accumulation du produit dans les tissus ou a cause d'autres mécanismes
(OCDE, 1979).

La substance a tester est administrée quotidiennement a différents niveaux de
dose a plusieurs groupes d'animaux. De maniére générale, au moins trois groupes
d'essai et un groupe témoin doivent étre utilisés (OCDE, 2008).

Differe de la toxicité aigue par le fait qu'une proportion significative de la
population peut survivre a 1’intoxication, bien que tous les individus aient présente
des signes cliniques a court terme sur des organes cibles, parfois réversibles et
découlant de I’absorption répétée du toxique, mais a des doses plus faibles que celle

de la toxicité aigue (Ramade, 1979).

Il -2-3- Toxicité subchronique

Certains produits chimiques ont un mécanisme de toxicité différent selon
qu’ils sont administrés a dose unitaire ¢levée ou de manicre répétée a dose plus faible
quoique toxique.

Lorsqu’on donne une forte dose unitaire, le sujet peut ne plus étre en mesure de
detoxifier et d’excréter le produit chimique et réagir différemment que si on lui

administrait des doses répétées plus faibles (Philip G. Watanabe, 2000).

>
Tf)xiztggé?;éitérée pendant plus de 28 jours et moins de 90 jours (Lauwerys et
al., :

>
Elle résulte de I’administration d’une substance pendant une période allant de

14 jours a 3mois (exposition répétées pendant un temps limité) (commission
de la santé et sécurité de travail, Québec, 2004).

11 -2-4- Toxicité chronique

Le but d'une étude de toxicité chronique est de déterminer les effets d'une
substance d'essai, chez une espece de mammifére donnée, a la suite d'une exposition
prolongée et répétée (OCDE, 1979).
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La substance d'essai est administrée quotidiennement a plusieurs groupes
d’animaux d’expérience a des doses progressives, en général pendant une période de
12 mois. Cette durée est assez longue pour permettre aux effets de toxicité cumulée
de se manifester, tout en évitant les effets perturbateurs des changements liés au
vieillissement (OCDE, 2009).

I1- 2-5 Comparaison entre la toxicité aigué et chronique

Les mots « aigue » et « chronique » peuvent étre accolés a exposition,
intoxication, toxicité et effets. Classiquement, on considére qu’il y a intoxication
aigue lorsque des effets biologiques surviennent apres une période d’exposition a un
contaminant ne dépassant pas 24 heures.

L’intoxication chronique concernera une exposition réitérée de 1’animal
pendant une période de six mois ou plus. L’exposition de durée intermédiaire,

généralement 13 semaines, déterminera 1’intoxication sub-chronique (Viau et Tardif
; 2003).

Il -3-Dose effet / dose réponce

L’¢évaluation de la toxicité, de méme que la classification de la toxicité

peuvent étre utilisées dans un but réglementaire.

Il s’agit d’une classification arbitraire des doses ou des niveaux d’exposition
(«trés toxiquey, «extrémement toxique», «modérément toxiquey, etc.) a 1’origine
d’effets toxiques qui permet de répertorier les produits exercant une toxicité aigué.
La classification de la toxicité permet de regrouper les produits chimiques dans des
catégories genérales selon leur effet toxique essentiel, par exemple les allergénes, les

neurotoxiques, les cancerogenes, etc.

Elle peut avoir une valeur administrative d’avertissement et d’ information.

(Ellen K. Silbergeld, 2000).
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Il -3-1 La relation dose-effet

C’est la relation entre la dose et Dl'effet a 1’échelle de I’individu.
L’augmentation de la dose peut accroitre I’intensité ou la sévérité d’un effet. Une
courbe dose-effet peut étre tracée pour 1’ensemble de I’organisme, la cellule ou la
molécule cible. Certains effets toxiques, comme la mort ou le développement d’un
cancer n’ont pas un caractere progressif, ils représentent des effets «tout ou rien»

(Ellen, Silbergeld, 2000).

Il -3-2 La relation dose-réponse

Elle désigne la relation entre la dose et le pourcentage d’individus présentant
un effet spécifique. Lorsque la dose augmente, un plus grand nombre d’individus

sont affectés dans la population exposée (Ellen K. Silbergeld, 2000).

11 -3-3 la relation entre la dose effet et la dose réponce

Il est essentiel pour la toxicologie d’établir les relations dose-effet et dose-
réponse. En médecine (épidémiologie), le critéere de relation causale souvent
employé entre un agent et une pathologie repose sur la proportionnalité entre la

dose et les effets ou réponses observés (Ellen K. Silbergeld, 2000).

Il -4 Devenir d’un toxique dans I’organisme

C’est le métabolisme qui détermine le devenir d’une substance dans
I’organisme ; parce qu’il est le résultat des processus d’absorption, de distribution et
d’¢élimination (biotransformation et excrétion) qui gouvernent son cheminement dans

les divers compartiments du corps humain.

Par conséquent, le métabolisme joue un réle clé dans la détermination de la
concentration et de la toxicité des especes toxiques aux endroits cibles (Viau
C,Tardif R,2003).
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Il -4-1- La toxicocinétique

Elle peut étre définie comme I’étude des mouvements dynamiques des
xeénobiotiques durant leur passage dans le corps humain. En d’autres mots, la
toxicocinitique renseigne sur la fagon avec laquelle I’organisme agit sur une
substance par D’intermédiaire des processus d’absorption, de distribution, de

biotransformation et d’excrétion. (Viau C, Tardif R,2003).

Il -4.2- La toxicodynamie

La toxicodynamie s’intéresse a I’influence qu’exerce un toxique sur
I’organisme et aux facteurs qui interviennent dans la réponse toxique. (Gilles

lapointes, PH. D, 2004).

EXPOSITION

Voie cutance Voie respiratoire Voie digestive

Absorption
ORGANISME

Distribution

1 1

Accumulation

v t

I I Biotransformation | A

Etimination

Adr expire Urine Feces

Figure n°3 : Devenu d’un produit dans 1’organisme. (Gilles lapointes, PH. D,
2004).
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Il -5 Les organes cibles

Les études de toxicologie au niveau des organes cibles sont entreprises au vu
des informations sur les effets toxiques spécifiques d’une substance, obtenues a partir
de données épidémiologiques ou d’études générales de toxicité aigué ou chronique,
ou dans le but de protéger certaines fonctions, par exemple la reproduction ou le
développement feetal. Dans certains cas, les autorités compétentes exigent que des
tests spécifiques de toxicité sur des organes cibles soient effectués. (Ellen K.
Silbergeld, 2000).

Les toxiques ne produisent pas des effets de méme intensité sur tous les
organes (ex. : le rein) ou les tissus (ex. : le sang). Ils s’attaquent a des organes en
particulier, les organes cibles, pour des raisons qui ne sont pas toujours comprises. Il
peut y avoir plusieurs raisons, dont une sensibilité plus grande de ces organes, une
concentration plus élevée du toxique et/ou de ses métabolites, etc. (Gilles lapointes,
PH. D, 2004).

En général, les études de toxicité au niveau des organes cibles comportent
toutes les étapes suivantes: examen histopathologique détaillé de I’organe cible, y
compris post mortem, poids tissulaire, examen des tissus aprés fixation : études
biochimiques de voies critiques dans 1’organe cible, telles que les systemes
enzymatiques importants, études fonctionnelles de D’aptitude de ’organe et des
constituants cellulaires a assumer des fonctions spécifiques métaboliques ou autres,
¢tude des indicateurs biologiques d’exposition et des effets précoces dans les cellules

de I’organe cible.

L’¢étude des organes cibles peut aussi avoir pour finalit¢ de chercher a mieux
connaitre leur physiologie, leur biochimie et leur biologie moléculaire. Or, comme la
synthese et la sécrétion de protéines de faible poids moléculaire sont des aspects
importants de la fonction rénale, les études de néphrotoxicité s’y intéressent souvent

(PISSC, 1991).
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De méme, étant donné que les communications intercellulaires constituent un
processus fondamental du fonctionnement du systeme nerveux.

Les études des organes cibles en neurotoxicité comportent des mesures
neurochimiques et biophysiques détaillées de la synthese, de la captation, du
stockage, de la libération et de la liaison au récepteur des neurotransmetteurs ainsi
que des mesures électrophysiologiques des modifications des potentiels de

membrane qui leur sont associées (Ellen K. Silbergeld, 2000).

Il -6 Généralité sur les globules rouges

Les érythrocytes sont les cellules les plus abondantes de la circulation
sanguine. La production quotidienne est de 200 x 109 par jour, et leur durée de vie
est de 120 jours, au cours desquels ils effectuent un déplacement de prés de 500 km
dans la microcirculation. lls ont pour fonction de transporter lI'oxygéne (O2) des
poumons vers les tissus, et d'évacuer le dioxyde de carbone (CO2) en sens inverse.
Au terme de I'érythropoiese, les érythroblastes perdent leur noyau (énucléation) et
deviennent des érythrocytes de forme biconcave, avec une grande capacité de
déformation, pour circuler dans les capillaires (Norbert Ifrah, Marc Maynadié ;et
al.,2018).

Il -6-1- Membrane de globule rouge

Sa structure est celle d’une membrane cellulaire classique, elle est constituée
d’une bicouche lipidique ou s’intercalent des protéines. Certaines protéines sont des
transporteurs d’ions, d’autres sont des récepteurs membranaires. Une partie de ces
protéines est porteuse des fonctions antigéniques du globule rouge et des groupes
sanguins érythrocytaires (ABO, Rhésus, etc...) (Sébahoun, 2005).

I1- 6-2- Squelette membranaire du globule rouge

Responsable de propriétés mécaniques du globule rouge, il est formé d’un
réseau de protéines qui tapissent la face interne de la membrane cytoplasmique de

GR. Le principal constituant protéique de ce réseau est la spectrine (Haest, 1982).
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Figure 4 : Schéma de la membrane érythrocytaire (Delaunay, 2007).

Il -7 Notion De L’hémolyse
I1- 7.1- Définition

Le processus d’hémolyse est un phénomene irréversible au cours duquel les
hématies sont detruites et libérent leur contenu.

Des facteurs proprement corpusculaires, comme 1’état de la membrane, le
métabolisme énergétique intracellulaire, la structure de I’hémoglobine, réglent le
degré de I’hémolyse. Des facteurs extra-corpusculaires sont également importants
dans le processus d’hémolyse citant, le plasma, 1’état anatomique de 1’appareil
circulatoire et 1’état fonctionnel du systéme mononuclé phagocytaire Aguilar (2007).

L'hémolyse est la destruction des GR avec raccourcissement de leur durée de
vie (normalement de 120 jours). (Norbert Ifrah, Marc Maynadié ;et al.,2018).

Il -7.2- Les type de I’hémolyse

On distingue deux grands tableaux cliniques dont la physiopathologie est
différente :

Il -7-2-1 I'némolyse intratissulaire

L’hémolyse intratissulaire correspondant a une exacerbation de I'hémolyse
physiologique; elle a lieu le plus souvent mais pas exclusivement dans les
macrophages spléniques. Cliniqguement, elle associe une triade caractéristique
(péleur, ictére, splénomégalie). Elle est le plus souvent chronique ou subaigué,
I'exemple typique est la sphéerocytose héreditaire ou maladie de Minkowski-

Chauffard. Sur le plan biologique, I'anémie est régénérative, on note une
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augmentation de la bilirubine libre, traduisant le catabolisme de I'némoglobine, et
une haptoglobine basse (parfois effondrée mais moins souvent que dans I'hémolyse
intravasculaire) et une augmentation des LDH (Norbert Ifrah, Marc Maynadié ;et
al.,2018).

Il -7-2-2 I'hémolyse intravasculaire

Le plus souvent aigué est secondaire a une destruction directe des hématies
dans la circulation sanguine avec libération d'hémoglobine libre plasmatique
(hémoglobinémie), eliminée dans les urines lorsque les capacités de réabsorption
tubulaire sont dépassées (hémoglobinurie, responsable d'urines dites « porto »).
L'exemple prototypique est la crise hémolytique aigué chez un patient déficitaire en
G6PD : suite a une prise médicamenteuse ou l'ingestion de feves, tableau de douleur
lombaire ou abdominale atypique, allant jusqu'au choc oligo-anurique, anémie
parfois profonde avec hémoglobinurie. Dans ces formes aigués, l'ictere a bilirubine
libre est retardé, tout comme la réticulocytose puisque la moelle osseuse met
quelques jours a produire de nouveaux réticulocytes. L'hémoglobine étant captée par
I'naptoglobine afin d'étre éliminée dans le foie, I'haptoglobine est endossable dans
ces formes d'hémolyse car totalement consommeée. (Norbert Ifrah, Marc Maynadié
;et al.,2018).

Il -7-3- les mécanismes d’hémolyse :

Il existe plusieurs mécanismes qui provoquent 1’hémolyse, on peut citer :

Une altération de la déformabilité de la cellule qui I’empéche de traverser les
capillaires et surtout la traversee splenique. Elle peut étre liee a un déficit en ATP
qui indique des altérations de la membrane et la formation des sphérocytes, ou a un
désequilibre du rapport surface/volume provoquant des déformations graves
(Najman et al., 1994 ; Lévy et al., 2008).

Un déficit enzymatique conduisant a I’oxydation des érythrocytes, comme le
cas d’un déficit de la glucose-6-phosphate déshydrogénase qui entraine un

raccourcissement du NADPH accompagné d’une diminution de GSH (glutathion
réduit) ce qui influence sur la réduction normale du H202 ou autres oxydants qui

vont attaquer les constituants de la membrane érythrocytaire (protéines et lipides) et
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I’hémoglobine conduisant ainsi a une hémolyse (Fournier, 2001 ; Gurbuz et al.,
2004 ; Dalal et Kollmannsberger, 2005).
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111 - Matériels Et Méthodes

Cette étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire scientifique
de I'Université de Tlemcen en deux parties :

>
Préparation des extraits aqueux de la parche da café : réalisée au sein du

laboratoire de recherche « PPABIONUT « Faculté des Sciences de la Nature et
de la Vie, des Sciences de la Terre et de I’Univers, Université Abou Bakr Belkaid

(Tlemcen).

>
Etude biologique in vitro, basée sur la recherche de 1’effet hémolytique de

différentes concentrations d’extraits aqueux de la parche de café :
réalisée au sien du laboratoire de biochimie n°03, Département de
Biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la

Terre et de I’Univers, Université Abou Bakr Belkaid (Tlemcen).
111 -1 Matériel Végétal

La parche de café a été récupérée a partir de I’'unité de production de café «
Africafé » qui se situe a la zone industrielle Chetouane, Tlemcen. Elle a été séchée a
I’ombre et a température ambiante. Une fois totalement séchée, la parche est moulue

en poudre fine.

Figure 5 : La parche de café (photo de laboratoire)
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111 -1-1 Extraction des Composés phénoliques de La parche de café
Les polyphénols sont extraits par macération selon un protocole standardisé

(Mahmoudi et al., 2013). Pour la macération, un solvant est utilisé, a savoir
I’éthanol. Pour cela, 10g de parche séche est mise dans un bécher. Ensuite, 30 ml
d’eau distillée et 70 ml du solvant éthanol sont ajoutés. Apres agitation, la
préparation est recouverte avec du papier aluminium et laissée pendant 48h a
température ambiante et & 1’abri de la lumicre pour macérer. Elles sont ensuite
filtrées avec du papier filtre standard.

Les filtrats obtenus sont récupérés dans des flacons sombres et sont conservés
au réfrigérateur a température de 5°C jusqu’a utilisation.

La solution qui correspond aux extraits de la parche séche dans le solvant
éthanol est mise dans un ballon. Ce dernier est fixé au Rotavapor a 220 rpm et a
température de 45°C pendant 2 h. Ainsi, le solvant est récupéré par évaporation et
condensation et les extraits sont transvasés dans une boite de Pétri. Cette derniére est

mise dans une étuve a la température de 30°C pendant 48 h jusqu’a séchage complet.

Figure 6 : Photographie du Rotavapor utilisé (photo de laboratoire)
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Figure 7: Agitation du mélange : parche broyé + Eau distillée
(moins de 24h). (Photo de laboratoire)

Figure 8 : Filtration des extraits obtenus (photo de laboratoire)
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111 -1-2 Calcul Du Rendement

Le pourcentage de rendement de 1’extrait a été calculé par la
formule suivante :

R(%) = M-MO0 x™»¢ / 100
* (%) : Rendement exprimé en %.
* M : poids apres évaporation

* MO : poids avant évaporation (Ballon vide)

111 -2 Analyse Biologiques :

Le but de cette partie est la recherche de 1’effet hémolytique des extraits
aqueux de la parche broyée dans une suspension érythrocytaire du sang humain dans
le PBS.

111 -2-1 Préparation Du Phosphate Buffer Saline (PBS) :

Afin de préparer une solution tampon de PBS a pH=7.4 £ 0,2, nous avons
utilisé les composés suivant avec les concentrations qui correspondent :

NazHPO4 (8Mm) ; KH2PO4 (2Mm); KC1 (2.7mM); NaC1 (137mM) (Mohan,
2006).

La préparation de cette solution comprend les étapes suivantes :

Effectuer la pesée de KH2PO4 0,272 g solubilisé dans 300 ml du sérum
salé NaCl a 9 % (9,09 de NaCl dilué dans 1ml d'eau filtrée).

>
Prendre ensuite 0,426 g de Na2HPO4 solubilisé dans 300 ml du sérum
salé pour 9% NaCl.

> -
Ajuster a pH 7,4.
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111 -2-2 Préparation de la suspension erythrocytaire

Le sang utilisé est prélevé sur tube hépariné a partir d'un donneur unique sain
puis centrifugé a 4000t/min pendant 5 min. Aprés élimination du surnageant, le culot

est lavé 2 fois par PBS puis, solubilisé & nouveau par du PBS.

111 -2-3 Préparation D'extraits

Prendre 0.05g de I’extraits préparés dans 10ml d'eau distillée ; Puis dilué a
partir cette solution ont été pesés et dissous dans du PBS dans le but de réaliser une
gamme de quatre concentrations finales (500ug/ml, 250ug/ml, 125ug/ml et
6,5ug/ml).

Figure 9 : Les solutions préparées (photo de laboratoire)
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I11 -3 Test d’hémolyse
Le test de I’effet hémolytique de la plante étudiée est réalisé selon la
méthode de Guo- Xiang Li et Zai-Qun Lui (2007) et OMS (2011).
Le principe de cette méthode consiste a :
» Mélanger dans des tubes a hémolyse 3550 pl de la suspension
érythrocytaire préparée (diluée 20 fois) avec 50 pl de ’extrait a différentes
concentrations (500ug/ml, 250ug/ml, 125ug/ml et 6,5ug/ml).

* Incuber les tubes dans un incubateur agitateur a 37°C durant 60 min ;

» Prélever 500 ul chaque 15 min durant 60 min (0, 15, 30, 45 et 60 min) ;

* Ajouter 1,5 ml de PBS ;

» Mélanger les tubes délicatement ;

» Arréter la réaction avec un bain glacon ;

» Centrifuger les tubes a 4000 tours/minute durant 5 min ;

* Lire I’absorbance (la fuite d’hémoglobine) de chaque tube a 548 nm a
I’aide d’un spectrophotometre UV-  Visible double faisceau
(SPECTROD® 200 PLUS, Analytique Jena), contre un blanc contenant du
PBS.

et )
TRl A
ft‘ m o

FigurelO : Préparation des solutions a base de la suspension d’érythrocytaire, PBS, eau
distillée (photo de laboratoire)
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Un tube témoin négatif est préparé avec 3350 pl de la suspension
érythrocytaire ; diluée 20 fois, et 90 ul de PBS, en absence d’extrait.

Un tube d’hémolyse totale est préparé par 250 pl de la suspension
érythrocytaire non diluée et 4750 ul d’eau distillé, en absence d’extrait.

Le taux d’hémolyse des différents extraits est calculé en pourcentage
(%) par rapport a I’hémolyse totale aprés 60 min d’incubation, selon la

formule suivante :

. DOextrait — DOtémoin négatif
tauxd hémolyse(%) = — ————x100
DOhémolyse totale — DOtémoin négatif

111 -4 Analyses statistiques

Les analyses statistiques permettent 1’évaluation de la précision et

I’exactitude d’analyse.

111-4-1 La moyenne :

111 -4-2 L’écart type :

Les résultats obtenus ont été réalisé¢ a ’aide du logiciel SPSS (version 21) par
analyse ANOVA. La comparaison des parametres a été réalisée a I’aide du test
Tukey, test de Student, test de Manu Whitney, les différences sont considérées

significatives a p < 0,05 :

>
Peu significative : p< 0.0001 (****).

>
Significative : p< 0.0001 (****),
>
Trés significative : p< 0.0001 (****).
Hautement significative : p< 0.0001 (****),
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Chapitre IV Résultats Et Interprétations

1V -1 Rendement de I’extraction :

La préparation des extraits éthanoliques a partir de la parche de café seche été effectuée a

température ambiante en utilisant deux solvants « 1’éthanol 70% et I’eau distillée 30% ».

Le calcul de rendement est récapitulé dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Rendement de la macération de la parche de café seche dans le solvant éthanol

Macération Parche séche éthanol

Rendement (%) 5

Selon les résultats présentés ci-dessus, nous avons remarqués que 1’extraction par

macération a froid sous agitation présente un rendement moyen d’ordre de 5%.

IV -2 Résultats des tests des effets biologiques :
1V -2-1 L’évolution De L’effet Hémolytique En Fonction Du Temps :

Les tests d’effet hémolytique sont réalisés sur les extraits éthanoliques de la parche de
café seche .La figure 16 présente I’évolution de I’effet hémolytique, par Absorbance, durant
60 min, dans un milieu tampon PBS (pH=7,4 +0,2) contenant une suspension érythrocytaire,
incubée a 37°C, et en présence des différentes concentrations de 1’extrait éthanolique de la
parche de café séche (500ug/ml, 250ug/ml, 125ug/ml , 60,25ug/ml, 30,14ug/ml), comparées

a un témoin négatif (tube Contenant que de PBS et la suspension érythrocytaire).
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Peu significative : P < 0.05 (*) ; significative : P <0.01 (**) ; trés significative : P <0.001
(***) ; hautement significative : P <0.0001 (****) : significativité par rapport a

t0. TO=0min ; T1 = 15min; T2 = 30min ; T3 =45min ; T4 = 60min

Figurell : L’évolution de I’effet hémolytique (par absorbance) dans les tubes contenant une
Suspension érythrocytaire en fonction des différentes concentrations d’extrait éthanolique de la
parche de café séche préparées par macération, incubé a 37°C durant 60 min, a 548nm.

D’aprés les résultats obtenus dans les figures 11, nous avons enregistré que les
absorbances représentant le taux d’hémolyse, en présence des différentes concentrations
d’extraits éthanoliques de la parche de café séche, augmentent significativement a partir de

45min puis 60 minutes pour la concentration de 500ug/ml.

La figurel2, représente une comparaison entre les moyennes des absorbances, en
pourcentage (%) durant 60 minutes d’incubation dans un milieu tampon PBS (pH 7.4)
contenant une suspension érythrocytaire, incubee a 37°C, en présence des différentes
concentrations des extraits ethanoliques de la parche de café seche préparé par maceration
(500ug/ml, 250ug/ml, 125ug/ml, 60,25u/ml, 30,14ug/ml).

La figure 12, présente la comparaison des moyennes d’absorbances par le test
d’ANOVALI entre les différentes concentrations d’extrait éthanolique de la parche de café

séche.
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Figure 12 : boite a moustache comparant les moyennes des absorbances des différentes
concentrations d’extrait éthanolique de la parche de café séche préparées par macération,
incubé a 37°C durant 60 min, a 548nm par rapport au blanc (t¢émoin)
D’apres les résultats obtenus dans la figurel2, la comparaison des moyennes
d’absorbances par le test d’ANOVAI entre les différentes concentrations d’extrait
¢thanolique de la parche de café séche nous montre qu’il y a une différence significative entre

ces derniers avec une P-value inferieur a 0.05(P-value = 0.00016).
Le test de Tukey appliqué a ces résultats différencie deux groupes (voir tableau 5) :

Le groupe A formé par la concentration 500ug/ml présente I’absorbance la plus élevée
avec une moyenne de 0.37 qui est significativement différente du groupe B composé par le
reste des concentrations (250, 125, 60.25 et 30.14) ainsi que le blanc qui présente la moyenne
d’absorbance la plus faible (0.026).
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Tableau 5 : Regroupement d'informations a I'aide du test de Tukey

N Moyenne groupes
500 5 0,37980 A
250 5 0,17940 B
125 5 0,13240 B
60,25 5 0,11260 B
30,14 5 0,08380 B
Blanc 5 0,02660 B
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IV -3 Taux d’hémolyse :

La figures ci-dessous, présente 1’évolution des taux d’hémolyse, en pourcentage (%)
apres 60 minutes d’incubation dans un milieu tampon PBS (pH 7.4) contenant une suspension
érythrocytaire, incubée a 37°C, en présence des différentes concentrations des extraits
éthanoliques de la parche de café seche préparé par macération (500ug/ml, 250ug/ml,
125ug/ml, 60,25ug/ml, 30,14ug/ml).
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Figure 13 : L’évolution des taux d’hémolyse (%) des différentes concentrations d’extraits
¢thanoliques de la parche seche de café préparé par macération aprés 60 minutes d’incubation.

Les résultats présentés dans la figure 13 montrent que I’extrait éthanolique de la
parche de café seche a 500 pg/ml présente les taux d’hémolyse les plus €levés durant 60min.
En effet, dans un premier temps, ces taux augmentent de maniére graduelle (pour les
concentrations 30.14 ug/ml, 60.25 pg/ml et 125 ug/ml) puis cette augmentation devient plus
importante pour la concentration 250 pug/ml et trés importante pour la concentration de 500

pug/ml.
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La figure 14, montre les taux d’hémolyse, en pourcentage (%) aprés 60 minutes
d’incubation dans un milieu tampon PBS (pH 7.4) contenant une suspension érythrocytaire,
incubée a 37°C, en présence des différentes concentrations des extraits éthanoliques de la
parche de café seche préparé par macération (500ug/ml, 250ug/ml, 125ug/ml, 60,25ug/ml,
30,14ug/ml).
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Figure 14 : Taux d’hémolyse en pourcentage des différentes concentrations d’extraits
éthanoliques de la parche de café seche préparés par macération apres 60 minutes
d’incubation.

L’évolution de taux d’hémolyse en pourcentage des différentes concentrations
d’extraits éthanoliques de la parche séche de café aprés 60 minutes d’incubation montre bien
que le taux d’hémolyse pour la concentration de 500 pg / ml est trois fois plus élevé que celui

pour la concentration de 250 pg / ml.

La figure 15, présente les taux d’hémolyse, en pourcentage (%) durant 60 minutes
d’incubation dans un milieu tampon PBS (pH 7.4) contenant une suspension érythrocytaire,
incubée a 37°C, en présence des différentes concentrations des extraits éthanoliques de la
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parche de café séche préparé par macération (500pg/ml, 250pug/ml, 125ug/ml, 60,25ug/ml,
30,14pg/ml).

70 *
*
*
60
50
*
*
40 B TO (Omin)
mT1 (15min)
30 T2 (30min)
T3 (45min)
20 m T4 (60min)
) I I ‘
med B 1
30.14 60.25 125 250 500
Extraits (ug/ml)

Peu significative : P < 0.05 (*) ; significative : P < 0.01 (**) ; trés significative : P < 0.001 (***) ; hautement
significative : P <0.0001 (****) : significativité par rapport a tO0.

TO=0min; T1=15min; T2 =30min ; T3 = 45min ; T4 = 60min

Figure 15 : L’évolution de taux d’hémolyse (%) des différentes concentrations d’extraits

éthanoliques de la parche seche de café préparé par macération aprés (Omin, 15min, 30min,
45min, 60min) d’incubation.

D’aprés les résultats obtenus dans les figures 13, 14, 15 nous remarquons que
le taux d’hémolyse augmente en fonction du temps et en fonction des concentrations

de ’extrait étudié.

A une concentration de 30,14pg/ml, nous enregistrons un taux d’hémolyse

faible qui ne dépasse pas 7% pour les extraits éthanoliques préparés. A la
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concentration de 250ug/ml nous avons noté une augmentation remarquable des taux

d’hémolyses atteignant 20,7%. Ce taux est trois fois plus importantes (62,08 %.) a la

concentration de 500ug/ml.

La figure 16, présente la comparaison des moyennes des taux d’hémolyse par le test

d’ANOVALI entre les différentes concentrations d’extrait éthanolique de la parche de café

seche.

Tau
X

d'hé
mol

%se

70,00% -

60,00% -

50,00%:

40,00% -

30,00% -

20,00%

10,00% -

0,00% -

e e

0,00529135

30,14

60,25 125 250
Les Concentrations (ug/ml)

500

Figure 16 : Boite a moustache comparant les moyennes des taux d’hémolyse des différentes
concentrations d’extrait éthanolique de la parche de café préparé par macération, incubé a

37°C durant 60 min, a 548nmpar rapport au blanc (témoin)

D’apres les résultats obtenus dans la figure 16, nous enregistrons que les moyennes

des taux d’hémolyse présentaient une différence significative (P=0,00529135) par rapport au

blanc a la concentration de 500ug/ml.
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Le tableau 6, représente les groupes des moyennes des taux d’hémolyse des

concentrations des extraits éthanoliques de la parche de café seche préparés par macération

(500ug/ml, 250ug/ml, 125ug/ml, 60,25ug/ml, 30,14ug/ml).

Tableau 6 : Regroupement d'informations a I'aide de la méthode Tukey

Concentration N Moyenne Groupes
(ug/ml)

500 5 28.93% A

250 5 12.4% AB
125 5 8.49% B

60,25 5 6.91% B

30,14 5 4.62% B

La comparaison du taux d’hémolyse entre les différentes concentrations avec le test de

Tukey montre une dissimilitude entre deux groupe A et B

Le Groupe A est formé par la concentration 500 pg/ml avec un pourcentage du taux

d’hémolyse le plus élevé (28.93%) tandis que le groupe B différent de ce dernier est composé

par les concentrations 12 pg/ml, 60.25 pg/ml, et 30.14 pg/ml.

La concentration 250 pg/ml prend une position intermédiaire au groupe A et au

groupe B, ce qui signifie qu’elle est indifférente a ces deux groupes.
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Le café occupe une place importante dans la société humaine depuis au moins
1200 annees, (Muriel et Arauz, 2010). La production mondiale du café engendre
des déchets qui sont généralement largués dans I’environnement. Parmi ces déchets,
la parche de café est rejetée dans la nature. (Pujola et al., 2013).

Notre étude entre dans le cadre de la recherche des activités toxicologiques in
vitro. Nous nous sommes intéresses a des extraits éthanoliques de la parche séche de
café afin de contribuer a la valorisation de ces déchets.

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantit¢ de substances
naturelles extraites par 1’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances
contenues dans la matiére végétale. 1l dépend de plusieurs paramétres tels que : le
solvant, le pH, la température, le temps d’extraction, la composition de 1'échantillon
(Do et al., 2014), la durée du stockage et de la période de la récolte (Haddouchi et
al., 2016). Ces facteurs, peuvent conduire a une réduction tres significative de
certaines molécules (Ouédraogo et al.,2018).Les rendements varient d’une méthode
d’extraction a une autre et d’une partie de la plante a une autre. Cette différence est
expliquée par la diffusion du solvant dans la poudre des plantes dans I’étape de
maceération et probablement a la nature et la polarité des solvants utilisés pour
I’extraction (Naczk et Shahidi, 2004 ; Barroso et al, 2014). La macération, consiste
a la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation. Cette
procédure, malgré les temps longs d'extraction et l'utilisation d'une quantité
considérable de solvants, est relativement peu colteuse. En plus, elle se déroule a
température ambiante ce qui est trés positif pour conserver l'intégrité des molécules
polyphénoliques (Spigno et De faveri, 2007; Budic-letoc et al.,2005).

En général, les rendements les plus élevés sont obtenus avec les solvants polaires
tels que I'eau, le méthanol et I'éthanol (Markom et al., 2007 ; lloki-Assanga et al.,
2015).

Dans notre étude, nous avons déterminés le rendement d’extraction a partir de
la parche de café séche par la méthode de macération avec le solvant utilisé qui est
I’éthanol. Le calcul du rendement d'extraction des polyphénols a partir des extraits
éthanoliques de la parche de café seche nous a permis d'enregistrer un pourcentage
de 5%. Cette valeur est en accord avec le travail de (Mussatto et al., 2011) sur

I’extraction de composés phénoliques antioxydants du marc de café épuisé.
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Selon meliani et al 2019, Le rendement d’extraction éthanoliques pour la
parche fraiche par macération est plus élevé que la parche séche car au niveau de
cette derniére il ya surtout la présence des tanins condenses et les lignanes. Ainsi, le
séchage de la parche pourrait provoquer une perte de polyphénols. (5% pour la
parche seche contre 8,8% pour la parche fraiche).

Nos résultats concernant le rendement peuvent étre expliquer par 1’utilisation
combinée de I'eau et du solvant organique qui faciliterait 1’extraction des substances
chimiques qui sont solubles dans I'eau et / ou dans le solvant organique (Do et al.,
2014). A cet effet, rappelons que les solvants alcooliques sont capables d’augmenter
la perméabilité des parois cellulaires (Seidel, 2005).

Le processus d’hémolyse est un phénomeéne irréversible au cours duquel les
hématies sont détruites et libérent leur contenu. Des facteurs proprement
corpusculaires, comme 1’état de la membrane, le métabolisme énergétique
intracellulaire, la structure de 1’hémoglobine, réglent le degré de I’hémolyse
(Aguilar, 2007). Les globules rouges sont parmi les cellules les plus utilisées dans
I’évaluation de la toxicit¢é a cause de leur disponibilité, et la facilit¢ de leur
surveillance au cours de la lyse cellulaire grace a la libération de I’hémoglobine (Situ
et Bobek, 2000). Les globules rouges sont aussi choisis comme modele en biologie
cellulaire et moléculaire pour 1’é¢tude de la cytotoxicité in vitro a cause de leur
facilit¢ d’isolement et leurs simplicités. Ils sont un outil précieux pour 1’étude des
transports ioniques transmembranaires via la membrane érythrocytaire (Wajemanet
al, 1992). Il existe plusieurs mécanismes de toxicité qui peuvent étre liés a 1’'usage
des plantes. Parmi ces derniers, nous distinguons ceux qui provoque 1’hémolyse et
qui est un état irréversible (Aguilar-Martinez, 2007). L'activité hémolytique des
extraits a partir des plantes est liée a leur composition chimique et aussi a leurs
concentrations (Costa-Lotufo et al., 2005).

A travers notre étude nous avons voulu tester la capacité de notre extrait
éthanolique de la parche seche a provoquer la lyse des globules rouges humaines.
Selon les résultats obtenus, on constate que I’effet cytotoxique est concentration
dépendante.

Ainsi, Nous avons enregistré dans les faibles concentrations de ’ordre de
30,14ug/ml, une activité hémolytique pas tres élevés~ 7%, Cette concentration

de 30,14ug/ml pg/mL semble étre la concentration faiblement toxique. C’est
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justement dans la faible concentration de 1’ordre de 10 pg/ml que ’extrait
éthanolique de la parche de café semble avoir la meilleur activité anti-oxydante.
En effet, selon (Cherif Farah et Rahou Sarrah 2019), les résultats obtenus avec
les extraits de la parche de café indiquent une augmentation rapide du
pourcentages d’inhibition du DPPH avec les concentrations faibles, puis une
stabilisation a une concentration de 0,01mg/ml (soit 10 pg/ml) pour 1’extrait
¢thanolique par macération a froid. Le maximum d’inhibition a été¢ d’ailleurs
atteint a 93% avec 10 pg/ml de ’extrait.

Dans notre travail, A la concentration de 250 g /ml nous avons noté une
augmentation remarquable des taux d’hémolyses atteignant 20,7%. Ce taux était
trois fois plus important (62,08%.) a la concentration de 500 pg /ml. Nos
résultats sont équivalents a ceux de (meliani et al 2019) qui ont exploré la
toxicité hémolytique de I’extrait éthanolique de la parche seéche de café et ont
donc enregistré un taux d’hémolyse des GR de 22 % a la concentration de 250
pg/mL et de 70 % a la concentration de 500 pg/ml.

Nos résultats sont aussi plus bas que ceux retrouvés par Abbassi latifa et
al 2019, qui ont montré dans les faible concentrations (0.1mg/ml) un taux
d’hémolyse s’élevant a 49% pour les extrais éthanoliques de Pergularia
tomentosa récoltées dans la Wilaya d’El-Oued et préparés par macération. Ainsi
dans notre travail, la concentration de 30,14ug/ml pg/mL semble étre la
concentration faiblement toxique.

Effectivement, la toxicité des extraits dépend de la concentration et aussi des
constituants de ces derniers. D’ailleurs, La parchet de café est cytotoxique a la
concentration de 1 mg/mL puisqu’elle provoque 100 % d’hémolyse et ne doit donc
pas étre utilisés a cette concentration (meliani et al 2019).

Les travaux antérieurs ont montré que I’extrait éthanolique de la parche de

café par macération a froid est riche en flavonoides soit soit 0,45 mg EC/g (Cherif

Farah et Rahou Sarrah 2019).

A forte concentration, parmi les constituants de plantes, les flavonoides sont
impliqués dans l'oxydation de I'némoglobine, la perturbation de la structure
membranaire et 1’augmentation de la conductimétrie et donc I'hémolyse des
érythrocytes, en raison d’effets pro-oxydants qu’ils peuvent exercer (Galati et al.,

2002). Aussi, les érythrocytes sont considérés comme une cible majeure pour les
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radicaux libres en raison de la présence a la fois d'une forte concentration
membranaire d'acides gras polyinsaturés et du transport d'oxygéne associé aux
molécules d’hémoglobines actives, qui sont des promoteurs puissants d'espéces
réactives de lI'oxygene (Ebrahinzadeh et al., 2009).

Toujours pour comparer nos resultats par rapport a la littérature, Nous
n’avons pas trouvé des recherches sur 1’effet hémolytique des extraits de la parche de
café mis a part celui de Meliani et al 2019. Cependant, les résultats obtenus dans ce
présent travail, sont inférieures par rapport a ceux obtenue par Remanas.2016 qui a
marqué un taux d’hémolyse de 6% a la concentration de 500ug/ml de I’extrait
d’acétate d’éthyle d’une plante endémique (Cistanchetinctoria) récoltées de la wilaya
de Bechar.

Dans notre travail, la toxicité hémolytique de 1’extraits éthanoliques de la
parche séche de café semble dépendre des constituants de cet extrait, de la dose
(la concentration) utilisée et de la durée d'exposition.

Page 44



CONCLUSION
GENERALE



Conclysion geunerdle :

L'objectif principal de ce travail consiste a 1’évaluation de

I’activité hémolytique des extraits éthanolique de la parche de café séche.

Les résultats de ce présent travail démontrent que les extraits éthanoliques

de la parche de café seche ont un rendement de 5%.

Les résultats de ’activité hémolytiqgue montrent que les extraits de la parche
séche possédent une activité hémolytique importante dans les concentrations élevées

500 pg/ml avec un pourcentage de 62,08%.

Par contre, dans les faibles concentrations 30,14ug/ml, les extraits de la
parchepossédent une activité hémolytique pas tres éleveée avec un pourcentage de
6,36%. Rappelons que la parche de café présente une activité antioxydante
importante dans les faibles concentrations .D’ailleurs , elle ne doit pas étre
considérée comme des déchets mais étre utilisée pour 1’extraction des molécules
bioactives qui peuvent servir comme antioxydants dans le domaine agro-alimentaire,

ou cosmétique ou en parapharmacie.

Ce travail reste préliminaire et pas indicatif sur le mécanisme réel par lequel
agit cette plante sur les érythrocytes isolés du sang humains. Ces résultats nécessitent
d’étre amélioré et approfondis, en utilisant d’autres techniques et en réalisant d’autre

travaux complémentaires :

4 Evaluer ’effet de la plante sur d’autre mode¢le cellulaire ;

4 L’identification des principes actifs responsables de la toxicité de la plante ;

* L’6tude de la pompe Na'/K" de la membrane érythrocytaire pour bien identifier et
mieux comprendre la cytotoxicité de la plante.

4 Evaluer la toxicité de cette plante, in vivo, sur un modéle animal, afin de
déterminer les doses létales aigle et chronique.

Page 45



LES REFERENCES



A

Abbassi latifa, TOUIL Hadjer(2019). Contribution a I'étude phytochimique de feuilles
de Pergulariatomentosa L. dans la région d'El-Oued

AguilarM., 2007 : H2- Erythrocytes-MB7 : Hématologie H2 — Faculté de Meédecine
Montpellier-Nimes

Almeida, AAP, Naghetini CC, Santos VR, Antonio AG, Fahra A, Gléria MBA (2012).
Influence of natural coffee compounds, coffee extracts and increasedlevels of caffeine on the
inhibition of Streptococcus mutans. Food Research International. 49 : 459-461.

Arezki Benali(2015). Café non-conforme aux normes : Quatre producteurs devant la justice,

algerie-eco.com est un journal d’information indépendant

B

Barrosoa, M.R., Barros, L., Dueias, M., Carvalho, A.M., Santos-Buelga, C., Fernandes,
I.P., Barreiro, M.F. & Ferreira, I.C.F.R., (2014). Exploring the antioxidantpotential of
Helichrysumstoechas (L.) Moenchphenolic compounds for cosmeticapplications : Chemical
characterization, microencapsulation and incorporation into a moisturizer. IndCrops Prod 53
:330-336.

Belitz HD, Grosch W, Schieberle P (2009). Food Chemistry 4th revised and

extended edition. Ger Springer-Verlag Berlin Heidelberg. 53 : 377-385.

Bismuth, C., Baud, F., Fréjaville, P.P., Garnier, R. (1987). Toxicologie clinique. Paris :
Flammarion Médecine Sciences. 956p.

BressaniRicard (1978).SubproductosdelFruto de café, in Pulpa de café : composicion,
tecnologia, y utilizacion, Braham J.E&Bressani R (Eds) INZAP, 9-17.

Bruneton, J. (1987). Elément de phytochimie et de pharmacognosie. Paris : Technique

etDocumentaire Lavoisier. 345p.

Bruneton, J. (2008) Pharmacognosie, Phytochimie, Plante médicinales. Lavoisiertechnique

& Documentation, 3éme éd., Paris, pp. 1120.



C

Chantel (2015). La production céréaliere en Algérie : les principales caractéristiques.

Revue.Nature et technologie. 1. pp 45-53.

Cherif Farah et RahouSarrah 2019. Screening phytochimique et valorisation de 1’activité
antioxydante de I’extrait éthanolique de la parche de café.

Costa-Lotufo L. V., Khan M. T. H., AtherA., Wilke D. V., Jimenez P. C., Pessoa C,
Moraes M.O. (2005). Studies of the anticancer potential of plants used in Bangladeshi folk
medicine. Journal of Ethnopharmacology. 99(1) : 21-30.

Commission de la santé et sécurité de travail, Québec, 2004).2eme edition revue et
augmentée Depot légal-Bibliotheque national du Québec,ISBN 2-551-22538-8.

D

Dalal B. I,Kollmannsberger C. (2005). Drug-inducedhemolysis and methaemoglobinaemia
in glucose 6-phosphate dehydrogenasedeficiency. Br J Heamatol; 129-291.

DebryG (1993). Le café et la santé. Paris : John LibbeyEurotext, 560 p
Debry G (1995). Le café. Sa composition, sa consommation, ses incidences sur la santé.

Centre de Nutrition Humaine. P 20.

Delaunay, J. (2007). The molecular basis of hereditaryredcell membrane disorders.

Blood reviews, 21(1), 1-20.

Do, Q. D., Angkawijaya, A.E., LanTran-Nguyen,P., Huynh, L.H., Suryadilsmadiji, F.E.,
Yi-HsuJu. (2014). Effect of extraction solvent on total phenol content, total flavonoid
content, and antioxidantactivity of Limnophilaaromatic. Journal of Food and Drug Analysis,
22, 296- 302

DrolingKindersley (2005). Les spécialistes des arbres. Ed ; Grund : David Mabberley, p113

E

Ebrahimzadeh M. A., Ehsanifar S., Eslami B. (2009).Sambucusebuluselburensisfruits :
Agood source for antioxidants. Pharmacognosy magazine, 5(19) :213.



F

Farah A(2006).DonangeloCM. Phenolic compounds in coffee. Braz J Plant Physiol ;18 :23—
36
FAO (2008). Food and agriculture organization of United Nations

G

Galati G., Sabzevari O., Wilson J. X., O'Brien P. J. (2002).Prooxidantactivity and
cellular effects of the phenoxylradicals of dietaryflavonoids and otherpolyphenolics.
Toxicology.177 (1): 91-104.

Gilles, G. (2004). Notions de Toxicologie. Québec : Commission de la Santé et de la Sécurité
du Travail du Québec. 67 p.

Goueva, B.M, Torres, C., Franca, A.S., Oliveira, L.S. and Oliveira, E.S. (2008).Feasibility of

ethanol production from coffee husks, Journal of Biotechnology, 136, S269.

Guo- Xiang Li et Zai-Qun Lui (2007).The "Double-Faced" Effect of VC-12 on Free-

Radical-InducedHaemolysis of Human Erythrocytes :Antioxidant and Prooxidant

Gurbuz N., Yalcin O., Aksu TA., Baskurt O.K. (2004). The relationship between the
enzyme activity, lipid peroxidation and red blood cells deformability in hemizygous and
heterozygous glucose-6-phosphate dehydrogenase deficient individuals. Clin Hemorheol
Microcirc; 31: 235-42.

H

Haddouchi, F., Chaouche, T.M. &Halla, N. (2016). Screening phytochimique, activités
antioxydantes et pouvoir hémolytique de quatre plantes sahariennes d’Algérie. Phytothérapie.
pp. 1-9.

Haest, C. W. M. (1982). Interactions between membrane skeleton proteins and
the intrinsicdomain of the erythrocyte membrane. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)-Reviews on Biomembranes, 694(4), 331-352.



Harborne, J.B., Herbert, B. (1995),PhytochemicalDictionary, A Handbook of
bioactive Compounds from plants, Bristol, Taylor & Francis.

Hodge, H.C and Sterner, J.H. 1943. Tabulation of Toxicity Class. Americansindustrial
Hygien AssociationQuarterly,10(4) :93-96.

Houessou JK (2007). Les hydrocarbures aromatiques polycycliques dans le café mise au

point de méthods analytiques et étude de 1’étape de torréfaction, These de Doctorat, I.S.I.V.E,
Paris. 2 :5-11.

ICO (2007). International coffee organization. Letterfromexecutivedirector. Coffee market
report.
INFOCOMM(2016). Café. Un profil de produit de base par INFOCOMM

Fonds de la CNUCED pour I'information sur les marchés des produits de base agricoles.P3
J

Jean Costentin (2010).Studies of the anticancer potential of plants used in Bangladeshi folk
medicine. Journal of Ethnopharmacology. 99(1): 21-30.

Journal officiel de I’Union européenne ; 2008.ACCORD INTERNATIONAL DE 2007
SUR LE CAFE

Justin koffi ;2007. Les Hydrocarbures aromatiques polycycliques dans le café: mise en point
de méthodes analytiques et étude de I’étape de torréfaction.Thése de doctorat. Ecole

Doctorale ABIES, Laboratoire De Chimie Analytique. Paris
K

Khalid K (2010). Le Café: Marché et tendances. Revue de la filiere agroalimentaire. Food
magazine. 19: 24-55.

Kumar NS, Hewavitharanage P, Adikaram NKB (1995). Attack on tea by
Xyleborusfornicatus: Inhibition of the symbiote, Monacrosporiumambrosium, by caffeine.
Phytochemistry. 40: 1113 -1116.

Kondamodi N., Mohapatra S.K., Misra M. (2008).spentcoffe grounds as a versatile source
of green energy, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 56 (24), 11757-11760.



L

Lauwerys et al., 2007.Toxicologie industrielle et intoxications professionnelles ;5
emeédition.

Leblanc GA., (2010). Acute toxicity: A Textbook of Modern Toxicology.Hoboken,
New Jersey. (4) :125-236.

Li (2014). Le Role des Polyphénols dans le Vin, le Thé, le Café et le Chocolat. P1
M

MARGARETH VISSER, citation café chocolat, Le journal de FIGARO, 2019

Mahmoudi, S., Khali, M. & Mahmoudi, N. (2013). Etude de I’extraction des composés
phénoliques de différentes parties de la fleur d’artichaut (Cynarascolymus L.). Revue «
Nature& Technologie ». B- Sciences Agronomiques et Biologiques, 35-40.

Marian Chabaud ; 2010. La caffeine. Antenne Médicale de Prevention du Dopage. AMPD
LR, pp 1-3

Markom, M., Hasan, M., Daud, W., Singh, H. &Jahim, J. (2007). Extraction of
hydrolysable tannins fromPhyllanthus niruri Linn. : Effects of solvents and extraction
methods. SeparationPurif. Technol., 52 : 487-496.

lloki-Assangaet al., 2015.Solvent effects on phytochemical constituent profiles and
antioxidantactivities, using four different extraction formulations for analysis of
Bucidabuceras L. and Phoradendroncalifornicum

meliani et al 2019 : Etude in vitro des activités biologiques, anti-hémolytiques des extraits de
laparche de café.

Michelle J, Martine S.G,Daniel D (2003).Terres De Café,'France :Edition Quae.ED1,p120.

Mohan C., 2006: A guide for the preparation and use of buffers in biological

systems. EMD, San Diego, California, Calbiochem: 22.

Mounir (2009). Institue Mustapha Gouar, L’excellence du caf€.

Mussatto et al., 2011 : I’extraction de composés phénoliques antioxydants du marc de café

épuisé.



N

Nazck, M., Shahidi, F. (2004). Extraction and analysis of phenolics in food. J
Chromatogram A. 1054(1-2): 95-111.

Nadim El Ghezal, Celia Sanchez ; 2004. Le Commerce du café. Recherche réalisée dans le
cadre du cours de Commerce International.Inidite. Ecole des mines de Nancy.

Natella F, Scaccini C (2001). Coffee drinking influence plasma antioxydant capacity.
Reports. 345 : 124-131.

Nordqvist J (2016). Coffee: healthbenefits. Nutritional information. 4: 1-3.
@)

OCDE. (1979). Résumé des considérations du rapport des groupes d'experts de I'OCDE sur la
Toxicologie a court et a long terme. In : Lignes directrice de I'OCDE pour les essais de
produits chimiques. Paris :OCDE.P. 1-15.

OECD, 2001,Lignes directrice de I'OCDE pour les essais deproduitschimiques.

OCDE. (2008). Etude de toxicité orale a dose répétée pendant 28 jours sur les rongeurs. In :
Lignes directrices de I'OCDE pour les essais de produits chimiques. Paris : OCDE. P. 1-14.
OCDE. (2009). Etudes de toxicité chronique. In : Lignes directrice de I'OCDE pour les essais
deproduits chimiques. Paris : OCDE.P.1-16.

Ouédraogo et al.,2018,Polygala rarifolia DC., plante faux héte du

Striga hermonthica (Del.) Benth

Oliver J. A. (1986).0Opportunities for usingfeweranimals in acute toxicitystudies. In
Chemicals Testing and Animal Welfare(The National Chemicals Inspectorate). Sweden :
Solna.P. 119-142.

Oliveira L.S., Franca A.S., Alves T.M.and Rocha S.D(2008). Evaluation of untreated
coffee husks as potenialbiosorbents for tretment of dyecontaminated waters, Journal of
Hazardous Materials,155,507-512.

Oliveira AL, Cabral FA, Eberlin MN, Cordello HMAB (2009).Sensoryevaluation of black
instant coffee beveragewithsome volatile compounds present in aromaticoilfromroasted
coffee. CiénciaTecnologia de Alimentos. 29: 76-80. OMS (2011), (Organisation mondiale de

la santé)



Oosterveld A, Harmsen JS, Voragen AGJ, Schol HA (2003).Extraction and
characterization of polysaccharides from green and roasedCoffea arabica beans. Carbohydrate
polymers. 52: 285-269.

P

Pandey, A., Soccol, C.R., Nigan, P. and Soccol, V.T (2000). Biotechnologicalpotential of
agro-industrialresidues. | : sugarcane bagasse, BioresourceTechnology, 74 69-80

Parisi F, Stefanatos RK, Strathdee K, Yu Y, Vidal M (2014). TransformedEpithelia
Trigger Non-Tissue-AutonomousTumorSuppressorResponse by Adipocytes via Activation
ofToll and Eiger/TNF Signaling. Cell Rep. 6(5): 855-867.

Philip G. Watanabe, 2000, Toxicological Sciences, Volume 53, Issue 1, January 2000, Page
156.

Pietinenet, P, AroTumilrhto. J, Uusitalo U et Korhonen H (1990). Consumption of boiled
coffee iscorrelatedwith  sérum  cholestérol in  Finland.International Journal  of
Epidemiology,19(3), pp 586-590

Pino A, Godefroy J (1973). Utilisation des parches de café et coques de cacao en bananeraie.
Fruits. 28 : 263-269.

PISSC, 1991.Encyclopédie de sécurité et de santé au travail.
R
Ramade, F., 1979. Ecotoxicologie, Ed Masson, Paris, pp. 5.380p

Reichel J., Benecke N., Eckert K. G., Erber B., Golly I. C., Kreppel H., Liebel B., Mukte
H., Szinicz L., Zilker T. (2004). Guide pratique de toxicologie. Ed : De Boeck : 04.

Remanas.2016, étude sur I’effet hémolytique de ’extrait d’acétate d’éthyle d’une plante
endémique (Cistanchetinctoria) récoltées de la wilaya de Bechar.

Ruckebusch,Y.(1981). Physiologie, pharmacologie, thérapeutiques animaux. Paris : Maloine



S
Samir Fadel (2016). Marché du café en Algérie Quand la régulation fait défaut.

Sarni-Manchado&Cheynier (2006).Le Role des Polyphénols dans le Vin, le Thé, le Café et
le Chocolat. P1
(Scalbert A, Johnson IT, Saltmarsh M. (2005). The American Journal of Clinical Nutrition.

Scalbert A, Johnson IT, Saltmarsh M (2009).Polyphenols:antioxidants and beyond.
American J Clinical Nutrition. 81 : 215-217

Schwartz D., 1992 : Méthodes statistiques a I’'usage des médecins et des biologistes.3éme

Ed. Paris ; Flammarion medecine-Sciences

Sébahoun, G. (2005). Hématologie clinique et biologique. France :Arnett. 2emEdition.78
Seidel. (2005). Initial and Bulk Extraction. In :Sarker S D, Latif Z and Gray A I.
Naturalproducts isolation. HumanaPress (Totowa), 27-37.

Silabdi S (2010). Extraction, purification et caracterisation d’antioxydants naturels en

vued’une valorisation nutritionnelle. Thése de Magistére. Université Saad Dahlab —Blida. p64

Situ H., Bobek L. A. (2000).In vitro assessment of antifungal therapeutic potential of
salivary histatin-5, two variants of histatin-5, and salivary mucin (MUC7) domain 1.
Antimicrobial agents and chemotherapy; 44(6) :1485-1493.

Spigno, G., Tramelli, L. et De Faveri, D.M. (2007). Effects of extraction time,
temperatureand solvent on concentration and antioxidantactivity of grape marc phenolics.
Journal of

Food Engineering, 81 : 200-208.

V
Vantal. A (1999). Lecafé précieux. France : Robert Laffont, 1, pp 36- 68.

Viani.R(1993). The composition of coffee. In : S. Garattini Ed. Caffeine, Coffee and
Health.RavenPress. 1, pp 17-41.

Viala A et Botta A. 2005.Notions sur la toxicologie. In :Toxicologie. 2nd
ed.Lavoisier(Paris) ,1026-1037.
Viau, C.andTardif,R.(2003). Toxicologie. In : Environnement et sante publique-fondements

et pratiques. Paris.119-143.



W

Wajeman h., Lantz B., Girot R. (1992). - les maladies du globule rouge. - 2e edition ; Paris

:Inserm

Y

Younes (2019). Café non-conforme aux normes : Quatre producteurs devant la

justice,algerie-eco.com est un journal d’information indépendant

Z

Zbinden, G et Flury-Roversi, M. 1981. Significance of the LD50-test for
thetoxicologicalevaluation of chemical substances. Arch Toxicol, 47:7799.



