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Résumé

Dans ce travail, la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC-
UV-visible) ; a été utilisée pour I'analyse des composés nutraceutiques; (acides phénoliques,
flavonoides et caféine), dans seize échantillons de café (torréfie, vert et instantané) achetés du
marché algérien. Les parameétres suivants ont été pris en compte pour les analyses de café:

conditionnement, degré de torréfaction, la taille des grains, l'instantanéité et la décaféination.

La concentration des composés phénoliques totaux analysés dans les différentes
marques de café varie de 12,37 £ 0,55 mg/l a 200,08 = 6,47 mg/ |, alors que la teneur de la
caféine, principal stimulant du café varie de 38,00 + 1,89 mg/l & 136,00 + 6,45 mg/I.

L’évaluation de la performance chromatographique a révélé une excellente
reproductibilité. Les limites de détection (LOD) pour tous les composés analysés ont varié de
0,75 a 14,79 ug/l, tandis que les limites de quantification (LOQ) se situaient entre 2,26 et
44,44 ug /1. La séparation de tous les composés a été obtenue en 13 minutes.

L’identification de 1’acide chlorogénique (5-CQA) et la caféine dans le café boisson,
préparé par deux types de cafetiére (turque et électrique) a éteé faite par chromatographie
liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse. Les teneurs en ces deux
principes actifs du café identifiés par LC-MS, ont été déterminées par la chromatographie
liquide couplée a un détecteur a barrette de diode (HPLC-DAD). La teneur de I’acide
chlorogéenique dans le café boisson varie de 21,60+0,10 mg/l a 26,55+0,09 mg/l dans les
échantillons préparés par la cafetiere turque et de 12,55 + 0,07 mg/l a 20,68 + 1,33 mg/l dans
ceux préparés par la cafetiere électrique. La caféine posséde des concentrations moyennes
allant de 51,00+0,20 a 94,65+1,50mg/l, dans les échantillons obtenus par la cafetiére turque et
de 46,44+0,54 a 89,30+0,25 mg/l, dans les échantillons obtenus par la cafetiére électrique.
Ces différences en teneurs sont certainement dues a la différence de la surface ainsi que du

temps de contact dans les deux types de cafetiéres.

En outre, la détermination de quelques éléments minéraux nutritifs, en 1’occurrence ;
Zn, Cu, Fe, Na, K ainsi qu’un élément nocif (Cr) dans quatorze échantillons de café a été
faite par spectrométrie d’absorption atomique et photométrie a émission atomique. Les
résultats obtenus montrent que ces valeurs sont dans les normes et sont acceptables pour la

consommation humaine.



Il faut noter que le café soluble était particulierement riche en éléments minéraux avec

des teneurs en minéraux totaux varient de 649,69 a 1072,65 mg/100g.

Le potassium et le sodium, sont les principaux éléments nutritifs dans tous les
échantillons de café étudiés, leur teneur moyenne varie de 422 mg/100g a 1050 mg/100g, et

entre 2,65 et 39 mg/100g respectivement.

Par ailleurs, 1I’acrylamide a été identifié et dosé par HPLC- UV-DAD dans les
échantillons de café torréfié et empaqueté. Nous avons démontré que le degré de torréfaction
est un facteur clé dans la formation de I'acrylamide. Les quantités substantielles d'acrylamide
dans le café empaqueté, allant de 38,61+0,16ug/l a 44,80+2,50 ug/l pourrait étre un sérieux

probléme de santé public, en particulier les gros consommateurs de cette boisson.

Mots-clés: caféine, café, acides phénoliques, la catechine, la torréfaction, HPLC,

nutraceutique, minéraux, acrylamide.



Abstract

In this work, HPLC coupled to UV-vis detection was used for the analysis of
nutraceutical compounds (phenolic acids, flavonoids and caffeine), in sixteen samples of
coffee (roasted, green and instant) purchased from local market. The following parameters
were taken into account for coffee analyses: packaging, roasting degree, grain size,
instantaneity, and decaffeination. The total polyphenols and caffeine levels in coffee extracts
were found to vary from 12.37 £+ 0.55 to 200.08 + 6.47 mg/l, and 38.00 + 1.89 to 136.00 +
6.45 mg/l, respectively. Evaluation of chromatographic performance showed excellent
reproducibility, resolution, selectivity, and reasonable peak symmetry. The limit of detection
(LOD) ranged from 0.75 to 14.79 mg/l, while the limit of quantification (LOQ) ranged from
2.26 to 44.44 mg/l. The separation of all compounds was achieved within 13 min.

The identification of chlorogenic acid (5-CQA) and caffeine in the coffee beverage
prepared by two types of coffee (traditional and electric), was achieved by high performance
liquid chromatography coupled to mass spectrometry. The levels of these two metabolites of
coffee identified by LC-MS were quantified by liquid chromatography coupled to a diode
array detector (HPLC-DAD). The content of chlorogenic acid in coffee drinks varies from
21.60 + 0.10 mg /I to 26.55 £ 0.09 mg /I in the samples prepared by the traditional coffee
maker and from, 12.55 = 0, 07 mg/l to 20.68 + 1.33 mg/l in those prepared by electric coffee
maker. Caffeine concentration ranged from 51.00 + 0.20 to 94.65 £ 1.50 mg/l, in the samples
obtained by the traditional coffee maker and from 46.44 + 0.54 to 89.30+0.25 mg/l, in
samples obtained by the electric coffee maker. The differences in level were due to the
contact time and surface between the coffee powder and water, afforded by each kind of
coffee maker.

Furthermore, the determination of some mineral elements, such as Zn, Cu, Fe, Na, K
and Cr, in fourteen coffee samples was carried out by both atomic absorption spectroscopy
and atomic emission photometry. The results obtained showed that the amounts of these

elements in coffee are reasonable for human consumption.

It should be noted that instant coffee contained high amounts of minerals with total
minerals contents varying from 649.69 to 1072.65 mg/100g.Potassium and sodium are the
main nutrients in all studied samples, their average content ranged from 422 mg/100g to 1050

mg/100g, and from 2.65 to 39 mg/100g, respectively.



Moreover, acrylamide was detected and quantified in roasted and packaged coffee
extracts by HPLC-UV-DAD. The degree of roasting was found to be a key factor in the
content of acrylamide. The amounts of acrylamide in packaged coffee ranging from, 38.61 +
0.16pg/1 to 44.80 £ 2.50 pg/l could be a serious health concern for consumers, especially large

consumers of coffee drink.

Keywords: caffeine, coffee, phenolic acids, catechin, roasting, HPLC,

nutraceutical, minerals, acrylamide.
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Introduction générale

De nos jours, le café est I’un des principaux produits du commerce mondial, c’est la
deuxiéme marchandise échangée entre les pays, apres le pétrole. Il constitue 1’une des denrées
alimentaires les plus consommées au monde et I’un des aliments nutraceutiques qui preésentent

des bienfaits pour la santé humaine.

Le café contient des composés biologiquement actifs; la caféine, qui est un alcaloide,
agit comme stimulant du systeme nerveux central et du systeme cardio-vasculaire, en
diminuant la somnolence et en augmentant temporairement [I’attention. Les acides
chlorogéniques (ACG) qui sont des esters des acides trans-cinnamiques (acide caféique,
férulique et para-coumarique), jouent un rdle important dans la qualité gustative des cafés. De
plus, ces acides conferent au café une activité antioxydante avérée. Le café contient
également, le saccharose qui est un produit essentiel pour notre organisme en lui apportant de
I’énergie dont il a besoin pour son fonctionnement. Les minéraux font, aussi, partie des

composants du café, on y trouve notamment le potassium et le sodium.

La valeur nutritionnelle et la saveur du café d’une part, et ses propriétés toxicologiques
de ’autre part, sont fortement 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 composeés. Les traitements thermiques peuvent
ainsi induire des effets bénéfiques tels que la disparition des toxines et l'augmentation de la
digestibilité. Parmi les effets indésirables, on peut citer: la dégradation des vitamines, des
protéines et des acides gras essentiels et l'apparition de composes toxiques. Certains des
produits néoformés peuvent jouer un réle prépondérant dans les propriétés organoleptiques du
café. Des chercheurs ont récemment, découvert que le café contient de 1’acrylamide résultant
du processus de torréfaction. Cette molécule a été reconnue comme potentiellement

cancérigene et sa teneur dans le café doit étre connue avec une grande précision.

Dans le marché Algérien, différentes marques de café empaqueté sont disponibles,
ayant chacune un go0Qt distinct. Ces cafés sont composés principalement de deux variétés de
cafés ; Robusta et Arabica purs ou un mélange des deux variétés dans des proportions allant
de 20 & 80 % de chacune.

D'apres nos connaissances, aucun travail portant sur l'investigation et/ou la
quantification des composants organiques ou minéraux des cafés vendus sur le marché
algérien n'a été rapporté. A partir de cette constatation, il nous a paru évident de doser par des

méthodes d’analyse physicochimiques qualitatives et quantitatives, les constituants les plus
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importants de trois types de cafés: vert, torréfié, et soluble dans seize variétés de café du

marché algérien.

Parmi les méthodes de dosage des composes organiques présents dans les denrées
alimentaires, I'HPLC est la plus appropriée, vu qu'elle est d'une grande précision, fiable et
facile a mettre en ceuvre. Ainsi, les teneurs en constituants du café ont été mesurées par la
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) avec trois différents
appareillages, chacun présentant un intérét spécifique. Le dosage des minéraux a été réalisé

par spectrométrie d’absorption atomique et photométrie a flamme.

En plus, il a été constaté que 1’aspect physique du café empaqueté differe de celui du
café pur, en vrac, broy¢. Il est particuliérement caractérisé par la présence d’une brillance due
a ’enrobage et la caramélisation au cours du procédeé de torréfaction du café conditionné
provoquant par la suite, une augmentation des concentrations de l'acrylamide; une molécule
trés nocive pour la santé humaine. Cette molécule a été identifiée et déterminée dans les
échantillons du café étudiés, par HPLC- UV-DAD. Dans cette étude, 1’effet de la torréfaction

sur la teneur en acrylamide a été aussi investigué.

L’objectif de ce travail est donc, d’effectuer des analyses qualitatives et quantitatives
des principaux composants de seize échantillons disponibles sur le marché de la ville de
Guelma. Les constituants du café concernés par cette recherche sont : la caféine, ’acide
chlorogénique, I’acide caféique, 1’acide férrulique, I’acide para-coumarique, I’acide gallique,
I’acide sinapique, ’acide cinnamique et méthioxycinnamique, la catéchine, la rutine, la

quercétine, l'acrylamide, le zinc, le chrome, le cuivre, le fer, le sodium et le potassium.
Cette these s’articule autour de quatre chapitres :

- Le premier chapitre consistera a présenter des généralités sur le café.

- Le deuxieéme chapitre s’intéressera d'assez pres a la molécule d’acrylamide.

- Dans le troisiéme chapitre, seront présentées les méthodes d’analyse utilisées dans ce

travail ainsi que les modes opératoires mis en ceuvre.

- L'interpretation des différents résultats obtenus sera détaillée dans le quatrieme

chapitre.
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- Enfin, une conclusion générale terminera ce travail et portera sur une lecture attentive

et succincte des résultats obtenus et une présentation des perspectives envisagées.
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Chapitre | Généralités sur le café

I.1. Introduction
Ce chapitre consistera en une revue de la littérature concernant le café, ses

constituants, ses methodes de traitement et de préparation, ainsi que ses effets sur un certain
nombre de pathologies. En plus d’une rétrospective statistique de 1’ensemble des travaux

effectués sur le café a travers le monde.

1.2. Le cafe
Le café est une boisson largement consommee dans le monde entier et le deuxiéeme

produit le plus échangé, apres le pétrole (Fujioka & Shibamoto, (2008)). Le Brésil est le plus
grand producteur et exportateur de café, ce qui représente 30% du marché international pour
ce produit. La consommation mondiale de café a connu une croissance constante depuis plus
de 40 ans, cette consommation élevée du café est liée a ses caractéristiques organoleptiques
et stimulantes et aux effets bénéfiques pour la santé en raison de la présence de composes
bioactifs.

Il existe deux types principaux de café; Arabica et Canephora généralement connu
sous le nom de Robusta. Arabica ou Robusta ou des mélanges des deux sont les cafés du

commerce. L'Arabica est considéré comme la meilleure variété de café (Farah et al. (2006)).

La boisson du café est donc riche en substances biologiquement actives ayant des
répercussions sur la santé humaine. Il s'agit notamment de la caféine, les micronutriments et
les composés phénoliques (Haler, (1988)) et en particulier les acides chlorogéniques (CGA)
qui sont formés par l'estérification de certains acides trans-cinnamiques tels que I'acide

caféique, 'acide férulique, et I’acide p-coumarique, avec de l'acide quinique.

1.3. Botanique
L’ Arabica pousse encore a 1’état sauvage en Ethiopie ou il fut découvert et utilisé pour

ses vertus stimulantes et médicinales (Costa et al. (1999)). Il fut cultivé en premier lieu au

Yémen. 1l est cultivé entre 600 et 2000 métres d’altitude dans la zone intertropicale, surtout
en Amérique du Sud, en Amérique Centrale et dans quelques pays d’Afrique et d’Asie. Il est
trés apprécié pour ses qualités aromatiques et la finesse de son godt. Ses principales variétés

sont le Moka, le Bourbon et le Maragogype aux féves géantes.

Le Robusta tient son nom de sa caractéristique: la robustesse. On le trouve a 1’état
sauvage dans les foréts denses de 1’Afrique de I’ouest et centrale (bassin du Congo) et se

cultive aujourd’hui dans les régions de faible altitude, en Afrique, mais aussi en Inde, en
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Indonésie, a Madagascar, au Breésil, aux Philippines et au Vietnam. Cette variété est plus
vigoureuse que 1’Arabica, son go(t est puissant et corse. En moyenne, elle est deux fois plus

chargée en caféine que 1’ Arabica ce qui donne un café trés tonique.

Le traitement des fruits murs du caféier s’effectue sur leurs lieux de production. Ils
subissent quelques opérations qui ont pour objet de dégager les grains de leurs enveloppes
(pulpe, mucilage, pellicule) et d’améliorer leur présentation (Costa et al. (1999)).

Pour obtenir le grain marchand, deux méthodes de préparation du café sont pratiquées;
comme illustré par I'organigramme de la figure (1.1) ; la voie séche et la voie humide, cette

derniére comportant une étape de fermentation controlée.

Traitement des cerises de café \

La méthode humide
La méthode séche &
i Cerises mQres
Cerises mQres \l,
1' Enlévement de la
Séchage au soleil pji:pe
l Fermentation
Décorticage \ll
‘1' Lavage des grains
Grains vert l
Séchage

v

Grains au parche

Figure 1.1 : Voies d’obtention des grains de café vert.
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Dans la voie humide, 1’usinage des fruits frais s’effectue en trois étapes:

- Elimination de la pulpe (dépulpage) et du mucilage (couche riche en pectine adhérant
a la parche et empéchant un séchage rapide des grains) et lavage.

- Séchage du café-parche.

- Elimination des enveloppes internes, parche et pellicule (déparchage) (Costa et al.
(1999)).
La voie séche se résume en deux étapes:

- Séchage des fruits (café en cerise ou café coque).

- Elimination des enveloppes desséchées en une seule opération mécanique

(décorticage).

Les grains de café que 1’on obtient avec ces deux méthodes d’extraction constituent le
« café vert ». Les grains sont ensuite torréfiés et préts pour la consommation. (Casal &
Oliveira, (2000)).

I.4. La torréfaction
La torréfaction est un procédé qui consiste a traiter les grains de café vert par la

chaleur seche et forte, tout en permettant au café d’acquérir I’essentiel de ses propriétés
organoleptiques (couleur, aréme, goQt), par le biais de la réaction de Maillard (Fujioka &
Shibamoto, (2008)) (cf. chapitre 11.4.1).

Sous I’effet de la température élevée ; Les composés phénoliques sont fortement
dégradés, tandis que les alcaloides sont modifiés différemment selon leurs natures. La caféine
est volatilisée sans décomposition, mais la trigonelline, partiellement détruite, elle participe
probablement & la formation de la pyridine et de 1’acide nicotinique ( Hedimovi¢ et al.
(2011)). L’influence de la température de grillage sur les constituants du café a été confirmée
par plusieurs recherches scientifiques. Les résultats de He¢imovi¢ et al. (2011) ont révélé que
la teneur en composés bioactifs ainsi que les propriétés antioxydantes du café sont affectées

par les conditions de torréfaction.

Sato et al. (2011) ont montré que les acides chlorogéniques (CGA) qui contribuent
également aux proprietés antioxydantes du cafe torréfié, ont été reduits pendant la
torréfaction du café. Moon et al. (2009) ont indiqué que les conditions de torréfaction jouent

un réle important dans la teneur en acide chlorogénique des féves de cafe.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881461100762X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881461100762X
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Bien que les antioxydants naturels soient perdus pendant le chauffage, les propriétés
antioxydantes du café peuvent étre maintenues par la formation de nouveaux antioxydants,

tels que les produits de la réaction de Maillard (Naira & Neura, (2013)).

Daglia et al. (2008) ont constaté que la réduction progressive de l'activité antioxydante
du café boisson est associée au degré de torréfaction des grains, en montrant que le café
moyennement torréfié possede la plus forte activité, en raison de I'équilibre entre la
dégradation des composes phénoliques et la génération des produits de la réaction de Maillard

au cours de ce processus.

Les composés généres pendant la torréfaction sont alors responsables de nombreuses
activités biologiques bénéfiques du café boisson (Daglia et al. (2008)). Cependant, des
composés cancerigenes, comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques peuvent
également étre formés par la combustion incomplete de la matiére organique au cours de la
torréfaction, heureusement, ils ont été détectés dans le café boisson en quantités insignifiantes
(Orecchio et al. (2009)). La formation de I’acrylamide pendant la torréfaction du café a été
confirmée, en particulier pendant les premiéeres minutes du processus de torréfaction. Il a
également été observé que, lors de la torréfaction du café; le robusta contenait plus
d’acrylamide que le café arabica et, que sa concentration diminue avec le temps au cours du
traitement thermique (Bagdonaite et al. (2008)). De plus, il s'est avéré que le stockage dans
des conditions ambiantes réduit les teneurs en acrylamide du café torréfié (Lantz et al.
(2006)).

L’action de I’élévation progressive de la température sur le café, donne lieu aux
constatations suivantes: vers 100 °C, la couleur verte des grains commence a virer au jaune; la
dessiccation se traduit par un dégagement de vapeur d’eau et d’une odeur de pain grillé.
L’ardme commence a se développer aux environs de 180 °C. A cette température, les gaz de
combustion apparaissent sous forme de volutes blanches bleutées, avec dégagement de CO, et
de CO. L’ar6me atteint, alors, son plein développement. Vers 300 °C, les grains de café sont
noirs, charbonneux, friables a une légére pression; 1’ardbme a totalement disparu. A ce stade

excessif de la torréfaction, le café est carbonisé (Bastian, (2006)).

Lors de la torréfaction, I’acidité du café diminue alors que 1’amertume augmente. Ceci
est surtout di au fait que le saccharose du grain de café commence a caraméliser entre 170 et

200°C et donne aussi la couleur brune aux grains de café. Dans certains cas, du sucre peut étre
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rajouté au café avant de le torréfier, afin d’obtenir un café torréfié¢ plus amer et plus foncé. La

durée de la torréfaction est habituellement de 12 & 15 minutes (Bastian, (2006)).

1.5. Préparation du café boisson (Houessou, (2007))
On compte six modes de préparation du café conférant a la boisson obtenue des

propriétés organoleptiques et compositions bien distinctes.

- Ladissolution
Dans le cas particulier du café instantané, la boisson est préparée en mélangeant
simplement du café soluble avec de 1’cau bouillante.
- Lafiltration
C'est la méthode que I'on utilise couramment avec les cafetiéres électriques modernes.
Cette cafetiére présente la particularité d’étre constituée de deux parties : la moitié supérieure
contenant le filtre recouvert d’un tamis ou d’un disque percé de petits trous sur lequel le café
moulu grossierement est déposé, et la partie inférieure dans laquelle le café boisson est
recueilli. Les filtres utilisés sont en acier inoxydable, en papier spécial, en nylon, ou encore en
plastique.
- L’infusion
Cette méthode requiert I'usage d'une cafetiére a piston. Dans un récipient en verre, un
filtre sous la forme d'un piston permet la séparation du marc de la boisson en I'isolant au fond
du récipient.
- L’ébullition
Elle consiste a verser le café moulu directement dans de I’eau en ébullition, avant de
maintenir le mélange a ébullition pendant 1 a 2 min. Avant consommation, le café bouilli est
généralement filtre.
- Ladécoction
Il s'agit de la méthode la plus ancienne. On utilise cette méthode dans la préparation du
café turc. Une mouture fine de café mélangée a de I'eau (environ 3 cuillerées de café pour
300 ml d'eau) est portée a ébullition dans une cafetiere arabe ou tout autre pot allant sur le feu.
- Lapercolation
C'est le procédé utilisé par les cafetiéres italiennes. La cafetiére est constituée de deux
compartiments séparés par un porte-filtre métallique dans lequel se trouve la dose de café
(mouture fine). L’eau, placée dans le récipient inférieur, bout puis s’évapore lors du

chauffage. La vapeur sous pression ainsi formée fait remonter I’eau, qui traverse la mouture


http://fr.wikipedia.org/wiki/Cafeti%C3%A8re#Cafeti.C3.A8res_.C3.A9lectriques_modernes
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cafeti%C3%A8re
http://fr.wikipedia.org/wiki/Marc_de_caf%C3%A9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Caf%C3%A9_turc
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cafeti%C3%A8re_italienne
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avant de monter dans la cheminée, pour retomber finalement dans la verseuse. Le café obtenu
est dit a [’italienne (ou café moka ou café napolitain).

- La percolation sous haute pression ou expresso

Un expresso (de I’italien espresso, extrait par pression ou trés vite), ou café express, est
un café trés corsé avec un fort arome, obtenu en faisant passer rapidement de 1’eau chaude
sous une pression de 9 bars a travers du café finement moulu et torréfié. Cette opération se

fait & I’aide d’une cafetiére a expresso.

Dans la partie expérimentale de ce travail, le café boisson a été préparé a partir de café
moulu, avec une cafetiere turque, qui est encore employée en Algérie et une cafetiere a filtre,

parce que c’est le mode de préparation le plus utilisé actuellement.

1.6. Composition et propriétés nutritionnelles du cafée

La composition du café est trés complexe, plus d’une centaine de substances
chimiques ont été identifiées (Houessou, (2007)). La composition du café a été déterminee
par plusieurs auteurs, cependant, elle differe suivant la variété du caféier, la maturité du fruit,
le type de traitement appliqué et le lieu de production ainsi que d’autres facteurs
environnementaux (Guyot et al. (1996)).

Beaucoup de chercheurs se sont intéressés dans leurs travaux aux deux espéces de
café ; I’Arabica et le Robusta (Clliford, (2004); Farah & Donangelo, (2006)), cependant,
d’autres auteurs ont focalisé leurs travaux, sur quelques composés chimiques de ce fruit,
notamment: Fujioka & Shibamoto, (2008), sur I’acide chlorogénique et la cafeine ; Trugo,
(1984) sur les acides chlorogéniques ; Casal et al. (1999) sur les acides hydroxycinnamiques;
Naira & Neura, (2013) sur la caféine et les acides phénoliques ; Farah & Donangelo,
(2006) sur les composés phénoliques; Huck et al. (2005) sur la caféine et la théobromine;
Rakotomalala & Charrier, (1993) sur les acides phénols et Peronne et al. (2008) sur les

teneurs en caféine, trigonelline et acide nicotinique.
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Tableau 1.1 : Composition des grains de café vert et torréfié selon la variété (en pourcentage

massique par rapport & la matiére seche) (Houessou, (2007)).

Composants Café Arabica Café Robusta

Vert Torréfié Vert Torréfié
Caféine 0,8-1,4 0,9-1,6 1,7-4,0 1,2-2,6
Trigonelline 0,6-1,2 0,1-1,2 0,3-1,0 0,1-1,2
Acides aliphatiques 1,0-3,0 1,0-4,6 1,0-2,0 1,0-4,6
Acide quinique 0,4 0,8 0,4 1,0
Acides chlorogéniques 5,5-9,0 0,2-3,5 7,0-12,0 0,2-4,6
totaux
Oligosaccharides 6,0-8,0 0,0-3,5 5,0-7,0 0,0-3,5
Saccharose 8,0 0,0 4,0 0,0
Polysaccharides totaux 50,0-55,0 24,0-39,0 37,0-47,0 /
Protéines 11,0-14,0 13,0-15,0 11,0-14,0 13,0-15,0
Acides aminés libres 2,0 0,0 2,0 0,0
Lipides totaux 10,0-18,0 14,5-20,0 8,0-13,0 8,3-16,0
Minéraux 3,0-4,2 3,5-4,5 3,5-4,5 4,6-5,0
Eau 5,0-12,0 0,0-5,0 5,0-12,0 0,0-5,0

1.6.1. Les apports en acidité et en antioxydants
e Les acides-phénols

Les composés phénoliques constituent I’un des groupes les plus importants et les plus
diversifiés des produits secondaires chez les végetaux. Le terme acide-phénol peut s’ appliquer
a tous les composés organiques possedant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. La pratique courante en phytochimie conduit a réserver I’emploi de
cette dénomination aux seuls dérivés des acides benzoiques (acides-phénols en C6-C1) et
cinnamiques (acides-phénols en C6-C3). La plupart de ces derniers (acide cafeique (AC),
acide férulique (AF)) sont souvent estérifiés: esters d’alcools aliphatiques et esters de 1’acide

quinigue (I’acide chlorogénique est le plus fréquent).
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Les dérivés des acides hydroxycinnamiques possédent un grand pouvoir antioxydant,
¢’est-a-dire qu’ils neutralisent les radicaux libres qui endommagent les cellules, ce qui a pour

effet de renforcer les défenses immunitaires (Kim, (2001)).

Les acides chlorogéniques (ACG) qui sont également retrouvés dans ’artichaut, les
graines de tournesol, et le thé, sont des esters composés d’un acide hydroxycinnamique
(comme I’acide caféique, férulique et para-coumarique), et de l'acide quinique. lls contribuent
a I’augmentation de 1’amertume et 1’acidité du café. Ce sont des précurseurs de phénols et de
catéchols qui se forment pendant la torréfaction et peuvent donner un golt desagréable au
café. Plus la torréfaction est poussée, plus les ACG seront dégradés donnant un café moins
acide, mais leur effet bénéfique diminue également.

Les principales sous classes de I’ACG dans le café sont:

— Les acides caféylquiniques.

— Les acides dicaféylquiniques.

— Les acides ferulylquiniques.

— Les acides para-coumarylquiniques et les acides caféylférulylquiniques, avec une
moindre concentration.

Quand on parle de I’acide chlorogénique, on parle d’un ester spécifique qui compte

pour prés de 60% des ACG dans le cafe, il s’agit de I’acide 5- caféylquinique (5-CQA).

e Lesautres acides
A cOté des ACG et de I’acide quinique, d’autres acides non volatils comme les acides
(citriqgue, malique et oxalique) et des acides volatils, (principalement 1’acétique) sont
retrouves dans le café. Leur teneur totale est presque la méme pour 1’Arabica et le Robusta.

Le café contient de nombreux composants qui sont essentiels au goQt et certains de
ces constituants sont un réel potentiel médical. Selon la variété de café, le degré de
torréfaction et le mode de préparation, ces principes bioactifs sont plus ou moins présents.
Pour avoir un café fonctionnel et nutraceutique, il faut veiller a avoir des grains de bonne

qualité, dont la torréfaction est moyennement poussee et s’effectue a basses températures.

1.6.2. Les apports en Lipides
Comme indiqué dans le tableau (1.1), plusieurs constituants lipidiques (plus de 10 %

du poids de la matiére seche) sont présents: a cOté des stérols, des hydrocarbures, de

tocophérols, on note la présence d’alcools diterpéniques.
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Les deux diterpénes caractéristiques du café sont le cafestol et le kahweol (Figure 1.2),
ce dernier est présent uniquement a 1’état de traces dans le Robusta. On peut considérer que
les Arabicas sont des cafés riches en lipides (10 & 18 %); les Robustas en contiennent

relativement moins (8 a 13 %) (Houessou, (2007)).

Cafestol Kahweol

Figure 1. 2 : Structures chimiques des deux diterpenes caractéristiques du café.

1.6.3. Les apports en glucides
Les glucides sont la classe majoritaire dans le café vert (parfois plus de 50 % de la

matiere séche), Il y a des mono, oligo et polysaccharides. Lors de la torréfaction, les glucides
participent a la réaction de Maillard (Oosterveld et al. (2003)). Ils contribuent également a
I’acidité du café. Aprés la torréfaction, le saccharose qui se trouve en teneurs importantes

dans I’ Arabica, confere a cette variété la qualité, la saveur et 1’ardbme supérieurs.

1.6.4. Les apports en protéines et en acides aminés libres

Les protéines et les acides aminés contribuent également au gott et a 1’odeur du café
et participent aussi a la réaction de Maillard.

Les acides aminés présents dans le café vert sont principalement liés aux protéines, la
fraction libre ne représente qu’environ 5 % du total, avec une teneur sensiblement plus élevee
pour le Robusta que pour I’Arabica. Parmi les principaux acides aminés qui composent cette
fraction libre, on trouve les acides glutamiques, asparagine et I’acide aminobutyrique.

Les teneurs en protéines du grain vert du café Arabica et du café Robusta sont
comparables, et varient entre 8,7 et 13,6 % de la matiére séche. Ces protéines se composent
de deux fractions en quantités comparables, I’une soluble dans I’eau, I’autre insoluble.

Plusieurs enzymes ont, également, été mises en évidence dans le café vert, notamment
la polyphénoloxydase, responsable de la décoloration des grains défectueux en catalysant

I’oxydation des acides chlorogeniques. Cependant, ces enzymes ne représentent qu’une
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faible part des protéines, et de plus, elles sont détruites au cours de la torréfaction.

1.6.5. Les apports en minéraux
Le minéral principal du café est le potassium (40%), suivi du phosphore. Il existe

d’autres minéraux comme le sodium, le magnésium, le calcium et le soufre, mais aussi des
traces de zinc, de strontium, de silicium, de manganeése, de fer, de cuivre, de baryum, de bore

et d’aluminium.

La composition moyenne en minéraux des grains verts, exprimée en pourcentage de
matiere seche, est la suivante : potassium 1,63-2%, magnésium 0,16-0.31%, sulfates 0,13%,
calcium 0,07-0,035%, phosphates 0,13-0,22%. La grande majorité (90%) des minéraux sont
hydrosolubles, et donc présents dans la boisson (Bastian, 2006)).

Les concentrations en minéraux des grains dépendent de la variété de café. Ainsi, le
café Robusta contient davantage d’éléments minéraux que 1’Arabica. En outre, le mode de
production des grains de café vert a également une influence. Ainsi on observe que, lorsque le
dépulpage est réalisé par voie humide, la teneur en minéraux des grains de café vert obtenue
est sensiblement plus faible que celle obtenue pour les grains préparés par voie séche
(Houssou, (2007)).

1.6.6. Les apports en vitamines
Le café contient aussi des vitamines, telles que :

- L’acide nicotinique ou vitamine B3.
- La vitamine PP (ou niacine) indispensable a notre systeme nerveux et a la
régénération de notre peau.
- Dr’autres vitamines du groupe B : B2, B5 et B6.
Toutes ces vitamines proviennent de la dégradation de la trigonelline lors de la
torréfaction. Les vitamines B1 et C contenues dans le grain de café vert sont détruites suite a

la torréfaction.

1.6.7. La caféine
L’un des composés majeurs du café est la caféine, elle constitue le principal alcaloide

et assurément I’un des principes actifs le plus connu du café. On la retrouve également dans
d’autres aliments comme le thé, le chocolat, le cacao, le coca et dans d’autres boissons
énergisantes. Sa présence dans les grains de café, et ensuite dans le café boisson, est d’une
grande importance en raison de son activité physiologique importante et multiple. Le goQt de
la caféine est plutot amer, mais elle ne compte que pour 10% de I’amertume totale du café.
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La caféine est une base purique de la famille des méthylxanthines, c’est la 1,3,7
triméthylxanthine. Sa formule brute est CgHioN4sO, avec une masse moléculaire de 194
g/mol.

La teneur en caféine d’une tasse de café¢ peut varier de fagon considérable selon
I'origine et la composition du meélange, la méthode de préparation et la dose de la mouture
(Mccusker et al. (2006)).

1.7. Emploi du café et de la caféine en médecine
Le café est une substance médicinale. Il est utilisé dans le domaine pharmaceutique a

I’état torréfié ou naturel. Parmi les indications thérapeutiques : le café sert a préparer un sirop

contre la coqueluche (Jane & Balz, (2006)).

La caféine est le composeé principal du café, elle a des effets sur la santé et c’est en fait

le seul composé qui a trouvé une application sous forme purifiée dans des médicaments.

La caféine, jusque-la contre-indiquée chez I’enfant, peut cependant étre utilisée sous

forme de citrate de caféine dans le traitement des apnées du prématuré (Comer et al. (2001)).

Cet alcaloide est ajouté aux antalgiques (paracétamol et acide salicylique) afin de
combattre la fatigue. Elle intervient aussi dans le systéme d’inhibition de la douleur et elle

peut augmenter de 5 a 10 fois I’effet antalgique (Haler, (1988)).

La caféine posséde également un effet potentiel sur la migraine ; la combinaison de
I'acétaminophéne, I'aspirine et la caféine est trés efficace pour le traitement de la migraine et
des maux de téte ainsi que pour atténuer les nausées et I'incapacité fonctionnelle associée a
des crises de migraine (Richard et al. (1998)). La structure xanthique est actuellement
considérée pour le développement de nouveaux médicaments pour le traitement de la maladie
de Parkinson (Trockle, (2000)).

1.8. Les effets physiologiques du café
Le café est considéré comme une plante (médicinale) utilisée en médecine comme

stimulant et accélérateur de I'absorption d'autres molécules (Haler, (1988)).

La consommation habituelle du café a été associée a une réduction du risque de
mortalité et de maladies chroniques, y compris le cancer. La capacité antioxydante du café est
associee a la présence a la fois des composés naturels et de substances développées pendant la
torréfaction (Vignoli et al. (2011).
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L’effet bénéfique du café s'appuie sur divers mécanismes plausibles, en raison de la
présence d'une variété de composés biologiques (Farah et al. (2006)). Le café contient
plusieurs ingrédients fonctionnels connus, comme les flavonoides (catéchines et anthocyanes),
les acides ; caféique férulique, chlorogénique, p-coumarique, férulique et sinapique, (Meletis,
(2006) ; Manach et al. (2004)). En outre, d’autres composés biologiquement actifs sont
présents dans le café notamment: l'acide nicotinique, trigonelline, quinoléique, l'acide

tannique, I'acide pyrogallique et la caféine (Minamisawa et al. (2004)).

Des études récentes ont montré que la consommation des extraits de café vert a causé
des effets hypotenseurs chez le rat et chez I'homme, un effet inhibiteur sur I'accumulation de
graisse et le poids corporel chez les souris et les humains, en plus d’une modulation de
glycémie. Ces effets biologiques ont été attribués a I'acide chlorogénique (CGA) présent dans
le café vert (Farah et al. (2008)).

La consommation de CGA a été associée a un certain nombre d'avantages pour la
santé tels que la réduction du risque relatif aux maladies cardiovasculaires, ou diabéte de
type2, et a la maladie d'Alzheimer (Arendash & Cao, (2010)).

Différentes études ont révélé qu’un risque beaucoup plus faible de diabéte de type 2
est associé a une consommation fréquente de café. Cette constatation a été faite dans le cas de
café normal ainsi que celui du café décaféiné, ce qui indique que la caféine n'est pas la seule
molécule responsable de 1’activité antidiabétique ((Pimentel, (2009)). Des études récentes ont
démontré I'existence d'un lien entre la consommation du café, et un risque moins élevé
d’atteinte de la maladie de Parkinson (Dorea & da Costa, (2005)).

Des études épidémiologiques et méta-analyses ont également révélé qu’il y a une
corrélation inverse entre certains types de cancer et la consommation de café (dorea & da
Costa, (2005)).

Les dérivés des acides hydroxycinnamiques ont une action anticancérigéne. lls ont le
potentiel de prévenir la génotoxicité en réduisant I’exposition aux facteurs oxydatifs et
cancérigenes (Abraham et al. (2004)). Les données actuelles suggerent que la consommation
de café est associée a un risque réduit du cancer de foie, de rein, du sein et du colon. En
I'occurrence, de nombreuses études ont été menées sur ’effet protecteur du café boisson
contre le cancer colorectal (Tavani et al. (2004). La consommation de café peut encore aider

a réduire les déces dus au cancer de la prostate (Wilson et al. (2011)).
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De plus, certains composés polyphénoliques sont des agents antibiotiques,
antiulcéreux et anti-inflammatoires. 1ls peuvent ainsi étre utilisés dans le traitement des
maladies comme I’hypertension, la faiblesse vasculaire, les allergies et I’hypercholestérolémie
(Olthof et al. (2001)).

Une série d'expériences rapportées par Scalbert et al. (2005) a montré que, les acides
cafeique et férulique dans le café, réduisent le taux de cholestérol en aidant son transport a
partir des cellules spumeuses des macrophages vers le foie, ou il est traité pour étre enfin
éliminé. Murase et al. (2012) ont montré qu'une consommation a long terme de café réduira

la graisse corporelle chez I'homme.

En outre, le café peut étre considéré comme une substance anticariogene potentielle ;
une étude récente de Meckelburg et al. (2014) a révélé une action inhibitrice de Coffea
canephora contre le biofilm dentaire.

1.9. Les effets néfastes du café
Nous avons passé en revue les effets bénéfiques du café et de ses composants. Mais le

café possede aussi des effets néfastes; par exemple, un excés de caféine qu’on appelle ;
caféisme (600 mg a plus de 1000 mg de caféine par jour), élimine une partie du calcium et du
magnésium du corps, avec pour conséquences :

e Une grande nervosité.

e Une situation d’anxiété.

e Des insomnies.

e Une réduction de I’activité motrice, voire des crampes.

Le café mélangé a du lait est tres indigeste. En effet, les tanins du café précipitent la

caséine du lait au contact des sucs gastriques. 1l se forme alors de gros « grumeaux » difficiles

a digerer et mettant & contribution le foie (Haler, (1988)).

La caféine et les acides présents dans le café peuvent affecter la voie gastro-intestinale
et le systeme biliaire (Czok, (1977)).

Il semble aussi que la consommation de café et les fractures ostéoporotiques sont
corrélées et particulierement pour une consommation de plus de quatre tasses, avec un apport

peu important en calcium (Haler, (1988)).

Des études récentes ont indiqué la présence de substances potentiellement
cancérigenes comme les hydrocarbures aromatique polycycliques (HAP) et I’acrylamide
formés lors de la torréfaction (Houessou, (2007).
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1.10. Quelques méthodes analytiques utilisées pour le dosage de la caféine et des
polyphénols dans le café
La caféine et les polyphénols absorbent dans 1’ultra-violet, ainsi leur identification

dans les échantillons se fait principalement par comparaison de leurs chromatogrammes
HPLC a ceux de témoins purs. L’HPLC UV/visible a été utilisée par plusieurs chercheurs
pour identifier et quantifier les composés bioactifs dans le café.

Farah et al. (2005) ; Belguidoum et al. (2014) ainsi que Hecimovié¢ et al. (2011)
ont déterminé la concentration des polyphénols et de la caféine dans le café par HPLC-UV/
visible. Belay et al. (2008) ont utilisé le spectrophotometre UV/visible pour la détermination
de la caféine dans le café. Belay & Gholap, (2009) ont aussi effectué un dosage des acides

chlorogéniques dans le café par spectrophotomeétrie UV/visible.

L’ HPLC-DAD est I’une des méthodes analytiques les plus utilisées pour 1’analyse des

composes bioactifs dans le café. (Minawisawa et al. (2004)).

Le couplage de I’ HPLC a un spectrométre de masse permet de donner une meilleure
identification des composeés elués mais il présente tout de méme de nombreuses contraintes de
mise en ceuvre. Parmi les travaux réalisés dans ce sens, Naira & Neura, (2013) ont déterminé
les composes bioactifs du café par HPLC-DAD-MS. Sapozhnikova, (2014) a également
utilisé la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse pour l'analyse des

composés polyphénoliques dans des échantillons liquides des jus de raisin, thé vert et café.

I.11. Solvants utilisés pour ’extraction de la caféine et de polyphénols
Les composés bioactifs issus des végétaux sont utilisés en phytochimie dans le but de

préparer des compléments alimentaires ou nutraceutiques, d’ingrédients alimentaires, de
produits cosmétiques ou pharmaceutiques. Ces substances peuvent étre extraites a partir de

produits végétaux frais ou de plantes séchées.

Les techniques d'extraction par solvant sont souvent employées a cause de leur
simplicité d'utilisation et leur efficacité. Le rendement d'extraction obtenu dépend du type de
solvant employé, de la température, de la durée d’extraction et de quelques caractéristiques de
I'échantillon.

Bastian, (2006) a utilisé des teneurs en éthanol de 20%, 30%, 40%, 60% et 80% pour

I’extraction accélérée par solvant, des composés polyphénoliques.
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Dans une autre étude publiée par Naira & Neura (2013) ; I’eau ultra pure a 92,3 °C a
été utilisée pour la préparation des échantillons de café dans le but d'analyser leurs teneurs
en composés bioactifs, y compris la caféine et les polyphénols.

D'autre part, une simple extraction par 1’eau distillée a été utilisée par Wanika et al.
(2010) et Ayelign & Sabally, (2013) pour I’extraction et le dosage de 1’acide chlorogénique
(CGA) dans le café.

Hec imovic et al. (2011) ont employé I’extraction par 1’eau désionisée a 100°C afin

d’analyser la caféine et les polyphénols dans le café.

D’aprés Belay et al. (2008) ; pour le dosage de la caféine dans le café, le solvant
adéquat était le dichlorométhane. Cependant, Farah, (2005) a utilisé le méthanol comme

solvant pour extraire et analyser la caféine.

1.12. Statistiques des travaux publiés sur le café
Cette section retrace brievement les travaux les plus pertinents sur le café. Plusieurs

groupes de chercheurs a travers le monde, se sont penchés sur 1’étude de la composition du
café.

En Brésil, Farah Adriana, et ses coauteurs (Farah et al. (2005, 2006, 2008) ont été les
pionniers dans ce domaine. A travers leurs articles, ils ont, principalement, investigué la
composition du café en se focalisant sur 1’acide chlorogénique ; ses effets bénéfiques sur la
santé, les méthodes d’extraction de cet acide du café vert et sa dégradation par le traitement
thermique.

Au Mexique, les travaux publiés sur le café se sont spécialement intéresses au coté
botanique de la plante; (Perez et al. (2005) ; Toledo et al. (2013)).

Aux états unis, beaucoup de chercheurs ont travaillé sur le café, récemment ; Dranoff,
et al. (2014); Bambha et al. (2014) ont étudié I’effet de la consommation du café sur la
fibrose hépatique. L’analyse du café par HPLC pour la détermination des composantes

naturelles et des contaminants dangereux a été faite par Naegele, (2014).

L’équipe de Ranic (Ranic et al. 2014)) en Serbie quant a elle a publié une étude sur

les polypheénols totaux contenus dans des extraits de café (noir, espresso et cafe a filtre).

Au Japon, Fukushima (Fukushima et al. (2009, 2009;,) et ses coauteurs ont

également publié quelques articles sur le cafe, et ils ont montré qu’il représente une large
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source de polyphénols et antioxydants dans le régime alimentaire des japonais, ce qui

constitue un facteur potentiel de réduction des risques de maladies liées au mode de vie.

En Inde et dés 1988, Abraham a publié plusieurs articles qui ont traité essentiellement
le r6le de la capacité bioactive du café, vis-a-vis de la protection contre la génotoxicité in vivo
(Abraham et al. (1988, 1996, 2004)).

En France, des travaux sur les polysacharides du café; leurs teneurs et leurs
transformations durant le traitement du café ont été publiés par le groupe d’Avallone
(Avallone, (2000, 2001)).

En Grece, la plus part des travaux ont été focalisés sur les effets physiologiques du
café. D’apreés Chrysohoou, (2010, 2012) la consommation modérée du café semble avoir un
effet bénéfique sur la sante.

En chine plusieurs études ont traité 1’activité physiologique du café. Les données
intégrées a partir des études de Cao (Cao et al. (2014)) et ses coauteurs ainsi que par
I’équipe de Zhong (Zhong et al. (2014)) soutiennent I'hypothése qui affirme que la
consommation de café peut réduire le risque de cancer de la prostate. En revanche, Jiang et

al. (2014) ont montré que la prise quotidienne de café freine I’évolution du diabete du type 2.

En Italie, Daglia et son équipe (Daglia et al. (1998, 2000, 2008)) se sont pour la plus

part de leurs travaux focalisés sur I’activité antioxydante du café.

En Allemagne, Speer, (Speer et al. (1993, 1999)) et ses coauteurs ont beaucoup
travaillé sur les diterpenes, leurs teneurs, leur dégradation, leurs effets biologiques et leur role

dans la qualité du cafe.

En Russie, et au mieux qu’on le sache, peu d’articles en rapport avec le cafe ont éte
publiés; 1’équipe de Urakova, (Urakova et al. (2008)) a publié un article sur la quantification
de I’acide chlorogénique dans le café par différentes méthodes. Tandis que Ziyatdinova et al.
(2013) ont concentré leurs recherches sur les polyphénols totaux et 1’activité antioxydante du

café.

Toutefois ; la production scientifique du Honduras, du Pérou et du Vietnam (Figure
1.4) est tres faible dans ce domaine, et elle ne représente que 1,51% de la production

scientifique des dix premiers pays producteurs de cafe.
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Figure 1. 3 : Nombre de références dans quelques pays trouvées dans la base de données
Web Of Knowledge’ et en utilisant une combinaison des mots ‘coffee’
et le nom du pays. Le 27 juillet 2014.
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Figure 1. 4 : Nombre de références dans les dix premiers pays producteurs de café trouvées
dans la base de données’ Web Of Knowledge’ et en utilisant une combinaison des mots
‘coffee’ et le nom du pays. Le 27 juillet 2014.
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Le nombre de recherche dévoués au cafe est trés limité dans les pays arabes, par
comparaison avec le reste du monde (Figure 1.3). En I’occurrence, la production scientifique
des pays nord africains dans ce domaine, ne représente que 1,4% et celle de 1’ Arabie saoudite

est de 1,26% du nombre total de travaux réalisés au cours du temps.

En Algérie, le nombre de chercheurs impliqués dans le domaine du café est insuffisant.
Nous n‘avons noté aucune publication antérieure a 2005. Il serait intéressant de remarquer que
les travaux publiés ne traitent que de I’adsorption de quelques substances chimiques par le
résidu (le marc) de café, notre étude qui est apparue en 2014 (Figure 1.5) et la seule qui s'est
intéressee, plutdt, a la quantification des polyphénols et de la caféine dans plusieurs marques

de café.

2005 2009 2010 2013 2014

Figure 1. 5: Evolution du nombre de travaux en rapport avec le café en Algérie. Issue de la
base de données ‘Web Of Knowledge’. Le 27 Juillet 2014.

1.13. Conclusion
A la fin de ce chapitre, il apparait que les effets bénéfiques du café ne sont pas

seulement attribués a la caféine, mais il est maintenant connu qu’il y a d'autres composeés qui
contribuent également aux propriétés biologiques intéressantes de cette boisson. Ces
propriétés directement attribuées aux composes présents naturellement dans les grains verts et

aussi a ceux issus de la torréfaction.

22



Chapitre | Généralités sur le café

L’apport nutritionnel et le réle de la consommation de café dans la prévention de

certaines maladies graves et les plus répandues justifient sa classification comme une boisson

nutraceutique ou comme aliment fonctionnel.

Malgré les techniques développées pour I'analyse biochimique, peu de recherches ont

été menées sur ce sujet a travers le monde.
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Chapitre 11 L’acrylamide : une molécule potentiellement nocive

I1.1. Introduction
Dans le présent chapitre, nous nous intéresserons a une molécule potentiellement

toxique: 1’acrylamide.

Nous allons évoquer les points suivants : définition et structure de la molécule, son

existence dans les aliments, les différentes voies de sa formation et sa toxicité.

I1.2. Définition et structure de ’acrylamide

L’acrylamide (Figure 11.1) est une molécule produite lors de la cuisson a haute
température des aliments. Il est également connu sous les noms de 2-propénamide, amide
acrylique, amide de vinyle et acrylamide monomeére. C’est une molécule trés polaire avec un
poids moléculaire de 71 g/mol, un point de fusion de 84,5 £+ 0,3°C et un point d'ébullition
élevé de 136°C a 3,3 kPa (Weisshaar, (2004)).

L'acrylamide est tres soluble dans I'eau (215,5 g/100 ml a 30 °C) et dans de nombreux
solvants organiques comme les alcools, I'acétone, I'acétonitrile, légérement soluble dans
l'acétate d'éthyle, le dichlorométhane, I'éther diéthylique. Il est insoluble dans I'hexane et
d'autres alcanes et alcénes ; sa volatilité est faible. 1l n'a pas d'absorption UV significative au-
dessus de 220 nm.

O .

v
A, e

2

Figure 1. 1 : Formule chimique de ’acrylamide en 2D et 3D.
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L'acrylamide contient une double liaison électrophile réactive et un groupe amide
réactif. Il présente de faibles propriétés acides et a la fois basiques (Friedman, (2003)).

L'acrylamide peut étre produit industriellement pour la synthese du polyacrylamide.

Le polyacrylamide peut étre utilisé dans le traitement des eaux usées en tant que
floculant, la stabilisation des sols, dans les cosmétiques, le papier et le textile (Friedman,
(2003)). L’acrylamide est décrit comme une neurotoxine, génotoxine et est probablement

cancérigéne pour I'homme (Friedman, (2003)).

11.3. L’acrylamide dans les aliments

L'acrylamide a été détecté dans tous les types d'aliments, notamment la viande, le pain
et les produits de pommes de terre préparés a des températures élevées (Tareke et al. (2002)).
Des quantités relativement faibles peuvent étre trouvées dans les aliments soumis a des

températures allant jusqu'a 260°C (Murkovic, (2004)).

Il est présent aussi dans les aliments cuits ou chauffés aux micro-ondes. Les feuilles de
thé et les grains d'orge grillés contiennent aussi de 1’acrylamide. Il se forme dans les aliments

riches en glucides pendant la friture, la cuisson et la torréfaction.

Dans le café moulu il peut y avoir des teneurs relativement élevées d'acrylamide
jusqu'a 400 ng/g de poudre. L'acrylamide est une substance trés polaire, il n'est pas surprenant
qu'il est également détecté en grandes quantités dans les cafés brassés. Aucune trace
d’acrylamide n’a été détectée dans un résidu analysé apres une préparation de café, il semble
que tout I’acrylamide dans la poudre de café est transferé a I'eau ou il est tres stable. Aucune
diminution significative de la concentration d'acrylamide n’a été observée méme apres cinq

heures de chauffage (Andrzejewski et al. (2004)).

I1.4. Voies de formation de I’acrylamide
La voie principale de formation de 1’acrylamide dans les aliments est la réaction de
Maillard. Selon certains auteurs (Becalski et al. (2003) ; Stadler et al. (2003)), il existe

d’autres voies de formation, mais elles sont mineures.
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11.4.1. La réaction de Maillard

La réaction de Maillard porte le nom de Louis-Camille Maillard, premier chercheur
ayant exploité la réaction de I'acide aminé avec des glucides. Il a ensuite été signalé que les
acides aminés en combinaison avec différents hydrates de carbone réagissent a des
températures supérieures a 100° C, formant la couleur typique brune foncée et la saveur des
aliments cuits (Stadler et al. (2003)). Grace a cette réaction extrémement complexe, non
seulement des propriétés souhaitables comme la couleur, I'aréme et le godt sont acquises,

mais aussi des composés antioxydants sont formés (Andrzejewski et al. (2004)).

LC. Maillard a trouvé que le groupe aldéhyde d’un aldose réagit de fagon plus efficace
avec des acides aminés que les groupes hydroxyles (Stadler et al. (2003)). Les mélanoides
(produits de réaction ayant une couleur brune foncée) sont solubles dans la premiére phase de

la réaction et par la suite, ils deviennent insolubles.

Il a été constate, que les acides aminés les plus réactifs sont I'alanine, suivie de la
valine, la glycine, l'acide glutamique, la leucine, la sarcosine et la tyrosine. Les
monosaccharides réagissent facilement avec les acides aminés. Le saccharose, un sucre non
réducteur, doit étre d'abord hydrolysé pour former des intermédiaires réactifs. Les pentoses

réagissent plus vite que les hexoses.

La réaction de Maillard est effectuée en trois étapes. Dans un premier temps, la
réaction de condensation du groupe carbonyle d'un sucre réducteur avec un composé aminé a

lieu et la base de Schiff est produite.

Les réarrangements de I’acide catalysé donnent des produits de réarrangement
d'’Amadori, qui ne sont pas stables au-dessus de la température ambiante. Dans la réaction
d'un acide aminé avec un cétose, la déoxyaldosylamine est formée par le réarrangement de
Heyns (Stadler et al. (2003)).

Dans la deuxieme étape de la réaction, au cours de 1’énolisation, la désamination, la
déshydratation et les étapes de fragmentation, différents produits, y compris les furfurals, les
furanones, les pyranones, et d'autres produits de déshydratation et de fragmentation du sucre
sont formés (Friedman, (2003)). La phase suivante est la dégradation de Strecker qui consiste

en une décarboxylation oxydative et une désamination, qui forme un aldéhyde et qui va
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aboutir a la formation de D’acrylamide aprés différentes étapes de réductions et de

déshydratations (Motrram et al. (2002)).

Dans la troisieme étape de la réaction de Maillard, des substances de masses
moléculaires élevées (mélanoidines) sont formeées au cours d'une réaction de condensation

entre des carbonyles (en particulier les aldéhydes) et les amines (Stadler et al. (2003)).
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Figure Il. 2 : Formation de I’acrylamide a partir de I’asparagine et d’un composé

dicarbonylé (Stadler et al. (2004)).
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Il a été montré que la réaction de Maillard est I'une des principales voies de formation
de I’acrylamide, en présence d'hydrates de carbone et de I'asparagine (Figure 11.2) (Zyzak et
al. (2003)).

Pour cette voie, les composés dicarbonylés (a partir du glucose par exemple) et des
acides aminés libres (de l'asparagine par exemple) forment la base de Schiff. D'autres
réactions conduisent a la formation du 3-aminopropionamide et enfin a I’acrylamide (Zyzak
et al. (2003)).

Il a été montré dans quelques expériences que parmi vingt acides aminés chauffés avec

du glucose, seul 1'asparagine a donné d'importantes quantités d’acrylamide (Becalski et al.

(2003)).

Au cours de la réaction de Maillard, un tres grand nombre de composeés volatils sont

formés. Déja plus de 550 composés ont été identifiés.

Dans le café torréfié, les mélanoidines sont responsables de la couleur foncée et d’un
degré moindre de I'aréme. Il a été remarqué, que les mélanoidines de café peuvent réagir avec
les composés volatils et de cette facon, elles modifient la perception d'ardme a la boisson de
café. En outre, le spectre de la mélanoidine est fortement influencé par le degré de torréfaction
(Andriot et al. (2004)).

Certains produits de la réaction de Maillard peuvent étre mutagenes, mais pas
cancérigenes (Stadler et al. (2003)). Les boissons de café préparées d'une maniere habituelle,
le thé noir et vert ont été reporté comme source de composés mutagénes résultant de la
réaction de Maillard. En outre, la mutagénicité n’apparait qu'au-dessus d’une température de

pyrolyse de 400° C et elle est plus accentuée a 500° C (Stadler et al. (2003)).

Certains composes présentant une activité anti-oxydante ont également été détectés
chez les produits de la réaction de Maillard. Ces composés, empéchant I'oxydation des lipides

se trouvent dans la fraction de la mélanoidine (Stadler et al. (2003)).

11.4.2. La dégradation des lipides
Une autre voie pour la formation d'acrylamide dans les aliments chauffés, en
particulier dans les produits alimentaires frits existe. Lors de la dégradation des

lipides, l'acroléine et I'acide acrylique (les précurseurs d'acrylamide) sont formés (Gertz &
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Klostermann, (2002)) et ils peuvent réagir avec de I'ammoniaque formée a partir d'acides
aminés (Figure 11.3) comme l'acide aspartique pour former 1’acrylamide (Stadler et al.
(2004)).

D’apres Friedman, (2003), les acides aminés libres tels que I'asparagine, la glutamine,
la cystéine et l'acide aspartique, présents dans les aliments, peuvent aussi étre une des

principales sources produisant de I'ammoniaque dans le traitement thermique des aliments.

Acroléine o
——OR ——» ------- » :J > é
OH
——OR
NH;
Acrylamide
0]
\)LNHZ
NH, O
Chauffage
+ Glucose
HOOC NH,
Aspargine

Figure 1. 3 : Voies de formation de I’acrylamide a partir de I’acroléine et ’asparagine
(Becalski et al. (2003)).

Une forte concentration d'acrylamide a été trouvée dans les produits de pommes de
terre frites. Les experiences ont montré une légére différence entre les produits de pommes de
terre frites dans differentes huiles. Il a été observe que les échantillons frits dans I'huile d'olive

avaient la plus forte teneur en acrylamide. En outre, I'addition de certains antioxydants, par
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exemple, I’herbe de romarin, réduit la formation d'acrylamide jusqu’a 25% (Becalski et al.

(2003)).

Lorsque l'asparagine a été chauffée dans différentes huiles et graisses, il a été observe
que la graisse de bovin, contenant des taux bas de lipides non satures, produit des quantités
plus faibles d'acrylamide (Becalski et al. (2003)).

En outre, en augmentant le temps de cuisson, la teneur en acrylamide dans les

échantillons également augmente.

La teneur en acrylamide formé dans les produits alimentaires frits et cuits dépend des
précurseurs (les acides aminés, les sucres) contenus dans la matiére premiére. Il a été constaté
qu’avec l'utilisation d'une procédure standard de l'industrie et une température de friture de
180°C, la teneur en acrylamide dans les produits de pommes de terre peut étre
considérablement réduite quand les pommes de terre a faible teneur en sucre sont

sélectionnées (Becalski et al. (2003)).

11.4.3. La décarboxylation et la désamination de I’asparagine
Il a été signalé, récemment que I'acrylamide peut étre formé en quantités plus faibles a
partir de l'asparagine en absence de glucose (Granvogl & Schieberle, (2006)). Pour cette

réaction, des températures élevées (> 170° C) sont nécessaires.

o NH,

AVAN A e 5~ M

C02 H2N
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Figure 1. 4 : Formation de ’acrylamide a partir de I’asparagine par une simple réaction

de décarboxylation et désamination (Granvogl & Schieberle, (2006)).

Il a été remarqué, que la décarboxylation directe suivie de la désamination de
I'asparagine peut se produire. Dans ce cas, les sucres réducteurs ne peuvent pas se produire
(Figure 11.4). Ce fait permet de comprendre pourquoi la plupart des aliments chauffés a des
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températures élevées contiennent de I’acrylamide: de faibles quantités d'asparagine libre
peuvent étre détectées dans presque tous les types des produits alimentaires (Granvogl &
Schieberle, (2006)).

Selon Yaylayan et al. (2003), lorsque l'asparagine pure est chauffée, le produit
principal obtenu est le maléimide (Figure 11.5) et non pas ’acrylamide ; ceci peut-étre dii aux
températures relativement élevées de la réaction (250 et 350°C), la cyclisation

intramoléculaire rapide de I’asparagine s’effectue et empéche ainsi la formation d'acrylamide.

Figure 1. 5 : Le Maléimide (2,5-pyroldione).

L’acide fumaramique (Figure 11.6) peut étre I'un des produits de dégradation de
I'asparagine. Sa décarboxylation peut également conduire a la formation de l'acrylamide
(Granvogl & Schieberle, (2006)).

I
H\ CcC——=0
/C:C
Oo——=C H

OH
Figure 1. 6: L’acide fumaramique.

Il semble que le chauffage des aliments a des températures extrémement élevées (>
250°C) dans un temps court peut diminuer la quantité d'acrylamide, car a ces températures, la
cyclisation de l'asparagine est préferable, ce qui empéche la formation d'acrylamide
(Yaylayan et al. (2003)).
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11.4.4. D’autres précurseurs pour la formation d’acrylamide
Le 3-aminopropionamide a été démontré comme le précurseur direct de I'acrylamide.
Il peut étre facilement formé a partir de 3-aminopropionamide par un procédé de

déshydratation en une seule étape (Stadler et al. (2004)).

Stadler et al. (2004) ont mentionné que des grandes quantités d’acrylamide dans des
mélanges fructose/asparagine sont formées a des températures supérieures a 180°C, alors que
d'importantes quantités d'acrylamide de 3-aminopropionamide peuvent étre déja formées a
140°C et la concentration maximale peut étre atteinte a 180°C. 1l a également été observé que
la dégradation thermique du 3-aminopropionamide en acrylamide peut produire a des

températures comprises entre 100 et 180° C (Granvogl et al. (2004)).

IL.S. Toxicité de I’acrylamide
Le polymére de I’acrylamide est non toxique, mais le monomere est neurotoxique pour

I’étre humain et les animaux de laboratoire (Gamboa et al. (2003)).

L'acrylamide est cancérigéne pour les rongeurs de laboratoire et est décrit par le centre
international de recherche sur le cancer, comme un cancérogene probable pour I'nhomme. La
neurotoxicité de l'acrylamide est caractérisée par l'ataxie, distale faiblesse musculaire et
I'engourdissement des mains et des pieds. Dans le corps humain, I'acrylamide est oxydé en
glycidamide époxyde (2,3-epoxypropionamide) par l'intermédiaire d'une réaction

enzymatique (Figure 11.7), impliquant éventuellement le cytochrome P450 2EL1.

NH,

o
/ Enzyme P450 2E1 - NH,

0]

Figure I1. 7: Formation du glycidamide a partir de I’acrylamide. (P450 2 E1 :
Monooxygénase cytochrome) (Gamboa et al. (2003)).

L’acrylamide et le glycidamide peuvent former des adduits d'hémoglobine mais seul
le glycidamide peut former des produits d'addition avec des groupes amino de I'ADN (acide

désoxyribonucléique) (Gamboa et al. (2003)). Cette fonction du glycidamide implique la
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génotoxicité. En outre, les niveaux éleves d'acrylamide peuvent causer des mutations

génetiques et la transformation cellulaire (Park et al. (2002)).

L'acrylamide et le glycidamide peuvent étre décontaminés dans les cellules par
combinaison avec le glutathion, ou par hydrolyse (Gamboa et al. (2003)). En outre, une
teneur élevée d’acrylamide dans les produits d'addition d’hémoglobine est détectée chez les
fumeurs, car 1’acrylamide se trouve également dans la fumée de tabac a la suite d'une

combustion incomplete ou de chauffage de la matiére organique (Tareke et al. (2002)).

L'acrylamide peut étre absorbé par la peau, mais I'absorption cutanée n'est qu’environ
7% de l'absorption par voie orale (Fennell et al. (2005)).

L'acrylamide se lie directement a I'ADN (acide désoxyribonucléique) (Park et al.
(2002)). 1l peut étre excrété par le corps humain avec de l'urine, principalement sous forme

métabolisée.

La N-acétyle-S-(3-amino-3-oxopropyl) cystéine (Figure 11.8) apparait comme un
métabolite majeur (72%). Les autres métabolites possibles ; le glycéramide (glycidamide
hydrolysée, 11%) dans la figure (11.9), le glycidamide (2,6%), la N-acétyle-S-(3-amino-2-
hydroxy-3-oxopropyl) cystéine (figure 11.10) et de la N- acétyle S-(carbamoyléthyl) cystéine-
S - oxyde (14%) (Friedman, (2003)). Le métabolisme du glycidamide chez I'hnomme est la
plupart du temps achevé par hydrolyse (Gamboa et al. (2003)).

NACCySSW NH,

O

Figure 11. 8: N-acétyle-S-(3-amino-3-oxopropyl) cystéine.
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HO NH,
OH

Figure I1. 9: Glycéramide.

OH

NAcCysS NH,

o
Figure 11. 10: N-acétyle-S-(3-amino-2-hydroxy-3-oxopropyl) cystéine.

I1.6. Dosage de ’acrylamide dans les aliments

Aucune méthode n'a pour l'instant été validée par les autorités réglementaires et il
n'existe donc pas de méthode officielle de dosage de I'acrylamide dans les aliments (Granby,
(2004)).

Les méthodes classiques de dosage de Il'acrylamide sont basées sur l'utilisation de I’
HPLC (Chromatographie Liquide Haute Performance) ou de la chromatographie en phase

gazeuse (Taeymans et al. (2004)).

L’acrylamide est un faible chromophore UV. La LC-UV est idéale pour I’analyse des

aliments contenant un taux €levé d’acrylamide.

Au cours de ce travail, la chromatographie liquide a haute performance couplée a un
détecteur a barrette de diodes HPLC-UV-DAD a été choisie pour I’identification et la
détermination de I’acrylamide dans le café, car le détecteur DAD permet de procurer une
sensibilité trés élevée, ce qui mene a une méthode d'analyse trés sélective et une performance

accrue par rapport au détecteur UV.
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I1.7. Conclusion

A partir des informations exposées dans ce chapitre, on peut conclure que I’acrylamide
pourrait comporter des risques pour notre santé. Il est nécessaire donc d’apporter des solutions
pratiques a la préparation des aliments et particulierement le café, afin d'éviter ou de
diminuer la formation de produits supposes mutagenes ou cancerigenes comme l'acrylamide.
Il n’est pas moins intéressant de faire une analyse de contrdle pour savoir les teneurs des
aliments du marché algérien en acrylamide. C’est le cas dans cette ¢tude dont une partie

s’intéresse a la détection et la quantification de 1’acrylamide dans le café du marché algérien.
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I11.1. Introduction

Dans ce chapitre, nous présenterons le matériel, les réactifs, les modes opératoires, les
conditions de torréfaction du café et les méthodes analytiques mises en ceuvre pour I’analyse
de différents types de cafés, en I'occurrence; le café vert, le café moulu conditionné ou pas et

le café soluble.

Les constituants du café auxquels nous nous sommes intéressés sont: la caféine, Les
acides phénoliques, en l'occurrence l'acide chlorogénique, 1’acide caféique, 1’acide para-
coumarique, 1’acide férulique, 1’acide cinnamique, I’acide méthoxy-cinnamique, 1’acide
sinapique, I’acide gallique; les flavonoides en l'occurrence la quercétine, la rutine, la
catéchine. L’acrylamide qui apparait lors de la torréfaction a également, été dosé. Afin de
compléter ces analyses, les taux des minéraux tels que le fer, le sodium, le potassium, le

cuivre, le zinc et le chrome ont été mesurés dans le café boisson.
Les méthodes analytiques utilisées sont :

- La chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur UV-visible
(HPLC-UV-vis) pour le dosage des polyphénols et de la caféine.

- La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-
DAD-MS) pour identifier I’acide chlorogénique et la caféine.

- La chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur a barrette de
diodes (HPLC-DAD) pour le dosage de I’acide chlorogénique et la caféine ainsi que
pour I’identification et le dosage de 1’acrylamide dans le café.

- Spectrométrie d’absorption atomique pour le dosage du fer, du cuivre, du zinc et du
chrome.

- Photométrie a flamme pour le dosage du sodium et du potassium.

111.2. Matériels
La conduite de ce travail de recherche a nécessité I'utilisation de différents matériels

d'importance variée tels que :

- Le matériel usuel de laboratoire de type analytique et organique.
- Des tamis annulaires de 0,75; 0,25 mesh.
- PH-metre (Hanna) HI, Série 110.
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- Lyophilisateur (Unitrap modeéle 10-100).

- Milli-Q (Millipore, MA, USA).

- Evaporateur sous pression réduite (Laborota — 4000)

- Centrifugeuse (Bioblock scientific, model 3K18).

- Bac a ultrasons a multifréquence (25 et 45 kHz) ; fonctionnant a 25 kHz a 100%
d'intensité de sortie.

- HPLC- UV-Visible ; Shimadzu (TOKYO, Japan).

- HPLC-DAD du type Agilent, série 1260.

-  HPLC-DAD-MS ; Agilent avec un détecteur série 1200.

- Spectromeétre a absorption atomique a flamme AAnalyst 400 de Perkin Elmer.

- Photomeétre a flamme (JENWAY, modéle PFP7).

111.2.1. La chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur UV-
visible (HPLC-UV-visible)

Pour le dosage des polyphénols et de la caféine dans le café, nous avons utilisé un
appareil HPLC analytique (Shimadzu; Japon) couplé a un détecteur UV-VIS SPD-10Avp,
équipé d’une colonne garnie de silice greffée au C8 (nucleosil 100, diametre des billes de
silice : 5 um), deux pompes de type LC-10ATvp, un dégazeur de type DGU-14A et un
systeme de contrle de type SCL-10Avp. L’ensemble est piloté par un logiciel appelé
CLASS-VP 5.0 (Figure 111.1).

Au cours de l'analyse, la colonne a été maintenue a la température ambiante.

Figure 111.1: HPLC analytique (Shimadzu, Japon, Université de Guelma) utilise pour le
dosage des polyphénols et de la caféine dans le café.
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La figure ci-dessous illustre le principe de fonctionnement d’une HPLC.

Réservoir

Pompe

Injecteur

Colonne

Sortie Détecteur Enregistreur

Figure 111. 2: Organigramme de principe de fonctionnement d’une HPLC.

La chromatographie est une technique d'analyse pour séparer les constituants d'un
mélange; les molécules a séparer sont entrainées par un solvant qu’on appelle la phase mobile

qui se trouve dans le réservoir (Figure 111.2).

Les pompes sont utilisées pour la circulation de la phase mobile, c'est-a-dire le liquide
circulant dans le systeme chromatographique. Des tubes en acier inoxydable permettent de
relier la ou les pompes a l'injecteur chromatographique. Aprés l'injecteur, est placée une
colonne chromatographique (cylindre rempli par la phase stationnaire) qui permet la
séparation. La colonne est reliée au détecteur chromatographique (spectroscopie UV-visible,
barrette de diode, fluorimetre, réfractométre, etc). Un ordinateur compléte ce dispositif, pour
la commande du systéme chromatographique, ainsi que l'acquisition et le traitement des

données.

40


http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Injecteur_chromatographique&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phase_stationnaire
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=D%C3%A9tecteur_chromatographique&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Spectroscopie_UV-visible
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Barrette_de_diode&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fluorim%C3%A8tre
http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9fractom%C3%A8tre

Chapitre 111 Matériels et méthodes

111.2.2. La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse
L’identification des principes actifs étudiés dans le café a eté réalisée en utilisant un
appareil HPLC du type Agilent avec un détecteur série 1200 (université Bordeaux 2, France),
couplé a un spectrometre de masse a piege ionique Esquire 3000+ équipé d'une source ESI
(Electrosparay lonisation) de Bruker Daltonics (Billerica, MA, USA) ou a lieu I'ionisation des
molécules et la fragmentation des ions, un systéme dispersif qui assure la séparation des ions
suivant leur rapport masse/charge et un detecteur qui mesure I'abondance relative de chaque

ion (Figure 111.3).

!

Fente d’entrée Fg Fente de sortie Fs Spectre

Signal

Molécules ions Détecteur

Source Systéme dispersif

Figure 111. 3: Schéma descriptif de fonctionnement d’un spectromeétre de masse.

L'instrument HPLC comprend un auto-échantillonneur, un dégazeur, une pompe
binaire, un appareil de chauffage/sélecteur de colonne et un détecteur a barrette de
photodiodes du méme fournisseur. Les données ont été analysées a I'aide du logiciel Esquire.

Les spectres ont été enregistrés dans le mode positif.

La séparation chromatographique a été effectuée sur une colonne Bischoff Prontosil
120-5-C18-AQ (250 x 4,0 mm, taille des particules 5 pm) thermostatée a 25 °C.
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111.2.3. La chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur HPLC-
DAD

Pour le dosage des principes actifs étudiés dans la boisson du café et de 1’acrylamide
ainsi que I’identification de ce dernier, nous avons utilisé un HPLC-DAD de type Agilent,
série 1260 (Figure 111.4) avec un détecteur muni d'une pompe quaternaire, d’un dégazeur
(G1354A), d’un auto-échantillonneur (G1313A), d’un compartiment de colonne thermostatée
(G1316A) et d’un détecteur a barrette de photodiodes (G1315B).

Les données ont été analysées en utilisant le logiciel de chromatographie ChemStation.

La colonne était du méme type que celle utilisée pour I’identification de ces deux substances.

Les appareils & barrette de diodes donnent la lecture simultanée des intensités
lumineuses sur tout le spectre et permettent I’obtention de chromatogrammes en trois

dimensions.

Figure 111.4 : HPLC (Agilent 1260) utilisé pour le dosage des principes actifs de café
boisson, identification et dosage de I'acrylamide (Laboratoire de Chimie Appliquée,
Université de Guelma).

42



Chapitre 111 Matériels et méthodes

111.2.4. La spectrometrie d’absorption atomique (SAA)

Parmi les méthodes spectrométriques, la spectrométrie d’absorption atomique (SAA)
est particulierement utile pour la détermination de la teneur des métaux dans le café
(Malgorzata et al. (2007) ; Oliveira et al. (2012) ; Gillies & Birkbeck, (1983) ; Suseela
et al. (2001)). Son principe de fonctionnement repose sur 1’absorption d’une source de
lumicre a la longueur d’onde caractéristique de I’élément mis a 1’état d’atomes neutres en

phase vapeur.

L’appareil utilise des lampes spécifiques a chaque élement métallique. Les lampes
sont appelées a cathode creuse ou en anglais ‘Lumina Hollow Cathode' ou "HCL" dont la
longueur d’onde de 1’émission correspond a I’élément a doser. Le rapport des intensités
incidente et transmise, est proportionnel a la quantité d’atomes de 1’élément a doser et permet

de déterminer sa concentration dans la solution par rapport a la gamme de calibration.

Avant de commencer les analyses, des courbes d'étalonnage ont été tracées a l'aide de
différentes concentrations connues des élements a doser. Les solutions meres correspondent a
une concentration de 1000 mg/l du métal a doser dans le café. Les concentrations des
solutions étalons ont été choisies dans le domaine de linéarité (qui différe d’un élément & un
autre). Pour rappel, la loi de Beer-Lambert qui relie I'absorbance mesurée et la concentration
d'un élément n'est applicable qu’a des solutions trés diluées (Esenaliev et al. (1994) ; Brown,
(2005)).

Le logiciel qui donne directement la concentration de chaque échantillon est Winlab
32, il sert également a piloter I'appareil.

Le spectrométre d’absorption atomique (Figure I11. 5) utilisé est de type AAnalyst
400 et est constitué des composants suivants :

- Des lampes a cathode creuse (HCL).

- Une flamme (produite de la combustion de I’acétyléne par I’air).

- Un monochromateur.

- Un détecteur.

- Un ordinateur muni d’un logiciel pour I’enregistrement et la manipulation de

’appareil.
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Figure I11. 5 : Spectrométre d’absorption atomique Perkin Elmer AAnalyst 400, utilisé
pour le dosage des minéraux dans le café (LAIGM, Université de Guelma).

111.2.5. Photometre a flamme ou photomeétre a émission atomique (PEA)
Etant une méthode simple et efficace, la photométrie a flamme permet le dosage des
cations Li*, Na* et K" (Oliveira et al. (2012)).

La photométrie a flamme repose sur la proportionnalité entre I’intensité de la lumiere
émise et le nombre d’atomes retournés a 1’état initial. La lumiere émise est donc

proportionnelle a la concentration de 1’échantillon.

Une partie des ions soumis a la chaleur de la flamme passe dans un état excité. Le
retour a 1’état fondamental des ¢€lectrons de la couche externe s’effectue avec émission
caractéristique de I’ion en présence (Conesa et al. (2004) ; Brown, (2005) ; Rosado,
(2013)).

Comme montré sur la figure (111.6); un photomeétre a flamme est composé :

1. D’un nébuliseur qui permet de créer un « brouillard » avec la solution a analyser.
2. D’un braleur : les gaz employés peuvent étre de ’acétyléne, du butane ou du propane
en fonction de la température de la flamme souhaitee.

3. D’un filtre ou un monochromateur.
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4. D’un détecteur : cellule photoélectrique.

5. D’un afficheur ou indicateur.

Bruleur

Air +Butane

Rayonnement

polychromatique | |

. V.

I

Nébuliseur

Solution a doser

Filtre sélectionnant la

longueur d’onde

Cellule
photoélectrique

Figure 111.6: Schéma de principe d'un photometre a flamme.

Calculateur et
indicateur

Le photométre a flamme utilisé (JENWAY, modele PFP7) (Figure 111.7). La flamme est

obtenue par combustion du butane par ’air.

Figure 111.7: Photométre a flamme (JENWAY, modele PFP7).
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La technique d’analyse par photométrie a flamme procede par comparaison avec une

série de quelques solutions étalons dont les propriétés sont analogues aux solutions inconnues.

111.3. Solvants et réactifs

Tous les solvants que nous avons utilisés en chromatographie sont de grade HPLC.
Le méthanol, I’acétonitrile, 1’acide phosphorique, 1’acide formique, le chlorure de potassium,
le chlorure de sodium, la caféine ainsi que 1’acrylamide ont été achetés auprés de Sigma
Aldrich (Sigma, Allemagne). Les acides phénoliques: gallique, chlorogénique, caféique, para-
coumarique, férulique, sinapique, cinnamique et méthoxy-cinnamique; les flavonoides:
quercétine, rutine et catéchine ont été fournies par le groupe GESVAB (Université de
Bordeaux 2, France, achetés chez Sigma Aldrich) ). Les solutions meres de fer, cuivre, zinc et
chrome ont été fournies par Perkin Elmer, elles correspondent & une concentration de 1000
mg/l du métal a doser dans le café. Les solutions standards de sodium et de potassium ont été

obtenues a partir de KCI et de NaCl respectivement.
Les molécules standards sont d'une pureté supérieure a 97%.

A ces différents solvants s’ajoute 1’eau déminéralisée produite par un systéme milli-Q de
Millipore. Un systéeme de purification d'eau Milli-Q a été utilisé pour obtenir de I'eau ultra-

pure (de résistance de 18,2 Oméga cm™) pour I'analyse quantitative.

111.4. Méthodes

111.4.1. Analyse quantitative par HPLC de la caféine et des polyphénols dans le café

Le but de cette analyse est de déterminer la dose de chacun des composés organiques
présents dans les différents cafés concernés par cette étude en l'occurrence; caféine, acides
phénoliques: gallique, chlorogénique, caféique, para-coumarique, férulique, sinapique,
cinnamique et méthoxy-cinnamique; flavonoides: quercétine, rutine et catéchine, dont les
structures moléculaires ainsi que quelques caractéristiques sont, respectivement, représentées
dans lafigure (111.8) et le tableau (I111.1).
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Tableau I11.1 : Quelques caractéristiques de la caféine et des polyphénols étudiés

(ChemIDplus, Base de données, consulté le 7 juillet 2014).

Composés Formule brute  Masse moléculaire Solubilité
(9/mol)

Caféine CgH10N4O> 194,1906 Eau, alcool, acétone, éther,
chloroforme, benzéne.

Acide C16H1809 354,3087 Soluble dans I'eau.

chlorogénique

Acide caféique CyHgO4 180,1574 Peu soluble dans I'eau.

Para-coumarique CyHsO3 164,158 Peu soluble dans I'eau,
soluble dans [I'éthanol et
I'éther diéthylique.

Acide férulique C10H1004 194,184 Soluble dans I'eau.

Acide cinnamique CyHs0; 148,1586 Soluble dans I'eau.

Acide méthoxy- C10H1003 178,186 Soluble dans I’eau a 20°C.

cinnamique

Acide sinapique C11H120s 224,210 THF, méthanol et éthanol.

Acide gallique C7HgOs 170,119 Soluble dans I’eau.

Quercétine Ci5H1007 302,236 Soluble dans des solutions
aqueuses alcalines.

Rutine C27H30016 610,52 Légerement soluble dans
I’eau et dans le méthanol et
1’éthanol.

Catéchine C15H1406 290,27 Soluble dans le méthanol.
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Figure I11. 8: Structures des molécules étudiées: (a) caféine; acides phénoliques: (b)
chlorogénique, (c) caféique, (d) cinnamique, (e) gallique, (f) méthoxy-cinnamique, (g)
férulique, (h) sinapique, (i) para-coumarique; flavonoides: (j) rutine, (k) catéchine et (1)

guercétine.
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111.4.1.1. Echantillons de cafés

Des marques différentes de cafés (emballés, non emballés et solubles) ont été achetées
au marché local dans la ville de Guelma et utilisées dans cette étude. Sept marques de cafés
emballés, trois cafés instantanés, un café instantané décaféiné, trois échantillons de cafés
torréfiés non emballés et deux échantillons de grains de café vert ont été analysés. Les cafés
emballés et les cafés instantanés ont été utilisés tel qu'ils étaient et aucune modification ne

leur a été apportee.

Les grains de café torréfiés non emballés ont été séparés, avant le broyage, en deux
échantillons, en fonction de la taille des grains. En fait, les petits grains étaient de couleur plus
foncée que les gros, ce qui signifie que les premiers ont subi une profonde torréfaction. Les

deux échantillons ont été broyés et analysés séparément.

Les grains de café vert ont été broyés a l'aide d'un moulin électrique a café et utilisés
pour l'analyse. Ces échantillons de café sont principalement composés de Robusta et
d’Arabica purs ou de mélanges des deux. Apres le broyage, les particules de café vert ont été

séparées selon leurs tailles, en deux échantillons.

111.4.1.2. Méthode de préparation et injection des standards
Le but de cette étape est de construire la courbe d’étalonnage des composés purs

(standards) qu'on veut doser, ultérieurement, dans les échantillons de cafés.

La solution mére est préparée a partir de 1 mg de chacun des standards purs dans 1 ml
de solvant (50 % MeOH, 50 % eau). Par la suite, des dilutions successives ont été effectuées,

selon la nécessité. Les courbes étalons ont, ensuite, été tracées pour chacun des standards.

Des volumes de: 5 ul ; 10 pl ; 15 ul ; 20 pl de chaque solution standard préparée ont

été injecteés dans 1’appareil HPLC, en triplicata.

La courbe étalon est une droite (tracée en utilisant Microsoft Excel 2010) qui donne la
variation de ’aire du pic en fonction du volume injecté.

La teneur de chaque constituant dosé dans différents échantillons a été calculée en
utilisant I'équation de régression de la meilleure ligne d’ajustement.
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111.4.1.3. Méthode de préparation des échantillons de café
Le protocole expérimental, (Figure 111.9) utilisé pour I'extraction des composés
étudiés a partir des échantillons solides est basé sur les conditions préalablement optimisées

par Rostagno et al. (2011).

20 min dans le
bac a PPultrason

4 l N
15 ml (50 %

MeOH, 50 % H,0)
\ V.

0,5 g de café moulu Surnageant

Centrifugation
10 min a 10 °C

Solide (1)

20 min dans le
bac a ’ultrason

Surnageant(2)

\

15 ml

Centrifugation
(75% MeOH)
J

10 min a 10°C

Solide(2)

20 min dans le
bac a ’ultrason

15 ml
(100 % MeOH)
[Surlnfzgfgnts H Filtration H Evaporation H Lyophilisation ]ﬂ[ Analyse

Surnageant

Centrifugation
10 min a 10 °C

Solide (3)

Figure I11. 9 : Protocole expérimental de ’extraction des constituants du cafe.

En bref, la méthode d'extraction a consisté en I'extraction séquentielle avec un volume
de 15 ml d’eau ultra pure et de méthanol de 0,5 g de café, d'abord le méthanol a 50%, ensuite
a 75%, et enfin & 100% en utilisant a chaque fois un bac a ultrasons pendant 20 min a 60 °C.
Aprés chaque étape d'extraction, I'échantillon est centrifugé pendant 10 min, a une

température de 10°C et a raison de 4000 tours par minute a I’aide d’une centrifugeuse. Le
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surnageant est recueilli, et le solide est soumis a I'étape suivante d'extraction. Aprés la
derniere extraction, les surnageants ont été combinés, et mis en place dans une fiole en
complétant avec de I'eau ultra pure jusqu’au volume de 100 ml, I’extrait ainsi obtenu a été
filtré, vaporisé a I’aide d’un évaporateur rotatif et lyophilisé pendant deux jours, le rendement

de D’extraction est alors déterminé.

Une quantité de Img du produit obtenu a été prélevée et incorporée dans une solution
de 10 ml (50% méthanol, 50% eau). Un volume de 20 ul de chaque échantillon a été, ensuite,

injecté dans I’appareil HPLC (en triplicata).

111.4.1.4.Dosage par HPLC/UV-visible des polyphénols et de la caféine
Pour ce dosage, le débit a été fixé a 1ml /min. La détection des composés a été réalisée
a 280 et 310 nm (Rostagno et al. (2011)).

111.4.1.4.1. Solvants utilisés

Les phases mobiles utilisées dans le dosage des polyphénols et de la caféine sont :

Solvant A: Eau/ acide phosphorique (1%).
Solvant B: Acétonitrile / acide phosphorique (1%).

111.4.1.4.2.Gradient
Apres plusieurs essais de séparation pour les différents échantillons de café, nous
avons constaté qu'une bonne séparation est obtenue pour un gradient établi sur 13 min avec un

pourcentage initial de 85% du solvant A (Tableau I111.2):

Tableau 111.2 : Gradient HPLC pour I’analyse des polyphénols et de la caféine.

Temps Composition volumique du Composition volumique du
(min) solvant A solvant B

0 85 15

5 63 37

10 20 80

11 0 100

12 0 100

13 85 15
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Figure 111.10: Gradient HPLC utilisé.

111.4.1.5. Validation de la méthode analytique

Les différentes molécules ont été dosées par la méthode du standard externe. La
gamme de volumes injectés était de 5 a 20l pour tous les composés analysés. Les courbes
d'étalonnage ont été tracées en représentant les aires des pics (Y) par rapport au volume
injecté (X, pl injectés) pour quatre volumes différents, chaque point étant la valeur moyenne

de trois mesures de surface indépendantes.

111.4.1.5.1. Détermination des limites de détection pour la caféine et les polyphénols

recherchés

La limite de détection (LOD) est la plus petite concentration ou teneur de 1’analyte
pouvant étre détectée. Alors que, la limite de quantification (LOQ) est la plus petite
concentration ou teneur de I’analyte pouvant étre quantifiée, bien entendu, dans les conditions
expérimentales de la colonne (Ducauze, (2011)). La limite de détection (LOD) a été calculée
en considérant une valeur égale a trois fois I'écart type du bruit de fond obtenu a partir d’un
échantillon blanc (solvant; méthanol), divisé par la pente de la courbe d'étalonnage. La limite
de quantification (LOQ) a été déterminée en tenant compte d'une valeur égale a 10 fois I'écart
type du bruit de fond, obtenue a partir d’un blanc, divisé par la pente de la courbe
d'étalonnage. (Naira & Neura, (2013)). Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau
(1V.10).
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111.4.1.5.2. Détermination des taux de récupération
Le pourcentage de récupération permet d’identifier, pour un échantillon donné ou un
type de matrice donnée et a un niveau de concentration donne, la présence d’interférence

potentielle lors du processus d’analyse.

Le taux de récupeération correspond a la différence (en pourcentage) entre la
concentration mesurée d’un échantillon enrichi et la concentration mesurée du méme
échantillon non enrichi, divisée par la concentration de la substance ajoutée (Vial & Jardy,
(1998)).

Récupération (%) = % x 100 (1.2)

Ou:
Ce: Concentration mesurée d’un échantillon enrichi.
C : Concentration mesurée d’un échantillon non enrichi.

Ca: Concentration de la substance ajoutée.

Afin de déterminer les taux de récupération des différents acides phénoliques, caféine
et catéchine, des solutions de café préparées a partir de café moulu vert et torréfié non
empaqueté ont été enrichies par des quantités connues en chacun des standards, puis analysées
dans les mémes conditions. Les quantités détectées ont alors été soustraites aux quantités
déterminées dans la méme solution de café non enrichi ensuite divisées par chacune des

concentrations ajoutées.

Les capacités de récupération ont été évaluées par dopage des extraits de café avec
trois concentrations différentes des standards (composés phénoligques et caféine) (0,5; 0,7 et

1,0 mg /l). La récupération moyenne est supérieure a 98% pour toutes les molécules.

Les taux de récupération obtenus avec cette méthode d’extraction sont récapitulés dans

le tableau (1'V.11).
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111.4.1.6.Analyses statistiques
L'élution de chaque molécule de référence et de chaque extrait a été réalisee en
triplicata. Les données ont été exprimées sous forme de moyenne plus ou moins la déviation

standard de trois expériences séparées.

111.4.2. Identification et quantification de I’acide chlorogénique, (5-CQA) et de la caféine
par HPLC-DAD-MS dans la boisson du café

L’identification des deux principes actifs étudiés du café a été faite par la
chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse.

Les solvants utilisés dans le dosage de I’acide chlorogénique et la caféine dans la
boisson du café sont :

- Solvant A: Eau/ (acide trifluoroacétique (0,025%)).
- Solvant B:Acetonitrile / acide trifluoroacétique (0,025%)).

111.4.2.1. Méthode de préparation des standards

Une guantité de 1 mg de chacun des standards purs a été incorporée dans 10 ml de solvant
(50% MeOH, 50% eau). Des volumes de: 5 pl ; 10 pl ; 15 pl ; 20 pl de chaque solution
standard préparée ont été injectés dans 1’appareil HPLC en triplicata.

Les courbes étalons correspondantes sont, ensuite, tracées afin de déterminer les
concentrations des deux principes actifs étudiés dans les différents échantillons de café.

111.4.2.2. Méthode de préparation des cafés boissons

Les cafés boissons ont été préparés par deux types de cafetiere (turque et électrique).
Et pour cela, une quantité de 7 g de chaque échantillon de café torréfié et moulu, empaqueteé et
non empaqueté a été pesée et incorporée dans 100 ml d’eau ultra-pure a une température de
85°C sous agitation modérée pendant 5 minutes pour préparer les extraits de café par la
méthode traditionnelle , dite « turque ».

Les extraits de café préparés par la cafetiere électrique ont été obtenus, en mettant la
méme quantité de café utilisée par la premiére procédure dans un papier filtre qui est placé au-
dessus d’un récipient (réservoir a pression atmosphérique) contenant 100 ml d’eau ultra-pure,
I’eau monte ensuite pour s’écouler sur le filtre.

Avant de les faire passer au lyophilisateur, les extraits ont été filtrés avec un papier

filtre. Une quantité de 1 mg de la masse obtenue par lyophilisation a été dissoute dans 10 ml
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d’eau ultra pure, une quantité de 20 pl de chaque échantillon a été prélevée pour 1’analyse
HPLC en triplicata.

Le gradient est identique a celui utilisé auparavant (Tableau 111.2).

Pour ce dosage, le débit a été toujours fixé a 1 ml/min. La détection des composes a
éteé réalisée a 280 nm pour la détection de la caféine et 310 nm pour la détection de 1’acide
5-CQA.

111.4.3. Dosage de I’acrylamide dans le café vert et torréfié par HPLC-UV-DAD

Parmi les produits de Maillard, I’acrylamide est formé lors de la cuisson forte
d’aliments riches en amidon et sucres complexes. Elle est particulierement présente dans les
céréales du petit déjeuner, les poudres de café, chicorée, et tous les aliments fortement grillés

ou cuits a plus de 120°C.

Cette partie est consacrée a la détermination de la teneur de 1’acrylamide dans le café
du marché algérien. L'influence de la température de torréfaction sur le taux d’acrylamide a

également été étudiée.

La colonne (50 x 4 mm) utilisée est garnie de silice greffee au C18 (Nucleosil 100,
diameétre des billes de silice: 2 um), c’est une colonne avec une phase stationnaire apolaire, les

solvants étant polaires, on est donc en présence d’une RP-HPLC (HPLC a phase inverse).

La température de la colonne et le débit sont, respectivement, de 30 °C et de 1ml/min.

Le gradient est isocratique avec 95% eau et 5% acétonitrile.

Le temps d’acquisition est de 5 min, le volume d'injection est de 7 pl. La détection a
été effectuée a une longueur d'onde de 210 nm. La solution mére est préparée a la base de 1
mg du standard pur dans 100 ml d'eau ultra-pure. La concentration en acrylamide des
échantillons a été calculée par étalonnage externe. A cet effet, des solutions aqueuses

standards de 1’acrylamide dans la gamme de 0,25 pl a 2 pl ont été preparées.
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111.4.3.1.Méthode de préparation des échantillons

Café

L
Torréfaction (100°C, 120°C, 180°C, 200°C, 220°C, 245°C, 270 et 320 °C)

Refroidissement

Mouture

Extraction dans ’eau

Centrifugation

Filtration

Analyse par HPLC

Figure 111. 11: Protocole de préparation des échantillons.

Comme il est illustré par la figure (111.11), 12g de grains de café vert (Robusta) ont subi
une torréfaction manuel au laboratoire pendant 15 minutes a 100°C,120°C,180°C, 200°C,
220°C, 245°C,270°C et 320°C, respectivement. Les grains de café ont été, ensuite, refroidis a
température ambiante. Des photographies des échantillons torréfiés sont présentées par la
figure (111.12a). On y voit clair que les couleurs virent du jaune au marron et finalement vers

le noir a des torréfactions poussees.
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café vert café a 100 °C caféa120°C café a 180 °C café a 200 °C

Café a 220°C cafés a 245 °C café a 270 °C café a 320 °C

Figure 111.12a : Echantillons de café vert (Robusta) grillés a différentes températures.

Le refroidissement des grains de café pendant 10 minutes est suivi par une mouture
fine, et étant donné que I'acrylamide est tres soluble dans I'eau (215,5¢9/100 ml), la poudre de
café a subi une extraction en mettant en contact 7 g de poudre avec 80 ml d'eau contenue dans

un bécher chauffée a 90°C.

L'extraction a été conduite sous agitation pendant 3 minutes. Apres I’extraction dans
I’eau, la solution a été centrifugé a 4000 tours par minute pendant 10 min. Apres
refroidissement, ’extrait a subi deux filtrations successives a I’aide du papier filtre, avant
d’étre analysé par HPLC- UV-DAD.

Pour le café torréfié non empaqgueté (Arabica, Robusta, Robusta a petits grains (PG),
Robusta a gros grains(GG) (Figure 111.12b), nous avons procédé, directement, a la mouture

en suivant le reste du protocole expérimental (Figure 111.11).
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Figure 111.12b : Echantillons de café (Arabica, Robusta, Robusta & petits grains
(PG), Robusta a gros grains(GG)).

Pour le café empaqueté qui est déja moulu, la poudre a directement été soumise a

I’extraction.

111.4.3.2. Détermination du pH des extraits obtenus

Le pH-metre est calibré avec les deux solutions tampon a pH 4 et 7. Les pH des
extraits obtenus de chaque échantillon sont mesurés et les résultats sont récapitulés sur le
tableau (1V.22).

111.4.3.3. Solvants utilisés

Les solvants utilisés pour le dosage de 1’acrylamide sont :

- Solvant A: Eau/ (acide formique (0,1%)).
- Solvant B:Acétonitrile / acide formique (0,1%)).
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111.4.3.4. Injection

Chacun des appareils HPLC-DAD analytique ou HPLC-DAD-MS est équipé d’un
injecteur automatique, les échantillons ont été préparés dans des cupules spéciales et injectés
dans la colonne. Le volume d’injection était de 7ul. L’appareil HPLC a été programmé pour

exécuter une série de trois analyses consécutives.

111.4.4. Intégration

Une intégration consiste a mesurer la surface sous un pic. La détection d'un pic
chromatographique par I’intégrateur, dépend de deux parametres:

- La largeur attendue des pics.

- Le seuil d’intégration (sensibilité).

La largeur du pic est a peu pres prévisible en fonction de la technique d'analyse et des
conditions opeératoires. Elle détermine la fréquence d’échantillonnage du signal. Le pic est

alors découpé en tranches.

Le seuil d’intégration est la valeur du signal a partir de laquelle le calculateur repére
un début de pic. Les surfaces des pics correspondant aux composés auxquels nous nous
intéressons sont données par le logiciel dans un fichier contenant les données
chromatographiques sous forme de tableaux contenant le numéro du pic, son temps de

rétention; et sa surface et ce a la fin de chaque analyse.

I11.4.5.Analyse par spectrométrie d’absorption atomique des éléments Zn, Fe, Cuet Cr
Dans cette partie, on s’est focalisé sur la détermination de la teneur en quelques
¢léments métalliques d’intérét nutritionnel dans les différents échantillons de café, a savoir le

chrome (Cr), le cuivre (Cu), le fer (Fe) et le zinc (Zn).

111.4.5.1. Solutions
- Solutions méres standards commerciales de chrome, de cuivre, de zinc et de fer
de concentration 1000 mg/I.

- Eau ultra pure.

111.4.5. 2. Méthode de préparation des solutions étalons (standards)

Le dosage des minéraux par absorption atomique nécessite l'utilisation d'une courbe

d'étalonnage. Celle-ci rapporte I’absorbance en fonction de la concentration de la solution en
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cation métallique en question. Pour cela, les solutions étalons ont été choisies en respectant le

domaine de linéarité de la courbe conformément & la loi de Beer-Lambert.

dessous regroupe les solutions étalons utilisées pour chaque élément.

Le tableau ci-

Tableau 111.3 : Solutions étalons utilisées pour le dosage de Zn, Fe, Cu et le Cr.

Eléments Gamme des Concentrations des solutions étalons (mg/l)
Zinc (Zn) 01-1

Fer(Fe) 0,3-2,5

Cuivre(Cu) 2-9

Chrome(Cr) 2-10

111.4.5.3. Méthode de préparation des échantillons de café

0.1g de Café dans I’cau ultra pure (85 °C)

| G|

Chauffage et agitation pendant 5 minutes

| G |

Refroidissement

k==

Centrifugation

K==

Filtration

[

Analyse par SAA

Figure 111. 13: Organigramme de préparation des échantillons.

Comme illustré par 1’organigramme

représenté par la figure (111.13), le mode
opératoire utilisé pour la préparation des échantillons de café est basé sur celui effectué par
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Oliveira et al. (2012) ; une quantité de 0,1 g de chaque échantillon a éte dissout dans une
quantité d’eau chauffée a 85 °C avec agitation pendant 5 min. Apres refroidissement, les

solutions ont été centrifugees pendant 30 minutes puis filtrées.
Les extraits obtenus ont été dilués pour obtenir une solution de 100 ml.

Les analyses des métaux dans les différents échantillons de café par absorption
atomique ont été effectuées au laboratoire d’analyses industriclles et génie des matériaux
(LAIGM) a I'université de Guelma.

111.4.6. Analyse de Na et K par photométrie a flamme
Le but de cette analyse est le dosage de deux éléments alcalins (le potassium K et le

sodium Na).

111.4.6.1. produits chimiques
- KCI (solide).
- NaCl (Solide).

- Eau ultra-pure.

111.4.6.2. Modes opératoires

111.4.6.3. Méthode de préparation des solutions étalons
Une quantité de 0,283 g de KCI pur a été dissoute dans un faible volume d'eau ultra

pure. Le volume est ensuite complété a 100 ml.

Les échantillons ont été dilués pour obtenir les concentrations suivantes (en mg/l): 0,3;
0,7;1et2.

De la méme facon, une quantité de 0,127 g de NaCl pur a été dissoute dans un petit
volume d'eau ultra pure. Le volume est ensuite complété & 100 ml. Des dilutions successives

ont permis d’obtenir les concentrations suivantes (en mg/l) : 0,5; 2; 4,5 et 7.

En ce qui concerne les échantillons de café, ils sont les méme que ceux utilisées
auparavant, et le mode opératoire pour la préparation des extraits de café est identique a celui

utilise pour la caractérisation par spectroscopie d’absorption atomique.

Ces analyses ont été effectuées au laboratoire de méthodes physicochimiques

d’analyses a I’université de Guelma.
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I11.5. Conclusion

Apres le détail du matériel et des méthodes mises en ceuvre dans ce chapitre, nous
pouvons constater que les méthodes d’analyse choisies pour notre étude sont des méthodes
simples, efficaces et adéquates; en fait, elles ont permis d’identifier et de doser avec une
grande précision, quelques composes nutritifs contenus dans le café ainsi qu’un composé

redoutable, I’acrylamide. Ces méthodes ont été convenablement validées.
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Chapitre IV Résultats et discussions

IV.1. Introduction
Dans ce chapitre, nous présentons, les courbes des standards, les chromatogrammes et

les résultats de dosages des différents types de café étudies (café vert, café torréfié¢, moulu,

empaqueté et non empaqueté et café soluble).

Les constituants de café qui ont été dosés sont la caféine, les acides phénoliques

(chlorogenique, caféique, p-coumarique, ferulique, cinnamique, méthoxy-cinnamique,
sinapique et gallique), les flavonoides (la quercétine, la rutine et la catéchine), I’acrylamide et

aussi quelques minéraux; le potassium, le sodium, le zinc, le fer, le cuivre et le chrome.

Les méthodes analytiques utilisées sont : HPLC-UV-visible, HPLC-DAD, HPLC-
DAD-MS, spectrométrie d’absorption atomique (SAA) et photométrie a flamme (PEA).

IV.2. Analyse par HPLC-UV-visible

IV.2.1. Données chromatographiques des standards
Les figures de (1V.1) a (1V.18) représentent les chromatogrammes par HPLC et les courbes
étalons des composés purs dosés, et les tableaux de (IV. 1) a (IV.9) montrent les données pour

construire les courbes d’étalonnage.

e Lacaféine

Tableau 1V. 1: Données HPLC pour la caféine.

5 99540 99543 99537 99540 3
10 156034,8 | 156034,4 | 156034,4 | 156034,5 0,2
15 225176,2 | 225175 225177 225176,1 1
20 285071,1 | 285072,3 | 285070,3 | 285071,2 1
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Figure IV. 2: Chromatogramme de la caféine ; Tg=5,73 min, 2 =280 nm.

e Acide chlorogénique

47143,6

47142,0

47145

47143,5

Tableau IV. 2: Données HPLC pour l’acide chlorogénique.
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79913,3
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1,2

20

135545,5
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1355448

135545,1

0,4
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Figure IV. 4: Chromatogramme de ’acide chlorogénique ; Tr=4,77 min, A =310 nm.

e L’acide caféique

Tableau V. 3: Données HPLC pour ’acide caféique.

5 5460,5 5460,7 5463,5 5461,6 1,7
10 16456,3 | 16454,8 | 164545 | 16455,2 1
15 25024,7 | 25025,3 | 25025,5 | 25025,2 0,4
20 37809,3 | 37809,7 | 37800,7 | 37806,6 5,1
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Figure IV. 5: Courbe d’étalonnage de ’acide caféique
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Figure 1V. 6: Chromatogramme de l’acide caféique; Tr=6,38min, 2 =310nm.

e Acide cinnamique

Tableau IV. 4: Données HPLC pour l’acide cinnamique.

5 5460,5 5460,7 5463,5 5461,6 1,7
10 16456,3 | 16454,8 | 164545 | 16455,2 1
15 25024,7 | 25025,3 | 25025,5 | 25025,2 0,4
20 37809,3 | 37809,7 | 37800,7 | 37806,6 51
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Figure IV. 7 : Courbe d’étalonnage de I’acide cinnamique
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Figure IV. 8: Chromatogramme de I’acide cinnamique; Tr=6,67min, 2 =310 nm.

e L’acide férulique

Tableau V. 5: Données HPLC pour acide férulique.

5 9531 9533 9531 9531,7 1,2
10 27866 27865 27863 27864,7 1,5
15 49593 49597 49595 49595 2
20 75507 75507 75509 75507,7 1,2
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Figure 1V. 9: Courbe d’étalonnage de ’acide férulique.
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Figure 1V. 10: Chromatogramme de ’acide férulique; Tr=8,54min, 4 =310 nm.

e Acide p- coumarique

Tableau V. 6: Données HPLC pour I’acide p-coumarique.

5 9811 9817 9820 9816 4,6
10 23967,3 | 23967,7 | 23967,5 23967 0,2
15 39903 39900 39905 39902,7 2,5
20 60410 60407 60407 60408 1,7
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Figure 1V. 11: Courbe d’étalonnage de ’acide p-coumarique.

25 ____________ _____________ ____________ NS S— E B S _____________ ____________ ............ 25

20 Jsssssesssedunsssssorerfrsarasnsersdiossesarassasssssorseseidrasersssssorfonaserssssefoassrasnidosssseseraibrnsasssesss b annsserasesEsesssarasnrcdsosesssons 2

154 v = - SPORPIUIE: WO oW e ESR £

104 ,_ .......................... ,,. ............. ........... ,‘ ............. , ............ , ............ =10
- goiiy 3 | g g 388 3338 §

0.5 - ,,,,,,,,_\,,,Q,O,:,g,,o, . B L o R - - & B Lo
gzid g g : : $ EEZw F8 8 §
P = 2 o o 222 Iz ¢ o

00— —_— - : = S L)

; . . . :
-] 1 2 4+ [} ] L] 10 1" 12 13

Figure 1V.12: Chromatogramme de ’acide p-coumarique; Tg=7,90 min, 4 =280 nm.

e Acide méthoxy-cinnamique

Tableau IV.7: Données HPLC pour I’acide méthoxy-cinnamique.

Volume

Aires

injecté

(ul)

1

2

3

Moyenne

Ecart type

5

7462

7463

7465

7463,3

1,5

10

17917,3

17913,9

17915,5

17915,6

1,7

15

32463

32453

32457

324577

5

20

48453

48455

48452

48453,3

1,5
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Figure IV. 13: Courbe d’étalonnage de l’acide méthoxy-cinnamique.
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Figure V. 14: Chromatogramme de I’acide méthoxy-cinnamique; Tz=9,76min, A =310 nm.

e Catéchine

Tableau 1V. 8: Données HPLC pour la catéchine.

ks

5 9752,5 97519 9752,7 9752,37 0,4
10 20056 20060 20057 20057,7 2,1
15 29534,3 | 29534,5 | 29532,9 | 29533,9 0,9
20 41507,5 | 415114 | 41509,6 | 41509,5 2
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Figure IV. 15: Courbe d’étalonnage de la catéchine.
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Figure 1V. 16: Chromatogramme de la catéchine; Tzg=3,95min, A =310 nm.

e L’acide gallique

Tableau IV. 9: Données HPLC pour l’acide gallique.

5 8901 8900 8903 8901,3 15
10 23556 23553 23549 23552,7 3,5
15 48654 48650 48653 48652,3 2,1
20 63493 63493 63495 63493,7 1,2
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Figure IV. 17: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Figure IV. 18: Chromatogramme de I’acide gallique; Tz=1,80min, A =310 nm.

IV.2.2. Concentrations des polyphénols et de la caféine dans les différents échantillons
de café étudiés

IV.2.2.1. Validation de la méthode
Comme nous I’avons vu dans la section précédente, les courbes d’étalonnage étaient

linéaires et un facteur de régression, (R*>0,98) a été obtenu pour toutes les solutions des
composés standards. La ligne de base pour tous les échantillons était linéaire et la séparation

et la résolution des pics qui nous intéressaient étaient acceptables.
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IVV.2.2.1.1. Limite de détection (LOD) et de quantification (LOQ)
Nous avons calculé les concentrations détectables et quantifiables dans les échantillons

de café étudiés. C’est ce que nous appelons «limite de la détection, LOD et limite de

quantification, LOQw». Les valeurs estimeées sont indiquées dans le tableau (1V.10). Les limites

de detection estimeées pour la méthode vont de 0,75 a 14, 79 pg/l et celles de quantification de

2,26 a 44,44 pg/l. Ces valeurs sont donc tout a fait acceptables.

Tableau IV. 10 : Paramétres graphiques de la méthode analytique proposée, Tg: temps de

rétention (mn), LOD: Limite de détection; LOQ: Limite de quantification.

Composés Tr LOD LOQ

(ug/l) (hg/l)
Acide Gallique 1,80 14,79 44,44
Acide Para-Coumarique 7,91 1,67 5,00
Acide Ferulique 854 4,34 13,04
Acide Sinapique 8,78 2,74 8,22
Acide Cinnamique 6,38 0,75 2,26
Acide Methoxy-cinnamique 9,76 5,34 15,96
Acide Caffeique 6,75 5,72 17,32
Acide Chlorogenique 4,70 1,65 5,00
Caféine 595 1,90 5,70
Catéchine 399 2,36 7,14
Rutine 740 7,95 23,89
Quercetine 937 244 7,32

1V.2.2.1.2. Taux de récupérations

Les taux de récupération de la méthode ont été évalués par dopage des extraits de café

avec trois concentrations différentes des standards (composés phénoliques et caféine) (0,5, 0,7

et 1,0 mg/100g). Les résultats sont rassemblés dans le tableau (1V.11) et représentés sur les

figures (1VV.19 et 1V.20).
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Tableau 1V. 11 : Taux de récupération de la méthode analytique a trois niveaux
d'enrichissement des différents composes standards dans le café moulu. Les extraits de
café ont été préparés a partir du café vert et torréfié (Robusta). Les valeurs sont présentées
sous forme de moyenne+ RSD.

Caféine

Catéchine

Acide galique

Acide chlorogenique

Acide caféique

Acide cinnamique

Acide ferulique

Acide méthoxy-cinnamique

0.5
0.7
1.0
0.5
0.7
1.0
0.5
0.7
1.0
0.5
0.7
1.0
0.5
0.7
1.0
0.5
0.7
1.0
0.5
0.7
1.0
0.5
0.7
1.0

B . - T - R~ L R R R . T - T S T~ R e i N

102.3+4.2
100.6+3.7

98.7+4.0
105.3+5.1

99.0+1.4

98.2+1.0
110.0+4.7
117.9+4.5
101.7+£2.2
109.6+1.0
107.0+4.0
106.5+2.4

98.1+1.0

99.8+1.2
104.5+2.0
102.0+4.7
110.0+3.2
102.7+4.6
109.6+4.1
104.4+1.7
106.3+3.6

98.5+0.4
103.0+3.2

99.3+1.6

98.8+1.6
105.2+2.4
107.2+2.0
99.3+1.0
102.0+2.7
98.7+1.3
114.1+4.6
119.0+4.4
106.2+2.3
98.9+1.2
99.6+1.9
109.7+2.4
99.1+1.2
105.7+3.7
106.3+4.6
103.2+2.7
105.0+3.2
98.6%1.6
103.4+3.0
108.0£5.0
107.2+3.1
99.5+2.9
109.5+3.4
102.7+2.6
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Figure 1V. 19: Taux de récupération pour chaque composeé a partir du café moulu dopé, obtenu a
partir d’un extrait du café torréfie.
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Figure 1V. 20: Taux de récupération pour chaque composé a partir du café moulu dopé, obtenu a

partir d’un extrait du café vert.
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Les résultats du dopage realisé sur les deux extraits de café vert et torréfié, présentent
de tres bons rendements. La récupération moyenne est supérieure & 98% pour toutes les
molécules et elle varie de 98,1 £ 1,0a 117.9 + 4.5% pour le café torréfié et de 98,6 +1,6 a
119.0 £ 4.4 % pour le café vert ; ceci fait apparaitre 1’efficacité de 1’extraction multiple par le
méthanol en utilisant les ultrasons. En effet, les taux de récupération des standards ajoutés aux
échantillons testés a des différentes concentrations sont reproductibles, et ont des valeurs trés

satisfaisantes.

Nous représentons dans la figure (IV.21) les chromatogrammes HPLC  des
échantillons du café vert, torréfié non emballé (Arabica) et café torréfié emballé alors que les

chromatogrammes des autres échantillons obtenus seront présentés en annexe Al.
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Figure 1V. 21: Chromatogrammes HPLC de: A) café vert, B) café moulu non empaqueté, C) café
moulu empaqueté. (Zacide gallique, 2nconnu, (3)Catéchine, (£acide chlorogénique, (E)Caféine,
(&)acide caféique, (Zacide cinnamique, (Bacide férulique, (9acide méthoxy-cinnamique.
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Les concentrations des acides phénoliques; chlorogénique, caféique, p-coumarique,
férulique, cinnamique, méthoxy-cinnamique, sinapique et gallique ainsi que la quercétine, la
rutine, la catéchine, et la caféine ont été déterminées par HPLC/UV-visible pour les
differentes variétés de café torréfié et non torréfie. La séparation des composes a éte réalisée

en 13 minutes.

Nous devons souligner que les acides p-coumarique et sinapique ainsi que la rutine et
la quercétine n’ont pas été détectés dans les échantillons étudiés ; (café vert, torréfié moulu
conditionné ou non). Les échantillons de café torréfié présentent un profil phytochimique

similaire a celui du café vert, mais avec des concentrations relativement basses.

Les concentrations en mg/l et en mg/100 g (PS) des composés analysés sont résumes
dans les tableaux (1V.12a, 1V.13a) et (1VV.12b, 1V.13b) respectivement.
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Tableau V.12 : Concentrations des acides phénoliques en mg L™ (a) et en mg/100 g (PS)
(b), dans les echantillons de café vert et torréfié, en utilisant la méthode analytique
proposée, les valeurs sont présentees sous forme de moyennex RSD.

Echantillions | variétés Acide Acide Acide Acide Acide methoxy-
gallique | chlorogénique | Cafeique | cinnamique | férulique | cinnamique

a)

café vert

A 9,50+0,02 140,75+2,70 17,97+1,32 3,01+0,01 10,60+1,15 16,75+1,20

B Robusta 7,40+0,01  91,00+0,28 8,45+0,65 1,19+0,01 3,07+0,01  9,95+0,30

Café moulu torréfié non empaqueté

C Robusta 5,30+0,01  75,86+1,23 8,35+1,33 1,96+0,01 5,37+0,01  7,00+1,06

D Arabica 3,80+0,06 59,45+2,03 4,07+0,94 1,36+0,05 2,95+0,01 5,50+1,32

E Robusta nd 05,05+0,45 nd nd nd nd

Café moulu torréfié empaqueté

F Robusta 4,89+0,01 65,69+0,46 3,94+0,71 1,90+0,01 5,29+0,03  6,50+0,57

G Mélange 4,07+0,03 63,64+1,07 4,81+0,13 1,76+0,02 3,87+0,01  5,46+1,15

H Robusta 5,04+0,01  76,00+0,22 3,01+0,04 2,53+0,14 5,09+0,01 7,01+0,14

I Robusta 4,91+0,08 70,76+1,19 3,65+0,98 2,01+0,10 5,20+0,07 6,87+0,21

J Mélange 4,28+0,03 62,64+0,98 4,00+0,34 1,19+0,01 3,90+0,01  5,75+0,05

K Robusta 4,55+0,06 68,20+1,76 3,60+0,85 1,99+0,05 5,25+0,01  6,38+0,10

L Robusta 4,50+0,04 67,45+0,79 3,80+0,01 1,54+0,04 6,03+0,01  7,15+0,22

Café soluble

M Mélange 6,73+0,01  75,32+0,07 4,90+0,03 2,44+0,06 3,85+0,01  6,00+0,05

N Mélange 3,89+0,04 60,00+1,54 4,20+0,06 1,50+0,01 3,90+0,05  5,45+0,35

0] Mélange 4,00+0,08 60,12+1,49 3,94+0,01 1,15+0,01 4,50+0,01 5,03+0,04

Café décaféiné

P Mélange 3,75+0,05 65,00+1,91 3,95+0,05 2,50+0,01 4,90+0,01 5,44+0,51

b)

Café vert

A Robusta 190,0+0,4 2815,0+54,0 359,4+26,4 60,2+0,2 212,0+23,0 335,0+24,0

B 148,0+0,2 1820,0+ 5,6 169,0+13,0 23,8+0,2 61,4+ 0,2 199,0+ 6,0

Café moulu torréfié non empaquté

C Robusta 106,0+0,2 1517,2+24,6 167,0+26,6 39,2+0,2 107,4+ 0,2 140,0+21,2

D Arabica 76,0+1,2 1189,0+40,6 81,4+18,8 27,2+1,0 59,0+ 0,2 110,0+26,4

E Robusta  nd 101,0+ 9,0 nd nd nd nd

Café moulu torréfié empaqueté

F Robusta 97,8+0,2 1313,8+ 9,2 78,8+14,0 38,0+0,2 105,8+ 0,6 130,0+11,4

G Blend 81,4+0,6 1272,8+21,4 96,2+ 2,6 35,2+0,4 77,4+ 0,2 109,2+23,0

H Robusta  100,8+0,2 1520,0+ 4,4 60,2+ 0,8 50,6+2,8 101,8+ 0,2 140,2+ 2,8

I Robusta 98,2+1,6 1415,2+23,8 71,0+19,6 40,2+2,0 104,0+ 1,4 137,4+ 4.2

J Blend 85,6+0,6 1252,8+19,6 80,0+ 6,8 23,8+0,2 78,0+ 0,2 115,0+ 1,0

K  Robusta 91,0+1,2 1364,0+£35,2 72,0+ 1,7 39,8+1,0 105,0+ 0,2 127,6+ 2,0

L  Robusta 90,0+0,8 1349,0+15,8 76,0+ 0,2 30,8+0,8 120,6+ 0,2 143,0+ 4,4

Café soluble

M  Blend 134,6+0,2 1500,0+ 1,4 98,0+ 0,6 48,8+1,2 77,0+ 0,2 120,0+ 1,0

N  Blend 77,8+0,8 1200,0+30,8 84,0+ 1,2 30,0+0,2 78,0+ 1,0 109,0+ 7,0

O Blend 80,0+1,6 1202,4+29,8 78,8+ 0,2 23,0+0,2 90,0+ 0,2 100,6+ 0,8

Café décaféiné

P Blend 75,0+1,0 1300,0+38,2 79,0+ 1,0 50,0+0,2 98,0+ 0,2 108,8+10,2

nd : non détecté.
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Tableau IV. 13: Concentrations de caféine, catéchine, polyphénols totaux (PT) en mg L™(a)
et en mg /100g (PS) (b) dans le café vert et torréfié, en utilisant la méthode proposée, les
valeurs sont présentées sous forme de moyenne+ RSD.

Echantillions variétés Caféine Catéchine | Polyphénols Rendement de
totaux I’extraction (%0)

(a)

Café vert

A Robusta 136,00+6,45  1,50+0,07 200,08+6,47 66

B 95,02+¢1,36  0,99+0,04 122,05+1,30 49

Café torréfié non empaqueté

C Robusta ~ 85,00+1,05 5,20+0,13 109,04+3,78 67

D Arabica 49,81+0,40  2,75+0,25  79,88+4,66 67

E Robusta ~ 38,00+1,89  7,32+0,10  12,37+0,55 55

Café torréfié empaqueté

F Robusta  76,00+4,01  4,55+0,02  92,76+1,81 55

G mélange 69,53+2,29  3,05+0,08 86,66+2,49 50

H Robusta ~ 72,00#5,73  4,97+0,01 103,65+0,57 50

I Robusta  74,50+5,08  5,66+0,01  98,96+2,64 50

J mélange 81,20+4,52  3,34+0,06 85,10+1,48 59

K Robusta 63,46x3,47  4,73+0,05 94,70+2,88 50

L Robusta ~ 60,00+1,87  5,10+0,05  95,57+1,16 49

Café soluble

M mélange 70,204,440  4,00£0,01 103,24+0,24 65

N mélange  77,50+0,78  2,89+0,03  81,83+2,08 73

o] mélange 69,70+£1,61  3,47+0,01 82,21+1,65 63

Café décaféiné

P Mélange 1,85+ 0,20 3,35+0,02  88,89+2,56 71

(b)

Café vert

A Robusta 2720,0£129,0 30,0£1,4 4001,6 £129,4

B 1900,4+ 27,2 19,8+0,8 2441,0+ 26,0

Café torréfié non empaqueté

C Robusta 1700,0+ 21,0 104,0+2,6 2180,8+ 75,6

D Arabica 996,3+ 8,0 55,050 1597,6+ 93,2

E Robusta 760,0+ 37,8 146,4+2,0 2474+ 11,0

Café torréfié empaqueté

F Robusta 1520,0+ 80,2 91,0+0,4 185522+ 36,2

G Mélange 1390,6+ 458 61,0+16 17332+ 4938

H Robusta 1440,0+114,6  99,4+0,2 2073,0+ 11,4

| Robusta  1490,0+101,6 113,2+0,2 1979,2+ 52,8

J Mélange 1624,0+ 90,4 66,8+1,2 1702,0+ 29,6

K Robusta 1269,2+ 69,4 94,6+1,0 1894,0+ 57,6

L Robusta 1200,0+ 37,4 102,0+£1,0 1911,4+ 23,2

Café soluble

M Mélange 1404,0+ 88,0  80,0+0,2 2064,8+ 4,8

N Mélange 1550,0+ 15,6  59,6+0,6 1636,6+ 41,6

0] Mélange 1394,0+ 32,2 69,4+0,2 1644,2+ 33,0

Café décaféiné

P Mélange 37,0 40 67,0£0,4 1777,8+ 51,2
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1VV.2.3. Les teneurs en caféine dans les échantillons de café

La quantité de caféine varie considérablement dans les échantillons étudiés. C’est le
compose prédominant dans tous les échantillons, a I'exception du café décaféiné ou sa
concentration est la plus faible (Belay et al. (2008) ; Candeias et al. (2009)).

Les résultats des différentes concentrations de la caféine sont présentés sur la figure
(1V.22).
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Figure V. 22: Teneurs en caféine dans les échantillons de café.

Il a également été remarqué que la teneur en caféine dans les échantillons de la variété
Arabica est inférieure a celle des échantillons de Robusta; ce résultat est en complete
concordance avec la littérature (Huck et al. (2005) ; Fujioka & Shibamoto (2008)).

En outre, les taux de caféine dans les échantillons de café emballé étaient proches de

ceux du café non emballé.

En revanche, les teneurs en caféine des échantillons de café soluble, allant de 69,70 +
1,61 mg/l a 77,50 £ 0,78 mg/l, sont proches de ceux du café insolubles, parce que le café
instantané est obtenu par un procédé de lyophilisation n'ayant pas d'influence sur la
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composition du cafe (Burmester & Eggers, (2010) ; Ratti, (2001)) par contre la quantité de
caféine dans I'échantillon de café décaféiné est de 1,85 + 0,20 mg/I.

IV.2.4. Les teneurs en polyphénols dans les différents échantillons de café

Il est intéressant de noter que les phénols conjugués sont habituellement les espéces
prédominantes de polyphénols dans le café (comme le 3-caféylquinique, l'acide 1-
feruloylquinique, I'acide 3-p-coumaroylquinique). Toutefois l'irradiation par les ultrasons peut
accélérer I'hydrolyse des composés conjugués sous certaines conditions. C'est la raison pour

laquelle les acides phénoliques libres sont présents en quantités considérables dans le café.

Dans notre étude, la procédure d'extraction multiple (50%, 75% et enfin 100% de
MeOH) en utilisant des ultrasons & 60°C a permis la récupération maximale de métabolites de
café, ceux-ci est en accord avec les résultats rapportés par Zuo et al. (2002); Jiao &Zue,
(2009) qui ont utilisé 1'extraction multiple avec du méthanol et de 1’éthanol respectivement,

et ont réussi a extraire le maximum de métabolites.

Dans cette étude, les teneurs en acide chlorogénique varient de 5,00 + 0,45
a 140,75 = 2,70 mg/l avec les valeurs les plus élevées établies pour les échantillons de café
vert (Figure 1V.23).
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Figure 1V. 23 : Teneurs en ACG dans les échantillons de café.
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La concentration de I'acide chlorogénique dans le café torréfié non emballé Arabica
est de 59,45 + 2,03 mg/l, elle est inférieure a celle constatée pour la variété Robusta (75,86 +
1,23 mg /1). Ce résultat est en accord avec la littérature (Duarte et al. (2010) ; Trugo et al.
(1991)). Dans les échantillons de café instantané, les teneurs en acide chlorogenique varient
de 60,00 + 1,54 a 75,32 + 0,07 mg/l. En comparant ces valeurs a celles déclarées par
Rostagno et al. (2011) pour le thé vert (7,0 mg/l), blanc (2,4 mg/l) et noir (1,2 mg/l), elles

sont nettement supérieures.

Les teneurs en acide caféique varient de 3,01 £ 0,04 a 17,97 + 1,32 mg/I, avec la plus

grande valeur trouvée pour I'échantillon de café vert.

Pour le café non emballé Arabica, la concentration en acide caféique est de 4,07 +
0,94 mg/l, elle est inférieure a celle trouvée pour le Robusta (8,35 + 1,33 mg/l).

Les concentrations des acides gallique et férulique varient de 3,75 £ 0,05 a 9,50 + 0,02
mg/l et de 2,95+ 0,01 mg /| a 10,60 = 1,15 mg I, respectivement. En comparant ces résultats
avec ceux trouvés dans les thés, les valeurs de l'acide gallique sont plus proches de celles
trouvées par Rostagno et al. (2011), pour les thes verts, blancs et noirs, mais demeurent trés

faibles par rapport a celles rapportées par Zuo et al. (2002), pour le thé du marché chinois.

Les acides cinnamique et méthoxy-cinnamique sont parmi les principaux polyphénols
du café (Fukushima et al. (2009) ; Wang & Ho, (2009) ; Yusaku & Kuniyo (2011)), leurs
concentrations varient de 1,15 + 0,01 & 3,01 + 0,01 mg/l et de 5,03 £ 0,04 & 16,75 £ 1,20 mg/I,

respectivement, avec la plus grande valeur trouvée dans I'échantillon de café vert.

Parmi les flavonoides analysés dans cette étude, seule la catéchine a été détectée, sa
concentration varie de 0,99 + 0,04 a 7,32 £ 0,10 mg/l avec les valeurs les plus basses trouvées
dans les échantillons de café non torréfié. Ceci est en accord avec les résultats trouvés par
Hecimovic ‘et al. (2011). Ces valeurs sont considérées comme tres faibles par rapport aux

quantités trouvées dans le thé vendu dans le marché chinois (Zuo et al. (2002)).

Enfin, les polyphénols totaux (Figure 1V.24) ont été déterminés par la somme des
concentrations de chaque polyphénol qui varie de 12,37 + 0,55 mg/l (échantillon fortement
torréfié) a 200,08 + 6,47 mg/l dans le café vert.
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Figure V. 24: Les polyphénols totaux dans les échantillons de café.

1V.2.5. Effet de la taille des particules de café sur la concentration des composés analyses

L'effet de la taille des particules a été étudié pour les échantillons de café vert. Dans
cette étude, les particules de café vert moulu ont été séparées a l'aide de deux tamis annulaires
avec des tailles de mailles de 0,75 et 0,25 mesh.

Les concentrations des composés (mg/l) en fonction de la taille des particules (fines et
grosses) dans les échantillons de café vert moulu sont récapitulées dans le tableau (1V.14) et

représentées par la figure (1V.25).
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Tableau IV. 14: La teneur en caféine et en acides phénoliques (mg/l) dans les échantillons
de café moulu fins (CVF) et gros (CVG), les valeurs sont présentées sous forme de

moyennex RSD.

Composé CVF CVG
Caféine 310,00+6,45 270,00+1,36
Acide chlorogénique 210,75+2,70 150,00+0,28
Acide caffeique 27,97+1,32 13,45+2,65
Acide gallique 9,50+0,02 7,40£0,01
Acide férulique 10,60+1,15 3,07+£0,01
Acide cinnamique 3,01+0,01 1,19+0,01
Acide méthoxy-cinnamique 16,75%1,20 9,95+0,30
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Figure 1V. 25: La teneur en caféine et en acides phénoliques (mg/l) dans les échantillons
de café moulu (CVF) et (CVG).
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Les concentrations de tous les composés analysés sont plus elevées dans les
échantillons ayant une mouture de taille fine que ceux de grosse taille, parce que plus les
particules sont fines, plus I'extraction de métabolites secondaires est meilleure (Sarker et al.
(2005)). Par consequent, les concentrations les plus élevées de caféine (136,00 + 6,45 mg/l),
des acides phenoligues; chlorogénique (140,75 £ 2,70 mg/l), caféique (17,97 £ 1,32 mg/l) et

gallique (9,50 £ 0,02 mg/l) ont été détectées dans I'échantillon de café finement moulu.

IV.2.6. Effet du degré de torréfaction sur la concentration des composés étudies

La concentration totale des composés phénoliques dans les échantillons de café vert
est la plus élevée parmi les variétés étudiées. Il est connu que le processus de grillage, se
produisant a des températures élevées, conduit a la modification des métabolites secondaires
du café (Hecimovic ‘et al. (2011) ; Sarker et al. (2005) ; Nicoli et al. (1997) ; Casa et al.
(2000)). Par exemple, la teneur en caféine est plus faible dans les échantillons ayant subi une
torréfaction poussée, par rapport a ceux non torréfiés ou a ceux ayant subi une torréfaction
modérée (Nicoli et al. (1997)).

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
(Casa et al. (2000) ; Clifford et al. (1987) ; Trugo et al. (1991) ; Del Castillo et al. (2002)).

Dans cette étude, les teneurs en acide chlorogénique sont plus faibles dans les
échantillons de café torréfié (empaqueté et non empaqueté) que ceux dans le café vert. En
outre, il a été rapporté que la dégradation des acides phénoliques conjugués lors de la
torréfaction ( pendant 7 - 8 minutes a environ 170°C ) , provoque l'augmentation des autres
acides phénoliques libres, tels que les acides caféique et féruliqgue (Farah & Donangelo,
(2006)). Dans cette étude, la diminution de la teneur de ces deux acides phénoliques, par
rapport au café vert indique que la durée et / ou la température de torréfaction du café

commercial ont dépassé les conditions (temps et température) susmentionnées.

Les concentrations de I'acide gallique dans les échantillons de café torréfié variant de
3,75 £ 0,05 a 6,73 = 0,01 mg/l étaient inférieures a celles trouvées dans les échantillons de

café vert.
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L'acide gallique n'a pas été détecté dans les échantillons qui ont subi une torréfaction
poussée.

Les concentrations de I'acide cinnamique varient de 1,19 + 0,01 a 3,01 + 0,01 mg/I
dans les échantillons de café vert et de 1,15 + 0,01 a 2,53 £ 0,14 mg/l dans les échantillons
torréfies.

Les résultats chromatographiques montrent que la catéchine est le seul métabolite dont
les concentrations ont augmenté sous l'influence de la torréfaction. En effet, les teneurs de
catéchine varient de 0,99 £ 0,04 a 1,50 £ 0.07mg/l dans les échantillons de café non torréfiés
et augmentent de 2,75 £ 0,25 a 7,32 = 0,1 mg/l dans ceux torréfiés. Cela confirme I'hypothése
de temps prolongé et la température élevée de torréfaction a laquelle les échantillons étudiés
ont étée soumis, en plus Hecimovic' et al. (2011) ont signalé que pendant la torréfaction
poussee ; de grandes quantités de flavonoides sont produites par suite de la réaction de
Maillard.

IV.3. Analyse de caféine et de I’acide chlorogénique (5-QCA) par HPLC-DAD-MS

IV.3.1. Identification de 5-QCA et de la caféine par HPLC-DAD-MS

Les deux composés principaux identifiés dans les échantillons de café boisson
analysés, (I’acide chlorogénique (pic (b)) et la caféine (pic (a)) (Figure IV.27), sont bien

majoritaires dans toutes les variétés analysées.

L’identification a été faite par chromatographie couplée a un détecteur a barrette de

diodes et & un spectrométre de masse HPLC-DAD-MS en mode positif.

La spectrométrie de masse a confirmé la présence de ces molécules dans les
échantillons. En effet la présence des ions moléculaires & m/z [M+H] * 355 et 195
correspondent a I’acide chlorogénique et a la caféine, respectivement. Ces deux substances
bioactives ont été décrites dans le café par d'autres auteurs (Trugo & Macrae, (1984) ;
Stegen & Duijn, (1980)).

D’aprés Fang et al. (2002), le mécanisme de fragmentation de I’acide chlorogénique

lors d’une ionisation en mode positif, peut étre expliqué par la figure (1V.26).
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Figure 1V.26 : Mécanisme de fragmentation de I’acide chlorogénique en mode

positif (Fang et al. (2002)).

Le chromatogramme obtenu suite a I’analyse par HPLC-DAD-MS d’un extrait du

café empaqueté ainsi que les spectres de masse des composants prédominants font I’objet de

la figure (1V.27).
La présence de 1’acide chlorogénique (5-CQA) est confirmée par le pic moléculaire a

m/z 355 ainsi que par son fragment caractéristique de 163.
La caféine qui se détecte a 280 nm, a un temps de rétention de 7,9 min. Cet alcaloide

posséde un pic moléculaire a m/z 195.
en mode

Le tableau (IV.15) récapitule les fragments obtenus par le détecteur MS
boisson (café empaqueté 80%

positif dans le cadre d’une analyse d’un extrait de café

Robusta).

Tableau IV. 15 : Substances, temps de rétention(Tr), masses molaires et pics recherchés en
MS en mode positif.

OH

Pic substance Tr Masse molaire MS [M+1]" Fragments issus de
[g/mol] [M+1]+
1 Caféine 7,9 194 195 -
2 5-CQA 6,5 354 355 163
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Figure IV. 27: Chromatogramme d’un échantillon de café et spectres de masse en mode
positif obtenus par HPLC- MS:(a) pic de la caféine et (b) pic de ’acide chlorogénique

(5-QCA).
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IVV.3.2. Quantification des deux principes actifs du cafe (5-QCA et caféine) par HPLC-
DAD
Les teneurs en caféine et en acide chlorogénique ont été déterminées dans sept

échantillons de café empaqueté et deux cafés non empaquetés, qui sont les méme étudiés

auparavant dans 1’analyse de la caféine et des polyphénols par HPLC-UV-visible.

Le dosage a été réalisé par chromatographie liquide a haute performance couplée a un
détecteur a barrette de photodiodes (HPLC-DAD).

La présence de ces composés a €té confirmée par comparaison de leurs

caractéristiques chromatographiques a celles des molécules standards pures.

Pour l'analyse quantitative des deux principes actifs étudiés, deux courbes étalons ont
été obtenues par l'injection de différents volumes de 5-QCA et de caféine. Les courbes
d'étalonnage ont été construites en représentant les aires des pics (YY) en fonction des volumes
(X, pl injectés) et cela pour quatre volumes différents. La gamme des volumes injectés était
de 5ul a 20ul pour les deux composés. Dans cet intervalle, les deux courbes d'étalonnage sont
linéaires avec un coefficient de corrélation R?>0,99. Le tableau suivant résume les équations

ainsi que les coefficients de corrélation des composés analysés.

Tableau IV. 16 : Equations des droites d’étalonnage et coefficients de corrélation des deux
composés analyses.

Composé Equation de linéarité Coefficient de corrélation
Caféine y=156,1x + 72,005 R°=0,9976
Acide 5-cafeylquinique y=117,3x - 218,09 R°=0,9998

La quantification des taux de récupération de la méthode a été effectuée sur des
échantillons préparés a partir du café moulu Robusta (non empaqueté) par la méthode
traditionnelle (cafetiére turque) et dopés quatre fois avec 1mg/l des deux standards. La
moyenne des taux de récupérations (%) était de 84,3 £ 0,21% pour CGA et 87,5 £ 0,55%

pour la caféine.

Les limites de détection (LOD, S/N = 3) et de quantification (LOQ, S/N = 10) ont été
déterminees pour les deux molécules (S/N, signal/ Bruit). Leurs valeurs des LOD sont, pour la
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caféine et I’acide chlorogénique de 4,50 pg/l et de 9,34 ug/l, respectivement, et les LOQ sont
de 5, 50 pg/l et de 17,09 pg/l, respectivement.

Comme il a déja été mentionne, la détermination des teneurs en ces deux composés
dans les extraits de café préparé par la cafetiére turque ou la cafetiere électrique de chaque

échantillon a été effectuée en triplicata.

Les figures (1V.28) et (1V.29) représentent les chromatogrammes obtenus par HPLC-

DAD de la caféine et de I’acide chlorogénique respectivement.
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Figure 1V. 28: Chromatogramme de la caféine ; Tr=7,9 min, 4 =280 nm.
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Figure IV. 29: Chromatogramme de ’acide chlorogénique ; Tr=6,5min, 2 =310 nm.
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La figure (1V.30) montre le profil du chromatogramme obtenu par HPLC-DAD de

I’extrait de café préparé par une cafetiére électrique et la figure (1\VV.31) montre celui préparé

par une cafetiere turque de la méme variété alors que les chromatogrammes des autres

variétés seront présentés en annexe A2.
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Figure IV. 30: Chromatogramme HPLC du café moulu Robusta (cafetiere
électrique); 1: 5-QCA, 2: caféine.
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Figure 1V. 31: Chromatogramme HPLC du café moulu Robusta (cafetiére turque);
1: 5-QCA, 2: caféine.
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IV.3.3.Concentrations en caféine et en acide chlorogénique (5-QCA) dans les
échantillons de café étudiés

La teneur en ces deux principes actifs dans les échantillons de café étudiés

déterminée en mg/l, Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

est

Tableau IV. 17 : Teneur en mg/l en caféine et en acide chlorogénique (5-CQA) pour les
difféerents echantillons de café boisson, les valeurs sont présentées sous forme de moyenne+

RSD.
Teneur mg/I
Echantillon | variété Cafetiére turque Cafetiere électrique
Caféine 5-CQA Caféine 5-CQA

Moulu (NE) | Arabica | 71,00+0,41 26,55+0,09 | 54,60+0,10 20,68+1,33
Moulu(NE) | Robusta | 94,65+1,50 24,5040,20 | 89,30+0,25 16,05+1,59
Empaquetél | Robusta | 54,90+0,07 21,97+0,70 | 46,44+0,54 13,98+1,44
Empaqueté2 | Mélange | 51,00+0,20 18,56+0,24 | 49,50£1,33 13,65+0,40
Empaqueté3 | Robusta | 66,33+0,04 22,78+1,04 | 52,33+1,55 12,55+0,07
Empaqueté4 | Robusta | 61,50+1,22 21,60+0,10 | 51,97+0,50 15,66+1,05
Empaqueté5 | Mélange | 63,33+2,03 23,00£2,36 | 58,45+0,10 18,40+2,37
Empaqueté6 | Robusta | 57,23+ 1,24 22,50+1,43 | 49,97+0,09 14,45+0,10
Empaqueté?7 | Robusta | 65,57+ 3,10 25,66+0,66 | 54,45+0,66 16,56+0,50

Des différences significatives dans la teneur en caféine ont été trouvées entre les

extraits qui ont été préparés par la cafetiére turque et ceux qui ont été préparés par la cafetiere

électrique de la méme variété. La figure (1V.32) montre les teneurs en caféine des différents

échantillons de café.
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Figure 1V. 32: Teneurs en caféine en (mg/l) dans le café préparé par la cafetiére turque et
électrique.

Dans les échantillons de café moulu non empaqueté (NE) préparés par la cafetiére
turque, la teneur en caféine est de 71,00+0,41 mg/1 dans 1’ Arabica, et de 94,65+1,50 mg/l dans
le Robusta. En revanche, dans les échantillons préparés par la cafetiére électrique la teneur en
cet alcaloide est de 54,60+0,10 mg/I dans I’ Arabica et 89,30+0,25 mg/I dans le Robusta.

La concentration de la caféine dans le café empaqueté allant de 51,00+0,20 a
66,33+0,04 mg/l pour les échantillons préparés par la cafetiére turque et de 46,44+0,54 a

58,45+0,10mg/I dans les échantillons préparés par la cafetiere électrique.

Il est intéressant de noter que les concentrations en caféine de toutes les marques de
café empaqueté sont proches les unes aux autres, ces valeurs sont inférieures a celles trouvées
dans le café non empaqueteé. Il apparait que cette différence est due a la taille des particules.
Plus les particules sont fines plus la surface spécifique est grande, par conséquent,
I’extraction du café empaqueté ayant une grosse mouture est moins efficace que celle du café

non empaqueté possédant une mouture fine.

La figure (1'V.33) montre les teneurs en acide chlorogénique (5-QCA) des différents
échantillons de cafe.
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Figure 1V.33: Teneurs en acide chlorogénique en (mg/l) dans le café préparé par la
cafetiére turque et électrique.

En ce qui concerne les échantillons préparés par la cafetiére turque ; La teneur en
acide chlorogénique dans le café moulu non empaqueté est de 26,55+0,09 mg/l dans 1’ Arabica
et de 24,50+0,20 mg/l dans le Robusta, alors que dans les échantillons obtenus par la
cafetiere €lectrique, la concentration de 1’acide chlorogénique dans le café non empaqueté
est de 20,68+1,33 mg/l dans 1’Arabica et de 16,05£1,59 mg/l dans le Robusta. En revanche
pour le café empaqueté, la teneur en acide chlorogénique varie de 18,56+0,24 a 25,66+2,66
mg/l dans les échantillons préparés par la cafetiere traditionnelle et de 12,55+0,07 a

18,40+2,37 mg/l dans les extraits de la cafetiere électrique.

Les teneurs en ces deux principes actifs dans les échantillons de la cafetiére turque,
ont toujours été supérieures a ceux obtenues par la cafetiere électrique. Il apparait que le
mode de préparation a une influence sur ’extraction ; en effet, dans la cafetiére électrique,
I’eau monte en passant par la poudre qui se trouve dans le filtre, tandis que dans la cafetiére
turque, en plus a 1’agitation modérée, le temps et la surface de contact entre la poudre et I’eau
sont supérieurs a ceux de la cafetiere electrique. On outre les teneurs de ces deux composés
dans le Robusta sont plus élevées que dans 1’Arabica, ce qui réaffirme les résultats de la
littérature (Trugo & Macrae, (1984) ; Fujioka & Shibamoto, (2008) ; Ky et al. (2001)).
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En comparant ces résultats avec ceux trouvés dans le café qui a subi ’extraction
multiple par le méthanol et analysé par la chromatographie liquide & haute performance
couplée a un détecteur UV-visible, il apparait que les teneurs en caféine et en acide
chlorogénique ont été plus élevées dans la premiere méthode que dans la deuxieme ; ce qui est
expliqué par I’avantage de l’extraction multiple dans 1’eau et le méthanol. En revanche
I’utilisation de la centrifugation ainsi que I’ultrason pendant 20 min améliore 1’extraction.

(Romdhane & Gourdon, (2002) ; (Jiao & Zuo, (2009)).

IVV.4. Dosage de quelques éléments minéraux du café

IV.4.1. Analyse par spectrophotométrie d’absorption atomique (SAA) du Zn, Cu, Fe,
Cr
Le but de cette analyse est le dosage des éléments métalliques a savoir le zinc (Zn), le

cuivre (Cu), le fer (Fe) et le chrome (Cr). Les analyses ont été effectuées en triplicata.

Le tableau suivant représente les équations des droites d’étalonnage et les coefficients
de corrélation obtenus a partir des courbes d’étalonnage, en utilisant trois concentrations
différentes.

Tableau V. 18 : Equations des droites d’étalonnage et coefficients de corrélation
caractérisant le dosage par SAA.

Zn y =0,6496x + 0,0149 0,9987
Cu y =0,0017x - 0,0001 0,9973
Fe y =0,0185x + 0,0039 0,9993
Cr y =0,0176x + 0,0216 0,9980

1V.4.2. Analyse par photométrie a émission atomique (PEA) de K et Na
Le but de cette analyse est le dosage de deux éléments alcalins le potassium (K) et le

sodium (Na) dans le café.

Les equations de linéarité ainsi que les coefficients de corrélations sont récapitules

dans le tableau suivant :
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Tableau 1V. 19: Equations des droites d’étalonnages et coefficients de corrélation
caractérisant le dosage par PEA.

K y =0,3196x + 0,1679 0,9971

Na y =0,1433x + 0,0186 0,9962

La linéarité a été constatée pour chacun des minéraux avec un bon coefficient de

régression R?>0,99.

Les courbes d’étalonnage de différents ¢léments dosés seront présentées dans 1’annexe

A3.

1V.4.3. Concentrations des éléments métalliques dans les échantillons de café
Les résultats du dosage des éléments minéraux déterminés par spectrophotométrie

d’absorption atomique et par photométrie a flamme sont mentionnés dans le tableau (1V-20).
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Tableau 1V. 20: Teneur de Zn, Fe, Cr, Cu, K et Na en (mg/100 g) dans les echantillons de
café vert et torréfié, en utilisant le spectrophotométre d’absorption atomique (SAA) et le
photométre d’émission atomique (PEA).

Café vert
El Robusta 150 2,75 007 0,09 66521 1509 |684,71
Café moulu non empaqueté
E2 Robusta 133 293 003 0,18 73054 20,56 | 755,57
E3 Arabica 050 238 002 010 609,00 15,67 |627,67
Café moulu empaqueté

E4 Robusta 040 1,17 0,02 0,10 470,00 15,98 | 487,67

E5 Meélange 025 109 001 0,07 55056 13,67 |565,65

E6 Robusta 030 098 002 008 42097 08,98 |431,33

E7 Robusta 1,00 1,24 002 0,06 510,03 02,65 |515,00

E8 Meélange 055 165 0,02 003 430,15 07,88 |440,28

E9 Robusta 150 281 002 0,05 530,00 0911 |543,49

E10 Robusta 007 144 0,02 008 422,00 15,32 |438,93

Café soluble

E1l Mélange 150 294 002 0,12 820,00 39,00 |863,58

E12 Mélange 098 251 001 012 62757 18,50 |649,69

E13 Mélange 050 09 002 008 1050,0 21,09 |1072,65

Café décaféiné

E14 Mélange 055 329 001 009 640,93 13,50 |658,37

moyenne 0,78 201 002 008 60549 1550 |623,88

Les déviations standards relatives moyennes des teneurs en éléments, Zn, Fe, Cr, Cu,
K et Na sont respectivement de 0,003 ; 0,007 ; 0,001 ; 0,001 ; 1,5 et 0,3 mg/100g.

Les concentrations moyennes des éléments dosés dans le café ainsi que les minéraux

totaux sont représentées respectivement par les figures (1V.34) et (1V.35).
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Figure IV. 34: Teneurs moyennes en Zn, Fe, Cr, Cu, K, Na dans les différents échantillons
de café.
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Figure 1V.35: Minéraux totaux dans les échantillons de café étudiés.
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Les minéraux jouent un role important dans I’alimentation humaine, ils sont essentiels
a la croissance et a la formation des os, a la synthése des vitamines, des enzymes et des
hormones, ainsi qu’au bon fonctionnement du systéme nerveux, a la circulation sanguine et a

I'intégrité cellulaire, s’ils sont maintenus a des niveaux exiges (Oliveira et al. (2012)).

L'objectif de cette analyse était la détermination de quelques éléments minéraux
nutritifs ; (Fe, Zn, Cu, K, Na) ainsi que le Cr, dans le café vert, torréfié empaqueté et non
empaqueté, soluble et décaféiné par spectrophotométrie d’absorption atomique (SAA) et
photométrie a flamme (PEA), afin de vérifier la composition et de 13, la qualité du café vendu

dans le marché algérien.

Les échantillons des différents types de café étudiés présentent des teneurs différentes

en éléments analysés.

D’apreés les résultats obtenus, les échantillons de café empaquetés (E4, E5, E6, E7, ES8,
et E10) a I’exception de 1’échantillon E9, ont des teneurs inférieures aux autres ¢chantillons
(E1, E2, E3, E11, E12, E13 et E14). Ceci, est peut-étre dii d’une part, a la qualité du café ou a
des additifs dans ce genre de café lors de la préparation industrielle qui ont influencé la
teneur en ces éléments et d’autre part a la grosseur de la taille des particules qui diminue la

surface de contact lors de I’extraction et empéche d’obtenir le maximum des métaux étudiés.

Les échantillons de café moulu torréfié (E2 et E3) présentent des différences entre eux
en ce qui concerne leurs teneurs en éléments minéraux étudiés, cette différence est due a la
variété de café, parce que le Robusta contient des concentrations un peu plus élevées que
I’Arabica (Malgorzata et al. (2007), Oliveira et al. (2012), Anderson & Smith (2002) ;
Martin et al. (1999); Souci et al. (2002)).

Les concentrations en éléments étudiés dans les échantillons de café soluble E11, E12
et E13 sont légérement plus élevées que celles des autres échantillons. Donc les cafés solubles
fournissent des apports nutritionnels plus élevés de K, Na, Cu, Zn et Fe avec des valeurs
moyennes allant de 0,11 mg/100g en Cu a 832,52 mg/100g en K. Ces valeurs sont conformes
a celles de Gillies & Birbeck, (1983) et Oliveira et al. (2012).

En ce qui concerne le café vert, les teneurs en éléments minéraux étudiés pour ce type

de café sont proches de celles du café torréfi€, ce qui veut dire que la torréfaction n’a pas
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d’influence sur la teneur en ces éléments, c’est pareil pour le café décaféiné qui n’a pas été

influencé par le procédé de décaféination.

Les résultats obtenus montrent que la teneur moyenne en fer (2,01 mg/l) est plus
élevée que celle trouvée par Santos & Oliveira, (2001) (0,051 + 0,001 mg/100g), tandis que
Oliveira et al. (2012) ont rapporté une concentration moyenne en fer de 5,12 + 2,93 mg/100g

dans le café instantané.

La teneur en cuivre (0,08 mg/100g) est inférieure a celle trouvée par Santos &
Oliveira, (2001) (0,233 + 0,023 mg/100g) dans des études effectuees sur des echantillons de

café soluble.

Le zinc, comme étant un minéral connu pour lutter contre les indigestions et les
infections cutanées, se trouve dans le café soluble avec une valeur moyenne de 0,99 mg/100 g
qui est supérieure a celles des autres types de café étudiés. Ceci est en accord avec les

résultats trouves par Malgorzata et al. (2007) et Santos & Oliveira, (2001).

La teneur en chrome dans les échantillons analysés varie de 0,01 a 0,07 mg/100 g
(Tableau 1V.20). Cet élément est connu pour ses effets nocifs (Volaufova et al. (2006)). Ses
teneurs dans les différents types de café étudiés sont proches en notant que la valeur la plus

élevée a éte detectée dans le café vert (E1).

Les résultats de la présente étude sont globalement comparables aux données
communiquées par Capar &Cunningham (2000), mais plus faibles que celles obtenues par
Anderson & Smith, (2002) et Martin et al. (1999).

Les concentrations des principaux éléments K et Na sont plus élevées par rapports aux
autres; la concentration du potassium varie de 422 mg/100g (E10) a 1050 mg/100g (E13) et
celle du sodium de 2,65 a 39 mg/100g ; ces différences de concentrations de Na ont également

été signalées par Anderson & Smith, (2002).

Malgré leurs teneurs tres élevées par rapport aux autres éléments analysés dans cette
étude, les concentrations en K et en Na restent inférieures a celles trouvées par Santos &
Oliveira, (2001) qui varient de 3250 = 70 mg/100g a 5170 £+ 200 mg/100g pour le potassium
et de 28,7 £ 1,1 mg/100g a 666,5 £ 17 mg/100g pour le sodium. Cette variation peut étre

attribuée au type de sol ou le café a été cultivé, I'utilisation de fertilisants avec différentes
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compositions chimiques et/ou aux différences entre les procédés industriels de production de
café. Cependant, les valeurs déterminées sont acceptables pour la consommation humaine

compte tenu de leur avantage nutritionnel.

IV.5. Mise en évidence de la présence de I’acrylamide dans le café

IV.5.1. Analyse qualitative de ’acrylamide par HPLC-DAD
IV.5.1.1. Les données HPLC de ’acrylamide

La présence de I’acrylamide dans les cafés du marché algérien a été mis en évidence
par la technique HPLC apres I’apparition d’un pic dans certains échantillons de café ne

figurant pas dans les cafés purs (en vrac, vert et torréfié).

Une recherche bibliographique minutieuse nous a mené a douter de la présence de
cette molécule dans le café consommeé par la population algérienne. Cette hypothése a ensuite
été confirmée par une co-injection de I’acrylamide pur avec les extraits de café dans lesquels
on suspectait la présence de la dite molécule. Dans ce qui suit nous présentons étape par
¢tape la procédure de détection et de quantification de I’acrylamide dans divers échantillons

de café vendu dans le marché a la ville de Guelma.

Les figures (I1V. 36, V. 37, V. 38 et 1V. 39) représentent respectivement, la courbe
d’étalonnage de I’acrylamide, le chromatogramme de 1’acrylamide pur a 210 nm avec le
spectre UV correspondant, le chromatogramme d’un café empaqueté et le chromatogramme
d’un café empaqueté dopé par 1ul du standard. Le tableau (IV.21) représente les données

pour construire la courbe d’étalonnage.

Tableau 1V. 21: Données HPLC de ’acrylamide.

0,25 73,38 73,07 73,46 73,30 0,20
0,50 704,41 704,74 704,61 704,58 0,16
1,00 1411,30 1411,17 1411,13 1411,20 0,08
2,00 274427 2744,34 2744,72 2744,44 0,24




Chapitre IV Résultats et discussions

3000
Jsop | V= 1472,3x- 146,89 »
R? = 0,9885
'é 2000
S 1500 }
Q
X 1000
< ,/
500
O '4 T T 1
0 1 2 3
volume injecté

Figure 1V. 36: Courbe d’étalonnage de ’acrylamide.
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Figure 1V. 37: Chromatogramme HPLC de [’acrylamide pur, Tg: 0,30 min, 4 : 210 nm
(Agilent).
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Figure 1V. 38: Chromatogramme HPLC d’un café empaqueté (3) ; Pic (2) : acrylamide,
Tgr: 0,30 min, 4: 210 nm.
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Figure 1V. 39: Chromatogramme HPLC d’un café empaqueté (3) dopé par 1pl
d’acrylamide ; Pic (2): acrylamide, Tg: 0, 30 min, 4: 210 nm.
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La présence de ce composé a été confirmée par comparaison des chromatogrammes
d’un échantillon de café empaqueté (Figure 1V.38), d’une co-injection de 1pl de I’acrylamide
avec le méme échantillon (Figure 1V.39) a celui de la molécule standard pure (Figure 1V.37).

IVV.5.2. Analyse quantitative de I’acrylamide
IV.5.2.1. Chromatogrammes des échantillons de café étudiés pour le dosage de

P’acrylamide

Dans ce qui suit, nous présentons les résultats des injections des extraits des cafés
torréfiés a différentes températures ainsi que les extraits des cafés empaquetés et non
empaquetés étudieés.

Les figures ci-dessous représentent quelques chromatogrammes des cafés étudiés, (le

temps de rétention de I’acrylamide est =~ 0,30 min).

Figure 1V. 40: Chromatogramme HPLC du café torréfié a 200°C (couleur du café: claire);
Pic (2) : acrylamide, Tg: 0,30 min, 4 : 210 nm.
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Figure IV. 41: Chromatogramme HPLC du café torréfié a 245°C (couleur moyenne);
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Pic (2) : acrylamide, Tg : 0,30 min, 4 : 210 nm.
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Figure 1V. 42: Chromatogramme du cafeé torréfie a 320°C (couleur foncée); Pic (3) :

acrylamide, Tgr: 0,30 min, 4: 210 nm.
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Figure 1V. 43: Chromatogramme du café torréfié moulu (Robusta (PG)) ; Pic (2) :
acrylamide, Tg: 0,30 min, 4 : 210 nm.
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Figure 1V. 44: Chromatogramme du café torréfié moulu (Robusta (GG)) ; Pic (2) :
acrylamide, Tg : 0,30 min, 4 : 210 nm.
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Figure IV. 45: Chromatogramme du café torréfié moulu non empaqueté (Robusta (PG
+ GQG)) ; Pic (2) : acrylamide, Tg: 0,30min, 42 210 nm.
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IV.5.3. Concentration de I’acrylamide dans les échantillons étudiés
La concentration de l'acrylamide a été déterminée par HPLC-UV-DAD dans les

échantillons de différentes variétés de café torréfié. La séparation des composés a été réalisée
en 5 min. La concentration de la substance étudiée dans chaque échantillon de café est
calculée a partir de la courbe d'étalonnage a l'aide de la surface du pic du composé
correspondant. Les concentrations ont été calculées par étalonnage externe. Les limites de
détection (LOD) et de quantification (LOQ) sont de 0,34 pg/l et 0,95 ug /I, respectivement.

Le taux de récupération qui a été calculé par dopage de 1’échantillon de café
empaqueté (3) par I’ajout de I’acrylamide a des concentrations de 5 pg/l, 10 pg/l et 15 pg/l est
de 98,0%, 95,5% et 97,5% respectivement. Le tableau (1V.22), résume les concentrations du

composé analysé dans les extraits de café en pug/l ainsi que les pH mesurés.

Tableau 1V. 22 : Concentrations (Ug /) de ’acrylamide dans les échantillons étudiés, les
valeurs sont présentées sous forme de moyenne+ RSD.

Echantillons Variété Acrylamide (ug/l) pH
Empaqueté (1) Robusta 38,61+0,16 5,10
Empaqueté (2) Meélange 39,43+1,54 4,89
Empaqueté (3) Mélange 44,80+2,50 5,45
Empaqueté (4) Mélange 39,89+1,95 4,99
Moulu non empaqueté Arabica 10,45+0,44 4,77
Moulu non empaqueté (PG+GG) Robusta 24,77+1,21 5,45
Moulu non empaqueté (PG) Robusta 25,66+1,66 5,09
Moulu non empaqueté (GG) Robusta 17, 34+1,33 4,98
Torrefié a 100°C Robusta nd 5,05
Torrefié & 120°C Robusta 14,50+1,56 4,80
Torréfié a 180°C Robusta 25,05+1,35 5,24
Torréfié a 200°C Robusta 30,45+2,67 5,40
Torrefié a 220°C Robusta 32,33+1,59 5,90
Torreéfié a 245°C Robusta 25,75+3,55 5,12
Torrefié a 270°C Robusta 21,55+1,33 5,08
Torreéfié a 320°C Robusta 11,66+0,96 4,73
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IV.5.3.1. La détection et la quantification de I’acrylamide dans des échantillons de café
Dans cette étude, quatre marques de café moulu empaqueté, quatre échantillons de
café en vrac (hon empaquetés); de 1’Arabica, du Robusta a petits grains (PG), du Robusta a
gros grains (GG) et un mélange de (PG) et (GG) ainsi que du café vert (Robusta de la Cote
d’Ivoire qui a été mene a des degrés de torréfaction différents comme il est décrit dans la
partie expérimentale) ont été analysés afin d’y identifier et d’y déterminer la teneur en

acrylamide.

Certaines études ont rapporté que les taux d'acrylamide dans les boissons de café sont
compris entre 2 et 25 pg/l (Andrzejewski et al. (2004) ; Dybing et al. (2005); Granby &
Fagt, (2004); Pérez & Osterman, (2003); Svensson et al. (2003)).

La figure (1V.46) représente les teneurs en acrylamide des différents échantillons

étudiés.
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Figure 1V. 46: Teneurs en acrylamide (ug/l) dans les différents échantillons de café
étudies.
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La teneur en acrylamide dans les échantillons de café torréfié non empaqueté est de
10,45 + 0,44 pg/l dans la variété Arabica et de 25,66 + 1,66 pg /1 dans le Robusta. Ces
résultats sont en accord avec ceux décrits par Bagdonaite et al. (2008); Lantz et al. (2006).
Cette différence semble étre associée avec une teneur élevée en asparagine (C4HsN2O3) dans
le café Robusta en comparaison avec I'Arabica.

On outre, la variété Robusta a gros grains (GG) contient relativement moins
d’acrylamide que celle de la méme variété a petits grains (PG) ; il apparait que les gros grains

nécessitent un temps plus long pour étre bien cuits.

En revanche, des concentrations d’acrylamide légérement plus élevées ont été
détectées dans les échantillons de café torréfié emballé par rapport a ceux non emballés. La
teneur en acrylamide dans le café emballé varie de 38,61 £+ 0,16 pg/l a 44,80 £ 2,50 pgl/l.
Comme il a déja été décrit au chapitre 2, les sucres réducteurs et lI'asparagine sont impliqués
dans la formation d'acrylamide (Mottram et al. (2002); Stadler et al. (2002)), donc par

addition de glucose et de fructose, la formation d'acrylamide augmente.

Ceci amene a conclure que le sucre est ajouté pendant le processus de torréfaction; le
café obtenu possede alors un go(t caramélisé et une couleur plus foncée que le café pur. En
outre, le poids du café torréfié avec addition du sucre va augmenter a moindre codt, puisqu’
en Algérie, le colt du café est de 7a 10 fois plus important que celui du sucre. La quantité de
sucre ajouté lors de la torréfaction et non indiquée sur I’emballage peut avoir des

conséquences trés graves sur la santé humaine.

I1VV.5.3.2. Influence du degré de torréfaction
Lorsque les grains de café sont soumis a des températures de torréfaction élevées, des
modifications physiques et des réactions chimiques se produisent (Pittia et al. (1996)). Ces

derniéres peuvent influencer I'extraction de certains composes de la boisson.

Dans ce travail, I’effet de la torréfaction sur la teneur en acrylamide a été étudié ;
comme il a déja été mentionné, le café vert de la Cote d’Ivoire a été grillé a 120°C, 180°C,
200°C, 220°C, 245°C, 270°C et 320°C, respectivement.

Des couleurs claire, moyenne et foncée ont été obtenues pour les différents
échantillons. Le degré de torréfaction constitue un facteur clé dans la teneur de I'acrylamide
(Bagdonaite et al. (2008); Guenther et al. (2007); Lantz et al. (2006); Senyuva &

Gokmen, (2005); Taeymans et al. (2004)), en effet, cette derniére est plus élevée dans les
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échantillons clairs que dans les deux autres ou elle varie de 14,50+1,56 pg/l a 32,33+1,59
pg/l, puis commence a diminuer dans les échantillons de couleur moyenne avec une teneur
moyenne de 23,65 + 2,44 g/l pour atteindre enfin une teneur de 11,66+0,96 pg/l dans
I’échantillon de couleur foncée. Ces résultats sont conformes a ceux obtenus par Guenther et
al. (2007) et Senyuva & Gokmen, (2005).

IV.5.4. Impact du pH sur la formation de I’acrylamide

D’aprés Ajandouz & Puigserver, (1999) et Ajandouz et al. (2001), la contribution
de la réaction de caramélisation au brunissement non enzymatique globale au-dessus de la
neutralité devrait conduire a une augmentation des produits de la réaction de Maillard, y
compris ’acrylamide, dans les aliments. Ce qui en parfait accord avec les résultats de
Mestdagh et al. (2008), qui a stipulé qu’un faible pH contribue a la réduction des taux de

I’acrylamide dans les aliments.

Dans les différents échantillons de café étudiés, le pH varie entre 4,73 et 5,90. Dans
les échantillons de café empaqueté, ou les teneurs en acrylamide sont plus élevées par rapport
au café non empaqueté, le pH varie de 4,89 a 5,45 c’est a dire au-dessous de la neutralité ; il
apparait que lors de la torréfaction, la quantité de sucre ajoutée, qui est destinée généralement
pour I’enrobage est importante, ce qui a permis d’augmenter les teneurs en acrylamide dans

ces échantillons.

IV. 6. Conclusion

Cette étude est menée sur le café (vert, torréfié conditionné ou non et le café soluble)
du marché algérien afin d’identifier et déterminer sa composition en éléments nutraceutiques
(caféine, acides phénoliques, flavonoides et quelques minéraux) et pour cela des analyses en
HPLC-UV-visible, HPLC-DAD, HPLC-DAD-MS ; spectrométric d’absorption atomique

(SAA) et photométrie a flamme (PEA) ont été realisees.

Les résultats obtenus indiquent que la composition en caféine et en polyphénols est
affectée par le procédé de torréfaction qui est indispensable pour le café. Leurs concentrations

dans le café vert sont supérieures a celles du café torréfié.

En ce qui concerne les minéraux, les échantillons des différents types de café étudiés
ont des teneurs différentes en éléments analysés. Le café soluble possede les concentrations

les plus élevées en minéraux et en particulier le potassium et le sodium.
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Chapitre IV Résultats et discussions

Nous signalons, pour terminer que la torréfaction qui développe des propriétés
sensorielles (odeur, saveur, couleur) appétentes doit cependant étre conduite avec
précautions parce qu’elle développe aussi des réactions chimiques produites par la
caramelisation ou par la réaction de Maillard selon les conditions de torréfaction, mettant en
évidence la présence de nouvelles molécules telle que I’acrylamide, qui présente de forts

risques pour la santé humaine.

Il est donc nécessaire de maitriser I’étape de torréfaction pour limiter la présence de
ce composé dans le café. Dans cette étude, I’analyse de 1’acrylamide a été faite par HPLC-

DAD. Des teneurs substantiels en ce composé ont été détectées dans le café empaqueté.
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Conclusion générale

L’objectif de ce travail était d’une part 1’analyse et le dosage du café du marché local,
en composition nutraceutique, et d’autre part la mise en évidence d’un élément toxique dans

ce produit ; I’acrylamide qui apparait a la suite du traitement thermique du produit.

Les constituants de café qui ont été dosés sont (la caféine, 1’acide chlorogénique,
I’acide caféique, I’acide para-coumarique, 1’acide ferulique, 1’acide cinnamique, 1’acide
méthoxycinnamique, I’acide sinapique et I’acide gallique, ainsi que, la quercétine, la rutine, la
catéchine, et quelques minéraux ; le potassium, le sodium, le zinc, le fer, le cuivre, et le

chrome).

Les méthodes analytiques utilisées étaient : HPLC-UV-visible, HPLC-DAD, HPLC-

DAD-MS ; spectrométrie d’absorption atomique et photométrie a émission atomique.

En ce qui concerne le dosage de la caféine et des polyphénols ; les parametres suivants
ont été prises en compte: I’emballage, le degré de torréfaction, la taille des grains,

l'instantanéité et la décaféination.

Les acides phénoliques; les principaux antioxydants du café se trouvent en
concentrations élevées dans le café vert. En revanche, les teneurs en ces acides dans les autres
cafés conditionnés ou non, ont diminué sous I’effet de la température durant la torréfaction,
leurs teneurs dans les échantillons de café ayant subi un degré de torréfaction poussé est

négligeables.

La taille des grains dans les échantillons de café grillé avant le broyage, influe sur la
teneur des composés ; les graines de plus grande taille sont moins soumises a la torréfaction
que les plus petites, par conséquent, les concentrations en métabolites étaient plus élevées
pour les grains de café de plus grande taille.

D'autre part, apres le broyage, on a constaté que, plus la taille des particules est fine,

plus la concentration des composés analysés, est elevée.

La différence en concentrations des composés étudiés dans les échantillons de café

torréfié empaqueté ou en vrac, et les cafés solubles n’était pas significative.

La caféine et I’acide chlorogénique sont majoritaires dans le café. La caféine étant un
alcaloide, elle agit comme stimulant du systéme nerveux central et du systéeme cardio-

vasculaire. Quant a la I’acide chlorogénique, il possede des effets antioxydants.
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Les teneurs en ces deux principes actifs dans le café vert, sont plus élevées que celles
de ceux torréfiés. La teneur en caféine dans la variété robusta est presque le double de celle de

I’arabica.

Aucune différence significative n'a été observée entre les teneurs en polyphénols et en
polyphénols totaux du café décaféiné et les autres variétés du café torréfié. La caféine est de
toute évidence, le seul composé qui se trouve en faible quantité dans I'échantillon de café

décaféiné.

Quant aux flavonoides analysés, seul, la catéchine a été détectée, mais en plus faibles

quantités que les acides phénoliques.

Le café boisson a été préparé de deux manieres différentes; (i) en utilisant la cafetiere
turque et (ii) électrique. Ainsi, les deux substances majoritaires du cafée; I’acide

chlorogénique et la caféine, ont été identifiées par HPLC-MS et quantifiées par HPLC-DAD.

Les teneurs de ces deux principes actifs dans les échantillons préparés par la cafetiéere
turque, ont été toujours supérieures a celles obtenues par la cafetiére électrique. 1l apparait
donc clair que le mode de préparation du café boisson a une influence sur I’extraction des

métabolites.

La taille de particules du café moulu empaqueté peut étre plus grosse que celle du café
non empaqueté, par conséquent, 1’extraction du café empaqueté est moins efficace que celle

du café non empaqueté.

Par comparaison des concentrations obtenues pour le café boisson avec ceux de
I’analyse de ces deux mémes composés par HPLC-UV-visible, on constate qu’elles ont été
plus élevées dans la premiere méthode que dans la deuxiéme ; ce qui est expliqué par
I’avantage de I’extraction multiple par I’eau et le méthanol. En revanche 1’utilisation de la

centrifugation ainsi que I’ultrason pendant 20 min améliore 1’extraction.

En ce qui concerne les minéraux qui jouent un réle important dans l'alimentation
humaine, leurs teneurs dans le café vert, sont proches de celles du cafe torréfie (avec ou sans
caféine), ce qui veut dire que la torréfaction et la décaféination, n’ont pas d’influence sur la
teneur en ces éléments, tandis que, les échantillons de café empaquetés, ont des teneurs en

minéraux, inférieures aux autres échantillons.
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Les échantillons de café moulu torréfié non empaqueté, présentent des différences
entre eux en ce qui concerne leurs teneurs en éléments minéraux étudiés, cette différence est
due a la variété du café, parce que le robusta contient des concentrations un peu plus élevées

que I’ Arabica.

Le café instantané possede les concentrations les plus élevees en minéraux et en
particulier en potassium et en sodium (K, Na), qui sont les principaux eéléments dans les

différents échantillons analysés.

On constate que, les échantillons des différents types de café étudiés ont des teneurs
différentes en €léments analysés. Cette différence peut étre attribuée au type de sol ou le café
a eté cultivé, I'utilisation de fertilisants avec différentes compositions chimiques et, aux
différences entre les procédés industriels de production de café. Néanmoins, les valeurs

obtenues sont acceptables pour la consommation humaine, suite a leurs bienfaits nutritionnels.

De ’autre coté, I’acrylamide, un produit non désirable et nocif pour la santé humaine,
a ét¢ analysé en utilisant "'HPLC-UV-DAD. Des teneurs non négligeables en ce composé ont
été détectées dans les cafés conditionnés. Les faibles teneurs en ce composé dans le café
moulu non empaqgueté, méne a conclure que ce composé peut bien étre métabolisé par
addition du sucre ajouté lors de la torréfaction. Le café torréfié en présence de sucre posséde
un godt caramélisé et une couleur plus foncée que celle du café pur. L’ajout de quantités non
controlées de sucre lors de la torréfaction menant a 1’augmentation de la teneur d’un composé

cancérigene, tel 1’acrylamide représente un danger certain pour la santé humaine.

Pour mieux détecter ce composé nous avons procédé a la torréfaction a des
températures différentes et a un temps fixe en obtenant des couleurs qui vont du marron
claire au foncée. Les analyses ont montré que les teneurs en acrylamide sont plus importantes
que leur couleur aprés torréfaction est claire. Ainsi, le degré de torréfaction constitue un

facteur clé dans la teneur de I'acrylamide.

Enfin, on peut conclure que la consommation de café pourrait fournir des substances
nutraceutiques telle que ; les antioxydants, la caféine et les minéraux, mais malheureusement
aussi, d'autres composes ayant plusieurs effets secondaires. De ce fait la consommation de

café doit étre modérée.

Au vu de ces différents résultats, un certain nombre de perspectives de travail s’offrent

a nous. Il nous semble important d’effectuer:
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Une étude par modélisation moléculaire de 1’activité antioxydante des polyphénols du
café (en cours).
Une étude cinétique approfondie de la formation de I’acrylamide dans le café.

Des analyses d’autres aliments du marché local pour leur contenance en acrylamide.
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ANNEXES



ANNEXE Al : Les chromatogrammes des différents échantillons de café obtenus
par HPLC- UV-visible (Schimadzu, Université de Guelma).
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Figure 1 : Chromatogramme du café en vrac moulu (Robusta).
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Figure 2: Chromatogramme du café en vrac moulu (Arabica).




Figure 4: Chromatogramme du café empaqueté (G).
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Figure 3 : Chromatogramme du café empaqueté (F).
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Figure 6 : Chromatogramme du café soluble.
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Figure 5 : Chromatogramme du café décaféiné.
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Figure 7 : Chromatogramme du café empaqueté (H).
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Figure 8 : Chromatogramme du café empaqueté (J).
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Figure 9 : Chromatogramme du café empaqueté (L).
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Figure 10: Chromatogramme du café vert a fines particules.
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ANNEXE A2: Données chromatographiques, courbes étalons de la caféine et de de
I’acide chlorogénique et chromatogrammes des différents echantillons des café

boissons obtenus par HPLC- UV-DAD (Agilent, Université de Bordeaux, France).

e Données chromatographiques de la caféine.

Volume Aires ,
injecté Moyenne Ecart type
| 1 2 3
(1))
5 809,65 811,40 810,15 810,40 0,9
10 1704,75 | 1703,99 | 1705,04 1704,59 0,5
15 3181,92 | 3180,87 | 3181,37 3181,38 0,5
20 2397,65 | 2396,79 | 2395,13 2396,52 1,3
e Caféine
3500
y = 156,1x + 72,0052
3000 iy W
2500 /
2 2000 /
>
o 1500 /
< 1000 e
500
O T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Volume injecté (ul)




Données chromatographiques de I’acide chlorogénique (5-CQA).

\Volume Aires
injecté Moyenne | Ecart type
() ' ’ > ' i
5 366,84 367,40 365,15 366,46 1,17
10 950,84 949,99 951,15 950,66 0,60
15 2119,27 2121,04 2118,97 2119,76 1,11
20 1535,11 1536,19 1535,95 1535,75 0,57

Acide chlorogénique
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15
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Chromatogrammes des échantillons de café étudiés
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Figure 1: Chromatogramme du café non empaqueté (cafetiere turc).
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Figure 2: Chromatogramme du café non empaqueté (cafetiere électrique).
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Figure 3: Chromatogramme du café empaqueté 1, (cafetiere électrique).
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Figure 4: Chromatogramme du café empaquetél, (cafetiére turque).
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Figure 5: Chromatogramme du café empaqueté 3, (cafetiére électrique).
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Figure 6: Chromatogramme du café empaqueté 3, (cafetiere turque).
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Figure 7: Chromatogramme du café empaqueté 5, (cafetiere turque).
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Figure 8: Chromatogramme du café empaqueté 5, (cafetiére électrique).
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ANNEXE A3: courbes étalons obtenues par I’analyse par spectrometre
d’absorption atomique (SAA) et par photomeétre a émission atomique (PEA) du, Zn,
Cr, Cu, Fe, Ket Na.

1. Courbes étalons obtenues de I’analyse par spectrophotométre d’absorption

atomique (SAA) du, Zn, Cr, Cu et Fe.
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2. Courbes étalons obtenues par I’analyse par photométrie a flamme de K et Na.

e Potassium
0,9
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HPLC coupled to UV-vis detection was used for the analysis of eight phenolic acids, three flavonoids, and
caffeine in sixteen coffee samples (roasted, green and instant) collected from the Algerian market. The
following parameters were taken into account for coffee analyses: packaging, roasting degree, grain size,
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achieved within 13 min.

instantaneity, and decaffeination.

The total polyphenols and caffeine levels in coffee extracts were found to vary from 12.37 + 0.55 to
200.08 + 6.47 mg/l, and 38.00 + 1.89 to 136.00 + 6.45 mg/l, respectively.

Evaluation of chromatographic performance showed excellent reproducibility, resolution, selectivity,
and reasonable peak symmetry. The limit of detection (LOD) ranged from 0.75 to 14.79 wg/l, while the
limit of quantification (LOQ) ranged from 2.26 to 44.44 p.g/l. The separation of all compounds was

© 2014 Taiwan Institute of Chemical Engineers. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Coffee is one of the most consumed beverages in the world [1,2].
Therefore, research studies on coffee constituents are taking place
on a continuous basis to examine the relationship between coffee
consumption and a range of medical conditions [3].

The main coffee secondary metabolites are alkaloids, such as
caffeine occurring also in some other popular beverages such as tea
[4], and acting as a stimulant of both heart and central nervous
system, decreasing sleepiness and increasing the attention.
Caffeine is also known to increase blood pressure [5]. It also
increases the content of homocysteine in the plasma blood about
2 pmol/l [6].

Coffee also contains polyphenols, mainly chlorogenic acids
(CGA) such as caffeic, ferulic and p-coumaric acids [7,8]. They play
an important role in the quality and flavors of coffee [9]. Moreover,
they possess antioxidant and anticancer activities [10-13]. Cohort
studies revealed a substantially lower risk of type 2 diabetes
mellitus with frequent coffee intake.

* Corresponding author. Tel.: +213 795 164 562.
E-mail address: amira_h_g@yahoo.co.uk (H. Amira-Guebailia).

http://dx.doi.org/10.1016/j.jtice.2014.03.014

This activity was observed with normal coffee as well as
decaffeinated one, indicating that caffeine is not the only molecule
which could have antidiabetic activity [14]. Moreover, a series of
experiments reported by Scalbert et al. [15] showed that two coffee
polyphenols, caffeic and ferulic acids, reduce cholesterol levels by
helping its transport from the macrophage foam cells to the liver,
where it is processed for elimination. Coffee polyphenols were also
reported to modulate the whole-body substrate oxidation and
suppress postprandial hyperglycaemia, hyperinsulinaemia and
hyperlipidaemia [16]. Ota et al. [17] and Murase et al. [18] found
that long term ingestion of coffee polyphenols reduce body fat in
human.

Despite these beneficial effects of coffee, it has to be consumed
with moderation to avoid undesired effects such as nervousness,
jitteriness, and anxiety related especially to the presence of
caffeine [19].

Caffeine and polyphenols contents in commercial coffee may be
highly influenced, not only by coffee beans species, variety, and
geographical origin but also, by roasting conditions [20-22].
Therefore, simultaneous determination of these components both
before and after coffee processing should be a useful tool for
quality control and for monitoring of coffee roasting conditions.

The aim of this study was the simultaneous determination of
polyphenols (phenolic acids and flavonoids) and caffeine in sixteen

1876-1070/© 2014 Taiwan Institute of Chemical Engineers. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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coffee samples (roasted, green and instant) collected from the
Algerian market using an HPLC method with UV-vis detection [23].

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

All solvents used for analytical chromatography were of HPLC
grade. Those used for extraction were of a purity >99%. Water was
distilled and filtered. Methanol, acetonitrile, phosphoric acid, and
caffeine were purchased from Sigma-Aldrich (Sigma, Germany).
Phenolic acids: gallic, chlorogenic, caffeic, p-coumaric, ferulic,
sinapic, cinnamic and methoxycinnamic; flavonoids: quercetin,
rutin and catechin have been provided by the GESVAB group
(University Bordeaux 2, France).

The standard molecules were of purity greater than 97%. The
stock solutions prepared were stored at —25 °C until use.

2.2. Apparatus

The analytical procedure was performed using a Shimadzu
HPLC apparatus (Tokyo, Japan) equipped with a Nucleosil-100 C8
column (CS-chromatography Service GMBH, Germany)
(125 mm x 4.6 mm ID, 5 pm particle size) (CS-chromatography
Service GMBH, Germany). The apparatus is equipped with a UV-vis
detector (model SPD-10Avp), a dual solvent pump (model LC-
10Avp) and an injection valve (model EIG 001), a system controller
(SCL-10Avp), a 20 pl injection loop, and an on-line solvent
degasser (DGU-14A). The whole system was monitored by class-
Vp 5 software. The column was maintained at room temperature,
the flow rate was set at 1 ml/min. The detection of compounds was
performed at 280 and 310 nm.

2.3. Coffee samples

Different coffee brands (packaged, pure unpackaged and
instant) were purchased from a local market at Guelma town
(east of Algeria) and used in this study, six samples of each brand
was analyzed. Seven brands of packaged milled coffee, three
instant coffees and a decaffeinated instant coffee were analyzed.
Three samples of roasted unpackaged and two samples of green
unroasted coffee beans were manually ground and used for
analysis. These coffee samples are mainly composed of pure
Robusta and Arabica or blends of both of them.

After grinding, green unroasted coffee beans were separated in
two samples in accordance with grain size.

Roasted unpackaged coffee beans were separated, before
grinding, in two samples, according to grain size. Smaller grains
were darker than the larger ones, which means that the former
have undergone deeper roasting. Both samples were milled and
analyzed separately.

2.4. HPLC analyses

2.4.1. Preparation and injection of standards

1 mg of each compound was dissolved in 1 ml of 50% methanol
and injected in triplicate in the HPLC apparatus. The calibration
curves of standards were linear with regression coefficients greater
than 0.98. The concentration of each component in coffee samples
was calculated using the regression equation of the best
adjustment line drawn using Microsoft Excel 2010.

2.4.2. Preparation and injection of coffee extracts

The extraction protocol was based on the conditions previously
optimized by Rostagno et al. [24]. In short, 0.5 g of each coffee
sample were extracted with 15ml of 50% methanol/water,

Table 1
Analytical HPLC gradient used.
Time (min) % A % B
0 85 15
5 63 37
10 20 80
11 0 100
12 0 100
13 85 15

followed by 15ml of 75% methanol/water, and finally with
15 ml of 100% methanol. Extraction was performed on a multi-
frequency ultrasound bath [10,25,26], operating at 25 kHz for
20 min at 60°C. After each extraction step, the sample is
centrifuged for 10 min at 10 °C and a velocity of 4000 rpm using
a universal centrifuge. The supernatant was collected and the solid
residue was subjected to the next extraction step. After the final
extraction, the supernatants were combined, and water was added
to obtain a final volume of 100 ml. 20 .l of the obtained extract
was filtered and injected into the HPLC apparatus. Analyses were
performed in triplicate.

2.4.3. HPLC gradient

A binary gradient elution (Table 1) was used. The mobile phase
was as follows: 1% phosphoric acid in water (solvent A) and 1%
phosphoric acid in acetonitrile (solvent B). The flow rate was
systematically controlled and set at 1 ml/min.

2.4.4. Analytical method validation

The limit of detection (LOD) was determined considering a
value three times the standard deviation of the background noise
obtained from blank samples (solvent; methanol), divided by the
slope of the calibration curve. The limit of quantification (LOQ) was
determined considering a value 10 times the standard deviation of
the background noise, obtained from noise samples divided by the
slope of the calibration curve. The limit of detection (LOD) ranged
from 0.75 to 14.79 pg/l, while the limit of quantification (LOQ)
ranged from 2.26 to 44.44 p.g/l (Table 2a).

The recovery capacities of the method were assessed in
quadruplicate by spiking coffee extracts with three different
concentrations of pure standards (phenolic compounds and
caffeine) (0.5, 0.7 and 1.0 mg/100 g). The average recovery was
greater than 98% for all molecules (Table 2b).

3. Statistical analysis

The elution of each standard molecule and extract was
performed in triplicate. Data were expressed as means =+ standard
standard errors of three separate experiments. Differences between
groups were assessed by one-way analysis of variance (ANOVA) from
Microsoft Excel 2010.

4. Results and discussion

Concentrations of chlorogenic, caffeic, coumaric, ferulic, cin-
namic, methoxycinnamic, sinapic and gallic acids as well as
quercetin, rutin, catechin, and caffeine (Fig. 1) were determined by
HPLC in different varieties of roasted and unroasted coffee samples.
The separation of compounds was achieved within 13 min.
Quantitation was by peak area comparison with standards. The
correlation coefficients were always higher than 0.98.

The concentrations (mg/1) of analyzed compounds are summa-
rized in Tables 3a and 4a and the concentrations in mg/100 g (dry
weight), are presented in Tables 3b and 4b.
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Table 2a

Chromatographic parameters of the proposed analytical method.
Component RT LOD (pg/l) LOQ (pg/l)
Gallic acid 1.80 14.79 44.44
Coumaric acid 7.91 1.67 5.00
Ferulic acid 8.54 4.34 13.04
Sinapic acid 8.78 2.74 8.22
Cinnamic acid 6.38 0.75 2.26
Methoxycinnamic acid 9.76 5.34 15.96
Caffeic acid 6.75 5.72 17.32
Chlorogenic acid 4.70 1.65 5.00
Caffeine 5.95 1.90 5.70
Catechin 3.99 2.36 7.14
Rutin 7.40 7.95 23.89
Quercetin 9.37 2.44 7.32

RT, retention time (min); LOD, limit of detection; LOQ, limit of quantification.

Table 2b
Recovery of the proposed analytical method at three different spike levels of
standard compounds in ground coffee. Coffee extracts were prepared from green
and roasted ground coffee (Robusta). Values are presented as mean + standard
deviation.

Compound Spike level n  Recovery (%)
(mg/1008) Roasted extract Green extract
Caffeine 0.5 4 102.3+4.2 98.8+1.6
0.7 4  100.6+3.7 105.2+24
1.0 4 98.7+4.0 107.2+2.0
Catechin 0.5 4  105.3+5.1 99.3+1.0
0.7 4 99.0+1.4 102.0+2.7
1.0 4 98.2+1.0 98.7+1.3
Gallic 0.5 4 110.0+4.7 114.1+46
acid 0.7 4  117.9+45 119.0+ 4.4
1.0 4  101.7+2.2 106.2+2.3
Chlorogenic acid 0.5 4 109.6+1.0 98.9+1.2
0.7 4 107.0+4.0 99.6+1.9
1.0 4 106.5+2.4 109.7+2.4
Caffeic acid 0.5 4 98.1+1.0 99.1+1.2
0.7 4 99.8+1.2 105.7+3.7
1.0 4  104.5+2.0 106.3+4.6
Cinnamic acid 0.5 4 102.0+4.7 103.2+2.7
0.7 4  110.0+3.2 105.0+3.2
1.0 4  102.7+4.6 98.6+1.6
Ferulic acid 0.5 4  109.6+4.1 103.4+3.0
0.7 4 1044+1.7 108.0+5.0
1.0 4 1063+3.6 107.24+3.1
Methoxy-cinnamic acid 0.5 4 98.5+0.4 99.5+29
0.7 4  103.0+3.2 109.5+3.4
1.0 4 993+1.6 102.7+2.6

Fig. 2 shows the chromatograms of unroasted green, roasted
unpackaged (Arabica) and roasted packaged coffee samples.

We must point out that p-coumaric and sinapic acids as well as
rutin, and quercetin were not detected in studied coffee samples.

Roasted milled (packaged or not) and instant coffee samples
present a phytochemical profile similar to that of green coffee, but
with relatively lower concentrations.

4.1. Caffeine content in coffee samples

The amount of caffeine varied considerably within studied
samples. Caffeine was the predominant compound in all samples,
except for the decaffeinated one whose caffeine concentration was
the lowest [27,28]. It was also noticed that caffeine content in
Arabica variety samples is lower than that of Robusta ones; this
result is in full concordance with literature [29,30]. Moreover,

Fig. 1. Structure of studied molecules: (a) caffeine, phenolic acids; (b) chlorogenic;
(c) caffeic; (d) cinnamic; (e) gallic; (f) methoxycinnamic; (g) ferulic; (h) sinapic; (i)
p-coumaric, flavonoids; (j) rutin; (k) catechin; and (1) quercetin.

levels of caffeine in packaged coffee samples were close to those of
unpackaged ones. Moreover, caffeine content in instant coffee
samples, ranging from 69.70 + 1.61 mg/l to 77.50 + 0.78 mg/l, are
close to that in insoluble ones, because instant coffee is obtained by a
freeze-drying process having no influence on coffee composition
[31,32]. The amount of caffeine in decaffeinated coffee sample is
1.85 4+ 0.20 mg/l.

4.2. Polyphenols content in coffee samples

It’'s worth noting that conjugated phenols are usually the
predominated polyphenol species in coffee (such as 3-caffeoyl-
quinic acid, 1-feruloylquinic acid, 3-p-coumaroylquinic acid, etc.)
and ultrasound irradiation may accelerate the hydrolysis of
conjugate compounds under certain conditions, it’s the reason
for which free phenolic acids are found in substantial amounts in
coffee.

In our study, the multiple steps extraction procedure (15%, 75%
and finally 100% MeOH) using ultrasound at 60 °C allowed the
maximum recovery of coffee metabolites, this is in agreement with
results reported by Zuo et al. [4] and Jiao and Zuo [26] who used
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Concentration of phenolic acids in mg/l (a) and in mg/100gDW (b), in green and roasted commercial coffee samples, using the proposed analytical method.

Coffee sample Species Gallic acid Chlorogenic acid Caffeic acid Cinnamic acid Ferulic acid Methoxy-cinnamic acid
(a)
Green coffee samples
A Robusta 9.50+0.02 140.75 £2.70 17.97 +1.32 3.01+0.01 10.60+1.15 16.75+1.20
B 7.40+0.01 91.00+£0.28 8.45+0.65 1.19+0.01 3.07 +£0.01 9.95+0.30
Unpackaged roasted coffee samples
C Robusta 5.30+0.01 75.86+£1.23 8.35+1.33 1.96 +0.01 5.37+0.01 7.00+1.06
D Arabica 3.80+0.06 59.45+2.03 4.07+£0.94 1.36+0.05 2.95+0.01 5.504+1.32
E Robusta nd 05.05+0.45 nd nd nd nd
Packaged coffee samples
F Robusta 4.89+0.01 65.69 +0.46 3.94+0.71 1.90+0.01 5.29+0.03 6.50+0.57
G Blend 4.07 £0.03 63.64+1.07 4.81+0.13 1.76 £0.02 3.87+£0.01 5.46 +1.15
H Robusta 5.04+0.01 76.00£0.22 3.01+0.04 2.53+0.14 5.09+0.01 7.01+0.14
[ Robusta 4.91+0.08 70.76 £1.19 3.55+0.98 2.01+0.10 5.204+0.07 6.87+0.21
] Blend 4.28 +£0.03 62.64 +0.98 4.00+£0.34 1.19+0.01 3.90+0.01 5.75+0.05
K Robusta 4.55+0.06 68.20+£1.76 3.60+£0.85 1.99+0.05 5.25+0.01 6.38+0.10
L Robusta 4.50+0.04 67.45+0.79 3.80+0.01 1.54+0.04 6.034+0.01 7.15+0.22
Instant coffee
M Blend 6.73+0.01 75.32+£0.07 4.90+0.03 2.44 +0.06 3.85+0.01 6.00+0.05
N Blend 3.89+0.04 60.00 +1.54 4.20+0.06 1.50+0.01 3.90+0.05 5.45+0.35
(0] Blend 4.00+0.08 60.12 £1.49 3.94+0.01 1.15+0.01 4.50+0.01 5.03+0.04
Decaffeinated coffee
P Blend 3.75+0.05 65.00+1.91 3.95+0.05 2.50+0.01 4.90+0.01 5.44+0.51
(b)
Green coffee samples
A Robusta 190.0+0.4 2815.0 +54.0 359.4+26.4 60.2+0.2 212.0+23.0 335.0+24.0
B 148.0+0.2 1820.0+ 5.6 169.0+13.0 23.8+0.2 61.4+0.2 199.0+6.0
Unpackaged roasted coffee samples
C Robusta 106.04+0.2 1517.2+£24.6 167.0+26.6 39.2+02 107.4+0.2 140.0+21.2
D Arabica 76.0+1.2 1189.0 £40.6 81.4+188 27.2+1.0 59.04+0.2 110.0+26.4
E Robusta nd 101.0+£9.0 nd nd nd nd
Packaged coffee samples
F Robusta 97.8+0.2 1313.8+9.2 78.8+14.0 38.0+0.2 105.8+0.6 130.0+11.4
G Blend 81.4+0.6 1272.8+214 96.2+2.6 352+04 774+0.2 109.2 +£23.0
H Robusta 100.8+0.2 1520.0+ 4.4 60.2+0.8 50.6+2.8 101.8+0.2 140.2+2.8
I Robusta 98.2+1.6 1415.2+23.8 71.0+19.6 40.2+2.0 104.0+1.4 137.4+4.2
] Blend 85.6 +0.6 1252.8 £19.6 80.0+6.8 23.8+0.2 78.0+0.2 115.0+1.0
K Robusta 91.0+1.2 1364.0£35.2 72.0+1.7 39.8+1.0 105.0+0.2 127.6+2.0
L Robusta 90.0+0.8 1349.0+£15.8 76.0+:0.2 30.8+0.8 120.6 +0.2 143.0+4.4
Instant coffee
M Blend 134.6 £0.2 1500.0 +1.4 98.0+0.6 488+1.2 77.0+0.2 120.0+1.0
N Blend 77.8+0.8 1200.0 +30.8 84.0+1.2 30.0+0.2 78.0+1.0 109.0+7.0
(0] Blend 80.0+1.6 1202.4+£29.8 78.8+0.2 23.0+0.2 90.0+0.2 100.6+0.8
Decaffeinated coffee
P Blend 75.0+1.0 1300.0 +38.2 79.0+1.0 50.04+0.2 98.0+0.2 108.8+10.2

nd, not detected. Values are mean + standard deviation (n=3).

multiple extraction with 80% methanol

and 70% ethanol,

respectively. Values of gallic acid are closer to those found by

respectively and succeeded to extract the maximum metabolites.

Our results showed that chlorogenic acid level varied from
5.00 + 0.45 to 140.75 + 2.70 mg/1 with the highest values found for
green coffee samples. Chlorogenic acid concentration in unpackaged
roasted Arabica coffee is 59.45 + 2.03 mg/l, which is lower than that
found for Robusta variety (75.86 + 1.23 mg/l). This result is in
agreement with literature [33]. In instant coffee samples, chlorogenic
acid content varied from 60.00 & 1.54 to 75.32 4+ 0.07 mg/l, these
values are markedly greeter than those reported by Rostagno et al. for
tea (7.0, 2.4, 1.2 mg/1 for green, white and black tea, respectively).

Caffeic acid content ranged from 3.01 £+ 0.04 to 17.97 + 1.32 mg/
1, with the highest value found for green coffee sample. For
unpackaged Arabica coffee, caffeic acid concentration was
4.07 4+ 0.94 mg/1, which is lower than that found for Robusta variety
(8.35 £+ 1.33 mg/l).

Gallic and ferulic acids concentrations varied from 3.75 + 0.05
to 9.50 & 0.02 mg/l and from 2.95 + 0.01 mg/l to 10.60 + 1.15 mg/I,

Rostagno et al. [24] for green, white and black teas but remain very
low compared to those reported by Zuo et al., for Chinese tea [4].

Cinnamic and methoxycinnamic acids are among the main
coffee polyphenols [7,8,34], their concentrations ranged from
1.15+£0.01 to 3.01+0.01mg/l and from 5.03+0.04 to
16.75 + 1.20 mg/l, respectively, with the highest value found for
green coffee sample.

Among the flavonoids analyzed in this study, only catechin was
detected, its content varied from 0.99 4+ 0.04 to 7.32 &+ 0.10 mg/I
with the lowest values found for unroasted coffee samples. This is in
agreement with the results found by HeCimovic et al. [35]. These
values are considered to be very low compared to amounts found in
Chinese tea [4].

Finally, total polyphenols, determined as the sum of
individual amounts of each polyphenol varied from
12.37 £0.55 mg/l (highly roasted sample) to 200.08 + 6.47 mg/l
in green unroasted coffee.
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Table 4
Caffeine, catechin, and total polyphenols content (TPC) in mg/l (a) and in mg/100 g DW (b) in green and commercial coffee samples, using the proposed analytical method.
Coffee sample Species Caffeine Catechin Total
polyphenols
(a)
Green coffee samples
A Robusta 136.00 +6.45 1.50+0.07 200.08 +6.47
B 95.02+1.36 0.99 +0.04 122.05+1.30
Unpackaged roasted coffee samples
C Robusta 85.00+ 1.05 5.20+0.13 109.04 +£3.78
D Arabica 49.81+0.40 2.75+0.25 79.88 +4.66
E Robusta 38.00+1.89 7.32+0.10 12.37 +£0.55
Packaged roasted coffee samples
F Robusta 76.00+4.01 4.55+0.02 92.76 +1.81
G Blend 69.53+2.29 3.05+0.08 86.66 +2.49
H Robusta 72.00+5.73 4.97 +0.01 103.65+0.57
1 Robusta 74.50+5.08 5.66 +0.01 98.96 +2.64
] Blend 81.20+4.52 3.34+0.06 85.10+£1.48
K Robusta 63.46 +3.47 4.73 +£0.05 94.70+2.88
L Robusta 60.00 + 1.87 5.10+0.05 95.57+1.16
Instant coffee
M Blend 70.20+4.40 4.00+0.01 103.24 £0.24
N Blend 77.50+0.78 2.89+0.03 81.83+2.08
0] Blend 69.70 £ 1.61 3.47+0.01 82.21+1.65
Decaffeinated coffee
P Blend 1.85+0.20 3.35+0.02 88.89+2.56
(b)
Green coffee samples
A Robusta 2720.0+129.0 30.0+14 4001.6+129.4
B 1900.4 +27.2 19.8+0.8 2441.0+26.0
Unpackaged roasted coffee samples
C Robusta 1700.0+21.0 104.0+2.6 2180.8+75.6
D Arabica 996.3 +8.0 55.0+5.0 1597.6 £93.2
E Robusta 760.0+37.8 146.4+2.0 247.4+11.0
Packaged coffee samples
F Robusta 1520.0 +£80.2 91.0+04 1855.2+£36.2
G Blend 1390.6 +45.8 61.0+1.6 1733.2+49.8
H Robusta 1440.0+114.6 99.4+0.2 2073.0+11.4
1 Robusta 1490.0 +£101.6 113.2+0.2 1979.2 £52.8
] Blend 1624.0 £90.4 66.8+1.2 1702.0 +29.6
K Robusta 1269.2 +69.4 946+1.0 1894.0 +£57.6
L Robusta 1200.0+37.4 102.0+1.0 1911.4+£23.2
Instant coffee
M Blend 1404.0 +88.0 80.0+0.2 2064.8 +4.8
N Blend 1550.0 +15.6 59.6 +£0.6 1636.6 +41.6
(o] Blend 1394.0+32.2 69.4+0.2 1644.2 £33.0
Decaffeinated coffee
P Blend 37.0+4.0 67.0+0.4 1777.8+51.2

nd, not detected. Values are mean =+ standard deviation (n=3).

4.3. Effect of coffee particle size on the concentration of analyzed
compounds

The effect of particle size was studied for unroasted green coffee
sample. In this study, milled green coffee was separated using two
sieves with annular mesh sizes of 0.75 and 0.25 mm, respectively.

Table 5
Caffeine and phenolic acids content (mg/1) in finely (FGC) and coarse ground coffee
samples (CGC).

Compound FGC CGC

Caffeine 136.00 + 6.45 95.02+1.36
Chlorogenic acid 140.75+£2.70 91.00+0.28
Caffeic acid 17.97 £1.32 8.45+0.65
Gallic acid 9.5040.02 7.40+0.01
Ferulic acid 10.60+1.15 3.07+0.01
Cinnamic acid 3.01+0.01 1.19+0.01
Methoxycinnamic acid 16.754+1.20 9.95+0.30

Concentrations of all analyzed compounds were higher in samples
with fine grain size than those of large one, because the smaller the
grains size the better the secondary metabolites extraction [36].

Hence, the highest concentrations of  caffeine
(136.00 + 6.45 mg/l), phenolic acids; chlorogenic
(140.75 + 2.70 mg/l), caffeic (17.97 +1.32mg/l) and gallic

(9.50 + 0.02 mg/1) were detected in the finely ground coffee sample.
Table 5 shows the differences in compounds concentration
(mg/1) according to particle size.

4.4. Effect of roasting degree on the concentration of studied
compounds

Total concentration of phenolics in green coffee samples was
the highest among the studied varieties. It's known that the
roasting process, occurring at high temperatures, leads to the
alteration of coffee secondary metabolites [35-38]. For example,
the content of caffeine was lower in highly roasted samples,
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Fig. 2. HPLC chromatograms of: (

) unroasted coffee, (B) unpackaged roasted coffee, (C) packaged ground coffee. @ Gallic acid, @ unknown, @ catechin, @

chlorogenic acid, @ caffeine, @ caffeic acid, @ cinnamic ac1d . ferulic acid, and @ methoxycinnamic acid.

compared to unroasted ones or to those having undergone a
moderate roasting [37].

Polyphenols are known to be thermo-labile compounds; many
studies have demonstrated that the roasting process leads to the
destruction of these secondary metabolites, especially chlorogenic
acid which is a major coffee polyphenol [38-41]. In this study,
levels of chlorogenic acid were lower in roasted coffee samples
(packaged and unpackaged) compared to those in green coffee.
Moreover, it was reported that the degradation of conjugated
phenolic acids during roasting (for 7-8 min at about 170 °C),
causes the increase of other free phenolic acids such as caffeic and
ferulic acids [42]. In our samples, the decrease in these two
phenolic acids levels, compared to green coffee indicates that

duration and/or temperature of commercial roasted coffee have
exceeded the later mentioned time and temperature values.

Gallic acid concentration in roasted coffee samples varied from
3.75 £ 0.05t06.73 + 0.01 mg/l and is lower than that found for green
coffee samples. Gallic acid was not detected in samples with high
degree of roasting.

Concentration of cinnamic acid varied from 1.19 +0.01 to
3.01 £ 0.01 mg/l in unroasted coffee samples and from 1.15 £ 0.01 to
2.53 4+ 0.14 mg/l1 in roasted ones.

Catechin is the only metabolite found to increase under the
influence of roasting. Indeed, catechin levels were found to vary
from 0.99 + 0.04 to 1.50 + 0.07 mg/1 in unroasted coffee samples and
increase from 2.75 4 0.25 to 7.32 + 0.1 mg/l in roasted ones. This
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reaffirms the hypothesis of prolonged time and heat of coffee beans
roasting to which the studied samples have been subjected, since
Hecimovic et al. [35] reported that during dark roasting, high amounts
of flavonoids are produced as a consequence of Maillard reactions.

5. Conclusion

The aim of this work was the analysis of coffee samples from
Algerian market for their caffeine, phenolic acids (chlorogenic,
caffeic, ferulic, synapic, gallic, coumaric, cinnamic and methox-
ycinamic) and flavonoids (catechin, rutin and quercetin) levels. The
following parameters were taken into account: packaging, roasting
degree, grain size, instantaneity, and decaffeination.

Phenolic acids, the main coffee antioxidants are found in high
concentrations in green coffee but lower levels were detected for
roasted coffee samples. No significant differences were observed
between levels of polyphenols in decaffeinated coffee and the
other roasted coffee varieties.

The results have shown that caffeine and chlorogenic acid are
predominant in the green coffee and in a general manner, contents
of compounds in green coffee are higher than those of roasted ones.
This result is in full agreement with literature [28,29].

The roasted coffee samples grain size before milling affects the
level of compounds in that the grains of larger size are less
submitted to roasting than the smaller ones, consequently, levels
of metabolites were found to be higher in larger grains.

On the other hand, after milling, it was found that the lower the
grain size, the higher the concentration of analyzed compounds.

No significant differences were observed between instant and
roasted coffee samples regarding the studied compounds.

Caffeine is the only compound found in lower level in
decaffeinated coffee sample, the level of total polyphenols is very
similar to the other samples.

As for the analyzed flavonoids, only catechin was found, but in
smaller amounts than phenolic acids.

It could be concluded that the consumption of coffee could
provide high amounts of antioxidants, nevertheless, its consump-
tion have to be moderated, since besides polyphenols, coffee
contains other compounds having several side effects.
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