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Résumeé
Dans ce travail, la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC-

UV-DAD) ; a éte utilisée pour I'analyse de I’acrylamide ; un contaminant chimique dans le

café torréfié empaquetés et en vrac.

Nous avons démontré que le degré de torréfaction est un facteur clé dans la formation
de l'acrylamide. Les quantités substantielles d'acrylamide dans le café empaqueté, allant de
38,61+0,16pg/l a 44,80+£2,50 pg/l pourrait étre un sérieux probléme de santé public, en

particulier les gros consommateurs de cette boisson.

Mots-clés: Café, la torréfaction, HPLC, acrylamide.
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Introduction générale

Le café constitue 'une des boissons les plus consommées au monde. Sa composition
varie selon la variété de café, le mode de production des grains de café vert, et les conditions
de leur torréfaction. Par conséquent I’analyse des constituants du café suscite encore
aujourd’hui de nombreuses études, qui se justifient par les effets physiologiques de cette

boisson.

Plusieurs contaminants peuvent étre présents dans le café moulu, et éventuellement se
retrouver ensuite dans la boisson préparée. Parmi eux on trouve ’acrylamide (C3;HsNO). 1l

s’agit d’une une molécule trés nocive pour la santé humaine.

En effet, La présence de I’acrylamide dans le café peut avoir comme origine : la
formation in situ dans le grain lorsque celui-ci est torréfié. sa présence peut s’avérer

préoccupante en raison du caractére toxique, voire carcinogéne.

Il nous a donc sembl¢ intéressant d’¢tudier la contamination du café par ce composé
chimique. Pour ce faire nous avons donc analysé a la fois des cafés torréfiés en vrac et

chipaguclys.
Dans cette étude, ’effet de la torréfaction sur la teneur en acrylamide a ét¢ investigué.

En plus, il a été constaté que I’aspect physique du café empaqueté différe de celui du
café pur, en vrac, broyé. Il est particuliérement caractérisé par la présence d’une brillance due
a I’enrobage et la caramélisation au cours du procédé de torréfaction du café conditionné
provoquant par la suite, une augmentation des concentrations de I'acrylamide. Cette molécule

a été identifiée et déterminée dans les échantillons du café étudiés, par HPLC- UV-DAD.
Ce mémoire s’articule autour de quatre chapitres :

— Le premier chapitre consistera a présenter des généralités sur le café et sur
I’acrylamide.

— Le deuxiéme chapitre s’intéressera d'assez prés a la chromatographie liquide a haute
performance.

— Dans le troisiéme chapitre, sera présentée la méthode d’analyse utilisée dans ce
travail ainsi que les modes opératoires mis en ceuvre.

— Linterprétation des différents résultats obtenus sera détaillée dans le quatrieme

chapitre.



—  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 01 : Généralités sur le café
w

I.1. Introduction

Ce chapitre, consistera en une revue bibliographique sur le café, en évoquant dans un
premier temps les points suivants : histoire du café, variétés de café, production des grains du
café, composition chimique du café, production du café moulu et de sa boisson ainsi que ses
effets sur la santé, ensuite nous présenterons I’acrylamide ; un composant toxique qui peut se

retrouver dans le cafe.

I.2. Historique

Le caféier est un arbuste aux feuilles persistantes qui serait originaire des hauts plateaux
de I'Ethiopie et de I'Afrique tropicale. Une version fait remonter la découverte du café vers
850 et la situe en Abyssinie, l'actuelle Ethiopie. Un berger aurait noté que ses chévres étaient
excitées apres avoir mangg les feuilles et les fruits d'un arbuste. Il aurait apporté une branche
de I'arbuste a un moine qui prépara une boisson a partir des graines recueillies. Etonnés par

l'effet exaltant du liquide, les moines attribuérent la paternité de cette boisson a une divinité

Une autre légende raconte que le moine, aprés avoir observé 'agitation des chevres qui
consommaient des baies, aurait eu I'idée de faire bouillir les grains afin d'obtenir une potion
qui l'aiderait & demeurer éveillé les nuits de priéres. Le mot café provient probablement de
l'arabe gqahwah, tandis que certains linguistes affirment qu'il provient du mot Kaffa, du nom

de la province d'Flthmme o 1l tut decouvert | 1].

I.3. Les variétés de café
Le caféier est un arbuste appartenant au genre Coffea de la famille des Rubiacees,

pouvant atteindre 12 métres de hauteur et poussant dans la zone intertropicale.

Un caféier n’est rentable qu’au bout de 5 ans et sa durée de vie est de 25 a 50 ans. 11
produit des fruits charnus, le plus souvent rouges ou violets, semblables a des cerises
(d’ou leur appellation « cerises de café ») (Figure I.1). Ces fruits renferment deux

noyaux, contenant chacun un grain de café [1].
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(a) (b)

Figure L1 : (@) Un exemple de caféier (Coffea arabica), (b) les fruits de caféier (Coffea
arabica)

Il existe un grand nombre d’espéces de caféiers (plus de 80) mais seules deux
d’entre elles sont réellement exploitées dans le monde : Coffea arabica L et Coffea

canephora.

l.e café robusta constitue la variété la plus répandue de Coffea canephora. Ses grains
sont géneralement ronds, irréguliers et assez petits, avec un gofit corsé, alors que les grains
de Parabica sont plutét avales et longs. Ces derniers présentent un goiit plus fin et un ardme
plus fruité que les grains de robusta, ce qui explique la plus forte consommation d’arabica de

par le monde [1].

1.3.1. L’arabica (Coffea arabica)

Originaire d’Ethiopie, Coffea arabica L. comporte de nombreuses variétés. La culture
de I'arabica est plus délicate et moins productive que celle du robusta. 11 est essentiellement
cultivé dans des plantations situées entre 1000 et 2000 m d’altitude en climat tropical, telles

que I’Amérique Latine et I'Indonésie.

L arabica occupe la premiere place dans le monde pour la production de café (environ
60 %) car ses qualités aromatiques sont supérieures & celles du robusta. Son prix est
d’ailleurs en moyenne 20 a 25 % plus élevé que celui du robusta. Cependant, sa teneur en

caféine reste trés inférieure 4 celle du robusta [1].

1.3.2. Le robusta (Coffea canephora)

Le café robusta est originaire d’Afrique centrale et occidentale. En deuxiéme place
pour la production (40 %), il est surtout cultivé en plaine en Afrique (Afrique occidentale,
Ouganda, Angola, Afrique du sud, etc.) et en Extréme orient (Viétnam, Inde, Indonésie,

Philippines). C’est une espéce plus vigoureuse que I’arabica, avec une croissance plus
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rapide. Son goiit est puissant et corsé, il donne un café tres tonique [1].

L.4. La production des grains de café

La production des grains de café nécessite différentes etapes successives : la récolte
des fruits (ou cerises), la séparation des grains de café vert des fruits (dépulpage /

déparchage) et la torréfaction des grains.

L4.1. La récolte des cerises
Les fruits parviennent a maturité 6 4 8 mois apreés la floraison pour l'arabica, et 9 a 11

mois aprés pour le robusta. La couleur des cerises constitue un bon indicateur de la
maturation, car au cours de cette ctape la chlorophylle du péricarpe est remplacée par des

pigments flavonoides rouges.

La meilleure technique de récolte des cerises est celle de la cueillette manuelle des
fruits mars (également appelée picking), car elle produit les meilleures qualités de café.
Cependant cette technique reste longue et onéreuse, car elle impose de proceéder a plusieurs
pbassages tout au long de la période de murissement. La cueillette mécanique est rapide et
moins chére, mais elle a Iinconvénient d’imposer un tri secondaire car g quasi-totalilé des
fruits de Ia branche sont récoltés, quel que soit leur degré de maturité. La maturation des
[ruits étant Lies hétérogéne, on pent avoir a la foig des cerises vertes, mires ou tres mdres sur
une méme branche Or les cerises immatures augmentent "amertume du café, tandis que
celles trop mires conférent 3 celui-ci un godt acre et désagréable. 1l est donc neécessaire

de trier les cerises mires des autres une fois la cueillette mécanique réalisée.

1.4.2. L’obtention des grains de café vert

Le fruit du caféier est une sorte de drupe, c’est-a-dire un fruit charnu & noyau. La
cerise de café est entourée d’une peau tres résistante, lisse et rouge, qui correspond a
I"exocarpe. Celle-ci recouvre le mésocarpe riche en glucides et en pectine, mais surtout en
eau (70 a 85 %). Le mesocarpe représente, selon les especes, entre 40 et 65 % du poids du

fruit et correspond a la pulpe.

Le fruit renferme deux graines qui deviendront les grains de café vert, €galement
appelées féves. Chaque graine est formée d’un albumen corne recouvert de deux enveloppes,
I"'une interne (le tégument séminal ou pellicule argentée), I’autre externe (I’endocarpe,

¢galement appelé parche ou parchemin).
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grain de cafe (encosperme)

silon central

peau du grain (tégumen)

parchemin {endocarpe)

couche de pectine
pulpe (mesocarpe)

peau du fruit (exocarpe)

Figure L2 : structure de la graine du caféier

Pour obtenir le grain marchand, deux méthodes de préparation du café sont
pratiquees ; comme illustré par l'organigramme de la (figure 1.3) ; la voie séche et la voie

humide, cette derniere comportant une étape de fermentation contrélée.

La méthode humide

Iraitement des cerises de caté

La méthode séche ' ¢
¢ Cerises mures
Cerises miires l
¢ Enlévement de la
Séchage au soleil pulpe
l’ Fermentation
Décorticage l
l Lavage des grains

Grains vert J

Séchage

¥

Grains au parche

Figure 1.3 : Voies d’obtention des grains de café vert.
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La méthode seche est plus ancienne et plus simple que la méthode humide, mais ses
résultats sont moins performants. Les cerises sont étalées en plein air sur des aires de
séchage, et régulierement brassées pour leur permettre de sécher a I’air libre. En quelques
jours, la partie charnue se déshydrate et se désagrége en partie. On reconnait que les cerises
sont sechées lorsqu'en secouant une poignée de café on entend les grains ballotter a
l'intérieur, les enveloppes deviennent brunes foncées et se durcissent. A ce moment-1a,

les cerises séchées ne contiennent plus que 12 % d'humidité environ.

A T'issue du séchage, le grain de café se trouve encore enfermé dans le noyau du fruit
(I'endocarpe) : c'est ce que 1’on appelle le café en coque (Figure 1.4). Le café, protégé par
sa coque, peut €tre conservé ainsi pendant un certain temps. Certaines récoltes sont
méme vieillies de la sorte afin d’améliorer la saveur du café, car le séchage du grain continue

a l'intérieur de la coque.

Figure 1.4 : (a) les fruits sont étalés au soleil aprés la récolte et remués réguliérement.
(b) Les fruits secs prennent une teinte grisitre [2].

Afin de récupérer les grains de café vert, I’endocarpe doit étre enlevé. Pour ce faire,
les grains sont décortiqués par une machine. Le rendement cerise séche - féve verte est
genéralement de 50 %: 2 kg de cerises séches donnent 1 kg de féve verte. Au cours de
cette étape, la peau fine argentée (ou tégument) est également enlevée Les coques sont

souvent recupérées et valorisées ensuite comme combustible.

La méthode humide étant plus coliteuse que la méthode séche, elle est généralement
reservee aux cafés de qualité cueillis manuellement. Plus compliquée, elle nécessite un
certain nombre d’équipements adaptés & chaque étape, mais elle donne un café de meilleure

qualiteé que la méthode séche.

Dans un premier temps, un nettoyage préliminaire des fruits est effectué, puis ceux-ci



Chapitre 01 : Généralités sur le café

sont séparés des autres €léments végétaux par immersion dans ’eau (les cerises mires
sont lourdes, et ainsi séparées des €léments surnageants). Ensuite, 1’élimination d’une
grande partie de la pulpe est réalisée a I’aide d’un dépulpeur (a cylindres ou a disques), ou la

pulpe arrachée est évacuée par un courant d’eau.

Les grains, une fois dépulpés, doivent étre démucilaginés afin d’éliminer la pulpe
restante. La démucilagination se fait principalement selon deux procédés : par fermentation

ou par un procédé mécanique.

e La fermentation
Les grains sont placés dans des bacs a I’abri du soleil pendant quelques jours durant
lesquels ils subiront une fermentation, afin de permettre d’enlever plus facilement les restes
de mucilage demeurés sur les parches et génants pour le séchage ultérieur. L’ajout

d’enzymes pectiques peut étre utilisé pour accélérer artificiellement la fermentation.

*  Le procédé mécanique
Cunmnw Ta lonmuonlubion prosonte des nsques de deéprésiution du sal@ s elle n'est puy
vorreetement conduite, dea appareillapges méeaniques (dépolpenr-dé mucilaginenr) ot éé
cousliuils. s suut plus utilisés pout le robusta que pour NMarabica qui, par tadidon, est waicd

par la fermentation.

Quelle que soit la technique de démucilagination utilisée, les grains sont ensuite lavés
a I'eau (afin d’éliminer toute trace de mucilage ou pulpe adhérant a la féve), égouttés, puis
séchés. Plusieurs méthodes de séchage peuvent étre mises en ceuvre : la centrifugation, le
sechage artificiel, ou encore I’exposition au soleil. Le produit obtenu est le café dit en
parche car les grains sont toujours recouverts de leur membrane cellulosique (Figure 1.5).

Le café en parche séché ne contient plus qu’environ 10 a 15 % d’humidité.

Figure L5 : Café en parche.
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Pour débarrasser le grain de café de sa parche, on fait ensuite subir au grain un
déparchage. Enfin, les grains de café sont polis pour enlever leur pellicule. Le rendement

du café en parche en café vert est de 20 %.

1.4.3 La torréfaction des grains de café vert
La torréfaction est un procédé qui consiste a traiter les grains de café vert par la
chaleur seche et élevée, tout en permettant au café d’acquérir I'essentiel de ses propriétés
organoleptiques (couleur, aréme, gout, « corps »). Cette technique permet donc d’accroitre
progressivement la température dans les torréfacteurs, par chauffage direct, chauffage

indirect ou fluidisation dans un courant d’air chaud.

Le chauffage indirect est le procédé le plus utilisé dans I’industrie du café. Au cours
de cette transformation du café, des réactions chimiques se développent et s’accompagnent
d’importantes modifications morphologiques (forme, volume, couleur, perte de poids). Les
reactiona pénérent du dioxyde de carbone (COy), dont unc partic 5’¢chappe tandis qu’unc

autre est retenue dans les cellules du grain,

e Une premiére phase appelée séchage, avant lieu a des températures du grain
mférienres 4 150-160 °C, au cours de laquelle on obrerve des réactions
endothermiques (grace a un apport extérieur de chaleur). De I'eau et des substances
volatiles sont éliminées au cours de cette premiére phase, et le grain passe de la
couleur verte au jaune.

e Une deuxiéme phase appelée torréfaction, exothermique, pour des températures du
grain comprises entre 150-160 et 260 °C. Elle correspond aux réactions chimiques de
dégradation et de polymérisation des précurseurs d’arémes (réactions dites de
Maillard et réactions de pyrolyse). En général, la torréfaction est menée entre 200 et
250 °C pendant 0.75 a 25 min, selon le degré de torréfaction souhaité (léger, moyen
ou fort), le type de torréfacteur mis en ceuvre, ainsi que la nature du café vert
initial (variété, teneur en eau, dge du grain, etc.). Au cours de cette phase, le grain
subit d’importantes modifications, tant physiques que chimiques. De grandes
quantités de dioxyde de carbone, d’eau et de substances volatiles sont éliminées, et le
grain devient marron (en raison de réactions de caramélisation et de la réaction de
Maillard).

o Une troisieme phase appelée refroidissement, qui s’avére indispensable pour éviter de

briler le grain de café.
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Dans certains cas, du sucre peut étre rajouté au café avant de le torréfier, afin

d’obtenir un café torréfié plus foncé.

La torréfaction modifie non seulement la composition des grains, mais également
leur texture. En effet, juste aprés la torréfaction, les grains de café sont trés friables.
Plusieurs raisons a cela : le volume du grain augmente sous I’effet de la pression des gaz
produits a D'intérieur du grain par des réactions chimiques (principalement de la vapeur
d’eau et du dioxyde de carbone, mais également des produits de pyrolyse), alors que sa

masse diminue (perte de gaz et de substances volatiles), ce qui a pour conséquence une

baisse de la densité du grain (elle passe d’environ 1200-1300 & environ 600-650 kg_m_3)
]

En outre le grain devient poreux, et la perte d’eau est trés importante (environ 5-12
% en masse pour le café vert, et seulement 0-5 % pour le café torréfié). Pour cette raison, les
grains doivent donc étre refroidis avant d’étre moulus, afin de devenir durs et cassants. Plus
la torréfaction a été intense, plus le grain sera facile 4 moudre. La torréfaction des grains de
café necessite donc un contrdle rigoureux afin de maitriser les réactions chimiques se
produisant, et par la méme la qualité des grains de café torréfiés. Ces réactions de pyrolyse
et de brunissement non- enzymatique (réaction dite de Maillard) modifient la couleur du

grain, qui passe du veil au brun plus ou moins foncé selon le degré de torréfaction.

1l est important de souligner que, si les grains de café vert arabica et robusta peuvent
étre différenciés a I'ceil nu par une personne experte en café (de par des formes et couleurs
différentes), ceci n’est plus possible une fois que les grains sont torréfiés, et a fortiori

moulus [1].

I.4.4. Réactions de Maillard

Ce sont des réactions entre sucres réducteurs et des acides aminés (Asparagine). Elles
requierent de la chaleur pour se dérouler. 1l y a formation de nouvelles liaisons pour
donner des produits contribuant a I’ardme ainsi que des polymeéres azotés et des
mélanoidines bruns. Il y a aussi potentiellement formation d’acrylamide, un cancérigene

probable.

LS. La production du café moulu et de sa boisson

I.5.1. La mouture des grains

La mouture consiste a moudre les grains de cafés torréfiés avec des appareils

10
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électriques. Au cours de la mouture, le dioxyde de carbone inclus dans le grain de café
s’échappe. Bien que réalisée parfois chez le consommateur, elle est plus fréquemment
réalisée de maniere industrielle. Dans ce cas, le café moulu doit étre emballé trés rapidement

afin d’éviter toute oxydation et perte d’aromes.

Il est important que les grains de cafés torréfiés soient moulus a une granulométrie
précise et trés homogéne, ni trop fine, ni trop grosse, pour que ’eau chaude puisse entrainer
le maximum dans les composés aromatiques. En effet, si la mouture est trop grossiere, I’eau
filtre trop rapidement, et la saveur de la boisson obtenue est fade. A I'inverse, si la mouture
est trop fine, ["opération est lente ; elle s’effectue avec de I’eau refroidie, et de plus celle-
ci entraine des particules qui se déposent au fond de la tasse, ce qui donne une café boisson
boueuse et dcre. C’est donc entre ces deux extrémes de mouture que se situe la gamme de
degrés de finesse qui convient le mieux a chaque type d’appareil. Le degré de finesse de la
mouture est specifique a chaque préparation. En géneral, on emploie une mouture moyenne
pour les cafeticres a filtre, une mouture fine pour les apparcils a dépression, une mouture
plus [ine el tassée pout les perculateurs (valé eapressu), €l une mouture ultra- line pour le

café a la turque [1]

1.5.2. La préparation du calé boisson [1]
On denombre 6 modes de preparation du cate, chacun contérant a la boisson obtenue
des propriétés organoleptiques et compositions bien distinctes (le café instantané

constituant un cas particulier bien spécifique) :

o La filtration

Le modéle de cafetiére a filtre utilisé est celui inventé par le frangais Du Belloy au
XVIlleme siecle. Cette cafetiere 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 grossiérement est déposé, et la partie inférieure dans
laquelle le café boisson est recueilli. On verse un peu d’eau tiede pour gonfler le café
puis on ajoute par petites fractions de I’eau a la limite de 1’ébullition. Il faut 10 a 12 g de
café moulu par tasse et la préparation dure environ dix minutes. Les filtres utilisés sont en

acier inoxydable, en papier spécial, en nylon, ou encore en plastique.

e L’infusion

Cette méthode requiert I'usage d'une cafetiére a piston, inventée par l'italien Caliman

11
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en 1933. Sa particularité est de faire infuser le café au lieu de le faire bouillir. Dans un
recipient en verre, un filtre sous la forme d'un piston permet la séparation du marc de
la boisson en l'isolant au fond du récipient. Aprés avoir déposé la mouture au fond de la
cafetiere (on recommande 10 g de mouture par tasse), on verse l'eau frémissante et on laisse
reposer 2 min environ. En exercant une pression le filtre s'enfonce jusqu'au bas, séparant le

café du marc.

e La percolation

La percolation est le procédé utilisé par les cafetieres dites napolitaines. Il fut invente
par le Frangais Louis-Bernard Rabaud en 1822. 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
avant de monter dans la cheminée, pour retomber finalement dans la verseuse, Le café
obtenu est dit a I'italienne (ou café moka ou café napolitain). Ce procédé ne donne pas les

meilleurs résultats car la température trop élevée de l'eau détruit en partie les aromes du café.

¢ L pevealarlon sous haute pw’\'w'nn au un expresso
IIn expressn (de Titalien espressn, evtrait par pression on trés vite), on café
express, est un café ues corsé avee un foil artdme, oblenu en [aisanl passer rapidement de
I’eau chaude sous une pression de 9 bars a travers du café finement moulu et torréfié. Cette
opération se fait a I’aide d’une cafetiére a expresso. En général on utilise, pour une tasse de
35-67ml, 14-17 g de café avec une eau de 88-95 °C sous une pression minimum de 9
bars et un temps de passage de 22-28 s. Le procédé utilisé permet a l'eau et a la mouture

d'avoir un contact minimum, ce qui évite de diluer les saveurs et les ardmes.

e La décoction
Le café, moulu trés finement, est jeté dans ’eau bouillante (dans une cafetiére arabe
ou tout autre récipient allant directement sur le feu). Aprés trois ébullitions trés courtes et
ajout de sucre, le café est versé sans filtration préalable. Cette préparation donne le café turc
(ou café grec), qu’il est nécessaire de boire lentement afin d’éviter le marc restant au fond

de la tasse. Il s’agit de la plus ancienne méthode de préparation du café.
e [ ’ébullition
Elle consiste a verser le café moulu directement dans de ’eau en ébullition, avant de

maintenir le mélange a ébullition pendant 1 a 2 min. Avant consommation, le café bouilli est

12
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généralement filtre.

e Ladissolution
Dans le cas particulier du café instantané, la boisson est préparée en mélangeant

simplement du café soluble avec de I’eau bouillante.

La figure (1.6) illustre les principaux types de cafetiére utilisés pour ces multiples

modes de préparation du café boisson.

(a) (b) (c) (d) (e)

Figure 1.6 : Hlustration de différents types de cafetiére : (a) cafetiére a filtre,(b)
cafeticre a piston, (c) cafetiere napolitaine, (d) percolateur, (e) cafetiére arabe.

1.6. le caf¢ soluble

Quand on fait du café soluble, la qualité du mélange est de premiere importance. La
fabrication du café soluble repose sur le principe de dessiccation du café obtenue par infusion.
La poudre obtenue (ou café soluble) permet de reconstituer la boisson par simple dissolution

dans ’eau.

1.6.1. Le café atomisé

Il est obtenu a partir de café filtré dans de grands percolateurs, et concentré. Ce
concentré de café pulvérisé dans un courant d’air chaud et sec (atomisation). Les particules de
café desséchées ainsi obtenues sont réceptionnées a la base de ’atomiseur (cylindre pouvant
atteindre jusqu’a 15 metres de haut dans lequel le café liquide est vaporisé). La qualité du

produit ainsi obtenu est grossiere et irréguliere.

1.6.2. Le café lyophilisé
Un autre procédeé, la lyophilisation permet de transformer le café en granulé de

meilleure qualité, par le principe de sublimation. Cette sublimation n’est possible que parce
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qu’elle se fait sous vide et que le chauffage se régle automatiquement, avec la plus grande

précision. C’est ainsi que se forment ces granulés bruns typiques du café lyophilisé.

On part également de café concentré que I’on congéle 4 — 40 °C. On place ce café
congelé en barres dans une chambre de lyophilisation ot ’on fait le vide absolu, I’eau bout a
0 °C. De cette fagon, lorsque le vide est obtenu, I'eau avec laquelle le café a été fait se
sublime, c’est a dire qu’elle passe directement de 1’état de solide a I’état gazeux. 11 reste alors

les petits granulés de café lyophilisé.

L1.7. Composition du café [1]

La composition du café est trés complexe, avec plus d’une centaine de substances
chimiques identifiées. Elle est également variable car les espéces, les variétés végétales et les
procedes technologiques contribuent a la diversité des caractéristiques organoleptiques des
cafés

Le facteur influengant la plus fortement la composition du café cst avant tout
Mespece et la variété de café vert. PPour unc méme variété, la composition du café est
également fonction, dans unc moindre mesure, de la méthode de culture, du degié de
maturation des cerises et des conditions de stockage des grains verts. En outre, les procédés
technologiques de préparation (dépulpage, déparchage) et de traitement industriel
(torréfaction) des grains verts, modifient les teneurs des constituants des grains de café.
Enfin, le mode de préparation du café boisson par le consommateur influence directement la

composition de la boisson obtenue.

Le tableau (I.1) récapitule les valeurs moyennes approximatives de la composition
des deux principales espéces, café arabica et café robusta des grains de café verts et

torréfiés.

La teneur en eau est un parameétre important a controler dans le café vert car elle
gouverne les réactions de fermentation et de développement de moisissures durant le
stockage et le transport des grains, qui peuvent entrainer le développement d’arémes
indésirables ou la formation de mycotoxines, et donc altérer la qualité du café. Il est
recommandé de sécher le grain jusqu’a obtenir une teneur en eau inférieure ou égale a 12 %

pour minimiser ce genre de probléme.
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Tableau I.1 : Composition des grains de café verts et torréfiés selon la variété (en
pourcentage massique par rapport a la matiére séche) [1].

Café arabica Café robusta
Composants s
Vert Torréfié vert Torréfié

Caféine 0,9-1,6 0,8-1.4 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 0,2-35 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 3,042 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
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I.8. Les effets bénéfiques du café
De tres nombreuses études ont mis en évidence des effets bénéfiques de la
consommation de café sur la santé, principalement une activité anti-oxydante, anti-

cancerigene et antimutagene [3].

I.8.1. L’activité anti-oxydante

Plusieurs constituants du café sont susceptibles de chélater certains ions métalliques,
comme par exemple le fer ferreux, et donc d’avoir une activité anti-oxydante en limitant la
dégradation de I’ADN. C’est le cas des polyphénols (principalement I’acide chlorogénique) et
des mélanoidines (polyméres bruns formés par la réaction de Maillard au cours de la
torréfaction) [1]. En fait, bien que la teneur en acide chlorogénique diminue durant la
torréfaction des grains, I'activité anti-oxydante de la café boisson obtenue a partir de café
torréfié est plus élevée que celle du café vert grace a la formation de produits de Maillard, en

particulier les mélanoidines.

1.8.2. L’activité anticancérigéne ou antimutagéne

Plusieurs constituants du café semblent étre a I’origine d’une activité protectrice du
café contre certains types de cancer, en particulicr celui du colon. Parmi ceux-ci, citons la
caféine, les polyphénols (dont les acides chlorogéniques), ainsi qu’une fraction lipidique

essenfiellement constituée de cafestol et kahweol [1].

1.9. Autres effets bénéfiques possibles

La consommation de café semblerait limiter I’apparition de diabéte de type 2. En
outre, au vu de certaines études épidémiologiques, la consommation de café jouerait un role
protecteur contre I'apparition d’autres maladies, telle la maladie de Parkinson ou des

maladies hépatiques.

I.10. Les effets néfastes du café
e Une grande nervosité.
e Une situation d’anxiété.
e Des insomnies.

* Une reduction de I'activité motrice, voire des crampes [3].
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I.11. L’acrylamide (molécule potentiellement néfaste)

L’acrylamide est une molécule produite lors de la cuisson a haute température des
aliments. 1l est également connu sous les noms de 2-propénamide, amide acrylique, amide de
vinyle et acrylamide monomeére [4]. L'acrylamide est trés 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,
legerement soluble dans l'acétate d'éthyle, le dichlorométhane, I'éther diéthylique. 11 est
insoluble dans I'hexane et d'autres alcanes et alcénes; sa volatilité est faible. Il n'a pas

d'absorption UV significative au-dessus de 220 nm [5].

L'acrylamide contient une double liaison électrophile réactive et un groupe amide
réactif. Il présente de faibles propriétés acides et & la fois basiques. L'acrylamide peut étre

produit industriellement pour la synthése du polyacrylamide.

Le polyacrylamide peut étre utilisé dans le traitement des eaux usées en tant que
floculant, la stabilisation des sols, dans les cosmétiques, I papier ct le textile. L’acrylamide
est décrit comme une neurotoxine, génotoxine et est probablement cancérigéne probable pour

'homme [4].

L12. L’acrylamide dans les aliments

L'acrylamide a été détecté dans tous les Lypes d'aliments, nolamment la viande, le pain
et les produits de pommes de terre préparés a des températures élevées. Des quantités
relativement faibles peuvent étre trouvées dans les aliments soumis a des températures allant

jusqu'a 260 °C.

[l 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 I’acrylamide. 11 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 aprés une préparation de café, il semble
que tout I'acrylamide dans la poudre de café est transféré a I'eau ou il est trés stable. Aucune
diminution significative de la concentration d'acrylamide n’a été observée méme aprés cing

heures de chauffage [6].
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I.13. Toxicité de ’acrylamide
Le polymere de I’acrylamide est non toxique, mais le monomére est neurotoxique
pour I’étre humain et les animaux de laboratoire [4].

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

enzymatique (Figure I1.7), impliquant éventuellement le cytochrome P450 2E1.

NH,
/ Enzyme P450 2E1 O.

Figure 1.7 : Formation du glycidamide a partir de I’acrylamide. (P450 2 EI :

Monooxygénase cytochrome) [7].

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). Cette fonction du glycidamide implique la génotoxicité. En outre, les
niveaux €levés d'acrylamide peuvent causer des mutations génétiques et la transformation

cellulaire.

L'acrylamide et le glycidamide peuvent étre décontaminés dans les cellules par
combinaison avec le glutathion, ou par hydrolyse. En outre, une teneur élevée d’acrylamide
dans les produits d'addition d'hémoglobine est détectée chez les fumeurs, car IPacrylamide se
trouve ¢galement dans la fumée de tabac & la suite d'une combustion incompléte ou de
chauffage de la matiére organique. L'acrylamide peut étre absorbé par la peau, mais

I'absorption cutanée n'est qu’environ 7 % de I'absorption par voie orale.

L'acrylamide se lie directement a I'ADN (acide désoxyribonucléique). Il peut étre

excreté par le corps humain avec de l'urine, principalement sous forme métabolisée [8].
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I.14. Dosage de I’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 l'acrylamide dans les aliments. Les
methodes classiques de dosage de l'acrylamide sont basées sur l'utilisation de I’ HPLC

(Chromatographie Liquide Haute Performance) ou de la chromatographie en phase gazeuse.

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

aliments contenant un taux élevé 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 ’acrylamide dans le café, car le détecteur DAD permet de procurer une
sensibilite tres élevee, ce qui mene a une méthode d'analyse tres sélective et une performance

accrue par rapport au détecteur UV.

I.15. Conclusion

A la fin de ce chapitre, il apparait que les effets bénéfiques du café sont attribués aux
composés bioactifs de cette boisson tels que la caféine ct les polyphénols. Toutcefois le café
contient aussi ’acrylamide (molécule produite lors de la torréfaction) dont il pourrait
pratiques a la préparation des aliments et particuliérement le café, afin d'éviter ou de diminuer
la formation de produits supposés mutagénes ou cancérigénes comme l'acrylamide. I n’est
pas moins intéressant de faire une analyse de contréle pour savoir les teneurs des aliments du
marché local en acrylamide. C’est le cas dans cette étude qui s’intéresse a la détection et la

quantification de I’acrylamide dans le café.
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Chapitre II : Chromatographie liquide & haute performance (HPLC)

Introduction

La chromatographie est un ensemble de procédés, applicables a des mélanges
moléculaires ou ioniques, basés sur des différences de distribution des solutés entre une phase
stationnaire, généralement dispersée, et une phase mobile continue, les deux phases étant
mises en contact intime et a contre-courant. Il existe trois principaux types de

chromatographie :

* La chromatographie en phase gazeuse (CPG).
* La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC).

* La chromatographie en couche mince (CCM).

La Chromatographie Liquide Haute Performance ou Haute Pression (HPLC) est une

amélioration technologique de la chromatographie liquide.

IL.1.Théorie de la chromatographie en phase liquide
T L L Défindddon

La chromatographic cst une méthode physico-chimique qui sert a séparer les
différentes substances, L'appareil utilisé pour effectuer certaines chromatographies se nomme
chromatographe. L'image ou le diagramme obtenu par chromatographie est appelé
chromatogramme. Lorsqu'on utilise un chromatographe et un logiciel de chromatographie, le
chromatogramme prend généralement la forme d'un graphique qui traduit la variation d’un
parametre reli€ a la concentration du soluté en sortie de colonne, en fonction du temps de

rétention|[9].

La chromatographie peut étre analytique (visant a l'identification des substances
présentes) ou préparative (visant a la séparation des constituants d'un mélange). La
chromatographie analytique est largement utilisée a I'échelle du laboratoire et en chimie
organique. La chromatographie préparative est rarement utilisée sur de grandes quantités en

raison de son cott et de sa lenteur [9].

A Torigine la chromatographie en phase liquide se faisait sur des colonnes en verre.
Le liquide traversait la phase stationnaire par gravité ou sous faible pression. Puis pour
augmenter le debit, des manipulations ont été réalisées sous pression plus forte. C’est ce que

I"on a appelé la chromatographie liquide sous haute pression (HPLC). Trés rapidement le P de
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pression est devenu le P de performance lorsque I’on a optimisé la technique (diminution de la

taille de particules de la phase stationnaire c’est-a-dire la régularité de cette phase) [9].

I1.1.2. Principe

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne
chromatographique. La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le
systeme chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté au travers du
systeme chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur

affinité entre la phase mobile et la phase stationnaire.

En sortie de colonne grice a un détecteur approprié les différents solutés sont

caractérisés par un pic. L’ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme [9].

II.1.3. Différents modes de séparation
Il existe différents modes de séparation en chromatographie en phase liquide :
o L’adsorption.
o Le partage (80% des séparations).
e L’échange d’ions.

e L’exclusion.

I1.1.3.1. Chromatographie d’adsorption

C'est la méthode la plus ancienne et "encore" la mieux connue. La séparation entre les
molécules est fondée sur le processus répété d'adsorption et désorption par la phase
stationnaire. Dans les premiéres études les phases stationnaires « modéles d’études » étaient la
silice et la cellulose.En conséquence, les phénoménes étudiés correspondaient essentiellement
a des interactions de type liaison hydrogéne. D’autres phases ont été utilisées avec des
mécanismes d’échange impliquant des liaisons Van der WAALS, hydrogéne et des

interactions hydrophobes. 1 s'agit de chromatographie liquide-solide (CLS) [10].

La chromatographie d’adsorption en phase inverse est une chromatographie liquide-

solide dans laquelle la phase stationnaire est apolaire [10].
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I1.1.3.2.Chromatographie de partage
C’est une chromatographie liquide-liquide. La phase stationnaire est un liquide fixé
sur un support inerte. Cette chromatographie est ainsi dénommée car elle est basée sur le

partage du soluté dans les deux phases liquides [10].

I1.1.3.3. Chromatographie d'échange d'ions
La phase stationnaire est un échangeur d’ions constitué par une résine porteuse de
groupements ionisés négativement ou positivement exergant des interactions de type

electrostatique avec les solutés ioniques du milieu [11].

I1.1.3.4.Chromatographie d'exclusion

Elle cst encore appelée chromatographie d’exclusion-diffusion, lamisage moléculaire,
gel-filtration, permutation de gel. La phase stationnaire est un solide poreux : les grosses
particules sont exclues de la phase fixe, en revanche les petites particules incluses diffusent

dang les pores du gel [11].

11.1.4.Polarité ct chromatographie
I1.1.4.1. Polarité d’une molécule

La polarit¢ d’unc molécule est une notion intiuseque. Cerlaines molécules élant
dissymétriques, les électrons ne sont pas uniformément répartis autour d’elles. De ce fait il
existe un moment dipolaire permanent qui crée un champ électrique local. Ces molécules sont

dites polaires [9].

11.1.4.2.Interactions entre molécules
Dans la nature, les molécules ne sont pas isolées. Entre elles il existe différents types
d’interactions [9] :
» Les interactions diélectriques ou ioniques
e les liaisons " hydrogéne "

e les forces de Van Der Waals.

I1.1.4.3.Notion de polarisabilité

Sur certaines molécules isolées qui ne possédent pas de moment dipolaire permanent,
un champ électrique peut créer un champ dipolaire induit, en déformant les orbites
electroniques ou en modifiant la position relative des atomes. Ces molécules sont dites

polarisables [9].
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11.1.4.4. Application a la chromatographie
On utilise la notion de polarité comme une donnée comparative entre molécules. On
dit que tel composé est plus polaire ou moins polaire qu’un autre. De méme on dit que la

phase mobile et la phase stationnaire sont polaires, peu polaires ou apolaires.

Pour qu’il y ait séparation chromatographique de composés, il faut que leurs
molécules interagissent de manieres différentes avec au moins une des phases (stationnaire et
mobile). Ces phases doivent avoir des polarités différentes. On peut appliquer la régle "qui se

ressemble s’assemble" & I’ensemble soluté - phase stationnaire [9].

» Si la phase stationnaire est polaire, les composés polaires seront plus retenus que les
composeés non polaires.
» Sila phase stationnaire est apolaire, les composés apolaires seront plus retenus que les

composés polaires.

—  Polarité de phase

A lorigine, les colonnes étaient remplies de silice (phase stationnaire polaire). Elle
doit sn polarit¢ aux groupements silanols Si-OI1 qui sont polaires. Pour que la séparation soil
efficace, la phase mobile doit alors étre peu polaire. L’ensemble "phase stationnaire polaire et

phiasce mobile peu polaire” forme la chromatographie a polarité de phase normale [9].

Par la suite, les particules de silice (support) ont été enrobées de paraffine en C 18
pour faire une phase apolaire. Dans ce cas, pour que la séparation soit efficace, la phase
mobile est polaire (généralement a base d’eau). L’ensemble "phase stationnaire apolaire et
phase mobile polaire" forme la chromatographie a polarité de phase inversée [9].

— Composition de la phase mobile

Dans la pratique, chaque séparation nécessite une polarité de la phase mobile qui lui
est propre. Chaque solvant ayant une polarité donnée, on ajuste la polarité globale de la phase
mobile en mélangeant plusieurs solvants miscibles. A cette composition de phase mobile

correspond une force éluante qui caractérise le pouvoir d’entrainer les solutés [9].

Il faut ajuster la force éluante en fonction des solutés a séparer. Pour cela, on peut
utiliser un solvant pur ou un mélange de solvants : on dit travailler en mode isocratique.
Dans certains cas il est utile de faire varier la force éluante au cours de I’analyse. Si le

mélange de différents solvants varie au cours de la séparation, on réalise alors un gradient
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d’€lution, car la meilleure force éluante pour le début de I’analyse n’est pas forcément adaptée
pour une bonne séparation des solutés sortant en fin de chromatogramme. Ces 2 modes sont

utilisés pour des analyses en chromatographie & polarité de phase normale ou inversée [9].

I1.1.5. Notions fondamentales

I1.1.5.1. Phases mobile et stationnaire
La phase stationnaire est un support plus ou moins poreux recouvert d’un gel (liquide
greff€) qui a les propriétés désirées pour retenir les molécules de solutés. La phase mobile ou

eluant est un liquide qui entraine les solutés a travers la colonne [9].

O PR P
e aare aara e

Phats ctatt onnare " ,
Volume mort de la colonne traversée par la phase mobile

Figure I1.1 : La phase stationnaire et la phase mobile [9].

II.1.5.2. Notion de temps
En chromatographie, le temps est un paramétre important pour I’analyse qualitative

d’un mélange de différents solutés.

A
Valeur de
détection

} ; » temps

Figure 11.2 : La valeur de détection en fonction du temps avec un seul pic |9].

o tpestle temps du début de I’injection.
* tuy (le temps mort) qui est le temps mis par un composé non retenu par la phase

stationnaire pour traverser la colonne (temps passé dans la phase mobile).
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» t; (le temps de rétention) est le temps mis par un soluté pour traverser la colonne. C’est
le temps passe dans la phase stationnaire et dans le volume mort de la colonne. Ce
temps est caractéristique d’un soluté dans des conditions d’analyse donnée. La surface
du pic est fonction de la quantité du constituant étudié.

 Le temps de rétention réduit t'; est le temps passé par un soluté dans la phase

stationnaire, soit : t'r=tr-tm
R
i : Ur
Pt
: Produit
i s non retenu
Inj.

Figure II.3 : Types de temps pour un pic chromatographique [9].

11.1.5.3. Notion de concentration

e Le coefficient de partage K
A un instant donng, le soluté est & la concentration C,, dans la phase mobile et C, dans

la phase stationnaire. Leur rapport a I’équilibre est appelé coefficient de partage K [9].

Ce coefficient est fonction de 2 types d’affinités :
- Celle entre le soluté et la phase mobile.
- Celle entre le soluté et la phase stationnaire.
e Le facteur de capacité K’
Le facteur de capacité K’ est le rapport de la quantité d’un soluté dans la phase

stationnaire et dans la phase mobile.

V. : volume de la phase stationnaire.

V. volume de la phase mobile ou volume mort.
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K’ est aussi le rapport du temps passé par un soluté dans la phase stationnaire sur le

temps passé par ce méme soluté dans la phase mobile.

I1.1.5.4. Notion d’efficacité
La largeur d’un pic est caractéristique de ’efficacité de la séparation : plus le pic est

fin plus la chromatographie est efficace. L efficacité est mesurée par :

¢ Le nombre de plateaux théoriques Ny,

2
t!‘
Wi2

t,: temps de rétention.

My largeur du pic a mi-hantenr
112 h

Hemarque
N est trés utilisé en HPLC. Pourtant il serait plus judicieux d’utiliser Ny (nombre de

plateany effectifs) puisqu’il dépend vraiment du tempr pareé dane la phase stationnaire.

tr - tmr

N.ss = 5,
eff = O 54[ Praps

Expérimentalement t,, est difficile a déterminer d’ou 'utilisation de Ny,
o La hauteur équivalente a un plateau théorique

HEPT est définit comme :

HEPT = —
N

L : Longueur de la colonne.

N, : Nombre de plateaux théoriques
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I1.1.5.5. Qualité de la séparation

Supposons un melange liquide de deux constituants, analysé par chromatographie

liquide. Le schéma ci-dessous représente le chromatogramme correspondant :

Valeur de

detection /\\ \

temps

Figure I1.4 : La valeur de détection en fonction du temps avec deux pics [9].

o La sélectivité (a)

Flle eal definit comme le rapport dea tempa de retention rediits o est tonganrs > | ear

on choisit ' >t .

A et B : Solutés dans le mélange a analyser.

_ trB
— gt

trA

o La résolution (R)

Elle quantifie la qualité de la séparation en caractérisant le fait qu’il y ait ou non

chevauchement de 2 pics contigus.

R = (t:"B B t:‘A)
(Wgg — Woy)

oA et mgp sont les largeurs des pics des composés A et B respectivement.
R < 1: mauvaise résolution.
1 <R < 1,4: résolution acceptable.

1,4 <R < 1,6: résolution optimale.
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R > 1,6: résolution trop bonne car le temps d’analyse est allongé.

I1.2. Appareillage
Dans tout appareil de chromatographie liquide haute performance, on retrouvera
toujours les €léments de base suivant : réservoir de la phase mobile, pompe, injecteur,

colonne, détecteur, intégrateur [10].

En raison de sa polyvalence et du vaste domaine de ses applications, la
chromatographie liquide haute performance (CLHP ou HPLC) est actuellement la plus utilisée
de toutes les techniques de séparation. Le champ d’application de ce type de chromatographie
recouvre une grande partie du domaine de la chromatographie en phase gazeuse auquel

s’ajoute ’analyse [10] :

* Des composés thermosensibles.
* des composés tres polaires.

* ainsi que des composés de masses molaires élevées.

Phase mobile RESERVOIR
e e DE
SULVANT
l R T A e st oo ord |
SYSTEME DE _4APPAR£¢L POUR GRADIENT |
POMPAGE L ou MICROPROCESSEURJ‘
{_WHP_AESEGR_“M‘ Echantillon l B i B
Praensamy 3 ~!| INJECTEUR L_ __lDISPOSITIF O'INJECTION :
" AUTOMATI
| PECHANTILLONS | ¢ L——-=== A
| O e e e =%
: i
| THERMOREGULATION -—~|  COLONNE |~—— Phase stationnaire
T —— =3
. . - it 1 TTRATEMERT |
ITHERMORE GULATION ;___. DETECTEUR _“h_{ INTEGRATEUR }ﬂ—é ¢ ;
S Sy ..J P i Lo BONNEeS,
T e k|
. ; COLLECTEUR j
s S i
1
. 1DE_FRACTIONS,

ENREGISTREUR

Figure IL5 : Composition d’une chaine HPLC [12].
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I1.2.1. Réservoir de la phase mobile (solvant)

Le plus souvent ce réservoir est une bouteille en verre dans lequel plonge un tube avec
une extrémité filtrante en téflon. Le dégazage de la phase mobile (solvants) est indispensable

avant de commencer une analyse par HPLC [10].

I1.2.2. Pompe
Elle délivre en continu la phase mobile. Elle est définit par la pression qu’elle permet

d’atteindre dans la colonne, son débit, et la stabilité du flux [10].
Elle permet de travailler :

— FEn mode isocratique, c'est-a-dire avec 100 % d'un méme éluant ou a des
concentrations fixes de plusieurs éluants tout au long de l'analyse.
— En mode gradient, c'est-a-dire avec une variation de la concentration des

conntituants du mélange d'élyanty,

.23, Injecienr
Te type d’injecteur le plus couramment utilisdg comparta nna vanna A hanele
d’¢chantillonnage d’une vapacité fiae (10, 20, 50 pL..). Cetle bouele permet dintoduire

I"échantillon sans modifier la pression dans la colonne [10].

Vanne a boucle d’échantillonnage posséde 2 positions. La premiére permet le
remplissage de la boucle d’injection de volume fixe, la seconde permet la mise en circulation
de I’¢chantillon dans le systeme chromatographique [10].

Le remplissage de la boucle d’injection se fait a I’aide d’une seringue. Actuellement,
les appareils pour HPLC sont munis des auto échantillonneurs et injecteurs, le volume injecté

est programme.

11.2.4. Colonne

En mode analytique, les colonnes en inox ont généralement un diamétre interne
inférieur ou €gal a 4,6 mm. La longueur est de 5, 10, 15, ou 25 cm. Le remplissage (en silice,
silice greffee ou particules polymériques) a une granulométrie de 3, 5, ou 10 um ou méme
moins. Si des substances pures doivent étre collectées en fin de chromatogramme des

colonnes de gros diamétre seront nécessaires [9].
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Figure I1.6 : Quelques types de colonnes pour HPLC [10].

I1.2.5. Détecteur

Le détecteur suit en continu I"apparition des solutés. Le signal obtenu est enregistré en
fonction du temps. Généralement, on compare le signal obtenu pour la phase mobile et le
soluté a celui de la phase mobile seule. Le détecteur le plus utilisé en HPLC est un

spectrophotométre d’absorption UV-visible (190-600 nm) relié 4 la sortie de colonne [9]-

I existe d’autres détecteurs :
o Réfractometre différentiel.
e UV a barrette de diodes.
e Electrochimique.

e Fluorimétrique.

Ainsi, il existe aussi différents types de couplage :
» Spectrométrie infrarouge.
e Spectrométrie de masse.

» Résonance magnétique nucléaire.
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I1.2.6. Intégrateur

La chromatographie est une méthode de séparation utilisée en vue d’un dosage. 1l faut
donc avant tout chercher a séparer correctement les pics avant de les intégrer. Une intégration
consiste a mesurer la surface sous un pic. La détection d’un pic chromatographique par
I'intégrateur, dépend de 2 paramétres :

v La largeur attendue des pics.

v" Le seuil d’intégration (sensibilité).

La largeur de pic est a peu prés prévisible en fonctions de la technique d’analyse et des
conditions opératoires. 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 [9].

Conclusion

A partir des informations exposées dans ce chapitre, on peut conclure que :

— La chromatographie de partage est la plus usuelle et permet la misc ¢n ccuvre de deux
types de phase stationnaire. -

® Une phase stationnaire normale (polaire) : qui nécessite l'utilisation d'une phase
mobile peu polaire (hydrocarbures).

e Une phase stationnaire inverse ou greffée (non polaire) : qui nécessite I'utilisation
d'une phase mobile polaire (mélanges : eau-méthanol ; eau-acétonitrile : eau-
tétrahydrofuranne).

— Dans tout appareil de chromatographie liquide haute performance, on retrouvera
toujours les éléments de base suivant: réservoir de la phase mobile, pompe,

injecteur, colonne, détecteur, intégrateur.
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Chapitre 111 : Matériels et méthodes
m

IIL1. Introduction
Dans ce chapitre nous présenterons le matériel, les réactifs, les conditions de
torréfaction du café, le mode opératoire et la méthode analytique mise en ceuvre pour

I’analyse de différents types de cafés.

La méthode analytique utilisée est la chromatographie liquide a haute performance
couplée a un détecteur a barattes de diode (HPLC-UV-DAD) pour le dosage d’un composé

qui apparait lors de la torréfaction de café : L’acrylamide.

II1.2. Matériels
Dans ce travail, différents matériels et appareils ont été utilisés dont les plus

importants :

- Verrerie usuelle de laboratoire.

- Agitateur magnétique.

- Balance technique.

- Balance analytique (sortoniuscp 2245).

- Broyeur (POLYMIX PX-MFC 90 D).

- Lyophilisateur (Alpha 1-2 LD plus).

HPLC-DAD du type Agilent, serie 1260.
- Centrifugeuse (CBA III Pehich).
- PH meétre( Hana).

II1.3. Solvants et réactifs
- Acétonitrile grade HPLC.
- Acide formique d'une pureté supérieure a 97%. .
- Eau distill€e et filtrée.

- Acrylamide.
II1.4. Appareillages

II1.4.1.Lyophilisateur
e Principe de fonctionnement
La lyophilisation est une méthode de dessiccation sous vide, a basse température, de
produits liquides préalablement congelés, par passage a la phase vapeur, sans passer par la

phase liquide. Ce changement d'état s'appelle la sublimation [13].

32



Chapitre Il : Matériels et méthodes
P S T T S R B B e e R T B e e e P S e el

e Les étapes du processus de lyophilisation
- Congélation
La premiere étape consiste & congeler les produits pour que I’eau qu’ils contiennent
soit transformée en glace. La température doit rester plus basse que -20 °C tout au long du

processus de lyophilisation [13].

- Lyophilisation primaire
Elle doit se dérouler sans décongeler le produit avec une pression partielle inférieure a
la tension de vapeur de la glace (conditionnée par la température). Plus cette température sera

basse et plus le vide devra étre bas.

- Lyophilisation secondaire
Destiné a €liminer les derniéres traces d’eau retenues par absorption ou pour assurer
une quantité d’eau résiduelle la plus faible possible.
La chautte ne dont pas condie a L destioctiion parielle oo (otale par dénaturation du

produit,

e Caractéristiques du lyophilisateur Alpha 1-2 LD plus
- Performance 2 kg de glace par 24 h.
- Piege -55°C en acier inox 316, volume 2,5 kg de glace.
- Affichage numérique température condenseur et pression.
- Controleur de vide et micro vanne pour casser le vide.
- Chambre transparente avec 8 embouts pour robinets.
- Kit de tubulure pour raccordement DN16 pour pompe & vide livrée avec 8 flacons.
Pour lyophilisation sur manifold ayant :
- Un volume 75 ml.
- Uncol large 49 mm.
- Filtre retenant le lyophilisat, stérilisable a 121°C.
- Diametre 60 mm.
- Hauteur 87 mm.

- Poids 130 g

(98]
w



Chapitre Il : Matériels et méthodes

Figure IIL1 : Lyophilisateur Alpha 1-2 LD plus

(Laboratoire de Chimie Appliquée, Université de Guelma).

I11.4.2.Chromatographie liquide & haute performance (Agilent, série 1260 Infinity) [14]

* Un appareil HPLC-DAD de type Agilent, série 1260 Infinity (Figure I11-2) est muni
d’un réservoir contenant la phase mobile, 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). La
colonne de type C18 a silice greffée.

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

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

dimensions.
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Figure I11.2: Appareil pour HPLC (Agilent série 1260 Infinity) utilisé pour le dosage de

Pacrylamide (Laboratoire de Chimie Appliquée, Université de Guelma).
IIL.5. Méthodes

H1.5.1. Dosage de I’acrylamide dans le café torréfié par HPLC-UV-DAD

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

ou cuits a plus de 120°C.

Le but de cette analyse est la détermination de la teneur de "acrylamide dans les
différents cafés concernés par cette étude. L'influence de la température de torréfaction sur le

taux d’acrylamide a également été étudiée.

Quelques caractéristiques de I’acrylamide ainsi que sa structure moléculaire sont

respectivement, représentées dans le tableau (I11.1) et la tigure (II1.3).
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Tableau IlL 1 : Quelques caractéristiques de I'acrylamide [5].

Composé Formule brute Nom chimique = Masse molaire  Solubilité
(g/mol)
Acrylamide CsHsNO 2-propénamide 71.08 dans l'eau a
30 °C

V4

NH,

Figure I111.3 : Formule chimique de I’acrylamide en 2D et 3.

I11.5.2 Conditions de I’analyse

Pour ce dosage, le débit de la phase mobile a été fixé a 1ml /min. La détection du
compose etudié a été réalisée a 210 nm; la longueur d’onde maximale d’absorption de
I"acrylamide. La séparation a été réalisée en mode isocratique avec 95 % eau et 5 %

acctonitrile et en phase inverse avec un temps d’acquisition de 5 minutes.

I11.5.2.1 Phase mobile

Les solvants de la phase mobile utilisés dans le dosage de I"acrylamide sont -
Solvant A : Eau/ Acide formique (0,1%).
Solvant B : Acétonitril / Acide formique (0,1%).

36



Chapitre 111 : Matériels et méthodes

I11.5.2.2 Phase stationnaire
La colonne (50 x 4 mm) utilisée est garnie de silice greffée au C18 (Nucleosil 100,
diametre des billes de silice : 2 um), ¢’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).

111.5.3 Echantillons de café

Des marques différentes de cafés (empaquetés, non empaquetés (en vrac (vert et
torrefigs)) ont été achetées au marché local dans la ville de Guelma et utilisées dans cette
¢tude. Ces échantillons de café sont principalement composés de Robusta et d’Arabica purs

ou de mélanges des deux.

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 (Figure I11.4).

Figure II1.4 : Echantillons de café (Arabica, Robusta, Robusta a petits grains (PG),
Robusta a gros grains(GG)).
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I11.6. Méthode de préparation des échantillons

Café
Torréfaction (100 C",120 C*,180 C" 200 C°, 220 C" 245 C” 270 C° et 320 C°)
Refroidissement

Mouture f

Extraction dans
I'eau (90 C")

Centrifugation

Filtration
Lyophilisation

Analyse par
HPLC

Figure I11.5 : Protocole de préparation des échantillons.

Comme il est illustré par la figure (I11.5), 12g de grains de café vert (Robusta) ont subi
une torréfaction manuel au laboratoire pendant 15 minutes & 100 9C. 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 pendant 10 minutes et broyés a I’aide d’un broyeur a 6000 tours/min.

Des photographies des échantillons torréfiés sont présentées par la figure (I11.6). On y
voit clair que les couleurs virent du jaune au marron et finalement vers le noir a des

torréfactions poussées.
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Figure I11.6 : Echantillons de café vert et torréfiés.

Etant donné que I'acrylamide est trés soluble dans I'eau (215,5 ¢/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. Aprés I’extraction dans
I'eau, la solution a été centrifugée a 4000 tours par minute pendant 10 min. Aprés
refroidissement, I’extrait a subi deux filtrations successives a I’aide du papier filtre, et

lyophilis¢ pendant deux jours avant d’étre analysé par HPLC- UV-DAD.
Le café empaqueté est déja moulu, la poudre a directement été soumise a I’extraction.

Pour le café torréfié non empaqueté (Arabica, Robusta, Robusta a petits grains (PG),
Robusta a gros grains(GG), nous avons procédé, directement, 4 la mouture en suivant le reste

du protocole expérimental.

Une quantité de 1g du produit obtenu a été prélevée et incorporée dans une solution de

10 ml d’eau. Un volume de 2 ul de chaque échantillon a été, ensuite, injecté dans I’appareil
HPLC (en triplicata).
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I11.7. 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 (IV. 2).

II1.8. Méthode de préparation et injection du standard
Le but de cette étape est de construire la courbe d’étalonnage du compose pur

(standard) qu'on veut doser ultérieurement, dans les différents échantillons du café.
La solution mere est préparée a partir de 1 mg du standard pur dans 100 ml d'eau pure.

Des volumes de : 0,25 ul; 0,5 ul ; 1 ul ; 2 pl de la solution standard préparée ont été
injectés en triplicata dans I’appareil d’HPLC. La courbe étalon a été tracée.

La courbe est une droite (tracée en utilisant Microsoft Excel 2010) qui donne la
variation des aires des pics en fonction des volumes injectés.

La concentration en acrylamide des échantillons a été calculée par étalonnage externe.

II1.9. Calcul des rendements
Fes valenrs ey endements montrent ofliouvite de Dextruction. Le caleul de

rendement a ete base sur la relation suivante -

mf
R =—x100
mi

mf.La masse de I’extrait du café aprés la lyophilisation (2).
mi: La masse du café pesée avant ’extraction (g).

[11.10 Validation de la méthode analytique
I11.10.1 Courbe d’étalonnage

La molécule a été dosée par la méthode du standard externe. La gamme de volumes
injectés était de 0,25 a 2 ul. La courbe d'étalonnage a été tracée en représentant les aires des
pics (Y) par rapport aux volumes injectés (X, pl) pour quatre volumes différents, chaque point

ctant la valeur moyenne de trois mesures indépendantes de surface.
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I11.10.2. Détermination des limites de détection et de quantification de I’acrylamide

La limite de détection (LD) est la plus petite masse ou concentration de I’analyte
pouvant €tre detectée. Alors que, la limite de quantification (LQ) est la plus petite masse ou
concentration de I’analyte pouvant étre quantifiée, bien entendu, dans les conditions

expérimentales de la colonne.

La limite de détection (LD) a été calculée en considérant une valeur égale a trois fois
I'écart type des trois essais effectués pour tracer la courbe d’étalonnage, divisée par la pente
de la courbe. La limite de quantification (LQ) a été déterminée en tenant compte d'une valeur
egale a dix fois I'écart type obtenue, divisée par la pente de la courbe [15].

Les LD et LQ sont déterminés comme suit :
LD = 3. Ecart type/Pente

LQ — 10. Lieart type/I'ente

I11.10.3. Détermination des taux de récupération

Le pourcentage de récupératinn permet d’identifier, ponr un échantillon donné ou un
type dc matrice donnée et a un niveau de concentiation donné, la présence d’interférence

potentielle lors du processus d’analyse.

Le taux de récupération correspond a la différence (en pourcentage) entre la
concentration mesurée d’un échantillon enrichi et la concentration mesurée du méme

¢chantillon non enrichi, divisée par la concentration de la substance ajoutée

Afin de déterminer le taux de récupération de I’acrylamide, une solution de café
préparée a partir de café torréfié empaqueté a été enrichie par des quantités connues en
standard, puis analysée dans les mémes conditions. Les quantités supplémentaires détectées
ont alors €t€ soustraites aux quantités déterminées dans la méme solution de café non enrichie.

Quatre répétitions sont réalisées par échantillon.

Le taux de récupération de la méthode analytique proposée a trois niveaux

d'enrichissement différents de composés standard dans le café moulu [16].

Ce—
Ca

Taux de récupération(%) = €+100
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W

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

Ca : Concentration de la substance ajoutée.

II.11. Injection

L’appareil HPLC-UV-DAD analytique est équipé d’un injecteur automatique, les
c¢chantillons ont été préparés dans des cupules spéciales et injectés dans la colonne. Le volume
d’injection était de 2 pl. L’appareil d’HPLC a été programmé pour exécuter une série de trois

analyses consécutives [15].

I11.12. Intégration

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

- La largeur attendue des pics

= T il tl‘;nlr‘\_l,mlunm (t,t‘llbll.‘llll&).

I.a Targenr du pic est a peu pres prévisible en fonction de Ia technique d'nanalyse of des
conditions opératoires. 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 au composé ¢tudié
pour chaque échantillon 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 [15].

I1.13 Conclusion

Apres le détail du matériel et des méthodes mises en ceuvre dans ce chapitre, nous
pouvons constater que la méthode d’analyse choisie pour notre étude et une méthode simple,
efficace et adéquate ; en fait, elle a permis d’identifier et de doser avec une grande précision,

I"acrylamide dans le café. Cette méthode a été convenablement validée.
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IV.1. Introduction
Dans ce chapitre, nous présentons, la courbe de standard, les chromatogrammes, les
rendements d’extraction et les résultats du dosage des différents types de café étudiés. Le

constituant de café qui a été dosé est : I'acrylamide, et la méthode analytique utilisée est :
HPLC- UV-DAD.

IV.2. Résultats
IV.2.1. Analyse qualitative de ’acrylamide par HPLC-DAD

IV.2.1.1. Données chromatographiques du standard
Les figures de (IV. 1) & (IV.2) représentent successivement le chromatogramme par

HPLC et la courbe étalon du composé pur dosé, et le tableau (IV.1) montre les données pour

construire la courbe d’étalonnage.

CADTA Sigeitd P—
tal) ] §
] o
| {
i
800 - h ‘\
| _
" ™Y R E | ‘vux_s_;._,., =
00+ L4834 %210 X9 ) 310__] nm l
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v v . T s T ¥ * 1 . .
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Figure 1V. 1 : Chromatogramme HPLC de Pacrylamide pur (Tg : 0,30 min, 4 : 210 nm) et

le spectre UV correspondant.
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Tableau 1V. 1 : Données HPLC de I’acrylamide.

Volume Aires Moyenne Ecart type
injecté (ul) 1 2 3
0,25 73,38 73,07 73,46 73,30 0,20
0,5 704,41 704,74 704,61 704,58 0,16
1 1411,30 1411,17 1411,13 1411,20 0,08
2 274427 2744 .34 2744,72 274444 0,24
" o0e SR —— i
.| y=1472 3« - 14689 ;
2500 [ R=09885 / ppmEs i
., 2000 - : L ,
£ / |
£ 1000 L
500 . -
0 1 2 3
volumie et gy |
Figure V.2 : Courbe d'étalonnage de Uacrylamide.
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Figure IV. 3 : Chromatogramme HPLC d’un café empaqueté (3) ; Pic (2) : acrylamide,

Tr: 0,30 min, 7 : 210 nm.
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Figure IV.4 : Chromatogramme HPLC d’un café empaqueté (3) dopé par 1ul

d’acrylamide ; Pic (2) : acrylamide, Ty : 0, 30 min, . : 210 nm.

La présence de ce composé a été identifiée par comparaison decs chromatogrammes
d'un échantillon de café empaquet¢ (Figure LV.3) a celui de la molécule standard pure (Figure
[V.1) et pour confirmer on a effectué une co-injection de Tul de Nacrylamide avee le méme

Echantillon (Figuie TV . 4).
IV.2.2. Analyse quantitative de ’acrylamide

IV.2.2.1. Présentation des chromatogrammes des échantillons du café étudiés pour le
dosage de ’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

empaquetes étudi€s.

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

temps de rétention de I’acrylamide est = 0,30 min).
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Figure IV.5 : Chromatogramme HPLC du café torréfié a 200 °C (couleur du café :

claire) ; Pie (2) : acrplamide, Ty - 0,30 min, 1 - 210 nm.

\f i

e 'U . / 1\__.;\
i 1] T . ZRRLSE i

¥ L L] H k] T * i

[ T
( | i 3 { m

Figure IV. 6 : Chromatogramme HPLC du café torréfié a 245 °C (couleur moyenne) ; Pic
(2) : acrylamide, Ty : 0,30 min, 2 : 210 nm.
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Figure IV. 7 : Chromatogramme du café torréfié a 320 °C (couleur foncée) ; Pic (3)
acrylamide, Ty : 0,30 min, 2 : 210 nm.
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Figure IV. 8 : Chromatogramme du café torréfié moulu (Robusta (PG)) ; Pic (2) :
acrylamide, Tg: 0,30 min, J. : 210 nm.
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Figure IV. 9 : Chromatogramme du café torréfié moulu (Robusta (GG)) ; Pic (2) :
acrylamide, Ty : 0,30 min, 2.: 210 nm.
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Figure IV. 10 : Chromatogramme du café torréfié moulu non empaqueté (Robusta (PG +

GG)) ; Pic (2) : acrylamide, Ty : 0,30min, £ : 210 nm.
1V.2.3. Validation de la méthode d’analyse
1V.2.3.1. Linéarité de la courbe d’étalonnage et résolution des pics

Comme nous I’avons vu précédemment, la courbe d’étalonnage était linéaire et un

facteur de régression, (R* = 0,98) a été obtenu pour la solution de composé standard et la

résolution des pics était acceptable.
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Tableau IV.2 : Concentrations (ug/l) de Uacrylamide dans les échantillons étudies,

les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + RSD

Echantillons

Iizlmp.aquet'é (1) '
Empaqueté (2)
Fmpaqueté (3)
Empaqueté (4)
Moulu non empaqueté
Moulu non cmpnqucté (PGH GG)
Moulu non empaqucté (PG)
Moulu non empayueté (GG)
Torvélié 4 100 °C
Torréfié a 120 °C
Torréfie a 180 °C
Torréfié a 200 °C
Torréfié a 220 °C
Torrétie a 245 °C
Torréfié a 270 °C
Torréfié a 320 °C

I'V. 3. Discussion

Variéteé

' Rbbusta

- Meélange

Meélange

- Meélange

Arabica
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta
Robusta

Robusta

Acrylamide
(ng/l)
38.61+0,16
39,43+1,54
44,80+2,50
39,89+1,95
10,45+0,44
24114121
25,6611,66
17, 34+1,33
nd
14,50+1,56
25,05+1,35
30,45+2,67
32,33£1.59
25,75%3,55
21,55+1,33
11,66+0,96

pH

5,10

4,89
5,45
4,99

477

5,45

5,09

498
5,U5
4 80
5.24
5,40
5,90
5.12
5,08
4,73

Rendement
(%)
27.14
21.42
20
21.42
3428
350
11.42
35771
38.57
41.42
41.42
35.71
42.85
42 .85
38.57
42.85

IV.3.1. La détection et la quantification de Pacrylamide dans des échantillons de café
q Y

Dans cette étude, quatre marques de café moulu empaqueté, quatre échantillons de

café en vrac (non empaquetés); de I’ 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 ét¢ mené 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.
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Certaines €tudes ont rapporté que les taux d'acrylamide dans les boissons de café sont

compris entre 2 et 25 pg/l [6].
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Figure IV.11. Teneurs en acrylamide des différents échantillons étudiés.

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. Cette
différence semble étre associée avec une teneur élevée en acides aminés et spécialement

I"asparagine (C4H3N,0s) 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 Iégérement 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 ug/l 4 44,80 + 2,50 pg/l., les sucres réducteurs et l'asparagine sont impliqués
dans la formation d'acrylamide ; donc par addition de glucose et de fructose, la formation

d'acrylamide augmente.
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Ceci améne 4 conclure que le sucre est ajouté pendant le processus de torréfaction ; le
café obtenu posséde alors un goiit 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 cofit, puisqu’
en Algérie, le colit 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.

IV.3.2. Influence du degré de torréfaction
Lorsque les grains de café sont soumis & des températures de torréfaction ¢levées, des
modifications physiques et des réactions chimiques se produisent [7].Ces derniéres peuvent

influencer I'extraction de certains composés de la boisson.

Dans ce travail, Ieffet de la torréfaction sur la teneur en acrylamide a été étudié |
comme il a déja été mentionné, le café vert de la Céte d’Ivoire a été grillé a 120 °C, 180 °C,

200°C., 220°C, 245 °C, 270'°C et 320°C, respectivement.

Les couleurs claite, moyenne et foncée oul C¢lé oblenues pour les diffcrents
echantillons. Le degré de torréfaction constitue un facteur clé dans la teneur de I’acrylamide,
on offet, eette dernicre est pluy élevie duny ey Cehantllons clairs que dans les deux aulies ol
elle varie de 14,50+1,56 pg/l & 32,33+1,59 ug/l, puis commence a diminuer dans les
échantillons de couleur moyenne avew une Leneus moyenne de 23,65 = 2,44 ng/l pour atteindre
enfin une teneur de 11,66+0,96 ug/l dans I’échantillon de couleur foncée .Ces résultats

obtenus sont bien illustrés par la figure suivante -
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Figure IV.12. Variation de la concentration de 'acrplamide dans le café en fonction

de la température de torréfaction.
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Chapitre VI : Résultats et discussions

__%
1V.3.3. Impact du pH sur la formation de ’acrylamide

D’aprés la littérature [7], 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. En revanche un faible pH contribue & la réduction de taux de I’acrylamide [7].

Dans les différents échantillons de café étudiés, le pH varie entre 4,73 et 5,90. Dans les
¢chantillons 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 ol
apparait que lors de la torréfaction, la quantité de sucre ajoutée, qui est destinée généralement
pour Ienrobage est importante, ce qui a permis d’augmenter les teneurs en acrylamide dans

ces ¢chantillons.,

1V.3.4. Les rendements

Il est intéressant de noter que les rendements de ’extraction de toutes les marques de
cale empaqueté sont proches les uns aux autres, ces valeurs sont inférieures a celles trouvées
dans le café en vrac. 11 apparait que cette différence est due a la taille des particules. Plus les
particules sont fines plus la surface spécilique cst grande, par conséquent, I’extraction du calé
CUIPUYULLE dyant une grosse mouture est moins ellicace que celle du caté non empaqueté

posseédanl une mouture fine.
IV. 4. Conclusion

Cette étude est menée sur le café (torréfié conditionné ou non) du marché local afin
d’identifier et déterminer sa composition en un contaminant chimique. (L acrylamide) et pour

cela des analyses en HPLC-UV-DAD, ont été réalisées.

Les résultats obtenus indiquent que :

* La composition en acrylamide est affectée par le procédé de torréfaction qui est
indispensable pour le café. Ses teneurs dans le café conditionné sont supérieures a
celles du café non conditionné.

* Les Arabicas ont une teneur plus faible que les Robustas.

e Les fortes torréfactions réduisent la teneur en acrylamide.

n
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Conclusion générale

L’objectif de ce travail était I’analyse et le dosage du café du marché local, en un
contaminant chimique ; P'acrylamide qui apparait a la suite du traitement thermique du

produit.
La méthode analytique utilisée était : 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 empaqueté, 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 goit caramélisé et une couleur
plus foncée que celle du café pur. L'ajout de quantités non contrdlées de sucre lors de la
torréfaction menant a I’augmentation de la teneur d’un composé cancérigene, tel I’acrylamide

représente un danger cerlain pour la santé humaine,

Alin de suivre la clnétque de formation de ce composé ; nous avons étudié I’ influence
de la torréfaction & des températures différentes et a un temps fixe (15 min). Des couleurs qui
vont du marron claire au foncée onl €1é vbservées. Les analyses ont montré que les teneurs en
acrylamide sont plus importantes que leur couleur aprés torréfaction cst claire (entre 180 et
220 °C). La teneur en ce composé commence ensuite a diminuer dans les échantillons de
couleur moyenne (245 °C) pour atteindre la plus faible valeur 4 la couleur foncée (310 °C).
Ainsi, le degré de torréfaction constitue un facteur clé dans la teneur en 'acrylamide. La
quantit¢ d’acrylamide présente dans le café peut énormément varier. Les grains qui ont été
torréfiés récemment et de la bonne maniére, qui ont une couleur plutdt sombre, contiennent

normalement le taux le plus bas d’acrylamide.

Le taux d'acrylamide indiqué est a prendre au sérieux méme s'il s'avére faible .11 faut
noter également que le taux limite d'acrylamide fix¢ par la commission FAO/OMS pour le

café boisson est de 450 ug/kg.

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 caramélisation 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
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humaine. II est donc nécessaire de maitriser 1’étape de torréfaction pour limiter la présence de

ce compose dans le café. De ce fait la consommation de café doit étre modérée.

Au vu de ces résultats, un certain nombre de perspectives de travail s offrent a nous. 1l

nous semble important d’effectuer :

— 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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