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Résumé

Le but de ce travail est la comparaison entre le marc de café obtenu par deux
méthodes de préparation : décoction et expresso, d'explorer les caractéristiques
physico-chimiques, biochimiques, photochimiques de marc de café et leur valorisation
dans la culture des microorganismes. Notre échantillon est du café robusta 100 % de
région Oued souf.

Les résultats montrent que le marc de café a une bonne teneur en matiere séche
(43%-32%), un pH acide (6.40%-5.91), des protéines entre (10.15%-11.85%) et lipides
varient entre (8.12 % et 9.75 % MS), des sucres totaux entre (6.25%-21,25%MS) pour

le marc de café expresso et décoction respectivement.

L'extraction hydroalcoolique a donné un rendement de (6.15 et 7.8) et que les tests
phytochimiques illustre une richesse en composés secondaires tels que, les polyphenols,

les flavonoides et les tanins.

L'évaluation de I'effet de marc de café sur la croissance microbienne a montré un bon

effet pour les bactéries lactiques et une fluctuante croissance pour les champignons.
Nous avons constaté une augmentation Considérable de la croissance des bactéries du
lait de camelin et de caprin, et une augmentation de la croissance fongique
(champignons du sol) jusqu'au deuxieme jour, puis une diminution dans les derniers
jours.

Mots clés : Extrait hydroalcoolique, Marc de café, Microorganismes, Valorisation.
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Abstract

The aim of this work is the comparison between coffee grounds obtained by two
preparation methods: decoction and espresso, to explore the physico-chemical,
biochemical, photochemical characteristics of coffee grounds and their valorization in
the culture of microorganisms. Our sample is 100% robusta coffee from the Oued Souf
region

The results show that coffee grounds have a good dry matter content (43%-32%), an
acidic pH (6.40%-5.91), proteins between (10.15%-11.85%) and lipids vary between
(8.12%). and 9.75% MS), total sugars between (6.25% 21.25% MS) for espresso coffee
grounds and decoction respectively.

The hydroalcoholic extraction gave a yield of (6.15 and 7.8) and the phytochemical
tests illustrate a richness in secondary compounds such as polyphenols, flavonoids and
tannins.Evaluation of the effect of coffee grounds on microbial growth showed a good
effect for lactic acid bacteria and a fluctuating growth for fungi. We saw a Considerable
increase in the growth of camel and goat milk bacteria, and an increase in fungal growth

(soil fungi) until the second day, then a decrease in the last days.

Keywords: Hydroalcoholic extract, Coffee grounds, Microorganisms, Valorization.
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Introduction

Introduction

Le café est un fruit du caféier, un arbuste tropical, attaché botaniquement a la famille
des Rubiacées. Aujourd’hui, il est devenu le deuxiéme produit le plus échangé apres le pétrole
et la deuxieme boisson la plus populaire aprés I'eau (Atabani et al., 2019). En 2019-2020, la
production mondiale de café a atteint 169,34 millions de sacs de 60 kg et la consommation a
été estimée a 168,39 millions de sacs. En conséquence, des alternatives écologiquement
durables pour soutenir sa conversion systématique en l'un ou lautre des produits sont
recommandées dans le monde entier (Atabani et al., 2022) .

Prées de 50% du café produit dans le monde est destiné a la préparation du café moulu
(Rama Lakshmi et al., 2008). Et environ 90 % en poids de café sont rejetées au cours de la
fabrication sous forme de déchets et de sous-produits agricoles, ces déchets sont appelés le marc
de café (Iriondo-DeHond et al., 2019).

Le marc de café est un déchet organique riche en molécules bioactive et en matiere
organique. De nombreuses études ont été réalisées sur le marc de café et sa potentielle mise en
valeur, notamment dans le cadre des énergies verte (biodiesel) (Kondamudi et al., 2008). Le
marc du café est une source pour I’extraction des composés phénoliques, ce qui suggére
la possibilité de son utilisation comme une source naturelle d’antioxydants pour
I’industrie cosmétique et pharmaceutique (Hadoudi et al., 2014).

En raison de la forte demande pour ce produit, des quantités de déchets toxiques sont
générées et représentent de graves problémes environnementaux. Le développement de
solutions durables pour la gestion des déchets alimentaires représente I'un des principaux défis
auxquels la société est confrontée, et les solutions au probléme du gaspillage alimentaire sont

la prévention pendant la production et sa valorisation.



Introduction

L’objectif de ce travail de recherche est donc de comparer deux types de marc de café
décoction et d’espresso et de les évaluer pour transformer les déchets alimentaires en produits
a valeur ajoutée afin de protéger I’environnement. De Ce fait, la grande importance du marc de
café dans plusieurs domaines nous pose le probleme de choisir le plus efficace en termes de
richesse en composants naturels et biologiques. A cet égard, il existe deux types de café les plus
cultivés : I'Arabica. et le Robusta. Nous avons étudié le deuxiéme type et il est obtenu en
préparant une boisson au café en la faisant décoction et également en pressant de I'espresso. Le
choix de ces deux méthodes repose sur le fait qu'elles sont les méthodes les plus utilisées. De
méme, on vise a travers cette étude de trouver un volet de valorisation de ce sous-produit en
tant que support de culture des microorganismes d'interét. La rédaction de ce manuscrit est
articulée sur 3 parties:

v La premiere partie représente la bibliographie, ou nous mettons en évidence la
composition et les types de café, ainsi que les propriétés du marc de café et leurs
utilisations.

v La deuxiéme partie représente les matériaux et les méthodes utilisés pour étudier les
propriétés physico-chimique du marc de café décoction et de I'espresso, et la culture
d'organismes en milieu liquide en présence d'extraits de marc de café

v Dans la troisieme partie, les différents résultats obtenus sont présentés et discutés

séparément.



Premiére partie

Syntheése bibliographique




Chapitre |

Le marc de café




Partie 1 Synthése Bibliographiques

1  Déefinition
Le marc de café est un matériau alginate-cellulosique organique récupérable. Ils peuvent
étre utilisés comme absorbants sous leur forme brute ou aprés activation (Bouchnafa et

Bouguera, 2019).

Cest le résidu de café soluble obtenu aprés torréfaction des grains de café
commerciaux apres les avoir moulus et extraits avec de I'eau bouillante ou de la vapeur (Bin
Ahmed et Belkhiri, 2020).

2 Propriétés du marc de café
Le marc de café possede plusieurs propriétés, soit physiques, chimiques et également

bioactives. Celles-ci sont exposées comme suit :

2.1 Propriétés physiques
Le marc de café possede un haut taux d'’humidité variant entre 55 et 80 %. Plus

I'hnumidité est grande plus la croissance microbienne est favorisée, donc des stratégies de
conservations optimales sont nécessaire afin de récupérer une matiere de qualité. Ces
stratégies peuvent représenter des colts économiques supplémentaires pour le transport. En
ce qui concerne la morphologie des grains de marc de café, la figure 1 illustre un grain de
marc de café issu des commerces et prise par microscopie électronique a balayage (Carassou,
2015).

Figure 01 : Grain de marc de café commercial par microscopie électronique a balayage
(Chen et autres, 2013)

Le diamétre des grains de marc de café séchés varie entre 50 et 100 um pour le marc
de café commercial. Cependant, ce diamétre augmente avec le taux d'humidité. En effet,
lorsque le marc de café devient de plus en plus humide, I'adhésion entre les grains augmente

et ces derniers forment des agglomérats de plus grande taille.
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Partie 1

Synthése Bibliographiques

La densité apparente du marc de café est environ de 0,42 g/cm? et la densité réelle est

d'environ 1,16 g/cm®. En ce qui concerne leur porosité, les grains de marc de café ne

possédent pas de micropores. En général, la porosité, peu importe le taux d’humidité et la

taille des pores, est denviron 10 um. Toutefois, cette porosité peut étre augmentée si

nécessaire en diminuant la cristallinité du marc de café en dégradant sa matrice cellulose-

lignine. Enfin, la surface des grains est de charge négative .

Tableau 01 : Caractéristiques physiques du marc de café en fonction de I’humidité

(Silva et al. 2012)

Humidité (%) | Angle Densité apparente | Densité réelle (g/cm3) | Diamétre Porosité
de talus | (g/cm3) (um)
(®)
0,00 s.d. s.d. 1,20 50-100 s.d.
15,2 38,7 0,43 1,16 583 0,63
17,7 37,8 0,43 1,16 617 0,63
43,1 37,7 0,41 1,11 880 0,63

n.d: non-défini

2.2 Propriétés chimiques

Le carbone est I’élément majoritaire du marc de café. Le tableau 2 présente la composition

élémentaire du marc de café (Abdelmalek et Bounteous,2020).

Tableau 02: Composition élémentaire du marc de café (Limousy et al., 2013)

Eléments Quantités
Carbone (C) 49,7%
Hydrogéne (H) n.d.
Azote (N) 2,3% 2,3%
Oxygene (O) n.d.
RatioH/C n.d.

C/N 22

n.d: non-défini
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La composition du marc de café est essentiellement faite de polysaccharides, de
lipides, de protéines, de polyphénols et de minéraux (Zamora et al., 2015). Le tableau 3

présente la proportion des principaux composeés retrouvés dans le marc de café.

Tableau 03 : Principaux composés du marc de café (Limousy et al., 2013)

Eléments Quantités

Glucides 45.3%

Lipides 9.3-16.2%

Protéines 14%

Minéraux 6800 mg/kg de matiere seche
Polyphénols 13-18 g acide gallique éq.

2.3 Propriétés bioactives

Le marc de café arabica possede une activité anti-radicalaire légerement supérieure a
celle du marc de café robusta. Cependant, le marc de café robusta montre une meilleure
capacité d'absorption de I'oxygéne radicalaire que le marc de café arabica. Aussi, le marc de
café des deux especes possede une activité anti-tumorale assez similaire. Cette activité est
sans doute liée a la présence de pigments bruns (mélanoides et polyphénols) formés lors de la
torréfaction des grains de café. De plus, il a été montré que le marc de café posseéde également
des propriétés antiallergénes et dans une moindre mesure des propriétés anti-inflammatoires.
(Benahmed et Belkhairi,2020).

3 Type de café
3.1 L'arabica (Coffea Arabica)

C. arabica est le premier caféier a avoir été decouvert et cultive, il est originaire
d'Ethiopie. L'arbuste peut atteindre 10m de hauteur & I'état sauvage. Les principales zones de
culture de I'Arabica sont les régions montagneuses de I'Amérique central et du sudmais aussi
d'Afrique orientale. Sa culture est délicate, necessite un climat d'environ 20°C : elle requiert
une altitude de 800 a2000m et un sol riche. C.arabica donne des feuilles vert-foncé et
brillantes ainsi qu'un tronc droit et des fruits de trés bonne qualité avec une forme allongée,
plus pointue que celle de C.canephora var. robusta. La pulpe est naturellement peu
caféinee, mais riche en magnésium ,en fer et en vitamines, a sa finesse et a sa douceur
(Hamdouche, 2015).
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3.2 Lerobusta (Coffea Canéphora)

L'arbuste Coffea canephora est un arbre de grande taille (pouvant atteindre jusqu'a 10
meétres de haut) poussant a des altitudes moins élevées que C.arabica et préfére la chaleur et
I'numidité. Il est principalement cultivé dans les zones tropicales plus humides de basses
altitudes dans les régions d'Afrique centrale et occidentale ,dans I'ensemble du Sud - Est
asiatique et dans certaines zones du Breésil. Ses feuilles sont d'un vert plus clair et ses cerises

sont rondes , petites et plus épaisses que celles du C.arabica .Le café robusta possede une

teneur en caféine deux fois plus élevée que celle de l'arabica. Il se vend moins cher sur le
marché (Hamdouche, 2015).

Figure 02 :Caféier Robusta. Figure 03 : Caféier Arabica.
( Aissani et Derouiche, 2019) (Benbabouche, 2013)
Arabica

Figure 04 : Grains de café arabica et robusta (Dimbiniaina, 2011)
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4 Composition du café

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
procédés technologiques contribuent a la diversité des caractéristiques organoleptiques des
cafés. Le facteur influengant le plus fortement la composition du café est avant tout I'espéce et
la variéteé de café vert. Pour une méme variété, la composition du café est également fonction,
dans une moindre mesure, de la méthode de culture, du degré 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 de la boisson par le consommateur influe
directement la composition de cette derniére (Silabdi, 2010).

Tableau 04 : Composition chimique des graines du café vert Robusta et Arabica
(Kessoum et Lougliti, 2021).

Composant Arabica Robusta
Glucides solubles 9-125 6-11.5
Monosaccharides 0.2-05

. . 6-9
Oligosaccharides

3-7
Polysaccharides 3-4
Polysaccharides insolubles 46— 53 34-44
Hémicellulose 46 — 53 3- 4
Cellulose, p (1-4) mannanes
41 - 43 32-40
et phénols
Acides volatils 0.1
Acides aliphatiques non
) 2-2.9 1.3-2.2
volatils
Acide chlorogénique 6.7-9.2 7.1-12.1
Lignine 1-3
Lipides 15-18 8-12
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Cire 0.2-0.3
Huiles 7.7-17.7
COmMposés azotés 11-15
Acides amines libres 0.2-0.8
Protéines 8.5-12
Caféine 0.8-1.4 1.7-4.0
Trigonelline 0.6-1.2 0.3-0.9
Minéraux 3-5.4

5 Valorisation et utilisation du marc de café

Chaque 1kg de café torréfié produit environ 0.8 kg de marc de café qui est non
comestible, c’est a dire que des centaines de tonnes de marc de café sont produites chaque
jour. Dont la plus grande partie est éliminée par la décharge ou elle émet du méthane, un gaz
a effet de serre 28 fois plus puissant que le dioxyde de carbone. En plus de nuire a
I’environnement, et en vue de protéger 1’environnement, la prise de conscience croissante a

stimulé la recherche de méthodes de valorisation du marc de café.

I existe plusieurs méthodes de valorisation et d’utilisations sont possibles avec le

marc de café. Parmi celles-ci se retrouvent:

5.1 Production de compost

La caractérisation physico-chimique du compost permet d’estimer sa valeur
agronomique et sa teneur en macroéléments fertilisants tels que 1’azote, le phosphore, le
potassium pour assurer la bonne nutrition des plantes, mais aussi son degré de toxicité par
estimation de la part d’élément de traces métallique (Outéndé, 2016). Le marc de café est un
excellent compost naturel grace a sa teneur importante en éléments nutritifs (potassium et
magnésium, le phosphore et le cuivre). Il existe trois méthodes de compostage avec le marc

de café:

e | e compostage en cuve : présente des résultats plus rapides, mais montre une plus grande

perte en azote.

¢ |_e compostage en andain : montre une plus grande augmentation en azote .
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e Le vermicompostage : doit étre mélangé le marc de café avec matiéres organiques. Car

I'utilisation du seul marc de café augmente la mortalité des vers de terre (Liu et Price, 2011).

Figure 05 : le marc de café utilisé comme un compost (Liu et price, 2011).

5.2 Substrat pour la culture des micro-organismes et des champignons comestibles

Le marc de café peut étre utilisé comme substrat pour la production de caroténoide
grace a la culture de levure. Les caroténoides sont utilisés dans les industries agroalimentaires
(colorant), cosmétiques et pharmaceutiques et sont donc des composés d'intéréts (Petrick et
al., 2014). Le marc de café peut aussi servir de substrat pour la culture de champignons
comestibles sans ajout de supplément nutritionnel (Leifa et al., 2001). La haute teneur en
protéines et en humidité du marc de café explique certainement ce phénomeéne, car ce sont
deux parametres essentiels a la croissance de microorganismes et de champignons
(Mussattoetal., 2011).

Aussi, dans I'nypothése d'utiliser le marc de café dans la culture de champignons, il est
essentiel de connaitre les meilleures conditions de culture qui peuvent varier d'une espéce a
une autre. En somme, le marc de café est un substrat a considérer pour la culture de
microorganismes et de champignons, de nombreuses portes pouvant étre ouvertes par cette

avenue, notamment l'industrie de I'alimentation.
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Figure 06: Utilisation du marc de café pour la culture des champignons. (Murthy et
Naidu, 2012).

5.3 Industrie alimentaire

De nombreux constituants du marc de café peuvent étre utilisés dans 1’industrie
d’alimentation. En effet, Le marc de café peut étre utilisé pour la fabrication de spiritueux a
saveur de café (Sampaio et al., 2013). Les polyphénols et les tanins présents dans le marc de
café sont aussi des composés d’intéréts pour 1’industrie alimentaire. Ensuite, la composition
en protéine du marc de café donne la possibilit¢ de 1’utiliser dans I’alimentation humaine
(Vega et al., 2015). Le marc de café peut étre utilise aussi dans la lutte antimicrobienne, des
mélanoides contre la croissance de pathogenes dans les aliments. En ce qui concerne la
nourriture animale, le marc de café peut étre incorporé a la nourriture des ruminants, des
cochons, des poules et des lapins. Cependant, la haute teneur en lignine dans le marc de café
pose des limites a cette option (Mussatto et al., 2011).

5.4  Production de biocarburants

La production de biocarburant a partir du marc de café nécessite au prealable le
séchage du marc de café. En effet, éliminer ’humidité est nécessaire afin d'obtenir des
solvants de qualité dans la production de biocarburant (biodiesel, bioéthanol, bio huile)
(Carassou, 2015). En effet, la production d’éthanol correspond a I’exploitation des sucres et la

production de biodiesel correspond a I'exploitation des lipides (Kwon et al., 2015).
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Figure 07: étapes de production de biocarburant a partir du marc de café (Gomez-de la
Cruzetal., 2015)

5.5 Production de charbon actif

Le carbone actif (CA) est un adsorbant connu depuis longtemps se caractérisant par,
entre autres, sa grande surface spécifique, sa structure poreuse et sa thermo-stabilité (Chen et
al., 2013). Le marc de café peut étre transformeé en charbon actif. En effet, le CA issu de marc
de café possede une structure microporeuse uniforme et une surface spécifique et une
performance comparable ou meilleure que les charbons actifs commercialisés sur le marché
actuel. Dans I’optique de produire du CA a partir de marc de café, ce dernier ne doit pas étre
exploité au préalable pour sa caféine. En effet, la caféine joue un rdle important dans la

préparation du charbon actif en tant que catalyseur (Vega et al., 2015).

Le marc de café peut étre utilisé aprés traitement comme charbon actif pour dépolluer

les eaux usées contaminées par des polluants organiques et des colorants dans les industries

11
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textiles (Carassou, 2015). Par exemple, le marc de café se révéle efficace pour adsorber la
rhodamine, notamment grace a la charge négative a sa surface avec un pH spécifique de la
solution (Shen et Gondal, 2013).

5.6  Utilisations diverses

v Le marc de café est plein de propriétés cosmétiques, c’est un trés bon exfoliant. Il

permet d’¢liminer les cellules mortes de la peau.

v Le marc de café peut étre utilise comme remblai pour les abords des routes.

v La composition chimique du marc de café ouvre la porte de beaucoup d’industries. Par
exemple, la cellulose est un produit utilisé dans la fabrication du papier. Aussi, la
capacité actuelle de transformer la cellulose en glucose permet la synthése de
nombreux autres composés chimiques d’intéréts (éthanol, butanol, hydrogéne, acide

organique, glycérol,... etc.).

12
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L’objectif

L’objectif de notre travail est de mener une étude comparative de ces deux types de marc du
café (décoction et Espresso) et la valorisation de marc du café en tant qu support de culture de

micro-organismes.
1. Echantillonnage

250 g de café ont été obtenus. Nous avons choisi le café Robusta car c'est un type de café qui
est principalement produit et consommé dans le monde entier, en raison de sa forte acidite,
moins cher et plus facile a cultiver, et son habitat naturel est les tropiques. Afrique centrale et
occidentale (Benahmed et Belkhairi, 2020).

1.2. Préparation du marc de café

Deux méthodes sont utilisées pour la récupération du marc de café

o L’expresso, dont le marc est récupéré a partir d’'une machine a pression dans
une cafétéria public.

o La décoction consistant : faire bouillir le café dans I’eau pendant 15 minutes.
Enfin, le marc précipité est directement récupéré apres épuisement de la boisson du
café. Apreés récuperation, ils sont directement transportés dans des boites hermétique-

ment fermés et étiquetés vers le centre de recherche en biotechnologie

2. Analyse physico chimique des échantillons

2.1. Détermination de la matiere seche (MS)

v" Principe

La détermination de la mati¢re seche ou la teneur d’un Echantillon en eau est faite en
portant une quantité bien définie d’un échantillon a la dessiccation dans une étuve a 45°C pen-
dant 24 heures jusqu'a poids stable. La différence de poids avant et aprés dessiccation corres-

pond a la perte d’eau, le reste correspond a la matiére séche de notre échantillon (Aissani et

Derouiche ,2019)
v" Mode opératoire

3g de chaque type du marc de café sont pesés séparément dans des creusets en porcelaine

tarés ; ils sont mis dans une étuve a 45°C pendant 24 heures jusqu’a poids constant. Ils sont par

13
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la suite placés dans un dessiccateur pendant 2 heures pour éviter toute sorte d’absorption d’hu-
midité a I’air libre. Trois répétitions sont faites pour chaque échantillon. La mati¢re seéche (MS)

est calculée selon cette expression :

P2-tc

%MS= ——  *100
P2-tc

» P2 : poids d’échantillon aprés dessiccation (g)
= Tc: poids de creuset vide (Q)

= PI : poids d’échantillon avant dessiccation (g)
Le taux d’humidité est calculé a partir de la formule suivante :
% Humidité = 100_%MS

2.2. Détermination de la matiere minérale (MM)

v" Principe

Le marc de café (décoction et expresso) broyée est calcinée a 550 °C dans un four a moufle

jusqu’a I’obtention d’une cendre blanchatre de poids constant (Abbad et Lemmouchi, 2019).
v" Mode opératoire

Dans des creusés en porcelaines, peser 10 g d’échantillon broyé.
> Placer les creusés dans un four a moufle réglé a 550 = 15 °C durant 6 heures jusqu’a I’ob-
tention d’une couleur grise, claire ou blanchatre.
> Retirer les creusés du four et les mettre a, puis les peser.

* Expression des résultats
MO %=(M1-M2) /px100
Soit : MO % : Matiere Organique, M1 : Masse de la creusé + prise d’essai.
M2 : Masse de la creusé + cendres, P : Masse de la prise d’essai.
2.3. Détermination de la teneur en matiére grasse (MG)

v Principe

L’extraction de la maticre grasse est faite d’'une manicre continue dans un appareil « SOX-
HLET » composé de : creusets en aluminium portant le solvant choisie, un extracteur, des car-

touches poreuses pour le dép6t des échantillons et un réfrigérateur a reflux (1’eau), ainsi qu’un
14
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appareil pour le réglage de la température. L’extraction se faite selon trois étapes : Ebullition
(contacte d’échantillon avec le solvant pendant 15 min), Ringage (lavage pendant 30 min) et

Récupération (pendant 10 min).

v" Mode opératoire

Environ 1 g de chaque échantillon sont pesés dans des cartouches poreuses, apres introduc-
tion de 25 ml d’hexane dans chaque creusé en aluminium, la cartouche est déposée dans I’ex-
tracteur et les parties de I’appareil sont assemblées. L hexane est alors porté a ébullition pendant
55 min sur des plaques chauffantes jusqu’a obtention d’un maximum d’hexane dans I’extrac-
teur. Une fois I’hexane €éliminé, les cartouches sont séchées a I’étuve a 105°C pendant 1 4 2 h
et les creusés sont pesés. L’expression des résultats se fait comme suit

PE_PV
%MG= *100

Prise d'essai*MG%

* PE : poids du creuset avec I’extrait Hexane.

* PV : poids du creuset vide.

2.4. Détermination de la teneur en protéines

v Principe

La teneur en azote total est déterminée par la méthode de Kjeldahl. Cette méthode de
dosage comporte trois étapes : la minéralisation ; la distillation et la titration. Elle consiste a
détruire toute trace de matiere organique par 1’acide sulfurique concentré a 1’ébullition en pré-
sence d’un catalyseur avec formation de sulfate d’ammonium puis de I’ammoniaque. Ce dernier
déplacé par une base fixe, est entrainé par la vapeur d’eau dans une solution d’acide fort( .Ais-

sani et Derouiche ,2019).
v" Mode opératoire

L’azote total (N) est dosé par la méthode de Kjeldahl comportant trois étapes : la miné-

ralisation, la distillation et la titration.

15
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>La minéralisation: Dans un batch de minéralisation (Kjecltec 2400 Foss), L’azote

organique de 1’échantillon sec et broyé (prise d’essai 1g) est transformé en azote minéral NH3
(sulfate d’ammonium), en présence d’acide sulfurique concentré a chaud (30 ml H2SO4 a 400°C
pendant 5 heures) et d’un catalyseur au titane/cuivre (5,6 g de KSO4couplé avec 0,7 g de
CuSO4) suivant la réaction suivant : 2 N (organique) + 2 SO4H20 — SO4(NH4)2 + CO2+ H20 .

>La distillation: Apres transformation du sulfate d’ammonium en ammoniac par une

base forte (30 ml NaOH, 10N) suivant cette réaction :
SO4(NH3)2 + 2 NaOH— SO4Naz + 2 NH40H> ; NHsOH— 2 NH3+ H20.

L’ammoniac ainsi formé est entrainé par condensation de la vapeur d’eau (NHz + H.O —
NH4OH) et repris dans 25 ml d’une solution d’acide borique ( 4%) qui se complexe avec 1’hy-
droxyde d’ammonium contenant quelques gouttes d’un indicateur coloré (rouge de méthyle)

(NH4OH + H3BO3— H2BO3NH4 + H20)

> a titration: L’ammoniac sous la forme de borate d’ammonium est titré a 1’aide d’une

solution d’HCI (0,01N) jusqu’au virage de la couleur du vieux rose au gris
(2H2BO3NH;4 + HCI ,—H2BO3 + HCI(NH4)

2. La teneur en azote de la maticre séche est obtenue par 1’équation suivante :

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

Prise d’essai x MS (%)

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

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

2.5. Détermination de la teneur en sucres totaux

v Principe

Les sucres totaux sont déterminés selon la méthode de Dubois et al. (1956) dont le
principe repose sur fait que I’acide sulfurique concentré provoque a chaud, le départ de plu-
sieurs molécules d’eau a partir des oses. Cette déshydratation s’accompagne par la formation
d’un hydroxy-méthyl furfural (HMF) dans le cas d’hexose et d’un furfural dans le cas d’un

pentose. Ces composes se condensent avec le phénol pour donner des complexes colorés (jaune
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oronge). L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration des oses. La densité

optique est mesurée a 490 nm a I’aide d’un spectrophotometre (Sahki et Terras, 2020)
v" Mode opératoire

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

référant a la courbe d’étalonnage établie a différentes concentrations du glucose (Annexe 1).

2.6. Détermination du pH

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

3. Analyse phytochimique des échantillons

L’analyse phytochimique des extraits des deux echantillons est effectuée via le dosage de
leur contenu en composes secondaires a I’instar des phénols totaux, les flavonoides et les  ta-

nins.

3.1. Préparation des extraits

v" Principe

La macération est une opération qui consiste a laisser I’échantillon en contact avec un sol-
vant a température ambiante pendant un temps bien définit pour en extraire les substances chi-

miques solubles.
v" Mode opératoire

Deux extraits hydro-éthanoiques sont préparés par macération de 20 g de chaque type du
marc de café (Expresso ; Décoction) dans un systéeme solvant éthanol-eau (70 :30 v/v)  pen-
dant 72 h sous agitation et a 1’obscurité, avec renouvellement du solvant chaque 24h. Les trois

filtrats sont réunis et concentrés sous pression réduite dans un rota vapeur a 40° C.
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Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse
d'extrait et celle de la plante séche en poudre. Il est calculé par la formule suivante:
Rdt (%) = (Ps/PA) x100 Pa poids d'extrait brut. PA : poids de la plante séche en poudre.
(Aissani et Derouiche, 2019)
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3.2. Tests phytochimiques

La solution utilisée pour les tests de détection des groupes chimiques a été conduite sur les
extraits du marc de café (Expresso, Décoction) obtenues par décoction, selon Kaneria et
al, (2012) ; 2,59 de extraie (décoction et expresso). ont été bouillis aves

50 ml méthanol pendant 30 min au bain-marie, Puis les extraits sont filtrés sur papier Whit
man N 01.

3.2.1. Saponosides
La mise en évidence de saponosides a été effectuée par agitation manuelle du tube a essais

contenant 2,5 ml de I'extrait aqueux dans le sens de la longueur du tube pendant 1 minute
puis laisser au repos. L'apparition d'une colonne de mousse persistante, d'au moins 1 cm de
hauteur pendant 15 minutes indique la présence de saponosides (Bruneton, 2009).
3.2.2. Flavonoides

Macérer 2g de la plante en poudre dans 40ml de HCI dilué 1% pendant 24h. Prendre 10
ml du filtrat, le rendre basique par I'ajout d'une solution Na OH. L'apparition d'une couleur

jaune claire dans la partie supérieure du tube indique la présence des flavonoides (Cheid et
al ., 2016).

3.2.3. Tanins
La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de I'extrait aqueux,1 ml

d'eau et 1 a 2 gouttes de solution de Fecls (& 5%). L'apparition d'une coloration vert foncée ou

bleu-vert indique la présence des tanins (Cheid et al ., 2016).

3.2.4. Alcaloides
Al ml de chaque extrait, 5ml d'HCI 1% sont ajoutés. Chaque mélange est chauffé an

bain marie, puis divisé en deux volumes égaux. Les 2 volumes sont traités séparément par les

réactifs de:
= BOUCHARDAT (réactif iodo-ioduré) qui donne une précipitation brun rougeatre.
= MAYER ajouter quelques gouttes de réactif d (couleur jaunatre) (Majob et al., 2003)

3.2.5. Trapénoides
A 5 ml d'extrait sont ajoutés 2 ml de chloroforme et 3 ml d'acide sulfurique (H,SO). Le test

positif est indiqué par I'apparition de deux phases et d'une coloration brune a l'interface.

(Cheid et al ., 2016).
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3.2.6. Polyphénols

La réaction avec le trichlorure de fer (FeC1s) a permis de caractériser les polyphénols. A 2
ml de I'extrait aqueux, on ajoute une goutte de trichlorure de fer alcoolique a 2% Solution.
L'apparition d'une couleur bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée était le signe d'une la

présence de polyphénols (N'guessan et al., 2009).
3.3. Dosage des métabolites secondaires

3.3.1. Détermination de la teneur en phénols totaux (PT)

La teneur des extraits des phénols totaux est déterminée par la méthode de Singleton et
Rossi (1965) en utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu (FC). 20 ul de chaque extrait sont in-
troduits dans un spectrophotomeétre (200 pl pour chaque puits) auxquels 100ul de FolinCiocal-
teu (10 %) sont ajoutés. Apres 3 min, 75pul de carbonate de sodium (7,5 %) sont additionnés.
Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 90 min a température ambiante. L’absorbance est
mesurée par la suite a 760 nm via un lecteur Spectrophotometre UV visible. La teneur en phé-
nols totaux est exprimée (ug Eq de I’acide gallique/mg MS) en se référant a la courbe d’étalon-

nage établie a différentes concentrations de 1’acide gallique (Annexe 1).

3.3.2. Détermination de la teneur en tanins condensés (TC)

Les tanins condensés se dépolymérisent en présence d’acide concentré et par réaction avec
la vanilline se transforment en anthocyanidols de couleur rouge mesurable par spectrophoto-
métrie a 550 nm (Annexe 1) .

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide
décrite par Julkunen-Titto (1985). 5 ml du réactif de vanilline déja préparé en mélangeant a
volume egal 2.5 ml de la solution méthanoique de I’ HCI a 8 % (v/v) avec 2.5 ml de la solution
méthanoique de vanilline a 4% (m/v) sont ajoutés a 1 ml de chaque échantillon. Le mélange est
par la suite agité vigoureusement et maintenu dans un bain marie a 30 °C pendant 20 mn. L’ab-
sorbance est mesurée a 500 nm par un lecteur spectrophotometre UV visible. La teneur en tanins
condensés est exprimée (ug Eq de la vanilline/mg MS) en se référant a la courbe d’étalonnage

établie a différentes concentrations de la catéchine

3.3.3. Détermination de la teneur en Flavonoides

En présence du chlorure d’aluminium, le groupement OH libre en position 5 présent

dans les flavonoides donne un complexe jaunatre par chélation de I’ion Al3+, la coloration
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jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans 1’échantillon (Ri-

bereau-Gayon, 1968).

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode colorimétrique d’alu-
minium nitrate décrite par Turkoglu et al., (2007). Dans un spectrophotometre UV  visible,
une quantité de 550 ul de chaque extrait (1ug/1Iml de méthanol) est mélangée avec 110 ul de
I’acétate sodium (CH3COOK) (9,8 g dans 100 ml d’eau distillé) et un volume de 110 pl d’alu-
minium nitrate (Al (NO3)2,9H20. Aprés I’incubation pendant 40 min a température ambiante,
I’absorbance est mesurée a 415 nm via un lecteur spectrophotomeétre. La teneur en flavonoides
totaux est exprimée (ug Eq de la quercétine/mg MS) en se référant a la courbe d’étalonnage

établie a différentes concentrations de la quercétine (Annexe 1).

4. Etude de I'effet de I'extrait de marc du café sur la croissance microbienne

Les différents extrait obtenus feront I'objet de I'évaluation de son effet sur la croissance des
souches microbienne d'intérét.

4.1. Souches bactérienne
Quatre souches de bactéries probiotiques déja isolées a partir du lait camelin et caprin ont été

examinées. La solution meére a été préparée en ajoutant 1g de poudre avec 9 ml d'eau physiolo-
gique, en agitant puis en filtrant pour récupérer le filtrat qui représente la solution mere. Ces
souches sont répertoriée comme suit:

+ Bacillus pumilus 1: lait camelin

+ Bacillus pumilus 2 : Lait caprin
+ Bacillus safensis 1 : lait camelin
*

Bacillus safensis 2 : Lait caprin

Pour milieu de culture bactérienne, nous avons pris une masse de 30,4 g de Mueller-Hintonen
le dissolvant dans 800 ml d'eau distillée. Nous avons également fait bouillir le  mélange dans
une plaque chauffante pendant une heure et demie, apres quoi nous avons versé le mélange dans
des flacons et les avons stérilisés dans un autoclave pendant une heure. Cela a permis de pré-

parer le milieu de culture pour les bactéries (Annexe 3).

4.2. Souches fongiques

Nous avons pesé 4 g du sols cultivé; provenant d'une zone agricole, qui servent en solution
meére. Ensuite nous avons préparé une dilution, ou nous avons pris 4 tubes et mis dans chaque

tube 1 g de sol et 9 ml d'eau physiologique et mélangé. Ensuite, nous avons pris 1 ml de solution
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meére du premier tube et I'avons ajouté au deuxieme tube, et la méme quantité du deuxieme tube
au troisieme, et ainsi de suite au quatrieme, et nous avons ainsi obtenu différentes concentra-
tions :10%, 102,103, (Achab et al ;2023)

Pour le milieu de culture des champignons, nous avons pris 12,28g de milieu Sabouraud et
I'avons mis dans 200 ml d'eau distillée. Nous avons ensuite porté le melange a ébullition dans
une plaques chauffante pendant 15 /20mn, puis nous I'avons stérilisé dans un autoclave. Ensuite,
nous avons stérilise le bec Bunsen et versé la solution dans les boites de Petri, les avons laisseé

sécher 20 minutes, puis les avons fermées et placées au réfrigérateur pendant 24 heures.

Il est important de stériliser les milieux de culture pour éviter la contamination par
des bactéries ou des champignons indésirables, qui pourraient fausser les résultats des expé-
riences menées. La mise au réfrigérateur des échantillons peut également aider a prévenir
la croissance de micro-organismes indésirables avant leur utilisation ultérieure (Mahni et al;
2022) (Annexe 3).

4.2.1. L'ensemencement

L'ensemencement se fait en déposant une goutte de chaque dilution sur des milieux de
culture gélose, qui sont des milieux couramment utilisés pour cultiver différents types de mi-
cro-organismes. Ensuite, les milieux de culture sont placés dans une étuve a une température
de 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et une température de 30°pendant 3 jours pour les
champignons, ce qui permet aux micro-organismes de se développer. Apres 24 heures et 3
jours, nous pouvons observer la croissance des micro-organismes sur les milieux de culture et
les identifier en fonction de leur morphologie. Cette méthode peut étre utile pour évaluer la
diversité et la quantité de micro-organismes dans un sol ou un échantillon d'eau, ainsi que pour
détecter la présence de micro-organismes pathogénes ou nuisibles pour les cultures (Achab et
al; 2023).
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4.2.3. Purification des micro-organisms:

En Bec Bunsen, nous avons préparé 3 tubes et 4 tubes contenant 0,5 ml d'eau physiologique
et nous avons préleveé sur les colonies préalablement isolées des micro-organismes. Nous avons
bien mélangé, puis nous avons verse chaque tube dans une boite de Pétri sur un milieu gélose,
puis les échantillons ont été incubés dans un étuve a 37°C pendant 48 h pour les  bactéries et
30° C pendant 3 jours pour les Champignons, dans le but d'obtenir des souches pures. (Gi-
tishree Das et Presad,2010).

4.2.4. Observation microscopique

L'identification des champignons nécessite une observation au microscope optique ba-
sée sur des critéres d'identification microscopiques et sur le moment ou ils peuvent étre identi-
fies. Pour cela, a I'aide d'un anneau de platine stérile, on préleve superficiellement une partie de
la culture déposée sur une lame. L'écouvillon ainsi préparé est ensuite enduit de Le bleu de
méthyléne. La lame est ensuite recouverte d'un capuchon qui est ensuite observé au microscope
optique au grossissement G X40 (BOUTON, 1990)

4.3. Effet de I'extrait de marc de café

Nous avons prélevé deux extraits de marc de café Décoction et d'espresso, aux doses  sui-
vantes: 15 mg, 20 mg, 25 mg, 30 mg, et nous avons ajouté 1 ml de DMSO, et nous avons mené
une étude pour tester l'effet de différentes doses d'extrait de marc de café (D et E) sur les
différentes souches bactériennes et fongiques en milieu liquide (Bouillon nutritive).

Voici les étapes adoptées :

% Préparation d'une suspension bactérienne et champignons en milieu liquide

¢ Nous avons divisé ces bactéries et champignons en tubes

«» Ajoutez ensuite les différentes doses des deux extraits dans tubes.

++ Nous avons prépareé 4 et 3 tubes témoins, chacun continent des bactéries et champignons
et Bouillon nutritif.

++ Ensuite, nous lisons I'absorbance avec un spectrometre d'une longueur d'onde de 600
nanomeétres aprées 24 heures, a trois instants différents pour les bactéries mais les cham-

pignons a 4 jours.
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1. Analyses physico-chimiques des échantillons

Les résultats rapportés dans le tableau (05) montrent une variabilité entre le marc de café
obtenu par Expresso et celui par décoction dans la majorité des parametres physicochimiques .

Le marc de café préparé par pression (Expresso) se distingue par sa teneur élevée en matiére
séche comparativement au marc préparé par Décoction ; soient 43% Verus 32% respectivement.
Autrement dit le marc du café Deécoction contient une teneur en eau relativement élevée

comparativement au marc Expresso, soit 68 et 57%, respectivement.

Cruz et al., (2015) ont notifié¢ un taux d’humidité du marc de café variant entre 18 a 45%.
Les différentes techniques de préparation de la boisson (Décoction ; infusion ; pression) ont été
rapportés avoir un effet significatif sur le taux final d’humidité du marc (Al Hamamre et al.,
2012).

Tableau 05 : le taux de la matiére seche(MS), de la matiére minérale (MM) et de la
matiere grasse (MG) et Ph

Echantillons MS (matiere seche) | MM (matiere minérale) | pH
MC Expresso 43% 1% 6.40
MC Décoction 32% 1,95% 591

Pour cette raison, la différence de la teneur en eau pourrait étre attribuée au faite que la
méthode de préparation du marc par décoction consiste a faire bouillir le café dans I’eau pour
faire sortir tous les composants soluble, donc un long contact du marc avec 1’eau. Cependant,
I'utilisation de la pression dans la deuxiéme méthode limite le contact avec I'eau et ne laisse que

les molécules d'eau emprisonnées dans la matrice interne du café .

En fait, la teneur élevé en humidité du marc de café est rapportée un point négatif pour sa
valorisation en tant que matiére premiere pour les biocarburants et récupération des lipides
(Correélaetal., 2016 ; Cruz et al., 2015).

Le taux des minéraux dans le marc du cafe expresso est estimé a 1% MS versus 1,95 % MS
pour celui récuperé par décoction Cruz et al., (2015) rapportant une quantité des minéraux dans
le marc du café variant entre 0.8-3.5% MS. Dans ce dernier, plusieurs éléments ont été identifiés
et quantifiés, a savoir le phosphore, le potassium, le magnésium, le calcium, le manganese, le
cuivre, le sodium, le fer et le zinc. Le potassium est considéré comme le minéral le plus
abondant dans le marc (Capos-Véga et al., 2015 ; Cruz et al., 2015 ; Mussatto et al., 2011).
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Les taux faibles des minéraux enregistres refletent leur solubilisation quasi-exhaustive dans

I’eau durant la préparation de la boisson

Les valeurs du pH enregistrées pour le marc du café décoction et le marc du café espresso
sont 5.91 et 6,40 respectivement. Cette Iégere acidité pourrait étre due a la présence d’un
pourcentage bien définit du café Robusta renommeé par son acidité moins comparativement au
café Arabica. (Flambeau et Yoon, .2018) ont rapporté une fourchette de pH du marc de café
allant de 4.5 jusqu’a 6,8, ce qui est en accord avec notre résultats. Dans le méme contexte,
(Gigliobianco et al., 2020) ont notifié qu’un pH acide pourrait réduire 1’activité enzymatique
ainsi que les processus de saccharification et de fermentation ayant lieu dans les procédés de

valorisation du marc de café.
2. Analyse biochimique des échantillons

En ce qui concerne les lipides, les données varient principalement entre 8.12% et 9.75% MS
pour le marc et le café decoction et espresso , respectivement. Cet ordre ne varie pas grandement
entre les deux échantillons, cela pourrait étre traduit par le fait que les lipides sont mal extraits
par I’eau chaude. Il a été rapporté que le café torréfié contient de 10 & 15% de lipides et parfois
plus élevés en moyenne 20% (JFortune et Chuck, 2014). Au cours de la préparation des
infusions du café, les lipides restent accolés aux résidus, ce qui fait le marc une bonne source
de lipides (Oestreich-Janzen, 2010).

Tableau 06 : Analyse biochimique des echantillons

Echantillons MG (matiere Protéines | Sucre totaux
grasse)

MC Expresso 9,75% 10,15% 6,25%

MC Décoction 8,12% 11,85% 21,25%

Nos résultats corroborent avec ceux stipulant que les teneurs en lipides se situent entre 8.12%
et 9,75% MS pour café décoction et café expresso de respectivement. 1ls sont composés de 84,4
% de triglycérides. Ceux-ci sont représentés par I'acide linoléique (C18 :2), I'acide palmitique
(C18:2) et (C16 :0), l'acide oléique (C18 :1) et lI'acide stéarique. Ainsi, 12,3% d'esters d'alcool
di terpéniques, 1,9% de stérols, 1,3% de matiere polaire et 0,1% des esters de stérol sont

également quantifiés (Capos-Vega et al., 2015).
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La café décoction renferme une teneur en protéines bruts légérement supérieure
comparativement a café expresso, soient 11,85 et 10,15 % MS, respectivement. Le taux des
protéines dans le café torréfié (café décoction) rapporté étre entre 8.7 et 12.2% MS selon
Maccrae (1985). Le taux des protéines dans le marc du café est ainsi rapporté étre similaire a

celui du café torréfié, soit une moyenne de 13.6% (Messay, 2016).

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

effets physiologiques hypercholestérolémies et athérogenes .

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

cellulaire et réduisant le risque de certaines formes de cancer du célon (Mussant et al., 2011).

A propos du taux de sucre, nos valeurs pour les deux échantillons (expresso 6,25 et
décoction 21,125 %) pour le composant sucre se caractérisent par une diminution par rapport a
Mussatto et al., (2011) et Simoes et al., (2013), ils ont enregistré du marc de café a 43,3%MS.
Il a été rapporté que les grains du café sont une source riche en polysaccharides (environ 50%
du poids sec du grain vert) composés principalement de manades ou de galactomannanes,
d’arabinogalactanes et de cellulose. Cependant, lors de la préparation de la boisson en utilisant
I’eau chaude, la plupart de ces polysaccharides restent sous forme de composés insoluble li¢ au
marc du café. Cela pourrait indiquer que la majorité des sucres présents dans notre café sont

insolubles dans 1’eau chaude, ce qui conduit & une concentration de ces derniers dans le marc.

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

différentes méthodes d’analyse et d’extraction (Go et al., 2016).
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3. Analyse phytochimique du marc du café
3.1. Rendement d'extraction et screening phytochimique

Le rendement d’extraction par la technique de macération de marc de café de décoction

(6,15%) mais pour le marc de café expresso (7,8%).

Rendement
10
8
6
4
2
0

decoction expresso
m Rendement

Figure 08: Rendement d'extraction du marc de café (d et E) par macération

D’aprés ces résultats, nous constatons que I’extrait hydroalcolique a donné un
rendement important 6.15% pour le marc de café decoction et 7.8% pour le marc de café
expresso , d'autre part, Desai et al., (2019) ont réalisé une étude sur la microencapsulation des
composés phénoliques antioxydants du café vert décaféiné, avec un rendement de 23% de
I’extraction aqueuse, il est légeérement plus inférieur a notre résultat. Naidu et al., (2008) ont
obtenu des rendements de conserves a partir de différents mélanges de solvants (isopropanol :
eau) pour le café robusta qui varient entre 20 % et 29 %. On peut observer que le rendement de
I'extraction haydroalcolique dans notre étude est légérement inférieur au rendement le plus
élevé obtenu avec le mélange de solvants 60:40 pour le café robusta. Cela suggére que
l'utilisation de solvants organiques tels que l'isopropanol peut améliorer le rendement de
I'extraction par rapport & une extraction purement haydroethanoique . L'étude menée par Diaz-
Hernande et al., (2022) a mis en évidence un rendement d'extraction aqueuse des grains de
café verts de I'ordre de 22,17 %, ce qui est légerement inférieur a celui obtenu dans cette étude.
La différence de rendement peut étre due aux variations dans les protocoles expérimentaux, les
échantillons de marc de café robusta utilisés, les méthodes d'analyses, etc.
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Les résultat relatifs aux tests phytochimiques sont illustrés dans le tableau suivant:

Tableau 07 : Résultat d’Analyse phytochimique des extraits des marc de café

Extrait Saponosides | Flavonoides | Tannins Alcaloides Trapénoides | Polyphenols
décoction _ + + _ + +
expresso _ + + _ + +
+ : Présence - Absence

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés ont montré la présence des
flavonoides, des tannin, et Trapézoides, et Polyphenols dans 1’extrait des marc de café
(Expresso, Décoction ), a I’exception des Saponosides et des Alcaloides qui sont absents dans

cet extrait.

Les différentes classes de métabolites secondaires présentes dans la poudre de café vert
robusta (C. canephora) (Dohou et al ., 2003 ;Kumar et al ., 2010)

La présence de polyphénols et de flavonoides dans les sous-produits du café, en particulier
dans la pulpe de café, est bien documentée. Il a été démontré que ces composés présentent
divers avantages pour la santé, notamment des propriétés antioxydantes, (Ahmed, 2016 ;
Cadiz-Gurrea, 2018). Les types spécifiques de polyphénols et de flavonoides présents dans la
pulpe de café comprennent l'isovitexine, la vitexine et les 7-O-glucosides d'apigénine, de
lutéoline et de chrysoériol (Jalal, 1977). L'absence d'alcaloides et de saponines dans le marc de
café concorde avec les découvertes de Nieto (1976), qui a identifié ces composés dans les
feuilles et I'écorce de la plante Xylopia pancheri. Cela suggere que le traitement des grains de

café pourrait éliminer ces composés.
3.2. Dosage des métabolites secondaires

Les extraits de café Expresso et de café Décoction ont été analyses quantitativement par
spectrophotométrie UV-visible pour déterminer leur contenu en métabolites secondaires. Les
résultats exprimés en terme d’équivalent d’acide gallique/ mg d’extrait sont représentés dans le

tableau 09.

Les résultats montrent que les teneurs en polyphénols totaux varient considérablement
entre les deux extraits. L’extrait du marc de café décoction renferment une quantité des phénols
totaux approximativement 3 fois plus élevée que celle enregistrée pour le café expresso, soient

27




Chapitre Il Résultats et discussion

118,593 et 45,764 pg EAG /mg, respectivement. A titre de comparaison,ces valeurs sont en
accord avec celles de I' étude de panusa et al2013) varient de 19.3a 25,5 ug AUG/mg
et I'étude de (Benahamed et Belkhaire, 2020) qui obtenez -vous 24,78ugEAG/mg pour le marc
de café expresso et 23.02ugeEAG/mg pour le marc de café decoction Cependant les deux
résultats il sont inférieurs a notre résultats. Cela est probablement justifié soit, par la différence
des techniques utilisées pour la préparation des extraits (macération et sonication) ainsi que les
conditions d’extraction incluant le type du solvant utilisé ainsi que le temps d’extraction
(Mussatto et al., 2011 ; Bravo et al., 2013), soit par le fait que la majorité des composes
phénoliques présents dans le café Décoction sont des composants hydrophobes (hormis 1’acide
chlorogénique et la caféine), ils ont été concentrés au cours de la préparation de la boisson du
café. Les phénols principalement présents dans le marc de café sont les acides

caffeoylquiniques, féruloylquiniques et dicaffeoylquiniques.

Tableau 08 : Dosage des métabolites secondaires du marc de café

o Phénols totaux Flavonoides totaux Tanins totaux
N (Mg EAG /mg) (ng EQ/mg) (g EVL/mg)
('6‘?0 Os‘?')t
b/,o s
Décoction 118,593 187,97 472
EXxpresso 45,764 75,212 1,61

Les résultats obtenus pour le dosage des flavonoides totaux de marc café décoction et marc
café expresso exprimées en (ug EQ/mg d’extrait) en se référant a une courbe d’étalonnage
réalisée dans les mémes conditions sont représentées dans la ’annexe 01. Les teneurs en
flavonoides des extraits étudiés révelent peu de variabilités entre les échantillons (tableau 09).
Il s’est averé nettement que la concentration des flavonoides dans le Mace café décoction est
pratiquement similaire a celle enregistrée dans le marc de café apres le processus de préparation
du café soluble, soit 187,97 pug EQ/mg et 75,212 pg EQ/mg d‘extrait, respectivement. Une
valeur inférieure au notre est enregistrée par Phung et al., (2017) pour [D’extrait

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

L’étude quantitative pour le dosage des tanins condenseés des deux extraits est également

exposée dans le tableau. L’analyse du tableau révele que le taux des tanins condensés dans le

marc de café décoction est presque 2,5 fois supérieur a celui du marc de café expresso, soit 4,2

pg EVL /mg et 1,61 pg EVL/mg, respectivement
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Dans le méme contexte, Hecimovic et al., (2011) a démontré que la teneur en tanin

dans le café torréfié varie en fonction de la variété et du degré de torréfaction. Plusieurs tanins

sont présents dans le marc de café. Parmi eux, on note la catéchine, la gallocatéchine, la

gallocatéchine galate et 1’acide chébulique. La catéchine est un antioxydant puissant qui

posséde une action complémentaire a la vitamine C. (Low et al., 2015).

4. Etude de I'effet de I'extrait de marc du café sur la croissance microbienne

4.1. Cas des bactérie

0,700

0,600
£ 0,500 ———
2 0400 — —d
8— ] / C2
= 0,300
% C3
£ 0,200 ca

0,100 71

0,000

3h  6h 12h
le temps(h)

1,4

1,2
S 1 7
1= ———-// —C1
5 0% 7 )
206
z / C3
S04~ ca

0.2 —T1

0
3h 6h 12h
le temps(h)

Figure 09 : Evolution de la densité optique de
Bacillus pumilu 1 en fonction de Ila
concentration des extraits de marc du café

décoction

Figure 10 : Evolution de la densité optique de
Bacillus pumilu 1 en fonction de Ila
concentration des extraits de marc du café
expresso

Apres les résultats obtenus, nous avons enregistré une augmentation de la croissance de la

souche Bacillus pumilus

en présence et I’absence d’extrait de marc de café expresso et

décoction a la plupart des concentration sauf C4 sa croissance diminue.
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Figure 11 : Evolution de la densité optique de  Figure 12 : Evolution de la densité optique de
Bacillus pumilu 2 en fonction de la Bacillus pumilu 2 en fonction de la
concentration des extraits de marc du café concentration des extraits de marc du café
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d’apres les résultats obtenus il apparait qu’il y a une diminution de la croissance la souche
Figure 13 : Evolution de la densité optique de Figure 14 : Evolution de la densité optique de
Bacillus safensis 1 en fonction de la Bacillus safensis 1 en fonction de la
concentration des extraits de marc du café concentration des extraits de marc du café
decoction d'expresso.

en présence de I’extrait expresso aux
concentrations Clet C3 puis elle reprend sa croissance mais en I’absence de I’extrait la souche
se développé progressivement tandis qu’en la présence de I’extrait de marc de café décoction
la souche (elle)augmente en croissance et en son absence elle grandit puis diminue
progressivement.
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Les résultats ont montré qu’il ya croissance de la souche en I’absence d’extrait de marc de
café expresso et qu’ elle croit a la plupart des concentration sauf en C1 ou sa développent
diminué tandis qu’ en présence d’extrait de marc de café décoction sa la croissance augmente
aux concentrations C1,C3 et diminue aux concentration C2,C4 et son développement diminué
puis recommence & augmenter en son absence .

N

e

la densite optique
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Figurel5 : Evolution de la densité optique de

Bacillus safensis 2 en fonction

de

la

concentration des extraits de marc du café

decoction

Il ressort clairement des résultats obtenus
que la croissance de la souche Bacillus pumilus a augmenté de maniére significative en
présence et ’absence de I’extrait expresso et décoction .la valeur la plus ¢élevée dans I’extrait
décoction (1,748) est supérieure a celle de I’extrait expresso (1,522) .
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4.2. Cas des champignons
Le tableau suivant montre les résultats relatifs a I'aspect microscopiques des souches isolées.

Tableau 09 : Aspect microscopiques des souches isolées

Couleur des . .
Souches colonies Notvmlcroscoplque 40X .100X Remarque
> Aspect filamenteux non septé et
§ Blanche disparition des spores
A
E Aspect filamenteux non septé et
S Verte apparition des spores
A
™ . .
@ _ Aspect filamenteux non septe et
3 Noire disparition des spores
wn
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Les figures suivantes montrent I'effet des différentes concentration d' extrait de marc de café
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Figurel7 : Evolution de la densité optique de
la Souche 1 en fonction de la concentration des
Extraits de marc de café de décoction

Figurel8 : Evolution de la densité optique
de la Souche 1 en fonction de la
concentration des Extraits de marc de café
d'expresso

El ressort des résultats obtenus que la souche b croit puis décroits en 1’absence de

I’extrait de marc de café décoction et en I’absence d’extrait de marc de café expresso elle croit

jusqu’ au deuxiéme jour puis décroit alors qu’ en la présence d’expresso et décoction il croit

jusqu’ au deuxi€éme jour puis sa croissance diminue et dans ce dernier a la concentration C4 il

croit jusqu’a troisieme jour puis recule.

la densite optique
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Figurel9 : Evolution de la densité optique de la
Souche 2 en fonction de la concentration des

Extraits de marc de café de décoction.

33

Figure 20 : Evolution de la densité optique de la
souche 2 enfonction de la concentration des
extraits de marc du café expresso.



Chapitre Il Résultats et discussion

A travers les résultats nous avons remarqué que la souche v se développe dans la marc de
café décoction aux concentration C1 et C2 jusqu' au deuxiéme jour ,puis sa croissance diminué
et aux concentration C4 et C3 elle se développe jusqu’ au troisiéme jour en 1’absence d’extrait,
nous constatons un retard de croissance car il croit jusqu’ au deuxiéme jour puis diminue la
troisiéme jour puis croit a nouveau le quatriéme jour par rapport a I’extrait de marc de café
expresso qui pousse jusqu’ au deuxieéme jour puis diminue dans toutes les concentrations dans
la présence et I’absence d’extrait.

1 1,4
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Figure 22 : Evolution de la densité optique de la
souche 3 en fonction de la concentration des
extraits de marc du café expresso.

Figure2l1 : Evolution de la densité optique de la
Souche 3 en fonction de la concentration des
Extraits de marc de café de décoction.

En présence d’extrait de marc de café décoction: la souche 3 croit jusqu’ troisieme jour
dans une concentration puis sa croissance diminu¢ dans d’autres concentration elle croit jusqu’
au deuxiéme jour puis sa croissance diminué également cependant en I’absence d’extraits il est
développe jusqu’ au deuxiéme jour puis sa croissance diminue puis il reprend sa croissance
tandis qu’ il grandit jusqu’ au deuxiéme jour puis sa croissance diminué les autres jours en
présence d’extrait expresso et son absence dans toutes les concentrations .

En terme de nos résultats relatifs a I'étude de I'effet de marc sur la croissance
microbienne, une série d'études ont exploré l'utilisation des sous-produits du café dans la
culture microbienne, tandis qu Orué et al., (1985) a comparé les rendements en protéines de
différents champignons cultivés sur des déchets solides de café. Signorini et al, (2008) a discuté
de l'utilisation de micro-organismes indicateurs pour evaluer I'hygiéne dans la production
laitiere, qui pourraient potentiellement étre appliqués aux sous-produits du café. Berthouly et
al, (1995) a introduit un milieu liquide pour la micropropagation du café, qui pourrait
potentiellement étre adapté a la culture microbienne. Ces études suggerent collectivement le

potentiel d'utilisation des sous-produits du café dans la culture microbienne,
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Silva et al, (2000) a découvert que le mucilage du café, un sous-produit de la
transformation du café, constitue un substrat approprié pour la croissance de micro-organismes.
Cela a également été soutenu par Patifio et al, (2014). qui a standardisé un systéeme de tests
biologiques pour déterminer la dégradation des fruits du café, indiquant la présence et I'activité

de micro-organismes dans les déchets de café.

Les métabolites secondaires sont des molécules tres répandue dans les plantes vegétales
Jjouent un réle important dans le systeme de défense comme antioxydants (hakati et al 2011;
Isory etal 2007) et défense contre les agressions extérieurs .et jouent un role crucial dans leur
survie et leur interactions avec d atures organismes (chaabouni et al ,2012) ces métabolites
notamment les antibiotiques et les pigments peuvent avoir des effets bénéfiques sur les bactéries

notamment en améliorant la croissance et la sante des plantes  ( latour et al 1997).
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Conclusion

Le présent travail s’oriente vers une voie d’investigation et de caractérisation de deux
types de substrats, le marc du café (décoction et d’espresso) de type Roubsta pour la culture
de microorganismes.

L’objectif de notre travail est de mener une étude comparative de ces deux substrats de
marc du café (d et E) d’un c6té, d’autre coté, la valorisation de marc du café en tant que
support de culture de micro-organismes.

Pour ce faire, nous avons entrepris un travail multidisciplinaire en commencant par
une caractérisation physico-chimique et phytochimique des deux substrats a travers la
détermination de leur taux en constituants primaires et secondaires. En deuxieme lieu, nous
avons fait une étude de I'effet de I'extrait de marc du café sur la croissance microbienne.

Les résultats obtenue pour la comparaison physico-chimique entre les deux types de marc
révéle une variation du taux d’humidité, des minéraux et des lipides et le sucre et la matiére
grasse. L’extrait par décoction est caractérisé par sa teneur élevé en humidité et en matiére
minérale et sucre par rapport a I’Expresso. Ce constat est tout a fait logique du fait que la
méthode de décoction présente un contact avec 1’eau plus long que 1’expresso. Le marc
obtenu per la méthode expresso est caractérisé par sa teneur élevée en matiére grasse
comparativement au marc décoction ce qui fait ce dernier une bonne source de lipides.

L’analyse phytochimique est ainsi une étape importante pour la comparaison des deux
extraits. L’utilisation des mémes conditions d’extraction ; macération, un systéme solvant
(éthanol /eau : 70% : 30%) .les extraits obtenus sont analysés quantitativement par
spectrophotométrie UV-Visible; respectivement les taux des polyphénols est largement
supérieur dans le marc du café décoction (118:593 vs 45,764 ug EAG /mg)) et aussi ,les
teneurs des flavonoides et les tannins condenses sont légérement basses dans le marc du café
expresso comparativement de marc du café (décoction).la technique et les conditions
d'extraction justifies les différences de résultats obtenus.

D'apres les résultats obtenus dans I'étude de I'effet de I'extrait de marc du café sur la
croissance microbienne, dans le cas bactéries, la croissance de la souche Bacillus pumilus a
augmenté de maniere significative en présence de I’extrait expresso et décoction. La valeur
la plus ¢élevée dans ’extrait décoction (1,748) est supérieure a celle de 1’extrait expresso
(1,522) . Mais aux champignons, leurs résultats variaient selon les concentrations et la

présence ou non des deux types de marc de café (d et E).
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Conclusion

Le présent travail est loin de venir & bout des buts assignés et a la lumiere des
informations obtenues, il est préférable de prolonger dans la durée de culture de micro-
organismes et de compléter cette étude par des

approches plus approfondies portant sur les sujets suivants:

+ Etude statistique de la consumation du café a travers les différentes Wilayas;

+ Création de banque de données scientifiques concernant la valorisation des sous-
produits et déchets agronomiques et agroalimentaires;

+ Optimisation des techniques d’extraction et de purification.

+ Etude technico-économique de la faisabilité de valorisation du marc de café.
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Annexes 01 : Courbes d’étalonnages

DO A 490 nm

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0.2
0,3
0,2
0,1

y=0,008x+ 0,018

) 50 100

D (+) Glucose (ng/mlL)

150

Courbe étalon du dosage des sucres totaux

0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

yd

v

50 100 150 200 250

y = 0,0034x + 01044
R? = 09972

¢ Abs
——— Linéaire (Abs )

Courbe étalon du dosage des polyphénols




Annexes

1,00

0,80

0,60 -

0,40

0,20

0,00

y =0,0047x + 0,0165
R*=0,9978

e

¢ Abs

— Linéaire (Abs )

e

«

50 100 150 200 250

Courbe étalon du dosage des Navnoides

035 -

025

u 4

0,15
0.1
005
0

y=11556:00137
R2:=0982

R

gt

i 2

i

0

0,005 001 0,015 002 0025 003

Courbe étalon du dosage des tanins condensés




Annexes

Annexes 02 : materai

Agitateur

Centrifugeuse

Figure appareils utilises
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Annexes 03 : la méthode de la préparation

Figure Préparation de extraire

Figure Préparation de milieux de culture



