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Résumé

Ce travail se focalise sur I’étude in-vitro des activités biologiques des différents extraits a
partir des graines vertes de Coffea canephora et Coffea arabica.

L’analyse de la composition chimique des extraits des graines vertes de C. canephora et
C. arabica a été effectuée a 1’aide d’une chromatographie liquide a haute performance RP-
HPLC-PDA, RMN *H, C, 2D et I’infrarouge. L’activité antioxydante a été évaluée par des
méthodes basées sur le transfert d’atome d’hydrogene et le transfert d’électron singulier.
Alors que, Dinhibition du cholinestérase a été estimée par deux enzymes
I’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE). L’évaluation de ’activité
antimicrobienne des extraits vis-a-vis des différentes souches bactériennes et fongiques a été
effectuée par la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI). L'effet
antiadhésif au temps zéro et apres prétraitement du polystyréne par de I’ensemble des extraits
a été testé contre trois souches bactériennes de références. En parall¢le, le test d’hémolyse des
différents extraits a été déterminé vis-a-vis des globules rouges.

L’analyse chromatographique a mis en évidence la présence des acides phénoliques, des
acides hydroxycinnamiques et des flavonoides. Ce pendant, la caractérisation par RMN et
I’infrarouge nous ont permis d’élucider la structure de la Kahweol acétate et de la Caféine. Le
potentiel antioxydant de 1’extrait n-butanolique des graines vertes de C. canephora et
C. arabica s’est montré trés important avec des Clspagrs= 3,96+0,08 pg/mL et 5,28+0,19
ug/mL respectivement et avec une Agscuprac= 4,09 £ 0,36 et 1,17 + 0,49 pg/mL. De plus,
tous les extraits de C. arabica et C. canephora ont révélé un effet inhibiteur vis-a-vis de la
BChE qui atteint 40% et 13% respectivement. Les résultats de I’activité antimicrobienne a
montré que I’extrait méthanolique et n-butanol de C. canephora présentent un pouvoir
antibactérien important contre Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec une CMI de 40 g/
mL. Alors que I’extrait n-butanol de C. arabica présente une bonne CMI vis-a-vis de
Citrobacter freundii ATCC 8090, Staphylococcus aureus ATCC 25923 (13,02 pg/mL). Le
test d’antiadhésion a montré que I’ensemble des extraits mis a part 1’extrait d’acétate d’éthyle
de C. canephora présentent un bon effet antiadhésif vis-a-vis de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 avec un pourcentage d’inhibition qui atteint 74% et 57% respectivement. Enfin
les tests d’hémolyse ont montré que 1I’ensemble des extraits ne sont pas toxique vis-a-vis des
globules rouges humains, a I’exception de la phase résiduelle de C. canephora et celui
d’acétate d’éthyle de C. arabica.

Mots clés: C. canephora, C.arabica, RP-HPLC-PDA, RMN, Infrarouge, activité

antioxyddante, CMI, acétylcholinestérase, butyrylcholinestérase.



Abstract

This work is focused on the in-vitro study of the biological activities of various extracts from
the green seeds of Coffea canephora and Coffea arabica.

The chemical compositions analysis of C. canephora and C. arabica green seeds extracts
were carried out using the high performance liquid chromatography RP-HPLC-PDA, *H, **C
NMR, 2D and by infrared. Antioxidant activity was assessed using hydrogen atom and single
electron transfer. Whereas, the cholinesterase inhibition was estimated by acetylcholinesterase
(AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) enzymes. The evaluation of the antimicrobial
activity of the extracts against different bacterial and fungal strains was performed using the
determination of the minimum inhibitory concentration (MIC). The anti-adhesion effect
before and after pretreatment of polystyrene by the extracts was tested against three bacterial
strains. The hemolysis test of the different extracts was determined against human blood cells.
The chemical analysis showed the presence of phenolic acids, hydroxycinnamic acids and
flavonoids. However, The NMR and FTIR spectroscopy allowed the characterization of
Kahweol acetate and Caffeine.

The antioxidant potential of the n-butanol extract of C. canephora and C. arabica green seeds
showed to be very high with 1Csoasts = 3.96 £ 0.08 ug / mL and 5.28 + 0.19 ug / mL
respectively and with an Agscuprac = 4.09 £0.36 and 1.17 + 0.49 ug / mL. In addition, the all
extracts of C. canephora and C. arabica showed a BChE inhibitory activity which can reach
13% and 40% respectively.

The results of the antimicrobial activity showed that the methanolic and n-butanol extract of
C. canephora exhibited the effective antibacterial activity against Staphylococcus aureus
ATCC 25923 with MIC = 40 pg / mL. While the n-butanol extract of C. arabica exhibited a
low MIC against Citrobacter freundii ATCC 8090 and Staphylococcus aureus ATCC 25923
(13.02 ug / mL). The anti-adhesion activity showed that all of the extracts with the exception
of the ethyl acetate extract of C. canephora exhibited a higher anti-adhesion effect against
Staphylococcus aureus ATCC 25923. When, the hemolysis tests showed that all the extracts
didn’t have any toxic effect against human blood cells, with the exception of the residual
phase of C. canephora and that of ethyl acetate extract of C. arabica.

Keywords: C. canephora, C.arabica, RP-HPLC-PDA, NMR, FTIR, antioxidant activity,
MIC, acétylcholinesterase, butyrylcholinesterase.
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Depuis des années, les sciences biologiques et médicales ont été envahies par le concept
du stress oxydant ou la cellule ne contréle plus la présence excessive des radicaux
oxygenes toxiques. Le stress oxydant est un bon indicateur du réel état de santé de tout
individu (Favier, 2003).

De nombreuses affections humaines ou animales incluent donc un stress oxydant dans leur
pathogenése au méme titre que I’inflammation a laquelle il est souvent associé. Dans
plusieurs maladies graves, notamment celles liées au vieillissement, le stress oxydant est le
facteur déclenchant originel. C’est le cas des cancers, des pathologies oculaires, des maladies
neurodégénératives (sclérose latérale, maladie d’Alzheimer). Dans de nombreuses autres
maladies, le stress oxydant est secondaire a 1’établissement de la pathologie, mais participe a
ses complications immunitaires ou vasculaires (Favier, 2006). C’est le cas du diabéte, de la
maladie de Parkinson, de I’insuffisance rénale et des maladies infectieuses (Favier, 2006 ;
Giral et al., 2008).

Les maladies infectieuses sont les principales causes de mortalité et de morbidité dans le
monde, représentant environ 50% de tous les déces dans les pays tropicaux (OMS, 2003). Les
infections d’origine bactérienne sont parmi les infections les plus courantes dans le domaine
médical et sont dues a I’émergence de la résistance aux antibiotiques constituant ainsi un réel
probléme de santé publique (Spellberg et al., 2008).

La contamination bactérienne consiste des fois en 1’adhésion de bactéries pathogénes ou
opportunistes sur une surface menant a la formation de biofilms. Certains facteurs de la
formation de biofilms sont liés aux propriétés physiques et chimiques des matériaux, a la
surface cellulaire et aux paramétres environnementaux (tempeérature, composition
environnementale, pH et force ionique) qui permettent une adhérence bactérienne a la surface
du matériau de maniére réversible et / ou irréversible, favorisant ainsi la contamination
microbienne et résistance aux antibiotiques (Elfazazi et al., 2018).

C’est pour cette raison qu’il semble donc important de tester de nouvelles molécules
thérapeutiques naturelles ou synthétique et il est évident que I'isolement et / ou la synthése de
nouvelles molécules bioactives antibactériennes et / ou antioxydante a partir des plantes
médicinales s’avére étre une stratégie efficace.

Les plantes médicinales sont considérées comme une source essentielle de métabolites
secondaires potentiellement utilisés pour le développement de plusieurs médicaments contre
les pathologies liees aux cancers, vieillissement et aux maladies infectieuses. Leurs
utilisations a des fins thérapeutiques ont été rapportées dans les littératures antiques arabe,

chinoise, égyptienne, hindou, grecque et romaine (Khan, 2014 ; Yuan et al., 2016).
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L'une des principales originalités des plantes est leur capacité a produire des composes
diversifiés tels que les alcaloides, les terpénoides et les composants phénoliques (Bruneton,
1993 ; Guignard, 1996). Ces derniers sont largement présents dans toutes les parties des
plantes et qui comportent les tanins, les flavonoides et les acides phénoligues, connus pour
leurs activités biologiques dont I'activité antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoire et
anticancéreuse (Boros et al., 2010 ; Basli et al., 2012 ; Taviano et al., 2013 ; Akl et al.,
2020).

Le caféier est parmi les plantes les plus consommeées dans le monde. Ses graines sont
destinées a la fabrication du café qui représentent le deuxiéme produit agricole le plus

commercialisé dans le monde (Parras et al., 2007 ; Pawel et al., 2015).

Le caféier referme plusieurs espéces dont les plus connues sont : Coffea arabica et Coffea
canephora (Patay et al., 2016c¢). Ces deux espéces représentent 60 % et 40 % de la

production mondiale respectivement (Jeszka-Skowron et al., 2016).

Plusieurs travaux ont montré que la consommation du café est bénéfique pour la santé en
raison de sa richesse en composés phénoliques, alcaloides, vitamines, composés volatils et
minéraux (Cano-Marquina et al., 2013 ; Dong et al., 2015). Ces composés exercent
également des propriétés antioxydantes qui réduisent 1’incidence du cancer, du diabéte et des
maladies du foie (Bhupathiraju et al., 2012 ; Cano-Marquina et al., 2013) et aussi des
propriétés antibactériennes et antifongiques (Wijaya et al., 2016 ; Rakatama et al., 2018).

De nombreux travaux ont été réaliseés sur les graines torréfiées de café contrairement aux
graines vertes. Pour cela, cette étude s’intéresse a évaluer le potentiel biologique in-vitro des
extraits obtenus a partir des graines vertes de Coffea canephora et Coffea arabica en
effectuant :

e La détermination de la composition chimique des différents extraits via la
chromatographie liquide a haute performance RP-HPLC-PDA et la caractérisation par
la RMN et I’infrarouge.

e [’évaluation de D’activité antioxydante par des methodes basees sur le transfert
d’atome d’hydrogene et le transfert d’électron singulier

e Le criblage des activites antibactériennes et antifongiques des différents extraits d’une
part, et des activités d’antiadhésion bactérienne d’autre part.

e La détermination de la physico-chimie du polystyréne avant et aprés son prétraitement

par les différents extraits.

-
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e [L’évaluation de la cytotoxycité des différents extraits vis-a-vis des globules rouges

humain.

-
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Chapitre 1 : Les maladies infectieuses et stress oxydatif

Les maladies infectieuses sont des maladies provoquées par la transmission des
microorganismes pathogénes & savoir les bactéries, les virus, les champignons ou les
parasites. C’est des maladies qui entravent la santé de base des étres humains, représentent la

majeure cause de mortalité et de ce fait un vrai probléme de santé publique (Guéry, 2008).

Au cours des dernicres années, 1’incidence des maladies infectieuses d’origine bactérienne a
nettement augmenté en dépit de 1’utilisation intensive des antibiotiques. Ce qui a favorisé

I’émergence de la résistance aux antibiotiques (Tremolieres, 2010 ; Da Re et Ploy, 2012).

En effet, I’utilisation massive des antibiotiques, a fait que les bactéries pathogenes ont pu
développer des meécanismes de résistance contre plusieurs familles d’antibiotiques. Cette
évolution a été particuliérement spectaculaire depuis une vingtaine d’années (Guéry, 2008 ;
Da Re et Ploy, 2012).

Cette résistante peut étre naturelle ou acquise. Cette derniére est due probablement aux
mutations génétiques ou a 1’acquisition du matériel génétique par transfert horizontal de

génes via des éléments génétiques mobiles (Da Re et Ploy, 2012).

L’adhésion de bactéries pathogenes ou opportunistes sur une surface mene a la formation du
biofilm. Ce dernier est un mode de vie bactérien connu pour sa grande résistance aux
traitements antibiotiques. Le biofilm est considéré comme une structure complexe de nature
polysaccharidique dont la formation est influencée d'une part par les propriétés physico-
chimiques de la surface cellulaire, et d'autre part par des facteurs environnementaux tels que
la température, la composition du milieu, le pH et la force ionique (EI Ghmari et al., 2002 ;
Elfazazi et al., 2018). Ces facteurs jouent un role important dans le phénoméne d'adhésion et
la formation de biofilms sur les surfaces de matériaux inertes ou de composés organiques
solides (Elfazazi et al., 2018).

De nombreuses bactéries utilisent les composés oxygénés pour survivre dans un
environnement donné. Il est admis que 1’activité antioxydante consiste a réduire ou a éliminer
les radicaux libres et l'oxygene naissant d'un environnement donné. Ce qui fait que
I'élimination des radicaux libres ou des oxydants est liée a I'activité antimicrobienne. En plus,
les travaux de Kohanski et ses collaborateurs en 2010, ont montré que certains antibiotiques
produisent des dérivés réactifs de ’oxygeéne (ROS) qui induisent chez la bactérie un stress
oxydatif par I’induction des dommages a I’ADN ce qui favorise I’acquisition de résistances

(Kohanski et al., 2010).

-
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Les especes oxygénées activées (EOA) sont produites en présence d’oxygene présent chez les
organismes, ce qui entraine la formation des radicaux libres. La production de ces derniers est
un processus régulé par divers processus chimiques ou enzymatiques de détoxification
(Sivanandham, 2011). Leur formation peut étre d’une part endogéne (Les cellules
phagocytaires, la xanthine oxydase, la respiration mitochondriale) ou exogéne (radiation X
ou gamma, UV, produits chimiques, cigarette, réaction photochimique...) (Migdal et Serres,
2011).

Une augmentation excessive de ces radicaux induit le stress oxydatif, qui est un déséquilibre
entre la production des oxydants et les antioxydants (anti/ pro-oxydant) a I’origine de

I’apparition de différentes pathologies (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

En effet, le stress oxydatif conduit & une modification au niveau de I’ADN génomique
(Koechlin—-Ramonatxo, 2006) et cause 1’apparition de plusieurs maladies comme le diabéte,

les maladies cardiovasculaires, neuro-dégénératives et le cancer (Pincemail et al., 2007).

La réactivité des radicaux libres est liée aux électrons non appariés qui attaquent la structure
de certaines enzymes cellulaires et protéines de transport porteuses d’un groupement
sulfhydryle entrainant ainsi la dénaturation ou la fragmentation de la protéine (Lacolley et al.,
2007).

La tdche des antioxydants est d’éliminer, réduire, prévenir, ou réparer les dommages causés
par les ERO (Figure 1) (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

8
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Mécanismes de réparation Mécanismes de prévention Déf hysi
(Enzymes de réparation de (Prévention de la production (stgb?ﬂggtsign ﬁzlsqsuifess
I’ADN) de ROS par chélation des ) - ; .
métaux) blologlqu’es_‘., interférence
' stériques).

\ t i

Mécanismes de défense contre le
stress oxydatif

| Défenses antioxvdantes
4/ i
Enzymes antioxydantes Antioxydants de faible poids LMWA a action
Enzymes a action directe (SOD, moléculaire (LMWA) ™ indirect (agents
catalase, peroxydase) Soutenir chélateurs)
les enzymes (G PD, xanthine
oxydase)
Des déchets Synthétisé par la cellule Sources alimentaires
(Acide urique) (carnosine, homocarnosine, (tocophérals, caroténe, acide
gluthation) ascorbique)

Figure 1: Systéemes de protection contre les EOA (Kohen et Nyska, 2002).

La nature des systemes antioxydants différe selon les tissus, les types cellulaires et le milieu

intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses antioxydantes peuvent étre divisées en :

> Systeme enzymatique, capable de défendre de facon permanente telle que la
superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase (Favier, 2003).

» Systeme non enzymatique qui renferme de nombreuses substances endogenes parmi
lesquelles on peut citer le glutathion, les thioredoxines, les glutaredoxines, les
métallothionéines, les polyamines, I’acide lipoique (Favier, 2003). D’autres
composés dits exogénes peuvent agir comme antioxydants a savoir la vitamine E
(tocophérol), la vitamine C (acide ascorbique), la vitamine Q (ubiquinone), les
polyphénols et/ou encore les caroténoides (Favier, 2003 ; Koechlin~Ramonatxo,
2006).

Les antioxydants peuvent agir contre la lipopéroxydation en protégeant les lipides cibles (les
acides gras polyinsaturés ou AGPI) contre les effets déléteres des especes réactives de
I’oxygene (ERO), donc ils fonctionnent comme des piégeurs des ERO (caroténoides, vitamine

C, polyphénols). lls peuvent agir en empéchant la propagation de la lipopéroxydation une fois

-
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qu’un peroxyde d’acide gras (le radical acylperoxyle) est apparu, en interrompant directement

la chaine de lipopéroxydation [a-tocophérol (vitamine E)] (Léger, 2006).

L’action de ces antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention et
le traitement de plusieurs infections et maladies ainsi pour leurs usage comme additifs en

industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Desmier, 2016).

En effet, il a été démontré que les molécules antioxydantes telles que 1’acide
ascorbique, tocophérol, flavonoides et les tanins réduisent les radicaux libres en raison

de leur capacité a céder I’hydrogene (Siddhuraju et Becker, 2007).

Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs
des oxydants (Siddhuraju et Becker, 2007).

Pour cela, la recherche d’antioxydants a partir des plantes médicinales représente une voie
trés prometteuse vu que ces dernieres peuvent étre employées comme remedes traditionnels
(Sarr et al., 2015 ; Dieng et al., 2017).

Cependant, la complexité chimique des plantes ne peut étre sans risque. Toute
substance biologiquement active est susceptible de produire des effets indésirables. C'est le

cas général des produits végétaux riches en saponosides (Ouedraogo et al., 2001).

-
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Chapitre 2 : Plantes médicinales et métabolites secondaires

L’étre humain a pu depuis 1’antiquité de développer des connaissances dans 1’utilisation des
plantes médicinales. Ces derniéres sont une source importante et essentielle de composés

bioactifs tres utilisés pour prévenir, guérir et soigner la santé humaine (Barka, 2010).

La médecine traditionnelle basées sur 1’usage des plantes a été¢ intégrée comme médecine
alternative en raison du développement de la résistance du corps de 1’étre vivant suite a la
consommation excessive des médicaments de convention d’une part, et d’autre part a
I’apparition des effets secondaires qui peuvent se développer en effets toxiques (Nostro et
al., 2000 ; Rambhade et al., 2012). Selon 1I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus
de 80% de la populations du monde ont eu recours a la pharmacopée traditionnelle en tant que
soins de santé primaire afin de minimiser les effets négatifs (Farnsworth et al., 1986 ; OMS,
2012).

Les plantes sont de plus en plus utilisées par l'industrie pharmaceutique. Il est difficile
d'imaginer le monde sans la quinine (dérivée du genre Cinchona), qui est employée contre la
malaria, sans la digoxine (du genre Digitalis), qui soigne le cceur, ou encore 1'éphédrine (du
genre Ephedra), que l'on retrouve dans de nombreuses prescriptions contre les rhumes
(Iserin, 2001). L’activité antimicrobienne des plantes médicinales est exploitée dans la
thérapies naturelle, la pharmaceutique et dans la conservation des aliments (Sagdic et al.,
2002).

Les plantes médicinales ont moins d'effets secondaires par rapport aux médicaments de
synthese et de ce fait sont utilisées dans différents secteurs autre que le secteur
pharmaceutique en I’occurrence I’industrie alimentaire et cosmétique (Ang et al., 2019 ;
Chandran et al., 2020).

Ces plantes médicinales aux multiples vertus thérapeutiques représentent une immense source
de composés chimiques de structures complexes (Basli et al., 2012 ). A c6té des métabolites
primaires, les plantes biosynthétisent des métabolites dits secondaires. Ces derniers sont
produits en trés faible quantité en réponse a des situations particulieres telle que la défense
(contre les herbivores et les pathogénes) et pour faciliter le processus de reproduction (Alzand
et Mohamed, 2012). Ils sont aussi treés exploités par I’homme dans différents domaines
comme l’agroalimentaire (antioxydant), médical (antimicrobien, anti hémolytique, ...etc),

pharmacologique, cosmétique...etc (Bruneton, 1993).

.
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Les métabolites secondaires sont classés en trois grandes familles : les composes

phénoliques, les alcaloides et les terpenes (Pasdeloup, 2018).

1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques possédent au moins un noyau benzénique a 6 carbones associés a
des groupements hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction (Figure 2)
(Balasundram et al., 2006 ; Pasdeloup, 2018).

Ces métabolites sont trés répondus dans le regne végétal et englobent les acides phénoliques,
les flavonoides, les coumarines et les tanins (Boros et al., 2010 ; Pasdeloup, 2018). La
différence entre eux réside au niveau de leur squelette de base, leur degré de modification et

les liaisons possibles entre les molécules (D’ Archivio et al., 2007).

Les composés phénoliques possédent une activité antioxydante tres importante, ce qui les
mets en premier rang pour pallier au probleme du stress oxydant (Haleng et al., 2007). lls
neutralisent les radicaux libres soit par transfert d’atome d’hydrogéne du groupement (OH) a
un radical libre produisent ainsi la forme réduite (RH) du radical moins réactif et le radical
ArQO, soit par transfert d’électrons au radical libre R* donnant généralement des entités stables,
ou par la chélation des métaux, ce qui sert a empécher la réaction de Fenton dans les milieux

biologiques (Leopoldini et al., 2011).

Ces composés ont de nombreuses activités biologiques, y compris 1’activité réductrice des
lipides, cardioprotectrice, hépato protectrice, anti-inflammatoires, analgésiques et
antinéoplasiques (Boros et al., 2010). De plus, plusieurs études ont mis en évidence le
pouvoir antibactérien des polyphénols issus des plantes médicinales contre de nombreuses
souches bactériennes pathogénes (Nostro et al., 2000 ; Cushnie et Lamb, 2005 ; Jimoh et
al., 2010).

OH

AT
A HO (©)

OH

OH (©)

Figure 2: Structure de deux composés phénoliques (A: phénol, B: polyphénol) (Vermerris et
Nicholson, 2006).

-
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1.1. Les acides phénoliques

IIs représentent le tier des composés phénoliques et sont sous forme d’un noyau aromatique
substitué de groupement hydroxyles, une fonction acide et parfois d’un groupement méthyles
(Zadernowski et al., 2009 ; Pasdeloup, 2018).

Ils se divisent en deux groupes: les acides hydroxybenzoiques qui regroupent 1’acide
salicylique, I’acide p-hydroxy-benzoique, 1’acide protocatéchique, I’acide gallique et
I’acide vanillique. Le deuxiéme groupe concerne les acides hydroxycinnamiques qui
englobent I’acide cinnamique, 1’acide p-coumarique, 1’acide caféique et I’acide férulique

(Vermerris et Nicholson, 2006) (Figure 3).

R'I

R1
;
R? R? o
OH \
R® R* R3 R* OH

Figure 3: Structures des acides phénoliques (A: Les acides benzoiques, B: Les acides

cinnamiques) (Chira et al., 2008).
1.2.Les flavonoides

Ce sont des dérivés du diphénylpropane avec un squelette de base de type flavone ou 2-phényl
chromons formés par deux cycles en C6 (A et B) reliés entre eux par une chaine en C3 qui
donne un hétérocycle C (Figure 4) (Vermerris et Nicholson, 2006). lls renferment les
flavonols, les flavones, les flavonones, les chalcones, flavanes, les isoflavones et les
anthocyanes (Fraga et Oteiza, 2011). lls sont responsables de la pigmentation et qui exercent
plusieurs propriétés biologiques dont 1’activité antimicrobienne (Ulanowska et al., 2006),

anti-inflammatoire et anti-tumorale (Harborne et Williams, 2000).

Figure 4: Squelette de base d’un flavonoide (Chira et al., 2008).

-
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1.2.1. Chalcone et les aurones

Les chalcones sont des composés phénoliques ayant un noyau A avec des substitutions
identiques a celles des autres flavonoides, alors que le cycle B reste peu ou pas substitué. Les
aurones dérivent du chalcone avec une structure de 2- benzylidéne-coumaranone. Ces
composés sont responsables de la pigmentation jaune a orange au niveau des fleurs

(Andersen et Markham, 2006).

1.2.2. Flavones et flavonols

Les flavones (R = H) et les flavonols (R = OH) (Figure 5) représentent la plus grande classe
des flavonoides connues. Les flavonols se distinguent des flavones par la présence d’un
groupement OH au niveau du carbone 3 et peuvent exister sous forme d’aglycones ou
d’hétérosides (Figure 5) (Andersen et Markham, 2006 ; Chira et al., 2008).

Figure 5: Squelette de base des flavones (R=H) et flavanols (R=0OH) (Andersen et
Markham, 2006).

1.2.3. Les flavanones et flavanonols

Les flavanones et les flavanonols (dihydroflavonols) sont caractérisés par 1’absence de la
double liaison au niveau du carbone 2 et 3 avec un centre chirale en position 2 (Chira et al.,
2008). La différence entre ces deux molécules se résume par la présence d’un groupement

hydroxyle en position 3 des flavanonols (Figure 6).

Les variations structurales de ces composes sont les mémes que celles décrites pour les

flavones et flavonols (Andersen et Markham, 2006).

.
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2‘

o)

Figure 6: Squelette de base des flavanones (R=H) et des dihydroflavonols (R=0H)
(Andersen et Markham, 2006).

1.2.4. Flavanols

Ils se caractérisent par I’absence du groupe carbonyle en C4 possédant ainsi deux centres
asymeétriques en C2 et C3 (Figure 7). Les deux centres chiraux de ces derniers produisent
quatre stéréoisomeres: (+)-catéchine, (+)-épicatéchine, (-)-catéchine, (-)-épicatéchine. La (+)-

catéchine et (-)-épicatéchine sont les tres répondues (Farga et Oteiza, 2011).

OH

Figure 7: Squelette de base des flavanols (Andersen et Markham, 2006).

1.2.5. Anthocyanes

Les anthocyanes sont localisés au niveau des tissus des fruits et fleurs et sont responsables de
la coloration allant du rose saumon au rouge et du violet au bleu foncé (Andersen et
Markham, 2006). Ces anthocyanes sont des métabolites composés de 15 atomes de
carbones formant deux cycles A et B, et un hétérocycle C (Figure 8) (Khoo et al., 2017).

Ces composés sont souvent liés avec des sucres, avec I'hydroxycinnamates et les acides
organiques tels que I'acide malique et l'acide acétique. Les plus connus sont la pélargonidine,
cyanidine, péonidine, délphinidine et la malvedine. Ils sont impliqués dans la protection des

plantes contre les excés de lumiére (Chira et al., 2008).

.




Premicére partie Partie bibliographigue

OH

HO O®
O ) R'
/ OH
OH

Figure 8: Structure générale des anthocyanes (Andersen et Markham, 2006).

1.2.6. Isoflavonoides

En fonction du degré d’oxydation ainsi qu’a la présence ou l’absence d’hétérocycles
supplémentaires, ils peuvent étre classés en: 3-arylcoumarines, coumaronochromones,
coumestanes, isoflavanes, isoflavénes, isoflavones, roténoides, ptérocarpanes (Figure 9)
(Andersen et Markham, 2006 ; Niaz et Khan, 2020).

Figure 9: Squelette de base d'un isoflavone (Andersen et Markham, 2006).

1.3. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques macromoléculaires et hétérogenes (500 et 3000 Da)
ayant la capacité de fixer des protéines (Brunet et al., 2008 ; Pasdeloup, 2018). Certains
d’entre eux sont toxiques alors que d’autres sont trés bénéfiques du point de vue santé

(Mueller-Harvey, 2006). lls sont fortement hydroxylés et qui se divisent en :

-
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1.3.1. Tanins hydrolysables

Ils sont sous forme d’oligo- ou polyesters d’un sucre (généralement le glucose) associés d’un
nombre variable de molécules d’acide phénolique. Selon la nature de ce dernier, ils sont
classés en tanins galliques et les tanins éllagiques (Figure 10) (Bruneton, 1999 ; Cowan,
1999).

1.3.2. Tanins condensés (proanthocyanidine)

Les tanins condensés représentent le groupe le plus important dont les structures sont
proches de celle des flavonoides. Ils existent sous forme de polymeéres ou oligomeéres de
flavanes, flavan-3-ols (catéchines) et flavan- 3,4-diols (leucoanthocyanidines) et qui ne
contiennent pas de sucres (Figure 10) (Cowan, 1999 ; Khanbabaee et van Ree, 2001 ;

Vermerris et Nicholson, 2006).

Figure 10: Structure des tanins hydrolysables (A) et des tanins condensés (B).

1.4. Les coumarines

Les coumarines sont des composes organiques aromatiques hétérosidiques oxygéneés, avec un
noyau de type benzo (2 H)-1 pyran-2-one (Yamashita et al., 2005 ; Vermerris et Nicholson,
2006) (Figure 11). Elles sont tres répondues dans le régne végétal et qui contribue a 1’odeur
de foin. Les coumarines sont appliquées dans des différents secteurs a savoir pharmaceutique,
cosmétique et agricole (Yamashita et al., 2005). Elles exercent une activité antimicrobienne,

anti-inflamatoire, anti-thrombique et vasodilatatrice (Cowan, 1999).

.
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R? o] o)
R3

Figure 11: Structure de base des coumarines (Matos et al., 2015).

2. Les alcaloides

Les alcaloides sont des métabolites secondaires organiques azotés, hétérocycliques et alcalins
(Figure 12) (Cowan, 1999). lIs se divisent généralement en alcaloides vrais qui présentent au
moins un hétérocycle, les proto-alcaloides dont 1’azote est en dehors des structures cycliques

et les pseudo-alcaloides (Rakotonanahary, 2012).

Mise a part les pseudo-alcaloides, les alcaloides dérivent des acides aminés insolubles dans
I’eau et sont doués de propriétés biologiques importantes comme les mécanismes de défense
des plantes contre les herbivores (Yinyang et al., 2014 ; Pasdeloup, 2018). De plus, ils
exercent au niveau du systeme nerveux central un effet stimulant (strychnine, caféine) ou

dépresseur (morphine, scopolamine) (Pasdeloup, 2018).

Plusieurs études ont montré que les alcaloides sont employés dans le domaine
pharmacologique car ils présentent une activité antiplasmodiale, antispasmodique et des effets
laxatif, antirhumatismal, antalgique et analgésique (N’Guessan et al., 2009 ; Bla et al., 2015).

CHj

|
Y.

Figure 12: Structure d’un alcaloide : la caféine (Farah, 2012).
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3. Les terpenes

Les terpénes sont des hydrocarbures pentacycliques ramifiées du 2-méthyl-1,3-butadiene
appelés isoprenes (Figure 13). Selon le nombre de répétitions de 1’unité de base isoprenique,
on distingue: les hémiterpenes, les monoterpénes, les sesquiterpenes, les diterpénes, les
sesterterpénes, les triterpénes, les tétraterpénes et polyterpenes (Tableau 1) (Pasdeloup,
2018).

Ils possédent de nombreuses propriétés pharmacologiques : anti-inflammatoires,
antimicobiennes, antiparasitaires, antiseptiques, spasmolytiques et sédatives, cytotoxiques,

édulcorantes... (Pasdeloup, 2018).

CH3

CH,
H,C

H

Figure 13: Structure de I’isoprene.

Tableau 1: Les différentes classes des terpénoides (Williams et al., 1985 ; Sawai et al.,
2006 ; Silva et al., 2014 ; Alquézar et al., 2017 ; Pasdeloup, 2018 ; Maoka, 2020).

N Squelette carboné | Type de terpénoide Exemple
1 C5 Hémiterpéne Isopréne
2 C10 Monoterpene Nérol

3 C15 Sesquiterpéne B-cadinene
4 C20 Diterpéne Phytol

6 C30 Triterpéne Lanostérol
8 C40 Tetraterpéne Caroténoide
>8 >C40 Polyterpene Caoutchouc
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Chapitre 3 : Le cafeier
1. Généralité

La famille des Rubiaceae est parmi les familles les plus vastes des Angiospermes
(Robbrecht, 1988). Les Rubiaceae, a répartition cosmopolite, sont surtout retrouvées dans les
régions tropicales. Elles sont composées essentiellement d'arbustes ou d’arbres avec
13 000-14 000 especes pour environ 670 genres. Cette famille regroupe trois groupes majeurs
qui sont les Cinchonoideae, les Rubioideae et les Ixoroideae. Cette derniére renferme les
genres Coffea et Gardenia. Ils sont caractérises par la présence des feuilles opposées ou
verticillées et munies de stipules, des fleurs a corolle gamopétale, des étamines en nombre
égal & celui des pétales, et un ovaire généralement infere (Mouly, 2008). A 1’échelle
mondiale, les Rubiaceae sont caractérisées par leurs ordres économiques importants. Parmi

les plantes les plus commercialisées nous citons le cafier.

Le caféier est une plante qui appartient au genre Coffea, qui est trés connue par ses propriétés
pharmacologiques intéressantes (Patay et al., 2016a). Il a été découvert en Ethiopie dans la
région de Kaffa, puis il s’est propagé au début du 15°™ siécle au Yemen, Moyen-Orient et
I’Afrique du nord. Les premiers commercants vendirent le café en Europe sous plusieurs
appellations Kahweh, Caffe, Caffé, Kaffee, Koffie (Clifford et Willson, 1985 ; Jeszka-
Skowron et al., 2015). Derniérement il est cultivé dans des zones tropicales et subtropicales

en particulier dans la région équatoriale (Patay et al., 2016c).

Le caféier est un arbre ou arbuste endémique qui exige des conditions environnementales
trés spécifiques telle que la température et I’humidité (Patay et al., 2016a). Parmi les
différentes espéces de cette plante, Coffea arabica (Linné), Coffea canephora (Pierre) et
Coffea liberica (Hiern) sont les plus commercialisées et représentent la deuxiéme
marchandise la plus commercialisée dans le monde apres le pétrole (Patay et al., 2016c ;
Adepoju et al., 2017).

L’espéce Coffea arabica connue sous le nom arabica provient d’Ethiopie. Elle pousse & des
altitudes élevees (entre 1000 et 2000 metre d’altitude) a une température constante aux
environs des 20°C. Ses graines représentent plus de 60% de la production mondiale de café.
Elle est souvent cultivée en Afrique, en Asie et surtout en Amérique. Ses principales variétés
sont le bourbon, le typica, le maragogype et le moka (Clifford et Willson, 1985 ; Lambard,
2003 ; Jeszka-Skowron et al., 2016).

.



Premicére partie Partie bibliographigue

Cependant, Coffea canephora appelée robusta est originaire du bassin du Congo et croit a une
altitude de 700 meétres dans des climats plus chauds et secs. Elle ne tolére pas des
températures inférieures a 15°C. Ce qui lui permet une plus grande résistance aux maladies et
une valeur de marché inférieure par rapport a arabica. Ses graines représentent moins de 40%
de la production mondiale de café. Elle est aussi cultivée dans les mémes endroits que
I’espéce arabica (Clifford et Willson, 1985 ; Gomez et al., 2009 ; Jeszka-Skowron et al.,
2016).

Le café est la boisson la plus consommée au monde et de ce fait représente 1’un des produits
les plus important sur le marché mondial des produits agroalimentaires avec une

consommation qui avoisine 7 millions de tonnes par an (Baeza et al., 2014).

2. Taxonomie de la plante du café

Le caféier avec ses 450 genres et 6500 especes appartient a la famille des Rubiacées (Patay
etal., 2016b).

Selon Anthony et al., 2010, la classification botanique du café est comme suit :
Domaine : Eukaryota
Régne : Plantae
Sous régne : Tracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsyda
Sous classe : Asteridae
Ordre : Rubiales
Famille : Rubiaceae

Genre : Coffea

3. Morphologie

A TDétat naturel, le caféier croit de 3 a 6,5 métres pour 1’espéce Robusta et peut atteindre
jusqu’a 5 métres de hauteur pour I’espéce Arabica avec un tronc droit, des branches gréles

et disposées par paires (FAO, 2005 ; Lim, 2013).

Les branches primaires poussent horizontalement, opposées les unes aux autres le long du
tronc, portant des branches secondaires, les fleurs et les fruits. Ces branches primaires ne sont
pas renouvelables (FAO, 2005).

.
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Cet arbuste présente des feuilles vertes foncées brillantes et persistantes, des fleurs blanches
pures et parfumées. Ses fruits sont verts, rouges ou jaunes selon le degré de maturité et la

variété rencontrée.

Les feuilles s’opposent deux a deux tout au long de la tige dont la face supérieure est luisante,
allongée et terminée en pointes avec une taille qui varie entre 20 a 35 cm de long et de 6 a 15
cm de large chez Coffea canephora alors qu’elle est de 7 & 20 cm de long et 2,5 & 6,5 cm de
large chez Coffea arabica (Figure 14) (Coltro et al., 2006 ; Murthy et Naidu, 2012 ; Lim,
2013).

Les fleurs sont disposées en cymes a axe trés court ; elles sont regroupées en glomérules plus
ou moins fournis. L’éclosion n’a lieu que durant quelques heures. Chaque année, on compte

plusieurs floraisons (Figure 14) (Haler, 2013).

Aprés 6 a 12 mois, le fruit du caféier donne naissance a une cerise qui présente a maturité une
baie de forme ovoide de couleur verte, jaune et rouge, elle est classée comme «drupe»
(Figure 14) (Haler, 2013 ; Lim, 2013).

Les premiers boutons floraux apparaissent au bout de trois ans. Ils restent en attente avant de
s’ouvrir. Leur ultime développement dépend des conditions météorologiques. Ainsi, il faut
une pluie succédant a une longue période de sécheresse. Ensuite, le caféier peut fleurir
quasiment toute 1’année (FAO, 2005 ; Murthy et Naidu, 2012).

-
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C. arabica C. canephora

Figure 14: Les différentes parties du caféier (A : Feuilles, B : Fleurs, C : Fruits) (Lim, 2013).
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4. Compositions chimiques du cafeier

Au cours de ces dernieres années, plusieurs chercheurs se sont intéressés a étudier la
composition chimique des extraits du cafier (Tantin, 2016). Certains rapports indiquent que
les feuilles de café peuvent contenir tous les principaux métabolites présents dans les graines
(Acidri et al., 2020).

Selon la littérature, les graines vertes de café sont trés riches en métabolites secondaires tels
que: les alcaloides parmi lesquels figurent la caféine, la trigonelline et la théophylline
(Ribeiro et Sebastiao, 2010 ; Chu, 2012), les acides aliphatiques et les acides phénoliques
(acide quinique (AQ), acide caféique (AC) et acide chlorogenique (ACG) qui présente les
caractéres des tanins (Farah, 2012 ; Zain et al., 2017), les sucres simples comme le glucose,
les oligosaccharides (le fructose), polysaccharides tels que la cellulose, les lignines, les

pectines et les arabinogalactannes (Clifford et Willson, 1985 ; Adepoju et al., 2017 ).

Les graines de café renferment également les diterpenes (cafestol et kahweol), les lipides,
tocophérol, la vitamine (vitamines B3 et PP), les acides aminés (l'alanine, Il'arginine,
I'asparagine, la cystéine, l'acide glutamique), les protéines et quelques minéraux (le
potassium, le magnésium, le calcium, le sodium, le fer) (Speer et Kélling-Spper, 2006 ;
Farah, 2012 ; Affonso et al., 2016 ; Tantin, 2016 ; Adepoju et al., 2017 ; Zain et al., 2017)
(Tableau 2).

Cette composition peut varier qualitativement et quantitativement selon les conditions
climatiques de culture, la composition du sol, les conditions du stockage, les aspects

génétiques et physiologiques (Farah, 2012).

.
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Tableau 2: Composition biochimique des graines vertes de café (Belitz et al., 2009 ;

Solange et al., 2011).

Concentration en g/100 g de

matiere seche

Constituants

C. canephora C. arabica
Monosaccharides 0,2-0,5 0,2-0.5 Fructose, glucose, galactose,
arabinose (traces)
Oligosaccharides 3-7 6-9 Sucrose (>90%), raffinose
(0-0,9%), stachyose (0-
0,13%)
Polymere de galactose (55-
Polysaccharides 3-4 65%), mannose (10-20%),
arabinose (20-35%), glucose
(0-2%)
Hémicelluloses 3-4 5-10 galactose (65-75%),
arabinose (25-30%),
mannose (0-10%)
Acides aliphatiques 1,3-2,2 2-2,9 Acide citrique, acide
non volatiles malique, acide quinique
Acides Phénoliques 7,1-12,1 6.7-9.2 Acide chlorogénique (Mono-
, dicaffoeyl-, et acide
feruloylquinique)
Lipides 8-12 15-18 ND
La cire (Wax) 0,2-0,3 ND
Huiles 7,7-17,7 Acides Gras 16 :0 et 18 :2°"
Composés azotés 11-15 ND
Acides aminés libres 0,2-0,8 Glu, Asp, Asp -NH,
Protéines 8,5-12 ND
Alcaloides 1,7-4 0,8-1,4 Caféines
0,3-0,9 0,6-1,2 Trigonelline
Minéraux 3-5,4 K, P, Na, Mg

ND : non identifiés
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La boisson issue du café se distingue par rapport aux autres boissons par son potentiel
antioxydant, anti carcinogene et anti-inflammatoire puissant (Patay et al., 2016a). Cela est dQ
a leurs richesses en métabolites secondaires qui exercent un effet bénéfique du café sur la

santé humaine. Parmi eux :
a. Latrigonelline (acide 1-N-méthylnicotinique)

Cette molécule est un alcaloide & noyau pyridinique (C;H;NO,, 137,14 ¢/ mol). Elle est
formée a partir de I'acide nicotinique et qui est considéré comme un composant majeur dans
les graines de café et représente de 0,6 a 2% du poids sec (Figure 15) (Clifford et Willson,
1985 ; Mazzafera, 1991 ; Hirakawa et al.,, 2005 ; Farah, 2012). La trigonelline est
thermiquement instable (au-dela de 160°C) et qui dérive de la méthylation enzymatique de
I'acide nicotinique appelé aussi vitamine B3. Elle est responsable du goGt amer de I'infusion
de café (Farah, 2012).

La trigonelline est I’un des composés qui possédent des propriétés curatives vis-a-vis des
différentes pathologies. En effet, elle exerce un effet inhibiteur sur la croissance de
Streptococcus mutans (Daglia et al., 2002). Elle posséde aussi d’autres propriétés telle que
I’effet anticancéreux, régénérateur des dendrites et axones dans les neurones corticaux
(Hirakawa et al., 2005 ; Allred et al., 2009 ; Farah, 2012).

Allred et al., (2009) ont révélé que la trigonelline agit comme un phytoestrogene; elle stimule
la croissance des cellules MCF-7 et cet effet est medié par le réticulum endoplasmique.

Figure 15: Structure chimique de la trigonelline (Farah, 2012).

e
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b. Lacaféine

La caféine est une base purique de la famille des méthylxanthines (Figure 16). Il s’agit de la
1,3,7-triméthylxanthine (CgH1oN4O;) avec la masse moléculaire de 194,19 g/mol (Haler,
2013). Elle constitue 1’alcaloide majoritaire des espéces du café dont la consommation permet
d’augmenter la dépense énergétique, la vigilance et la concentration, et améliore les

performances physiques (Farah, 2012 ; Haler, 2013).

Elle permet 1’augmentation de 1’effet stimulant et psychostimulant provoquant ainsi une
bronchodilatation (Farah, 2012 ; Haler, 2013 ; Patay et al., 2016a). Parmi les métabolites de
la caféine, la 1-méthylxantine et le 1-méthylurate sont responsable de ’activité antioxydante

et le pouvoir de réduction du fer (Farah, 2012).

Cet alcaloide est thermostable, responsable de 10% de I’amertume du café et inhibe
I’antagoniste des récepteurs de l'adénosine Al, A2A, A2B et A3 et de ce fait stimule le
systeme nerveux central (Ribeiro et Sebastiao, 2010 ; Farah, 2012 ; Marx et al., 2016). Il
est considéré également comme un inhibiteur des produits de peroxydation lipidique induit
par le peroxyde d'hydrogene dans les fibroblastes de la peau humaine (Jeszka-Skowron et
al., 2016).

La caféine inhibe également certaines phosphodiestérases ce qui augmentent 1’AMPc
intracellulaire et activent la protéine kinase A (lipolyse, production de glucose entre autres).
Elle diminue aussi la réaction inflammatoire (Ribeiro et Sebastiao, 2010 ; Haler, 2013 ;

Marx et al., 2016).
o) CH,
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Figure 16: Structure chimique de la caféine (Farah, 2012).
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c. L’acide chlorogénique

11 dérive de I’estérification des acides hydroxycinnamique et des acides quiniques (Figure 17)
(Zain et al., 2017). 1l présente un effet dans le traitement des maladies neurologiques comme
la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson, le diabéte de type Il ainsi que le cancer
(Kwon et al., 2010 ; Farah, 2012 ; Kato et al., 2018).

Ces acides ont un réle important dans la formation des pigments, et sont également
responsables du développement de I'armeture de la boisson de café (Farah, 2012 ; lacomino
etal., 2017).

Au niveau artériel, elle réduit la pression artérielle chez les sujets hypertendus et améliore la
vasoréactivité chez ’homme ce qui lui permet de jouer un réle préventif dans les maladies
vasculaires. Elle améliore également le fonctionnement de 1’endothélium artériel (Suzuki et
al., 2002 ; Suzuki et al., 2006). D’autre part, dans les cas du cancer, ces molécules
peuvent agir : au stade de I’initiation (inhibe la croissance des cellules cancéreuses) et au
stade de la promotion et de la progression (appoptose des cellules tumorales)
(Lukitasari, 2018 ; Tan et al., 2019).

OH OH
OH

Figure 17: Structure chimique de 1’acide chlorogénique (Farah, 2012).
d. Kahweol et cafestol

Les graines vertes des especes Coffea arabica et Coffea canephora présentent des marqueurs
spécifiques qui représentent environ 20% de la fraction lipidique du café (Rafael-Carlos et
al., 2010; Farah, 2012 ; Fabio et al., 2018). Ces marqueurs sont les diterpenes
pentacycliques : le Kahweol (CyoH2603, 314,42 g/mol) et le Cafestol (CyoH2503, 316,44
g/mol) (Farah, 2012). La seule différence entre ces deux molécules réside dans la présence
d’une double liaison entre les carbones 4 et 5 du noyau A au niveau du kahweol (Novaes,
2018), ce qui le rend plus sensible a la chaleur, I'oxygéne, la lumiére et les acides, et donc
moins abondant (Figure 18) (Farah, 2012).

-


https://pubs.acs.org/author/Dias%2C+Rafael+Carlos+Eloy
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814618305533#!
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Ces deux composés exercent des propriétés anti-cancérigénes, anti-oxydantes, anti
inflammatoires et hépato-protectives (Cavin et al., 2002 ; Lee et al., 2007 ; Cardenas et al.,
2011 ; Yong et al., 2017).

Figure 18: Structures chimiques du kahweol (A) et cafestol (B) (Farah, 2012).

5. Utilisation thérapeutique du caféier

A ce jours, les graines de café, et recemment les feuilles, sont les principales parties utilisées
du caféier (Acidri et al., 2020). La richesse ainsi que la diversité structurale des graines de
café en métabolites secondaires conférent au café la propriété d’étre exploité¢ dans différents

secteurs tels que le secteur industriel et alimentaire (Acidri et al., 2020).

Les différentes parties du cafier ont été utilisées en médecine traditionnelle vis-a-vis de
différentes maladies (Patay et al., 2016a). En effet, le charbon de café a été destiné pour le
traitement des maladies inflammatoires a savoir les plaies purulentes, la pharyngite et la
stomatite (Patay et al., 2016a). Alors qu’une application direct des feuilles fraiches du café
sont efficaces contre les maux de téte et la fievre dans la stimulation de la production de
prolactine (Ross, 2005 ; Patay et al., 2016a). De plus, les feuilles sont utilisées comme

médicament laxatif ainsi que pour traiter les douleurs d’estomac (Patay et al., 2016a).

En 2014, dans une étude éthnopharmacologique réalisée par Belayneh et Bussa, il a été cité
que le café a été utilisé comme traitement contre plusieurs maladies telles que les douleurs

abdominales, diarrhée, vomissements, perte de conscience et d’évanouissement du patient.

Par décoction, l'extrait aqueux de graines de café était utilisé contre la fatigue, la fiévre,

I'asthme, comme médicament cardiotonique et neurotonique (Patay et al., 2016a).

.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gan%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27078843

PDeuxieme partie

Mateériel et méthodes



Deuxiéme partie Matériel et Méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche «Antibiotiques Antifongiques :
physico-chimie, synthése et activité biologique» (Lapsab), Faculté des Sciences de la Nature
et de la Vie, Sciences de la Terre et de I’Univers, Université Abou bekr Belkaid-Tlemcen en
collaboration avec:
- Laboratoire de Catalyse et Synthése en Chimie Organique, Faculté des Sciences,
Université de Tlemcen, B.P. 119, 13000 Tlemcen,
- Laboratoire des Bioprocédés et Biointerfaces, faculté des sciences et techniques,
Université de Sultane Moulay Slimane, Maroc,
- Laboratoire de Produits Naturels, Département de Biologie, Facult¢ SNV-STU,
Université Aboubekr Belkaid-Tlemcen, B.P. 119 Imama 13000,
- Centre de Recherche scientifique et technique en Analyses Physico-Chimiques
(CRAPC), BP 384, Bou-Ismail 42004, Tipaza,
- Centre de Recherche en Biotechnologie Ali Mendjli Nouvelle Ville UV 03 BP E73

Constantine.

l. Matériel biologique

1. Matériel végétal

Les graines vertes des deux plantes Coffea canephora et Coffea arabica ont été fournies par
une société privée au cours du mois de Décembre 2016. Elles sont originaires de Cote
D’ivoire et de I’Ethiopie respectivement. Elles ont été conservées dans le laboratoire a la

température ambiante et a I’abri de la lumicre.

2. Microorganismes

Le pouvoir antimicrobien des différents extraits des graines vertes des deux plantes de café a
été déterminé vis-a-vis de 6 bactéries de références a Gram positif, 9 bactéries de références a
Gram négatif et 3 levures de références de I’espéce Candida albicans (Tableau 3).

Les souches étaient disponibles dans le laboratoire Antibiotiques, Antifongiques: physico-
chimie, synthése et activité biologique. Elles ont été entretenues par des repiquages réguliers
puis conservées a 4°C sur gélose nutritive inclinées pour les bacteries et sur Sabouraud pour

les levures.

.
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Tableau 3: Souches utilisées dans les tests antimicrobiens.

Bactéries Références
Bacillus cereus ATCC 10876
Listeria monocytogenes ATCC 15313

Enterococcus faecalis ATCC 49452

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Citrobacter freundii ATCC 8090

Proteus mirabilis ATCC 35659

Candida albicans ATCC 10231

Candida albicans ATCC 26790

Levures

Candida albicans |P444
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3. Globules rouges

Pour I’étude de la cytotoxicité des extraits, nous avons utilise un modéle universel de cellules,

le globule rouge humain provenant d’un donneur unique sain.

II. Meéthodes

1. Préparation des extraits

Une quantité de 10 g des graines vertes (C. canephora et C. arabica) broyée a été infusée
dans 200 mL de méthanol pendant une heure. Apres filtration, I'extrait méthanolique obtenu a
été évaporé a sec a 55°C grace a un rotavapor type HEIDOLPH.

Ensuite, 100 ml d'eau distillée bouillante ont été ajoutées a I'extrait brut. Une extraction
liquide-liquide a été effectuée en utilisant l'acétate d'éthyle et le n-butanol. L'extrait
méthanolique brut, les phases organiques d’acétate d’éthyle, le n-butanol ainsi que la phase
résiduelle ont été évaporées a sec a 55 ° C par un rotavapor (Upson et al., 2000).

Le rendement pour 1’ensemble des fractions a été calculé selon la formule suivante:

rendement%o = Mo <100

Mo : Masse en gramme de |’extrait brut évaporé ;

m;  : Masse en gramme de la matiere végétale initiale.

2. Dosage des métabolites secondaires
2.1.Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de la teneur des composés phénoliques a été effectuée en utilisant la méthode de
Folin-Ciocalteu selon la méthode décrite par Vermerris et Nicholson, (2006). C’est une
méthode basée sur la capacité des phénols oxydés présent dans les extraits a réduire le Folin-
Ciocalteu en un mélange d’oxydes bleu de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la
couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydeés et son absorbance est

mesurée entre 725 et 760 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.

-
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Une quantité de 0,1 mL de chaque extrait a été mise en contact avec 2 mL d’une solution de
carbonate de sodium (NayCO3) a 2 %. Aprés 5 min, 0,1 mL du réactif Folin-Ciocalteu (1 N)
fraichement préparé a ¢été additionné au mélange. L’ensemble a été incubé a ’obscurité

pendant 30 min, puis la lecture contre un blanc a été réalisée a 725 nm.

La courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions par 1’acide gallique aux

concentrations allant de 100 a 1000 pg/ mL.

Les résultats obtenus ont été exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/ mg E).

2.2.Dosage des flavonoides totaux

L’¢évaluation des flavonoides totaux a ¢été réalisée en utilisant la méthode
spectrophotométrique au Trichlorure d’aluminium et la soude. Cette technique est basée sur
I’oxydation des flavonoides par formation d’un complexe de couleur rose qui absorbe dans le

visible a 510 nm (Yazdanparast et Ardestani, 2007).

Dans un tube a hémolyse, 500 pL de chaque extrait ont été mélangés avec 2 mL d’eau
distillée et 150 uL d’une solution de nitrite de sodium (NaNO,) a 15%. Aprés 6 min, 150 puL
de chlorure d’aluminium (AICl;) a 10% ont été ajoutés. Aprés 6 min, 2 mL d’hydroxyde de
sodium (NaOH) a 4% ont ¢été¢ additionnés et le mélange a été ajusté avec ’eau distillée a 5
mL. Aprés 15 min, la lecture a été effectuée a 510 nm contre un blanc a l’aide d’un

spectrophotometre.

La courbe d’étalonnage a été effectuée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine a différentes concentrations allant de 100 a 1000 pg/ mL. Les taux en flavonoides
ont été¢ exprimés en microgramme ¢équivalent catéchine par milligramme d’extrait (pug

EC/ mg E).

2.3.Dosage des tanins condenseés

En présence d’acide (sulfurique ou chloridrique) concentrg, les tannins se dépolymérisent puis
se transforment en contact avec la vanilline en anthocyanidols de couleur rouge mesurable par

spectrophotométrie a 550 nm.

.
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En se basant sur ce principe, 50 pL de chaque extrait ont été mélangés avec 3 mL de vanilline
a 4% et 750 pL d’acide chlorhydrique concentré (HCI). L’absorbance du mélange a été
mesurée contre un blanc a 550 nm aprés 20 min (Julkunen-Titto, 1985).

La courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant la
catéchine comme standard avec les concentrations comprises entre 100 a 1000 pg/ mL. Le
taux des tanins condensés a été exprimé en microgramme équivalent catéchine par

milligramme d’extrait (ug EC/ mg E).

3. Chromatographie Liquide Haute Performance (en mode inversé)

L'analyse qualitative des composés phénoliques a été réalisée par chromatographie en phase
liquide a haute performance a systéme Perkin Elmar Flexar couplée a un détecteur UV-Vis a
longueurs d'onde multiples (RP-HPLC). Les données analytiques ont été évaluées a I'aide d'un
systeme de traitement de données Chromera. Une quantité de 20uL de I’extrait a été séparée
sur une colonne Eclipse ODS Hypersil C18 (150 mm 4.6 4,6 um) a température ambiante
avec un débit de 1 mL/ min.

Les composés phénoliques ont été élués en utilisant un gradient d'élution a 1’aide d’une
premiére étape : solvant B a 10% pendant 5 min, puis solvant B a 90% pendant 25 min et
enfin un gradient linéaire de 90% a 100% de solvant B pendant 15 min. Les aires des pics des
extraits ont été mesurées a la longueur d'onde de 280 nm. L'identification de chaque composé

était basée sur une combinaison de temps de rétention et d'appariement spectral.

4. La chromatographie sur colonne

Pour la préparation des différentes fractions, nous avons utilisé la chromatographie sur
colonne de gel de silice. C’est est une technique préparative qui permet un fractionnement
grossier des constituants des extraits selon leur polarité. Cette technique précede les étapes de
séparation les plus avancées HPLC, RMN utilisée ultérieurement.

Pour ce faire, 1g de I’extrait n-butanol a été fractionné en utilisant un melange de solvant
Dichlorométhane/ Méthanol avec un gradient décroissant jusqu’a I’épuisement de 1’extrait n-
butanol. 26 fractions de 15 mL ont été obtenues.

Chaque fraction récupérée en chromatographie sur colonne a eté analysée par CCM. Cette
technique a éte utilisee afin de détecter des fractions pures. Elle a été réalisée en utilisant des

g
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plaques de silice (phase normale, silicycle Ultra pure silicagel, 10- 12 pum), sur support en

aluminium.

Le développement des molécules dans ces plaques a été effectué dans des cuves en verre,
saturées avec I’¢luant approprié, constitu¢ d’un mélange du méthanol/dichlorométhane
(80/20, VIV). Les taches obtenues ont été visualisées sous lumiere UV (254-365 nm). Les

fractions qui présentaient des taches aux mémes Rr ont été regroupées puis évaporées a sec.

Les fractions qui présentaient une seule tache ont été analysées par la spectroscopie de

résonance magnétique nucléaire (RMN) et par la spectroscopie infrarouge (FTIR).

5. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire

Les analyses spectrales par résonance Magnétique Nucléaire & unidimentionnel (*H et *3C) et
bidimensionnel 2D ont été réalisées a 1’aide d’un spectrométre Briiker AC 400.

La RMN 2D proton 'H et carbone BC a été utilisée pour l’analyse et I’¢lucidation
spectroscopiques des molécules organiques pures de nos fractions.

Le spectre RMN *H a été enregistré a 400 et 60 MHz. Les fractions Fn-Br3 et Fn-BA
obtenues respectivement a partir de 1’extrait n-Butanolique de C. canephora et C. arabica ont
été solubilisées dans le DMSO et le chloroforme et ont été analysée en utilisant le TMS
comme étalon interne. Les déplacements chimiques sont exprimés en unités (ppm) et indiqués
par rapport au TMS. Les multiplicités sont rapportées comme suit : s, singulet; d, doublet; t,
triplet; g, quadruplet; m, multiplet.

Les études des analyses spectroscopique RMN 2D sont utilisées pour révéler la description

exacte des structures, et les RMN *H et *C expliquent trés bien nos résultats.

6. Analyse par spectroscopie infrarouge

La spectrométrie infrarouge couvre plusieurs méthodes d'identification et de dosage non
destructifs basées sur l'absorption (ou la réflexion) par I'échantillon d'un rayonnement
électromagnétique de longueur d'onde comprise entre 600 et 3800 cm-’. Le rayonnement
électromagnétique interagit avec les niveaux d'énergie des molécules. Il induit, a la résonance,
des transitions entre les niveaux de vibration. Il est utilisé comme méthode d'identification des
groupements fonctionnels (Rouessac et al., 2004).

L'appareil utilise est un spectrometre Agilent Technologies Cary 600FTIR. Pour cette analyse,

les fractions Fn-Br3 et Fn-BA sous forme déshydratés obtenues a partir de 1’extrait n-

g
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butanolique de Coffea arabica et Coffea arabica ont été déposées et bien étalées sur la surface
centrale du diamant a [’aide d’une spatule ensuite les mesures ontété effectuées

automatiquement.

7. L’activité antioxydante
7.1.Piégeage du radicale libre DPPH

L'activité de piégeage des radicaux libres des différents extraits des graines vertes de
C. canephora et C. arabica a été mesurée par DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) en
utilisant le procédé décrit par Blois, (1958). Cette technique est basée sur la réduction du
DPPH en présence des antioxydants présents dans les extraits. Ce qui permet le virage de la
couleur violette a la couleur jaunatre lue a 517 nm.

Pour cela, 40 puL de chaque extrait a différentes concentrations ont été introduits dans une
microplague contenant 160 pL d'une solution de DPPH (0,1 mM) fraichement préparée dans
du méthanol.

En parallele, un contrble négatif a été préparé en mélangeant 40 pL de méthanol a 160 pL de
la solution de DPPH. Au bout de 30 minutes, I'absorbance a été mesurée a 517 nm en utilisant
un lecteur de microplagues (Enspire Perkin Elmer).

Les antioxydants de synthése BHA et BHT ont été utilisés comme standards aux
concentrations allant de 0,002 a 0,1 mg/ mL. Le pourcentage de réduction de DPPH a été

calculé en utilisant la formule:

Acontrol—A drextrait

Pourcentage d’inhibition du DPPH (%) = x 100

Acontrol

Les Clso ont été calculées graphiquement pour chaque extrait a partir d’une courbe
logarithmique du pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations des
extraits testés. Elle correspond a la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire
50% de radical DPPH.

7.2.Piégeage de ’ABTS

L’activit¢ de piégeage du radical 2,2’-azinobis- (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate)
(ABTS™) a été évaluée selon la méthode décrite par Re et al., (1999). L’ABTS ™ a  été

préparée en mélangeant I’ABTS (7 mM) en solution aqueuse avec le persulfate de potassium

.
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(K2S203) (2,45 mM). La solution mére d’ABTS a été conservée a l'abri de la lumiére pendant
12 & 16 h avant son utilisation.

160 pL de cette solution ont été ajoutés a 40 pL des extraits a différentes concentrations.
Aprés 10 minutes d'incubation a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 734 nm a
I'aide d'un lecteur de microplaques (Enspire Perkin Elmer). Le BHA et le BHT ont été utilisés
comme standards antioxydants aux concentrations allant de 0,0016 & 0,1 mg/ mL.

Le pourcentage de réduction a été calculé a l'aide de I'équation suivante:

__Acontrol—A drextrait

Pourcentage d’inhibition de ’ABTS (%) = x 100

Acontrol

Les Clso ont été calculées graphiquement pour chaque extrait a partir d’une courbe

logarithmique du pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations des
extraits testés. Elle correspond a la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire
50% de radical ABTS.

7.3.Blanchissement du g-caroténe

Ce test est basé sur la neutralisation des radicaux libres dérivés de I’acide linoléique en
présence d’un antioxydant, ce qui empéche le blanchissement du -caroténe.

Pour cela, 0,5 mg de B-caroténe a été solubilisée dans 1 mL de chloroforme puis additionné a
25 pL de I'acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Apres évaporation, 100 mL d'eau distillée
saturée en oxygene ont été ajoutés (Marco, 1968).

Ensuite, 160 pL de cette solution ont été mélangés avec 40 pL des différentes concentrations
des extraits déposés préalablement dans les microplaques. Les microplaques ont été placées
dans une étuve a 50°C pendant 120 min. L’absorbance a été mesurée a 470 nm a I’aide d’un
lecteur de microplaque (Enspire Perkin Elmer). Le BHA et 1’a-tocophérol ont été utilisés
comme antioxydants de références. Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule

suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = [1- (Agextraitro = AcontroleTo) / (Adextraitti20 = Acontrolet120)] * 100

Les Clso ont été calculées graphiquement pour chaque extrait a partir d’une courbe
logarithmique du pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations des
extraits testés. Elle correspond a la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire

50% du B-caroténe.

g
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7.4.Pouvoir réducteur du fer

Le pouvoir réducteur du fer a été réalisé¢ afin d’évaluer la capacité des extraits a réduire le
Fe** présent dans le complexe KsFe(CN)s en Fe*™ La lecture est effectuée & 700 nm
(Oyaizu, 1986).

Dans une microplaque, 10 pL de chaque extrait a différentes concentrations ont été mélangeés
avec 40 pL du tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 50 pL de solution de ferricyanure de
potassium KsFe(CN)s (1%). Aprés 20 min d’incubation a 50°C, 50 pL d’acide
trichloroacétique (TCA, 10%), 40 uL d’eau distillée et 10 puL de solution de FeCls (0,01%)
ont été ajoutes.

L'a-tocophérol et I'acide ascorbique ont été utilisés comme contrdles positifs a différentes
concentrations. L'absorbance contre le blanc a été lue a 700 nm en utilisant un lecteur de
microplaques (Enspire Perkin Elmer). L’augmentation de 1'absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits. Les résultats ont été exprimés sous forme
d’Ag so.

Ay 5o ont été calculées graphiquement pour chaque extrait a partir de I’équation d’une courbe

linéaire. Elle correspond a la concentration de I’échantillon testée a une absorbance de 0,5.

7.5.Phénanthroline

L'activité de la phénanthroline a été évaluée selon la méthode décrite par Szydlowska-
Czerniaka et al., (2008). Cette activité est basée sur la capacité d’un antioxydant a réduire le
fer ferrique en fer ferreux qui forme par la suite un complexe de couleur rouge-orangé avec
la 1,10-phénantroline.

Pour cela, un volume de 10 uL des extraits a différentes concentrations a été mis en contact
avec 50 pL de FeCls (0,2%), 30 uL de phénanthroline (0,5%) et 110 pL de méthanol. Le
mélange a été incubé pendant 20 min a 30 °C et la mesure des absorbances a été effectuée a
510 nm en utilisant un lecteur de microplaques (Enspire Perkin Elmer). Le BHT et BHA ont
¢été utilisés comme standards. Les résultats ont été exprimeés sous forme d’Ag so.

Aoso ont été calculées graphiquement pour chaque extrait a partir de 1’équation d’une courbe

linéaire. Elle correspond a la concentration de 1’échantillon testée a une absorbance de 0,5.

.
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7.6.Capacite antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

La réduction du cuivre a été déterminée par la méthode CUPRAC décrite par Apak et al.,
(2004).

40 pL des différents extraits ont été mélangés avec 50 puL du CuCl, (10 mM), 50 pL du
néocuproine (7,5 mM) et 60 pL de la solution tampon NH;Ac (1 M, pH = 7,0). Aprés une
incubation d’une heure a 1’abri de la lumiére, I'absorbance a été mesurée a 450 nm.

La capacité de réduction des extraits a ét¢ comparée a celles de 1’a-tocophérol et le BHT. Les
résultats ont été calculés a titre de Ags (Ug/ mL) correspondant a la concentration indiquant
0,50 d’absorbance.

7.7.Capacité antioxydante totale

Ce test est basé sur la réduction du molybdéne par les extraits des plantes. A pH acide, Cette
réduction induit la formation du complexe phosphate/Mo>" de couleur verte (Prieto et al.,
1999).

Pour cela, 0,2 mL de I’extrait a été additionné a 2 mL de la solution composée d’acide
sulfurique (0.6 N), de phosphate de sodium (NasPO,, 28 mM) et de molybdate d’ammonium
((NH4)s M07024. 4H,0, 4 mM). Apreés incubation a 95°C pendant 90 min, I'absorbance a été
mesurée & 695 nm contre un blanc.

L’activité antioxydante totale a été exprimée en mg équivalent acide ascorbique par gramme
d'extrait (mg EAA/g E).

8. Etude de P’activité Cholinesterase

Les activités inhibitrices de I’acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE)

ont été mesurées selon la méthode de Rhee et al., (2001) avec une Iégere modification.

AChE de I'anguille électrique et BChE du sérum de cheval ont été utilisés, tandis que 1’iodure
d’acétylthiocholine et le chlorure de butyrylthiocholine ont été employés comme substrats de
la réaction. Le 5,5-dithio-bis (2-nitrobenzoique) (DTNB) a été utilisé pour la mesure de
I'activité enzymatique détectée a 412 nm.

Pour cela, 150 pL de tampon phosphate de sodium (100Mm, pH 8,0) ont été mélangés avec
10 pL des extraits a differentes concentrations et 20 uL d’AChE (5,32 x 10-3 U) ou BChE
(6,85 x 10-3U). Aprés 15 min d’incubation a 25°C, 10 uL de DTNB (0,5 mM) ont été ajoutés.

.
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La réaction a ét¢ initiée par 1’addition de 10 pL I’iodure d’acétylthiocholine (0,71 mM) ou le
chlorure de butyrylthiocholine (0,2 mM).

L'hydrolyse de ces substrats a été contrélée par spectrophotométrie par la formation d'anion
jaune 5-thio-2-nitrobenzoate a la suite de la réaction de DNTB avec la thiocholine, libérée par
I'nydrolyse enzymatique de I'iodure d'acétylthiocholine ou du chlorure de butyrylthiocholine.

Le pourcentage d'inhibition de I'AChE ou BChE a été calculé en utilisant la formule:

. g e A trol—A d'extrait
Pourcentage d’inhibition (%) = conre e x 100

Acontrol

La Clso a été calculée a partir du tracé graphique du pourcentage d'inhibition en fonction de la

concentration des extraits. La galantamine a été utilisée comme référence.

9. Evaluation de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne a été étudiée vis-a-vis de 15 souches bactériennes en utilisant la
technique de diffusion des disques sur milieu gélosé et la technique de dilution sur milieu

liquide selon les recommandations de I’institut des Standards Clinique et des Laboratoires.

9.1.Méthode de diffusion sur gélose

A partir d’une culture bactérienne jeune de 18-24 heures, une suspension bactérienne a été
préparée dans 1’eau physiologique stérile (9%o). L’absorbance doit étre comprise entre 0,08 a
0,1 lue & 625 nm et elle équivaut & 108 UFC/ mL.

Des disques stériles de 6 mm de diamétre ont été imprégnés par les différents extraits avec
une dose finale de 512 ug/ disque puis transférés dans une boite de Pétri préalablement
ensemencée sur la gélose Muller Hinton. La Gentamycine a été utilisée comme témoin positif.
Les tests ont été réalisés en triplicata.

La lecture a été réalisée par la mesure des diametres des zones d’inhibition aprés incubation

de 24 h a 37°C (NCCLS, 2006).

9.2.Détermination de la concentration minimale inhibitrice
Pour ce test, des microplaques stériles a 96 puits ont été utilisees afin de déterminer la plus
faible concentration des extraits capables d’inhiber la croissance des bactéries en milieu
liquide selon la recommandation de CLSI, (2009).
A partir d’une culture de 18- 24 heures, une suspension bactérienne de 10° cellules/ mL dans
le bouillon Mueller Hinton a été préparée. En parallele, une gamme de dilution pour les

differents extraits (10 a 0,019 mg/ mL) a été realisee. Par la suite, 100 puL de chaque dilution

.
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ont été transferées sur les différents puits de la microplaque préalablement ensemencés par

100 pL de la suspension bactérienne.

Les premiers puits de la microplaque contiennent uniquement le Mueller Hinton stérile qui
sert comme contréles négatifs. Tandis que le dernier puits représente le contréle positif,

rempli uniquement par la suspension bactérienne.

Les microplaques ont été ensuite scellées puis incubées a 37°C pendant 24h. La CMI
correspond a la plus faible concentration de 1’extrait testé pour laquelle aucun trouble n’a été

observé.

10. Evaluation de I’activité antifongique

L’évaluation de I’activité antifongique des différents extraits a été effectuée vis-a-vis de trois
levures de Candida albicans selon les mémes étapes que celles décrites pour les bactéries sauf
que le milieu utilisé est le Mueller Hinton supplémenté par 2% de glucose et de 0,5 pg/ mL de
bleu de méthyléne et I’inoculum a été fixé a 530 nm dans un intervalle compris entre 0,12 a
0,15. Aprés 24 heures d’incubation a 35°C, la lecture a été effectuée de la méme facon que
celle décrite pour les bactéries.

Pour la détermination de la CMI, le milieu utilisé a été le Roswell Park Memorial Institute
1640. L’inoculum a été ajusté a 530 nm avec une concentration de 1-5 10° UFC/ mL
(Espinel-Ingroff, 2007).

11. Evaluation du test d’adhésion

Cette étude a été évaluée dans un premier temps par le test d’adhésion au temps zéro et apres
le traitement du polystyréne en milieu liquide en présence et en absence de différents extraits
de graines vertes de C. canephora et C. arabica.

Pour cela trois bactéries de références ont été testées: Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus aureus ATCC 25923.

11.1. Préparation de I'inoculum
A partir de souches bactériennes conservées sur glycérol, une préculture dans le milieu
lysogeny gélosé a été effectuée. Aprés incubation a 37 °C pendant 16 a 18 heures, une
suspension bactérienne a été préparée puis centrifugee a 5000 tours/ min pendant 15 min a

température ambiante. Le culot a été lavé deux fois avec du l’eau physiologie (9%o). La

.
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concentration cellulaire de départ a été a fixée 108 UFC/ mL a I’aide d’un spectrophotométre &
620 nm.

11.2. Expérience d’adhésion a temps zéro
Dans le test d’adhésion a temps zéro, les puits de la microplaque ont été remplis par 100 pL
des différents extraits a des concentrations sub-inhibitrices (CMI/8) additionnés de 100pL
d’inoculum bactérien. La microplaque ainsi préparée a été scellée puis incubées a 37°C
pendant 3 heures. Par la suite, le contenu a été aspire et les puits ont été lavés 3 fois avec de

I’eau distillée stérile afin d’écarter les cellules non adhérentes.

Les cellules ainsi adhérées ont été fixées pendant 30 min a 80 °C, puis 200 ul de cristal violet
(0,5%) ont été introduit. Aprés 1 minute d’incubation a température ambiante, le crystal
violet a été éliminé puis 200 pL d’éthanol / acétone (80: 20%) ont été additionnés (Agarwal
et al., 2011). Apres une incubation de 15 min a une température ambiante, 1’absorbance a été

ensuite lue a 595 nm a I’aide d’un lecteur de microplaques.

11.3. Prétraitement du support par les extraits
Dans une microplague contenant 100 pL des différents extraits a concentrations sub-
inhibitrices (CM1/8) ont été incubés pendant 3 heures a 37°C. Apres incubation, le milieu a
été aspiré et 100 pL de la suspension bactérienne contenant 10° UFC/mL ont été additionnées.
Apres incubation pendant 3 heures a 37°C, les mémes étapes que celles du test d’adhérence a

temps zéro ont été effectuées.

12. Angle de contact

Cette approche a été réalisée a I'aide d'un goniomeétre (GBX instruments, France) en utilisant
la méthode des gouttes sessiles. Trois gouttes de chaque liquide (eau, formamide et
diiodométhane) ont eté déposées sur un support en polystyrene en présence et en absence des
differents extraits et de la gentamicine.

Six mesures d'angle de contact ont été effectuées a la surface du support. Les angles de

contact (0) ont été exprimés comme sulit:

Cos 0=-1+2 [(ys-"v."")"* il + 2 [(ys" v0) iy + 2 [(vs v )M

.
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Le composant de tension superficielle acide-base de Lewis est défini par la formule suivante :

AB _ + 12
Ys =2 (¥s'vs)
L'évaluation de I'nydrophobicité de surface a été réalisée par des mesures d'angle de contact et

par I'approche de Van Oss, (1993). Le degré a été exprimé par I'énergie libre d'interaction

entre deux ce matériau immergé dans I'eau (W): AGiyi.

Le matériau est considéré comme hydrophobe si AGj,i <0. Inversement, pour un matériau
hydrophile le AGjui> 0.

AGiyi a été calculée a travers les composants de tension superficielle des entités en interaction,

selon la formule suivante:
AGiwi = - 2yiw

AGiwi =-2 [((ri™™)" — (™) )22 (v )™+ (o 1)Y= () 2= (e 1) )]

Ou 0 est l'angle de contact mesuré, v est le composant d'énergie libre de van der Waals, y*
est le composant accepteur d'électrons, y est le composant donneur d'électrons et les indices

AB est la

(S) et (L) désignent respectivement la surface solide et les phases liquides, vys
composante d'énergie libre acide—base de surface, AG;yi est I'énergie libre d'interaction entre
les molécules de surface (i) immergé dans I'eau (w), avec yiw étant la tension interfaciale entre

la surface (i) et I'eau (w).

13. Détermination de P’activité hémolytique des extraits vis-a-vis des globules rouges

A partir d’un patient sain, un prélevement du sang sur tube hépariné a été effectué puis
centrifugé a 4000 tours/ minutes a 4°C pendant 5 minutes. Le culot a été lavé 2 fois avec une
solution de NaCl (150 mM), puis centrifugé a 4000 tours/ minutes a 4°C pendant 5 minutes.
Par la suite, le culot a été dilué a 2% dans le tampon phosphate salé (PBS) 10 mM, pH 7,4.
Dans un tube a hemolyse, 2970 uL de la suspension érythrocytaire a 2% a été mise en contact
avec 30 pL d’extraits a différents concentrations puis incubé dans un incubateur de paillasse
(Orbital Shaker Thermo Forma) a 37°C pendant 60 min. Un volume de 500 uL a été prélevé
chaque 15 min pour étre resuspendus dans 1500 puL de PBS.

Les tubes ont été ensuite centrifugés a 4000 tours/ minutes pendant 5 min. La fuite de
I’hémoglobine intracellulaire a été mesurée par la lecture de I’absorbance a 548 nm.
L’hémolyse totale a été obtenue par la mise en suspension des globules rouges avec le triton

X-100. Le tampon seul a éte utilisé comme contrdle négatif.

.
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Le taux d’hémolyse a été déterminé en pourcentage par 1’équation suivante (Lee et al., 2002):

Taux d’hémolyse (%) = [(Aechantilion - Ahémolyse spontanée) I (Atriton x-100 - Ahémolyse spontanée)] x100

.
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1. Rendements des extraits

Les graines vertes de Coffea canephora et Coffea arabica ont été infusées en présence de
méthanol. Par la suite, une extraction liquide/liquide a été effectuée en utilisant I’acétate
d’éthyle et le n-Butanol. Aprés une évaporation a sec a I’aide d’un rotavapor a 55°C, les
différents rendements d’extraction ont été calculés a partir de la matiere végétale seche des
graines vertes des deux especes. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 19.

Nous constatons que les extraits méthanoliques renferment des rendements plus élevés par
rapport aux autres extraits. En effet le rendement des extraits brut est I’ordre de 10,6% pour
C. canephora et 11,2% pour C. arabica, suivi par I’extrait d’acétate d’éthyle (7% et 8%
respectivement), suivi par 1’extrait n-butanolique qui est de 6%.

Il est a noter que le plus faible rendement a été obtenu par la phase résiduelle (5% pour

C. canephora et 2% pour C. arabica).
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Figure 19 : Rendements des différents extraits des graines vertes de C. canephora et
C. arabica.

2. Dosage des métabolites secondaires

2.1.Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux sont obtenues en utilisant 1’équation de régression linéaire
y=0,0019x (Figure 20). Les valeurs obtenues sont exprimées en microgramme équivalent
acide gallique par microgramme d’extrait. Les résultats sont regroupés dans le tableau 4.

Nous constatons une légere différence entre les composes phénoliques des extraits de

C. canephora et C. arabica. En effet, les extraits brut méthanolique et n-butanol de




Troisieme partie

Résultats et interprétation

C. canephora ont une teneur totale en polyphénol supérieure a celle de la phase résiduelle et

d’acétate d’éthyle (35,88 £ 0,72 pg GAE / mg d'extrait, 21,86 = 0,72 pg GAE / mg d'extrait et

8,68 + 0,49 ug GAE / mg d'extrait, 7,20 + 0,22 ug GAE / mg d'extrait respectivement).

Alors que pour C. arabica, nous constatons que l'extrait brut méthanolique et la phase

résiduelle présentent une forte teneur en polyphénols totaux par rapport a celle des extraits

n-butanol et acétate d’éthyle (32,47 + 3,28 ug GAE/ mg d’extrait, 20,88 = 1,38 ng GAE/ mg

d’extrait, 10,08 + 2,02 ug GAE/ mg d’extrait, 6,45 = 0,4 pg GAE/ mg d’extrait

respectivement).
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Figure 20: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Tableau 4: Les teneurs en polyphénols totaux en ug GAE/ mg d’extrait.

Extrait
_ Extrait Extrait n- Phase
Extraits ) _ d’acétate .
méthanolique butanol résiduelle
d’éthyle
C. canephora 35,88 £ 0,72 7,20+ 0,22 21,86 +0,72 | 8,68 0,49
20,88 +
C. arabica 32,47 £ 3,28 6,45+ 0,4 10,08 £ 2,02 138
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2.2. Dosage des flavonoides totaux

Les teneurs en flavonoides totaux des différents extraits des graines vertes de
C. canephora et C. arabica sont obtenues en utilisant 1’équation de régression linéaire
y= 0,002x (Figure 21). Les valeurs obtenues sont exprimées en microgramme équivalent
catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/ mg E). Les résultats sont regroupés dans le
tableau 5.

Nous observons que C. arabica présente une forte teneur en flavonoides totaux par rapport a
C. canephora. En effet, I’extrait brut méthanolique renferme le taux le plus élevée (66,096 +
1,70 ug EC/ mg E pour C. canephora et 57,18 + 4,48 ug EC/ mg E pour C. arabica), suivie
par phase résiduelle de C. arabica et I’extrait n-butanol de C. canephora avec les teneurs de
47,71 + 2,09 et 27,83 £ 1,30 pug EC/ mg E respectivement.

La plus basse teneur en flavonoides est obtenue avec I’extrait acétate d’éthyle de
C. canephora et de C. arabica (10,09 + 2,00 ug EC/ mg E et 19,69 + 2,22 ug EC/ mg E

respectivement).
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Tableau 5: Les teneurs en flavonoides totaux en pg EC/ mg d’extrait.

) Extrait ]
_ Extrait Extrait n- Phase
Extraits ) _ d’acétate o
méthanolique butanol résiduelle
d’éthyle

C. canephora 66,096 + 1,70 10,09 £+ 2,00 27,83 +1,30 | 16,21+ 2,00

C. arabica 57,18 +4,48 19,69 + 2,22 36,11 +1,12 | 47,71+ 2,09

2.3. Dosage des tanins condensés

Les teneurs des tanins condensés dans les différents extraits des graines vertes de
C. canephora et C. arabica sont également obtenues en utilisant 1’équation de régression
linéaire y = 0,002 x (Figure 22). Les valeurs obtenues sont exprimées en microgramme
équivalent de Catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/ mg E) et sont représentées dans le
tableau 6.

A partir des résultats de ce dosage, nous constatons que les teneurs en tanins condensés dans
les différents extraits des gaines vertes de C. arabica sont légerement supérieures a celles des
extraits de C. canephora. De plus les résultats révelent que les extraits méthanoliques des
deux espéces renferment un faible taux en tanins condensés, avec une valeur de 1,17 + 0,001
pg EC/ mg E pour C. canephora et 1,32 + 0,08 ug EC/ mg E pour C. arabica, suivi par les
extraits d’acétates d’éthyles et les phases résiduelles qui varient entre 0,40+ 0,00 pg EC/ mg E
et 0,70 = 0,02 pg EC/ mg E, suivi par les extraits n-butanolique avec des valeurs de 0,36 *

0,005 pg EC/ mg E pour C. canephora et 0,44 + 0,01 ug EC/ mg E pour C. arabica.
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.

Tableau 6: Les teneurs en tanins condensés en ug EC/ mg d’extrait.

_ Extrait _
_ Extrait Extrait n- Phase
Extraits ] _ d’acétate .
méthanolique butanol résiduelle
d’éthyle
C. canephora 1,17 £ 0,001 0,40+ 0,00 0,36 £ 0,005 | 0,46 +0,01
C. arabica 1,32 +0,08 0,70 £ 0,02 0,44 +0,01 | 0,50+0,03

3. Chromatographie Liquide Haute Performance (mode inversé)

Dans cette partie nous avons réalisé I’analyse des composants chimiques des deux plantes par

le biais d’une RP-HPLC-PDA enregistrée a 280 nm.

Les chromatogrammes des graines vertes de Coffea canphora sont illustrés dans la figure 23.
Nous observons la présence de la quercétine dans I’ensemble des extraits, alors que ’acide
gallique n’est présent que dans 1’extrait acétate d’éthyle et n-butanol. En revanche, 1’acide
chlorogénique et I’acide P-coumarique sont présents dans la phase résiduelle alors que la

vanilline n’est détectée que dans 1’extrait n-butanol.

Les chromatogrammes des graines vertes de Coffea arabica sont représentés dans la figure

24. Nous remarquons la présence de la quercétine dans tous les extraits. Nous constatons

=
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¢galement la présence de I’acide gallique, catéchine, 1’acide P-coumarique, rutine dans

I’extrait d’acétate d’éthyle ainsi que dans 1’extrait n-butanol.

En revanche, le résorcinol et 1’acide ferulique sont présents uniquement dans I’extrait n-
butanol, alors que 1’acide chlorogénique et 1’acide caféique sont détectés dans la phase

résiduelle.

Les résultats confirment qu’il y a une différence en composés phénoliques entre les différents

extraits des deux espéces.
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Figure 23: Chromatogramme RP-HPLC-PDA des extraits des graines vertes de C. canephora
a 280 nm (A : extrait d’acétate d’éthyle, B : extrait n-butanol, C : phase résiduelle).
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4. Spectroscopie de Résonance Magnetique Nucleaire

L'analyse du spectre RMN 'H a été réalisée par spectrométre Briiker AC 400 & 400 MHz. La
fraction Fn-Br3 a été analysée dans un solvant DMSO deutéré en utilisant le TMS comme
étalon interne. Les déplacements chimiques sont exprimés en unités (ppm) et indiqués par
rapport au TMS. Les multiplicités enregistrées sont: s, singulet; d, doublet; t, triplet; q,
quadrublet; m, multiplet.

Les signaux protoniques de la fraction Fn-Br3 sont illustrés dans la figure 25. Le résultat
montre que cette fraction correspond au Kahweol acétate.

'H RMN (400 MHz, DMSO0-d6) : & (ppm) 8,00 (s, 1H, 7-OH), 7,07-6,86 (m, 1H, H-2), 6,82-
6,65 (m, 1H, H-3), 5,34-5,30 (m, 2H, H-11, H-12), 3,88 (s, 3H, 7a-CH3C=0), 3,56 (s, 1H, H-
7a), 3,42 (s, 1H, H-8), 3,39 (m, 1H, H-7a%), 3,36 (m, 1H, H-9), 3,31 (m, 1H, H-9°), 3,22 (s,
3H, 10b-CHg), 2,73 (t, 1H, H-13), 2,30-2,26 (m, 2H, H-4), 2,14-2,07 (m, 2H, H-5), 2,02-1,99
(m, 2H, H-10), 1,51 (m, 1H, H-13), 1,26 (m, 1H, H-3b), 1,22 (m, 1H, H-10a), 0,86-0,84 (m,
2H, H-6).

3C RMN (101 MHz, DMSO-d6) : & (ppm) 176,82 (C-3a), 173,18 (C-12a), 155,08 (C-10b),
151,57 (C-5a), 148,64 (C-7), 130,20 (C-12), 128,22 (C-11), 116,35 (C-2) 115,83 (C-3),
107,14 (C=0), 63,57 (C-9), 62,59 (C-7a), 33,59 (C-5), 31,74 (C-4), 31,35 (C-10c), 29,48 (C-
8), 29,18 (C-3b), 27,95 (CH310b), 27,07 (C-10), 25,68 (C-13), 22,54 (C-10a), 14,36 (C-6)
(Figure 26).

Plusieurs protons ont été détectés par cette technique (6,95-6,73 de H-2 et H-3; 5, 3,56 et 3,39
pour 2H, H-7a; 3,36 et 3,31 pour 2H, H-9). C'est la seule technique qui fait la différence entre
des protons similaires (3,88 de CH3 ester et 3,22 de CH3 en position 10b ; 1,26 de H-3b et
1,22 de H-10a ; 3,42 de H-8).

En utilisant les connectivités HMBC, tous les atomes de carbone secondaires (C-10a, C-3b,
C-8) et tertiaires (C-3a, C-12a, C-5a, C-7) ont été attribués sans équivoque (Figure 27). Les
signaux protoniques pourraient également étre différenciés de leurs corrélations spatiales
HMBC, comme le montre la figure 28.

Le spectre RMN 'H a été enregistré & 60 MHz. La fraction Fn-BA obtenu a partir de 1’extrait
n-butanolique de C. arabica a été solubilisée dans le chloroforme deutéré. Le résultat montre
que cette fraction correspond a la caféine.

'H NMR (62 MHz, CDCl5) : & (ppm) 7,29 (m, 1H, H-6), 3,98 (s, 1H, 7-CH3), 3.57 (s, 1H, 3-
CHj3), 3,39 (s, 1H, 1-CHg) (Figure 29).
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13C NMR (60 MHz, CDCls) : § (ppm) 155,32 (C-9), 151,32 (C-4), 148.67 (C-2), 107,51 (C-
8), 141,49 (C-6), 33,66 (CH3-7), 30,15 (CHs-3), 29,43 (CHs-1) (Figure 30).
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Figure 26: Spectres RMN *3C de la fraction Fn-Br3 (extrait n-butanolique de C. canephora).
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Figure 27: Spectres RMN HMBC 2D de kahweol acétate caractérisés a partir de la fraction
Fn-Br3 d'extrait de n-butanol de C. canephora.

Figure 28: Corrélations HMBC observées dans les spectres de Kahweol acétate.
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21N | | iE |
| N W
1
1}
) 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

Figure 30: Spectres RMN 3C de la fraction Fn-BA (extrait n-butanolique de C. arabica).
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5. Analyse par spectroscopie infrarouge

L'analyse du spectre infrarouge a été réalisée par le spectrometre Agilent Technologies Cary
600FTIR. Les fractions Fn-Br3 et Fn-BA sous forme déshydraté obtenue a partir de 1’extrait
n-butanolique de Coffea canephora et Coffea arabica ont été déposées et bien étalées sur la
surface centrale du diamant a I’aide d’une spatule. Le spectre obtenu de ces fractions est
illustré dans les figures 31 et 32. Le résultat montre que la fraction Fn-Br3 correspond au
kahweol acétate alors que la fraction Fn-BA correspond a la caféine.

Fn-Br3 FTIR (KBr, v em™): 3365.061 cm™ déformation -OH alcool non lié ; 2917.123 et
2849.516 cm™ vibration d’élongation -CHs, -CH, (liaison -CH alcane) ; 1743.687 cm™
déformation C=0 ester ; 1654.026 cm™ élongation des liaisons C=C alcéne et aromatique ;
1497.142 et 1466.135 cm™ vibration de déformation -CH, alcane (zone d’empreinte) ;
1172.550 et 1114.654 cm™ élongation C-O-C ester.
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Figure 31 : Spectre infrarouge du kahweol acétate caractérisé a partir de la fraction Fn-Br3

d'extrait n-butanol de C. canephora.

Fn-BA FTIR (KBr, v cm™): 3450.182 déformation (-OH MeOH solvant) ; 2918.923 et
2853.094 cm™ vibration d’élongation -CHjs (liaison -CH alcane) ; 1703.220 élongation C=0
(carbonyle amide) ; 1665.980 et 1593.315 élongation des doubles liaisons C=C et C=N;
1458.155 déformation -CHj; (zone d’empreinte); 1378.454 élongation C-N (amine

aromatique tertiaire).

.
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Figure 32 : Spectre infrarouge de la caféine caractérisé a partir de la fraction Fn-BA d'extrait

n-butanol de C. arabica.

6. Etude de I’activité antioxydante

Les activités antioxydantes des extraits de C. canephora et C. arabica ont été évaluées par 7
méthodes différentes en 1’occurrence le DPPH, ABTS, blanchissement du B-carotene, pouvoir
réducteur du fer (FRAP), phénanthroline, capacité antioxydante par réduction du cuivre
(CUPRAC) et de la capacité antioxydante totale (CAT).

Les résultats de tous les tests sont exprimés en termes de Clsg et Ags. L'efficacité de 1’activité

antioxydante est inversement proportionnelle aux valeurs de Clsg et Ags,

6.1.Piégeage du radicale libre DPPH

L’évaluation de D’activité antiradicalaire a été effectuée par I’utilisation de la méthode du
piégeage du radical libre DPPH des extraits des plantes, une technique caractérisée par la
stabilité¢ de la forme radicalaire et la simplicit¢ d’analyse (Murugan et Parimelazhagan,
2014).

A partir des resultats obtenus, nous constatons une augmentation proportionnelle des
pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations des
extraits ainsi que des contrbles positifs: BHA et BHT (Figure 33). Nous avons obtenu des

courbes logarithmiques par lesquelles nous avons calculé les valeurs des concentrations

.
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neccessaires pour réduire 50 du radical libre DPPH (Clsp). Les résultats obtenus sont

présentés dans le tableau 7.

Nous constatons que I'extrait n-butanol de C. canephora présente une capacité a réduire le
radical libre la plus importante avec une Clso de 11,32 + 0,35 pg/ mL, suivi de la phase
résiduelle avec une Clsp = 17,81 £ 0,97 pg/ mL, suivi par I'extrait brut méthanolique (25,36 *
0,36 pg/ mL).

Pour les extraits de C. arabica, nous remarquons que les Clsy sont plus élevées par rapport a
celle de C. canephora. En effet, la meilleure Cls est obtenue par 1’extrait n-butanolique avec
la valeur 20,09 + 0,40 pg/ mL, suivie par la phase residuelle (25,34 + 0,31 pg/ mL), ensuite
I'extrait brut méthanolique (33,71 £ 1,02 pg/ mL).

Les Clso de C. canephora sont trés proches de celles obtenues avec BHA et BHT (Clso = 6,82
+ 0,49 pg/ mL, 12,99 + 0,49 ug/ mL) respectivement, contrairement a C. arabica qui présente
des valeurs éloignées de celle des standards.

Il est & noter que I’extrait d’acétate d’éthyle des deux espéces a une faible capacité a piéger la

DPPH a radicaux libres avec des Clsg supérieures a 100 pg/ mL.
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Figure 33 : Evolution des pourcentages d'inhibitions du radical libre DPPH en fonction des
concentrations des extraits des graines vertes et standards. A : C. canephora, B : C. arabica,

C : les standards.
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Tableau 7: Les Cls (ug/ mL) des difféerents extraits des graines vertes de C. canephora et de

C. arabica par la méthode du Piégeage du radicale libre DPPH.

Coffea canephora Coffea arabica
Extrait méthanolique 25,36+0,36 33,71+1,02
Extrait d’acétate d’éthyle >100 >100
Extrait n-Butanol 11,32+0,35 20,09+0,40
Phase résiduelle 17,78+0,97 25,34+0,31
BHT 12,99+0,49 12,99+0,49
BHA 6,82+0,49 6,82+0,49

6.2. Piégeage de ’ABTS

L’ABTS est un radical plus réactif que le DPPH qui implique un transfert d'électrons. Il est
plus polyvalent que le DPPH en raison de sa solubilité dans I’eau et dans les solvants
organiques ce qui permet 1’évaluation de I’activité de piégeage pour les extraits hydrophiles et
lipophiles.

La figure 34 montre I’évolution des pourcentages d’inhibition du radical ABTS des extraits
des graines vertes de C. canephora, C. arabica, et des standards en fonction des
concentrations. Nous remarquons une augmentation proportionnelle des pourcentages
d’inhibition du radicale ABTS en fonction des concentrations des extraits et des contrdles
positifs. A partir de ces résultats, nous avons calculé les valeurs des concentrations
neccessaires pour diminurer 50% du taux du radical libre ABTS (Clso). Les résultats de la
Clso sont indiqués dans le tableau 8.

Pour C. canephora, nous constatons que les Clsg sont classés dans 1’ordre suivant : extrait de
n-butanol < extrait brut méthanolique < phase résiduelle. Les valeurs de Cls, étaient
respectivement de 3,96 = 0,08; 4,43 = 0,07 ; 6,48 £ 0,6 pg/ mL. Pour C. arabica, nous
observons que la concentration en ABTS évolue dans le méme ordre avec les
Clsp:5,28+£0,19; 6,74 £ 0,05 ; 9,10 £ 0,09 pg/ mL.

Il est a noter que les extraits acétate d’éthyle étaient de loin les moins intéressants
(Clsg =55,34 £ 0,11 pg/ mL pour C. canephora et Clsy =26,45 £ 0,09 pug/ mL pour
C. arabica).

Nos résultats montrent aussi que les extraits de C. canephora présentent des Clso les plus

basses par rapport a celles de C. arabica.
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Figure 34: Evolution des pourcentages d’inhibition du radical ABTS en fonction des

concentrations des extraits des graines vertes et standards. A: C. canephora, B: C. arabica, C:

les standards.
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Tableau 8: Les Cls (ug/ mL) des difféerents extraits des graines vertes de C. canephora et de

C. arabica par la méthode du Piégeage du radicale du I’ABTS.

Coffea canephora Coffea arabica
Extrait méthanolique 4,43+0,07 6,74+0,05
Extrait d’acétate d’éthyle 55,34+ 0,11 26,45 + 0,01
Extrait n-Butanol 3,96+0,08 5,28+0,19
Phase résiduelle 6,48+0,6 9,10+0,09
BHT 1,5740,03 1,57+0,03
BHA 1,05+0,00 1,05+0,00

6.3.Blanchissement du f-caroténe

Dans ce test, I’oxydation de I’acide linol¢ique produit des radicaux peroxydes qui vont oxyder
le B-caroténe ce qui se traduit par la disparition de sa couleur. La présence d’un antioxydant
permet la neutralisation de ces radicaux libres empéchant ainsi 1’oxydation du -caroténe.

La figure 35 montre 1’évolution des pourcentages d’inhibition du - caroténe des extraits et
des standards en fonction des concentrations. Les résultats obtenus montrent que et les phases
résiduelles de C. canephora et C. arabica présentent les Clso les plus faibles
(18,66 + 0,53 pg/ mL et 33,05 £ 2,45 pg/ mL respectivement), suivie par [’extrait
méthanolique (28,48 + 0,92 pg/ mL pour C. canephora et 52,94 + 1,74 pg/ mL pour
C. arabica). Nous constatons également que les extraits acétate d’éthyle et n-butanol
présentent les plus faibles activités antioxydantes (Tableau 9).

Nous remarquons aussi que les Clsy de C. arabica sont nettement supérieures a celle de

C. canephora.
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Figure 35: Evolution des pourcentages d’inhibition du - caroténe en fonction des

concentrations des extraits des graines vertes et standards A: C. canephora, B: C. arabica,

C: les standards.
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Tableau 9: Les Clso (ug/ mL) des difféerents extraits des graines vertes de C. canephora et de

C. arabica par la méthode du blanchissement du -carotene.

Coffea canephora Coffea arabica
Extrait méthanolique 28,48+0,92 52,94+1,74
Extrait d’acétate d’éthyle 38,09 +2,41 178,73+2,09
Extrait n-Butanol 33,70+0,53 78,7+3,79
Phase résiduelle 18,66+0,53 33,05+2,45
BHT 0,91+0,01 0,91+0,01
BHA 1,05+0,03 1,05+0,03

6.4.Pouvoir réducteur du fer
L’¢évaluation de I’activité réductrice du fer est basée sur le pouvoir des extraits a réduire le fer
ferrique Fe** en fer ferreux Fe®*. Par conséquent, cette réduction est proportionnelle a
I’augmentation de la concentration de nos extraits et elle est mesurable a 700 nm (Oyaizu,
1986). Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer des courbes linéaires (Figure 36).
Selon les valeurs de 1I’Ags (Tableau 10), nous remarquons que [I'extrait n-butanol et
méthanolique de C. canephora présentent les plus faibles Ags (5,67 + 0,10 ug/ mL, 8,36 £
0,02 pg/ mL respectivement). Ces valeurs sont inférieures a celles de 1’acide ascorbique et a
I'acide tannique. Nous observons également que les Ags de la phase résiduelle de
C. canephora est proche a celle des standards.
Pour C. arabica, nous constatons que I’extrait méthanolique présente une Ags plus proche de
celle des standards (8,17 + 0,63 pg/ mL), alors que les Ags de I’extrait n-buatnol ainsi que la
phase résiduelle de C. arabica sont largement supérieures par aux autres extraits ainsi qu’aux
standards (16,33 + 1,61 pg/ mL et 14,94 + 0,08 pg/ mL respectivement).
Il est a noter que les extraits acétate d’éthyle des deux plantes ont montré les Ags les plus

élevées et mes meilleurs Ags sont obtenus par 1’espéce C. canephora.
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Figure 36: Evolution des absorbances du milieu réactionnel en fonction des concentrations

des extraits des graines vertes et standrards. A: C. canephora, B:

C. arabica, C: les standards.
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Tableau 10: Les Ags (1g/ mL) des différents extraits des graines vertes de C. canephora et
de C. arabica par la méthode de FRAP.

Coffea canephora Coffea arabica
Extrait méthanolique 8,36x0,02 8,17+£0,63
Extrait d’acétate d’éthyle 26,087 = 5,37 34,32+0,09
Extrait n-Butanol 5,67+0,10 16,33+1,61
Phase résiduelle 6,99+1,00 14,94+0,08
Acide ascorbique 6,78+1,15 6,78+1,15
Acide tannique 4,47+0,91 4,47+0,91

6.5. Phénanthroline

L’évaluation de l'activité de la phénanthroline est basée sur la capacité d’un antioxydant a
réduire le fer ferrique en fer ferreux qui forme par la suite un complexe de couleur rouge-
orangé avec la 1,10-phénantroline. Cette intensité a été mesurée a 1’aide d’un lecteur de
microplaque a 510 nm. Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer des courbes
linéaires (Figure 37). Les Ags sont représenteées dans le tableau 11.

Nous constatons que 1’extrait n-butanol de C. canephora et I’extrait méthanolique de
C. arabica présentent une meilleure Ags par rapport aux autres extraits. Ces valeurs sont trés
proches de celles du BHA et BHT.

La comparaison entre les deux especes montre que les Ags sont trés rapprochés mis a part

I’extrait I’acétate d’éthyle.

.
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Figure 37: Evolution des absorbances du milieu réactionnel en fonction des concentrations
des extraits des graines vertes et standards. A: C. canephora, B: C. arabica, C: les standards.
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Tableau 11: Les Ags (1g/ mL) des différents extraits des graines vertes de C. canephora et

de C. arabica par la méthode de phénanthroline.

Coffea canephora Coffea arabica
Extrait méthanolique 4,36+0,15 2,54+0,06
Extrait d’acétate d’éthyle 33,39+ 2,00 4,85+0,23
Extrait n-Butanol 1,90+0,05 3,00+0,05
Phase résiduelle 6,22+0,18 6,25+0,01
BHT 0,93+0,07 0,93+0,07
BHA 2,24+0,17 2,24+0,17

6.6. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)
L’évaluation de cette activité est basée sur le suivie de la diminution de 1’absorbance du
complexe Néocuproéne-cuivre. En effet, un agent antioxydant réduit le complexe cuivre-
neocuproéne en produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu*’-Nc de couleur jaune-
orangé mesurable a 450 nm. Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes
linaires. La figure 38 montre 1’évolution des absorbances du milieu réactionnel en fonction
des concentrations des extraits des graines vertes de café. D’aprés les résultats, nous
observons que les extraits de C. canephora (I’extrait méthanolique, I’extrait n-butanolique et
la phase résiduelle) présentent des Ags trés proches (4,24 + 0,13 pg/ mL; 4,09 £ 0,36 pg/
mL ; 5,34 £ 0,78 pg/ mL respectivement). Ces valeurs sont inférieures a celle du BHT mais
sont proches de BHA (Tableau 12).

Pour C. arabica, nous remarquons que 1’extrait méthanolique, I’extrait n-butanolique ainsi
que la phase résiduelle présentent des Ags aussi tres proches (0,82 + 0,42 ng/ mL ; 1,17 + 0,49
ug/ mL et 1,39 + 0,23 ug/ mL respectivement). Ces valeurs sont nettement inferieures a celles
de BHT (9,62 + 0,87 ug/ mL) et BHA (3,64 £ 0,19 pg/ mL).

Il est a noter que les extraits d’acétate d’éthyle des deux espéces présentent des Ags les plus
élevées par rapport aux autres extraits (7,07 = 0,59 ug/ mL pour C. canephora et
3,32 £ 0,5 ug/ mL pour C. arabica).

Nous constatons que les extraits de C. arabica ont une bonne capacité a réduire le complexe

cuivre-neocuproéne par rapport aux extraits de C. canephora.
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Figure 38: Evolution des absorbances du milieu réactionnel en fonction des concentrations

des extraits des graines vertes et standards. A: C. canephora, B: C. arabica, C: les standards.
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Tableau 12: Les Aps (1g/ mL) des différents extraits des graines vertes de C. canephora et
de C. arabica par la méthode de CUPRAC.

Coffea canephora Coffea arabica
Extrait méthanolique 4,24+0,13 0,82+0,42
Extrait d’acétate d’éthyle 7,07+0,59 3,32+0,5
Extrait n-Butanol 4,09+0,36 1,17+0,49
Phase résiduelle 5,34+0,78 1,39+0,23
BHT 9,33+0,87 9,33+0,87
BHA 3,69+0,19 3,69+0,19

6.7. Capacité antioxydante totale
La capacité antioxydante totale de nos extraits est exprimée en pg équivalent acide ascorbique
par mg d’extrait. Cette méthode est basée sur la réduction du (Mo®*) au (Mo®") par les
composés antioxydants et la formation d’un complexe vert phosphate/ (Mo>*) & pH acide. Les
résultats de la capacité antioxydante totale des I’ensemble des extraits sont représentés dans le
tableau 13.
Pour I’espéce C. canepohra nous constatons que 1’extrait méthanolique présente la capacité la
plus élevée a réduire le molybdéne suivie par 1’extrait n-Butanol et la phase résiduelle (29,46
+ 0,05 ug EAA/mg d’extrait, 27,18 + 0,02 ug EAA/mg d’extrait, 26,23 + 0,05 ug EAA/mg
d’extrait respectivement).
Concernant I’espece C. arabica, 1’extrait méthanolique exerce la capacité antioxydante totale
la plus élevée (27,43 + 0,03 ug EAA/mg d’extrait), suivie par la phase résiduelle (25,78 +
0,02 ng EAA/mg d’extrait), ensuite 1’extrait n-butanol (24,66 + 0,07 ug EAA/mg d’extrait).
Il est & noter que les extraits acétate d’éthyle des deux espéces présentent les plus faibles
capacités antioxydante totale.
D’apres les résultats obtenus, nous remarquons que les extraits de C. canephora montrent une

meilleure capacité antioxydante totale par rapport C. arabica.

.



Troisieme partie Résultats et interprétation

y =2,910x
1,8 - R?=10,990
1,6
1,4 -

1,2 A

0,8 -

Absorbance a 695 nm

0,6
0,4 -
0,2

0 T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Concentration de I'acide ascorbique en (mg/mL)

Figure 39: Capacité antioxydante totale de 1’acide ascorbique.

Tableau 13: La capacité antioxydante totale (ug EAA/mg d’extrait) des différents extraits des

graines vertes de C. canephora et de C. arabica.

_ Extrait _
_ Extrait Extrait n- Phase
Extraits . . d’acétate o
méthanolique butanol résiduelle
d’¢éthyle

C. canephora 29,46 + 0,05 24,21 + 0,05 27,18 £0,02 | 26,23+0,05

C. arabica 27,43 + 0,03 24,25 + 0,26 24,66 + 0,07 | 25,78+0,02

7. Etude de P’activité Cholinesterase

Les résultats des activités inhibitrices de I'acétylcholinestérase (AChE) et de la
butyrylcholinestérase (BChE) des différents extraits des graines vertes de C. canephora et
C. arabica sont représentés dans les graphes 40 et 41.

Nous constatons que tous les extraits de C. arabica et C. canephora présentent un effet
inhibiteur vis-a-vis de la BChE qui peut atteindre 40% et 13% respectivement. En revanche
seul I’extrait d’acétate d’éthyle de C. arabica présente un effet inhibiteur de I'AChE (35%

environ). La Clso de ces extraits est supérieure a 200 pg/ mL vis-a-vis des deux enzymes.

=
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Figure 40: Pourcentage d'inhibition de I’acétylcholinesterase en fonction des concentrations
des extraits des graines vertes et du standard. A: C. canephora, B: C. arabica,

C: Galantamine.
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Figure 41: Pourcentage d'inhibition de la butyrylcholinesterase en fonction des

concentrations des extraits des graines vertes et du standard. A: C. canephora, B: C. arabica,

C: Galantamaine.
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8. Evaluation de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des différents extraits des graines vertes de C. canephora et
C. arabica a été évaluée dans un premier temps par la technique de diffusion sur milieu gélosé
(méthode des disques). Les diamétres des zones d’inhibition sont représentés dans les
tableaux 14 et 15.

Nous remarquons que 1’extrait méthanolique, acétate d’éthyle et n-butanol de C. canephora,
exercent une activité antibactérienne vis-a-vis des souches Escherichia coli ATCC 8739,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Acinetobacter baumannii ATCC 19606, Enterobacter cloacae ATCC 13047,
Bacillus cereus ATCC 10876, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Micrococcus luteus
ATCC 9341 avec des zones d’inhibition comprises entre 7 et 12 mm. Nous remarquons
également que Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Citrobacter freundii ATCC 8090 et
Proteus mirabilis ATCC 356559 ne sont sensibles que vis-a-vis de les extraits méthanolique
et acétate d’éthyle, alors que Enterococcus faecalis ATCC 49452 et
Bacillus subtilis ATCC 6633 sont sensibles aux extraits acétate d’éthyle et n-butanolique. En
revanche, la phase résiduelle n’exerce qu’une faible activité antibactérienne vis-a-Vvis
d’Enterobacter cloacae ATCC 13047, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922 et Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Il est & noter que la zone d’inhibition la plus élevée a été obtenue par 1’extrait n-butanolique et
I’extrait méthanolique Vvis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (12,5 mm) et
Micrococcus luteus ATCC 9341 (12 mm) respectivement.

Concernant C. arabica, nous constatons qu’Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Citrobacter freundii ATCC 8090, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Proteus mirabilis
ATCC 35659 et Micrococcus luteus ATCC 9341 sont sensibles vis-a-vis de tous les extraits
avec des zones d’inhibition allant de 7 a 13 mm. La souche
Salmonella typhimurium ATCC 13311 est sensible aux extraits méthanolique, acétate d’éthyle
et la phase résiduelle. Par contre Enterococcus faecalis ATCC 49452 est sensible a 1’extrait
n-buatnol et la phase résiduelle.

De plus, nous observons que seul 1’extrait d’acétate d’éthyle et la phase résiduelle exercent
une activité antibactérienne vis-a-vis d’Acinetobacter baumannii ATCC 19606 et
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 avec une zone d’inhibition qui peut atteindre 9,5 mm.

Alors qu’Escherichia coli ATCC 8739 est sensible seulement a 1’extrait méthanolique.

-
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Tableau 14: Diamétres des zones d’inhibition (mm) des différents extraits des graines vertes de C. canephora et C. arabica vis-a-vis des

bactéries a Gram positif.

Extraits Coffea canephora Coffea arabica Gent
Bactéries MET AC n-B PR | MET AC n-B PR

Bacillus cereus ATCC 10876 70 8+0 910 60 60 6+£0 60 60 20
Bacillus subtilis ATCC 6633 60 9+14 |10+14 | 60 60 6+£0 60 60 22
Staphylococcus aureus ATCC 25923 8+0 9+0 9+14 | 7x0 7+0 8+0 8+14 | 10+14 | 32
Enterococcus faecalis ATCC 49452 60 714 70 60 60 60 8x0 8+0 21
Micrococcus luteus ATCC 9341 12+14 910 9+14 | 6+£0 | 95+0,7 | 125+0,7 | 9+0 | 13+14 | 22
Listeria monocytogenes ATCC 15313 6+0 6+0 60 6+0 60 6+0 6+0 6+0 22

MET : extrait méhanolique, AC : extrait d’acétate d’éthyle, n-B : extrait n-butanolique, PR : phase résiduelle, Gent : gentamicine
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Tableau 15: Diameétres des zones d’inhibition (mm) des différents extraits des graines vertes de C. canephora et C. arabica vis-a-vis des

bactéries a Gram négatif.

Extraits Coffea canephora Coffea arabica Gent

Bactéries MET AC n-B PR MET AC n-B PR
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | 80 70 125+0,7 | 70 8x0 1014 | 75£0,7 9+0 22
Escherichia coli ATCC 25922 80 70 75+0,7 70 70 12+ 0 10+ 0 71 21
Escherichia coli ATCC 8739 8+0 8+0 8+14 610 8+0 610 6+0 610 22
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 | 9+14 | 100 90 60 60 9+1/4 60 85%0 35
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 8+x0 | 7,507 60 60 60 95+0,7 60 85+0,7| 19
Citrobacter freundii  ATCC 8090 9+14 11+0 60 60 70 115+0 70 11+0 18
Enterobacter cloacae ATCC 13047 8+14 8x0 11+0 8+14 | 85+0,7| 95%0 80 12+0 21
Proteus mirabilis ATCC 35659 8+0 80 60 6+0 |[85+0,7| 9+14 80 95+0,7| 25
Salmonella typhimurium ATCC 13311 | 6+0 60 9+14 60 95+0 | 8507 60 9+0 22

MET : extrait méhanolique, AC : extrait d’acétate d’éthyle, n-B : extrait n-butanolique, PR : phase résiduelle, Gent : gentamicine
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Afin de confirmer les résultats de la technique de diffusion des disques, nous avons déterminé
la concentration minimale inhibitrice pour les extraits qui ont montré des diamétres des zones
d’inhibition supérieures a 6 mm de diamétre. Les résultats sont présentés dans les tableaux 16
et17.

Concernant C. canephora, nous constatons que 1’extrait méthanolique et n-butanol présentent
une puissante activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec une
CMI qui est d’ordre de 40 pg/ mL. Alors que D’extrait d’acétate d’éthyle présente une
excellente activité antibactérienne vis-a-vis de Citrobacter freundii ATCC 8090 et
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 avec une CMI qui est de 78 pg/ mL et 156 pg/ mL
respectivement.

Il est & noter que I’ensemble des extraits exercent un faible effet antibactérien vis-a-vis du
reste des souches avec des CMI considérées comme non pertinentes.

Concernant C. arabica, nous remarquons que I’extrait méthanolique présente une bonne CMI
vis-a-vis de Citrobacter freundii ATCC 8090 et de Micrococcus luteus ATCC 9341 avec des
valeurs qui sont de 26,04 pg/ mL et 52,08 pg/ mL respectivement.

Nous constatons également que 1’extrait n-butanol présente une bonne CMI vis-a-vis de
Citrobacter freundii ATCC 8090 et de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (13,02 pg/ mL).
Il est & noter que tout les extraits présentent un faibles effet antibactérien vis-a-vis le reste des
souches.

.
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Tableau 16: Concentrations minimales inhibitrices (ug/ mL) des différents extraits des graines vertes de C. canephora et C. arabica vis-a-vis des

bactéries a Gram positif.

Extraits Coffea canephora Coffea arabica Gent
MET AC n-B PR MET AC n-B PR

Bactéries
Bacillus cereus ATCC 10876 1,2510° | 1,2510° | 2,510° - - - - - 0,19
Bacillus subtilis ATCC 6633 - 1,2510° | 625 - - - - - 0,65
Staphylococcus aureus ATCC 25923 40 2,5 10° 40 312 12510° | 12510° | 13,02 | 2510° | 0,19
Enterococcus faecalis ATCC 49452 - - 2,510° - - - 625 510° 2,6
Micrococcus luteus ATCC 9341 2510° | 2510° | 510° - 52,08 2510° | 2510° 625 0,12
Listeria monocytogenes ATCC 15313 - - - - - - - - 0,19

MET : extrait méhanolique, AC : extrait d’acétate d’éthyle, n-B : extrait n-butanolique, PR : phase résiduelle, Gent : gentamicine
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Tableau 17: Concentrations minimales inhibitrices (ug/ mL) des différents extraits des graines vertes de C. canephora et C. arabica vis-a-vis des

bactéries a Gram négatif.

Résultats et interprétation

Extraits Coffea canephora Coffea arabica Gent
Bactéries MET AC n-B PR MET AC n-B PR

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 | 2,510° | 12,510° | 2,510° | 510° | 12510° | 12510° | 12,510° | 12510° | 0,78

Escherichia coli ATCC 25922 2510° | 12510° | 2,510° | 510° | 2510° 510° 510° 510°
Escherichia coli ATCC 8739 510° 10°* 510° - 625 - - - 0,5
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 313 156 625 - - 625 - 2,5 10° 0,65

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 - 2,510° 510° - - 1,25 10° - 510° 8

Citrobacter freundii ATCC 8090 - 78 2,510° - 26,04 313 13,02 | 1,2510° | 0,19
Enterobacter cloacae ATCC 13047 510° | 1,2510° | 1,2510° | 510° 510° 2510° | 2,510° 510° 2,6
Proteus mirabilis ATCC 35659 - 313 10* - 1,2510° | 1,2510° | 1,2510° | 2,510° 0,5
Salmonella typhimurium ATCC 13311 - - - - 510° - - 510° 0,65

MET : extrait méhanolique, AC : extrait d’acétate d’éthyle, n-B : extrait n-butanolique, PR

: phase résiduelle, Gent : gentamicine
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9. Evaluation de I’activité antifongique

L’évaluation de I’activité antifongique des différents extraits a été recherchée par la méthode
de diffusion des disques sur gélose Muller-Hinton supplémenté. Le tableau 18 regroupe les
résultats des diamétres des zones d’inhibition en mm des différents extraits de
C. canephora et C. arabica vis-a-vis des 3 levures de Candida albicans.

L’extrait n-butanolique de C. canephora présente la meilleure activité antifongique vis-a-vis
de Candida albicans ATCC 10231 et avec un diamétre de la zone d’inhibition de 1’ordre de
15 mm. Nous observons que la plus part de nos extrait exercent une moyenne activité
antifongique vis-a-vis de Candida albicans ATCC 10231 et Candida albicans 1P444. Les
diamétres d’inhibition sont compris entre 7 et 12 mm pour C. canephora et entre 7 et 9 mm
pour C. arabica. Cependant Candida albicans ATCC 26790 est I’espéce est qui a résisté le

plus a nos extraits.

Tableau 18: Diamétres des zones d’inhibition en mm des différents extraits de grain de café

vert de C. canephora et C. arabica vis-a-vis des levures de Candida albicans.

Extraits Coffea canephora Coffea arabica

AmB
MET AC n-B PR Met AC n-B | PR

Levures

C. albicans 70 70 6+0 |9+0| 80 | 8+x14 |8+x0|6x0| 215
ATCC 26790

C.albicans | 12+14 | 12+14|15£0|9+0| 9+0 [ 8+£14 |7£0 |70 15
ATCC 10231

C. albicans 10+0 | 7+14 | 7+0 |8+x0(9+14 | 7+14 | 70|60 20
IP444

MET : extrait méhanolique, AC : extrait d’acétate d’éthyle, n-B : extrait n-butanolique, PR :
phase résiduelle, AmB : amphotéricine B

Les résultats des CMI vis-a-vis des levures sont représentés dans le tableaul9. Nous
observons que les différents extraits exercent une faible activité antifongique avec une CMI
allant de 1,25 10% & 10* pg/ mL.
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Tableau 19: Concentrations minimales inhibitrices des différents extraits des graines vertes
de C. canephora et C. arabica vis-a-vis des levures de Candida albicans.

Extraits Coffea3 canephora Coffga arabica
10° pug/ mL 10° ug/ mL
S1¢ HY AMB
Met | AC [ n-B | PR | Met | AC | n-B | PR | HI/ML
Levures
C. albicans 1,25 | 1,25 - 5 25 | 25 | 1,25 - 0,8
ATCC 26790
C. albicans 125|125 | 1,25 5 2,5 25 | 1,25 | 1,25 0,4
ATCC 10231
C. albicans 1P444 5 25 | 25 | 10 5 25 | 1,25 - 2
MET : extrait méhanolique, AC : extrait d’acétate d’éthyle, n-B : extrait n-butanolique, PR :
phase résiduelle, AmB : amphotéricine B

10. Evaluation du test d’adhésion

10.1. Expérience d’adhésion a temps zéro
Les résultats relatifs a 1’effet des différents extraits des graines vertes de C. canephora et
C. arabica sur les trois souches bactériennes de référence sont représentés dans la figure 42.
Ces extraits sont ajoutés en méme temps que les souches bactériennes avec une concentration
finale égale a CMI/8. La quantification de la biomasse dans ’adhésion est réalisée par la
technique au cristal violet apres 3 heures d’incubation a 37°C.
Pour C. canephora, nous constatons que la phase résiduelle a un effet antiadhésif élevé contre
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec les taux d'inhibition 55%, 74% et 58%
respectivement.
De plus, l'extrait méthanolique et I’extrait n-butanol ont un effet inhibiteur contre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (environ 67%
et 63% respectivement).
Il est a noter que 1’extrait d’acétate d’éthyle ne présente pas un effet antiadhésif vis-a-vis des
trois souches bactériennes.
Pour C. arabica, nous observons que I’ensemble des extraits présentent un effet antiadhésif
vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec un pourcentage d’inhibition qui atteint

57%. Nous observons également que I’extrait méthanolique présente un faible effet

-
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antiadhésif contre Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (24%), alors que phase résiduelle
exerce un effet inhibiteur vis-a-vis d’Escherichia coli ATCC 25922 avec un pourcentage
inhibition de 41%.

La quercétine a montré l'effet antiadhésif le plus élevé vis-a-vis de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922 avec un pourcentage
inhibition de 74% et 63% respectivement.

70 -
60 - 1

50 - I H Pseudomonas aeruginosa ATCC
I 27853
40 - I

30 - m Staphylococcus aureus ATCC 25923

20 - Escherichia coli ATCC 25922

Pourcentage d'inhibition (%)

Extraits

80 -~
70 - B

60 - I

50 1 = Pseudomonas aeruginosa ATCC

40 - L T 27853

30 - m Staphylococcus aureus ATCC 25923

20 1 Escherichia coli ATCC 25922

Pourcentage d'inhibition (%)

Extraits

Figure 42: Taux d'inhibition d'adhésion en présence d'extraits des graines vertes de café et
des standards a CMI/8 (A : C. canephora, B : C. arabica).
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10.2. Prétraitement du support par les extraits
La figure 43 regroupe les résultats de I’effet des différents extraits des graines vertes de
C. canephora et C. arabica sur I’adhésion des trois bactéries de référence. Les souches
bactériennes sont additionnées aprés un prétraitement du support pendant 3 heures par les
différents extraits.
Pour C. canephora, nous constatons que Staphylococcus aureus ATCC 25923 s'est avérée étre
la souche la plus sensible aux différents extraits mis a part I’extrait d’acétate d’éthyle. En
effet, a la CMI/8, I'extrait n-butanolique a un effet antiadhésif le plus élevé contre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec un
pourcentage d'inhibition de 56,5% et 32,37 % respectivement. Néanmoins, la phase résiduelle
a un effet antiadhésif contre Escherichia coli ATCC 25922 avec un pourcentage d'inhibition
de I’ordre de 39,4%. Ces pourcentages d'inhibition sont supérieurs a ceux de la quercétine et
de la gentamicine.
Il est & noter que I’extrait d’acétate d’éthyle ne présente aucun effet inhibiteur vis-a-vis des
trois souches bactériennes.
Pour C. arabica, nous constatons que la phase résiduelle présente un effet antiadhésif vis-a-
vis des trois souches bactériennes avec un taux d’inhibition qui est de 33,54% pour
Staphylococcus aureus ATCC 25923, 40% pour Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et
26,56% pour Escherichia coli ATCC 25922. De plus, I’extrait méthanolique présente un effet
inhibiteur simplement vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (43,75%) et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (40%), alors que I’extrait n-butanol présente un effet
inhibiteur seulement contre Staphylococcus aureus ATCC 25923 (33,76%). En revanche,
I’extrait d’acétate d’éthyle ne présente aucun effet inhibiteur contre les trois souches
bactériennes.
Il est a noter que la phase résiduelle présent un taux d’inhibition contre
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC 25922 supérieur a celui de

la gentamicine et la quercetine.

.
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Figure 43:

extraits

Taux d'inhibition d'adhésion apres un prétraitement du polystyréne par les
de graines vertes de café et les standards a CMI/8 (A : C. canephora,
B : C. arabica).

11. Angle de contact

Un support est dit hydrophile lorsque la valeur de I'angle de contact avec I'eau atteint au

maximum 65° (Van Oss, 1995). Pour cette raison, le polystyrene seul était considéré comme

hydrophobe.

L'hydrophobicité du support traité ou non par la gentamycine et les différents extraits a été

évaluée par la mesure de I'angle de contact en utilisant les équations de Young-van Oss. Les

résultats sont mentionnés dans le tableau 20.
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Nous constatons que le caractéere hydrophobe diminue apres le prétraitement du support par
les différents extraits de C. canephora ou il devient complétement hydrophile aprés un
prétraitement par 1’extrait n-butanol.

Aprés le prétraitement du polystyrene par les différents extraits de C. arabica, nous
remarquons que le support est hydrophobe avec une lIégere diminution de la valeur 6,,.
D’aprés les résultats obtenus de I’approche thermodynamique, nous constatons que le support
seul ou bien aprés son prétraitement par les différents extraits de C. canephora et C. arabica
est considéré comme hydrophobe.

En outre, le tableau 20 montre aussi les résultats des composantes de tension superficielle de
Lifshitz-van der Waals (y"") ainsi que les paramétres donneur / accepteur de 1'électron (y-, ).
Nous constatons que le polystyréne présente un faible caractere accepteur d'électron (0,47
mJm).

Aprés le prétraitement avec des différents extraits de C. canephora, nous constatons une
augmentation treés significative de 1’effet donneur d’électrons du support traité par le
n-butanol (23,80 mJm™). Tandis qu'une augmentation du caractére accepteur d'électrons a été
observée avec tous les extraits avec une valeur qui est entre 0,69 et 1,10 mJm™. Il est & noter
que I’'usage de I’extrait n-butanol montre que cette valeur diminue et elle est estimée a 0,41
mJm.

Apres le prétraitement du polystyréne avec des différents extraits de C. arabica, nous
remarquons une diminution trés significative de 1’effet donneur d’électrons du support traité
par I’extrait méthanolique, I’extrait d’acétate d’éthyle et I’extrait n-butanol (4,53 mIm?
6,84 mJm™ et 2,52 mIm respectivement). En revanche, cette valeur augmente en utilisant la
phase résiduelle avec une valeur qui est de 14,67 mJm™.

En parallele, une diminution du caractére d'accepteur d'électron a été observée en utilisant
tous les extraits avec une valeur comprise entre 0,00 et 0,38 mJm™, mais lorsque nous
utilisons 1extrait d’acétate d’éthyle, cette valeur avait augmenté et était estimée a 1,07 mym™.
On peut conclure que le polystyrene sans ou aprés un prétraitement par les différents extraits

des graines verts de C. canephora et C. arabica présente un fort effet donneur d’électron.

.
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Tableau 20: Angles de contact de I'eau (0y,), du formamide (05) et du diiodométhane (64), Lifshitz-van der Waals (y'W), le donneur-accepteur
d'électrons (v, y") des différents extraits des graines vertes de C. canephora et C. arabica.

Angle de contact (°) Tension de surface: coposants et paramétres Hydrophobicité
(mJ/m?) (mJ/m?)
0g O 0w 7 v Y g AGiwi

C. canephora

Polystyréne seul 46,60 72,73 84,77 36,07 0,47 9,23 4,17 -38,68
Polystyrene+ 40,50 42,83 67,79 39,28 1,09 9,86 6,56 -35,71
Extrait Met
Polystyrene+ 38,20 42,49 69,76 40,42 1,10 7,96 5,92 -41,38
Extrait AC
Polystyrene+ 38,06 40,89 54,91 40,49 0,41 23,80 6,25 -8,76
Extrait n-B
Polystyrene+ 35,37 43,87 69,50 41,77 0,69 8,82 4,93 -41,51
Extrait PR
C. arabica
Polystyréne seul 46,60 72,73 84,77 36,07 0,47 9,23 4,17 -38,68
Polystyréne+
Extrait Met 41,15 54,31 79,87 38,95 0,38 4,53 2,62 -56,69
Polystyréne+
Extrait AC 43,13 44,99 70,08 38,44 1,07 8,64 6,08 -38,57
Polystyréne+
Extrait n-B 36,92 56,01 84,16 41,04 0,22 2,52 1,49 -69,41

Polystyrene+
Extrait PR 46,66 60,21 72,16 36,04 0,00 14,67 0,00 -27,23
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12. Détermination de I’activité hémolytique des extraits vis-a-vis des globules rouges

Les résultats de 1’évolution des pourcentages d’hémolyse des globules rouges humains sont
représentés dans les figures 44 et 45.

Concernant les extraits de C. canephora, a la concentration 500 pg/ mL les taux d’hémolyse
passent de 0 a 1,9 % pour ’extrait méthanolique, de 0 a 8% pour I’extrait d’acétate d’éthyle
et n-butanol et de 0 a 7,8 % pour la phase résiduelle. A la concentration 62 pg/ mL tous les
extraits n’ont pas révélé de toxicité vis-a-vis des globules rouges humains.

Pour les extraits de C. arabica, nous remarquons que le pourcentage d’hémolyse de tous les
extraits est inférieur a 4 % a durant 60 min d’incubation mis a part celui d’acétate d’éthyle. A
la concentration 500 pg/ mL les taux d’hémolyses les plus importants pour 1’espéce
C. arabica ne dépassent pas 3,5 %.

Il est a noter que I’extrait d’acétate d’éthyle a montré une forte toxicité a partir de 30 min
d’incubation a la concentration 500 ng/ mL. Le taux d’hémolyse a atteint 31%.

Nous pouvons dire que I’ensemble de tous les extraits ne sont pas toxiques vis-a-vis des
globules rouges, a I’exception de I’hémolyse maximale qui est obtenue avec 1’extrait d’acétate
d’¢éthyle et la phase résiduelle de C. canephora (environ 8%), et celui d’acétate d’éthyle de C.

arabica avec un taux de 31% a 500 pg/ mL.

.
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Figure 44: Evolution des taux d'hémolyse en fonction des concentrations des différents

extraits des graines vertes de C. canephora.
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Figure 45: Evolution des taux d'hémolyse en fonction des concentrations des différents

extraits des graines vertes de C. arabica.
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Les plantes médicinales représentent une source importante de composés bioactifs bien
connus dans divers domaines tels que l'industrie alimentaire, cosmétique, thérapeutique et
pharmaceutique. Dans le secteur de la fabrication des médicaments, les plantes médicinales, si
bien utilisées, peuvent avoir moins d'effets secondaires que les médicaments synthétiques
(Ang et al., 2019 ; Chandran et al., 2020).

Le café est une des plantes les plus consommeées dans le monde. Les espéces C. canephora et
C. arabica sont parmi les variétés les plus cultivées dans beaucoup de pays. Leurs graines
vertes sont treés riches en substances bioactives et représentent de ce fait un bon potentiel pour
le secteur médical et alimentaire. Les graines de café restent I'organe le plus important dans le
commerce du café en raison de leur utilisation intensive dans la transformation des boissons a
base de café.

L’objectif de cette these est la caractérisation et 1’étude des substances bioactives issues des
graines de C. canephora et C. arabica valorisables dans les domaines de la médecine
humaine, vétérinaire et en agronomie. Les travaux sous-jacents visent a la recherche
d’activités biologiques de type antioxydante (afin de stimuler des défenses contre le stress
oxydant des organismes et permettre ainsi une nouvelle approche dans la lutte contre les
pathologies), antibactérienne (alternative aux antibiotiques), antifongique (activité fongicide,
fongistatique et inhibitrice de formation des biofilms). Ces infections représentent toujours un
probléme de santé publique majeur malgré les progres de la médecine, et ce en particulier
dans les pays en voie de développement, du fait de la faible disponibilité des traitements et du
développement des phénomenes de résistance (Tremolieres, 2010).

La préparation des extraits a €té réalisée en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction.
Cet extrait a subi ensuite une extraction liquide-liquide en utilisant deux solvants de polarité
croissante : 1’acétate d’éthyle et le n-butanol. Au total, nous avons obtenu 4 extraits pour
chaque espece qui sont : extrait méthanol, extrait d’acétate d’éthyles extrait n-butanol et la
phase résiduelle.

Tous les extraits on fait I’objet du dosage des teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et
en tannins condensés. Les extraits méthanoliques des deux espéces ont montré des teneurs trés
élevées en polyphénols totaux et en flavonoides. Ce résultat est en accord avec les travaux de
Falleh et al., (2008), qui montrent que le méthanol est le meilleur solvant pour I'extraction des
polyphénols.

Les résultats obtenus peuvent étre liés a plusieurs facteurs tels que les facteurs climatiques et
environnementaux, la polarité du solvant utilisé, la période de récolte, la variété, 1’organe

utilisé et le stade de développement de la plante, la méthode et la durée d'extraction

.
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(Miliauskas et al., 2004 ; Ebrahimi et al., 2008 ; Haddoudi et al., 2014 ; Zlotek et al.,
2016).

Le profil HPLC obtenu montre treés bien la richesse des extraits des graines vertes de
C. canephora et C. arabica en composes phénoliques et confirme les résultats obtenus dans
les dosages. En effet, ces deux espéces contiennent les composes phenoliques : I’acide
chlorogénique, la quercétine, et I’acide P-coumarique. De plus, I’espece C. arabica contient
¢galement la rutine, I’acide férulique et la catéchine. Le résultat du spectre infrarouge et de la
RMN de la fraction Fn-BA de I’extrait n-butanol de C. arabica a montré que cette fraction
correspond a la caféine. Aucune étude n’a montré la présence de ces molécules mis a part la
caféine dans les graines vertes du café.

En revanche, la présence de ces composés a été rapportée par plusieurs travaux qui ont montré
que les feuilles de café contiennent ces métabolites secondaires (Campa et al., 2012 ;
Almeida et al., 2014 ; Souard et al., 2018 ; Ngamsuk et al., 2019).

De grandes quantités de composés phénoliques ont été signalées dans les fruits et les graines
du café. Les acides chlorogéniques sont les principaux composés phenoliques qui
s'accumulent dans les graines pendant la maturation des fruits et des graines de café (Acidri et
al., 2020).

Les résultats de la RMN et I’infrarouge de la fraction Fn-BR3 de C. canephora nous ont
permis la caractérisation pour la premiére fois du composé kahweol acétate. Nos résultats sont
confirmés par Finotello et al., (2017) lequel a montré que le kahweol était détecté chez Coffea
canephora, ce qui implique qu'il ne devrait plus étre considéré comme un marqueur
spéecifique de C. arabica, puisque plusieurs expériences ont montré que le kahweol était
absent chez C. canephora (Rubayiza et Meurens, 2005 ; Keidel et al., 2010 ; Wermelinger
et al., 2011 ; Souza et Benassi, 2012). Les travaux de Lam et al., (1985) ont montré que le
kahweol peut étre soit estérifié par un groupe acétate soit par un acide gras.

Les composés phénoliques sont a 1’origine d’un large spectre d’activités biologiques a savoir
I’activité antibactérienne, anti-cancérigéne, anti-inflammatoire, antioxydante. Les plantes de
café sont une source importante d'antioxydants alimentaires. La capacité antioxydante des
plantes, serait due a 1’accumulation de polyphénols (Alvarez-Jubete et al., 2010). Ce qui
nous a poussés a étudier la capacité antioxydante de nos extraits en utilisant sept méthodes qui
sont fortement liées a leur caractere réducteur.

Nous avons observé que tous les extraits a 1’exception de I’extrait d’acétate d’éthyle
exergaient un pouvoir inhibiteur du radical libre DPPH. L’extrait n-butanol a présenté la Clsg

la plus basse (20,09+0,40 ug/ mL pour C. arabica et 11,32 £+ 0,35 pg/ mL pour C. canphora).

.
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Acidri et al., (2020) ont obtenu des résultats moins intéressants avec 1’extrait aqueux des
graines vertes de C. arabica issue d’Indonésie (Cls50=146,8 £ 12,0 pug/ mL).

Plusieurs études ont relié le potentiel antioxydant des extraits a leur teneurs en composes
phénoliques (Alvarez-Jubete et al., 2010 ; Stagos et al., 2012; Amri et al., 2015 ; Guettaf et
al., 2016). Les composeés phénoliques, en particulier les flavonoides et les acides phénoliques,
exercent I’activité antioxydante par le piégeage des especes radicalaires et les formes
réactives de l'oxygéne (Kelly et al., 2002 ; Albano et Miguel, 2010 ; Treml et Smejkal
2016).

Le profil HPLC a démontré que les flavonoides et les acides phénoliques sont présents dans
les graines vertes de C. canephora et C. arabica. Ces composés agissent comme antioxydants
contre les radicaux libres. Selon Alvarez-Jubete et al., (2010), les polyphénols a I’origine de
I’activité antioxydante sont la mangiférine et 1’acide 5-caffeoylquinic (l'une des principales
classes d'acide chlorogénique).

Certaines études ont montré que la relation entre la structure chimique des composés
phénoliques et leur capacité a piéger les radicaux libres dépendent du nombre, la polarité, la
position, le degré de polymérisation et la nature des substituant sur les cycles (Karamac et
al., 2005 ; Tabart et al., 2009 ; Barek et al., 2020). De plus, l'activité de piégeage du
flavonoide contre le radical hydroxyle augmente avec le nombre de groupes hydroxyles
substitués sur le cycle B (Robards et al., 1999). Cependant, la disponibilité du site de
déprotonation joue un rdle primordial dans le transfert des atomes d'hydrogene (4-OH pour la
quercétine par exemple) (Martins et al., 2004). De plus, I'enthalpie de dissociation de la
liaison -OH est inversement proportionnelle a la capacité de transfert de I'atome d'hydrogéene
(Laguerre et al., 2007) et elle est largement utilisée comme indice d'activité de piégeage
contre ce radical (Cheng et al., 2002).

Dans un second temps nous avons évalué I’activité antioxydante en utilisant la technique du
piégeage de I’ABTS. Les radicaux ABTS® sont plus réactifs que les radicaux DPPH et
contrairement a la réaction du radical DPPH qui implique un transfert de protons, la réaction
radicalaire ABTS™ implique le transfert des électrons. Les résultats obtenus ont montré que
I’extrait n-butanol présente la plus basse Clsy par rapport aux autres extraits. Cette Clsg est
inferieure a celle de I’extrait aqueux rapportée par Acidri et al., (2020).

Nos résultats peuvent étre expliqués par la présence des groupements hydroxyles présents
dans les différentes molécules détectées par la HPLC. En effet, la présence de groupes

hydroxyles libres dans les composés phénoliques peuvent servir de donneurs d'électrons. Par

.
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conséquent, les antioxydants sont considéerés comme réducteurs et inactivateurs des oxydants
(Siddhuraju et Becker 2007).

Concernant le test du blanchissement du [B-caroténe, nous avons remarqué que la phase
résiduelle des deux especes présente la plus faible Clso. La structure et la lipophilie des
antioxydants sont les facteurs déterminants de 1’inhibition la peroxydation lipidique en raison
de leur capacité d’interagir et de s’incorporer dans les bicouches lipidiques (Antonella et
al., 1995 ; Djeridane et al., 2010).

De plus les travaux de Maggi et ses collaborateurs (2009) ont montré que les composes
oxygenés (alcools) inhibent la peroxydation lipidique.

Les résultats du test FRAP avaient montré que les extraits méthanoliques des deux espéeces
ainsi que I’extrait n-butanol de C. canephora présentent les plus basses Ags.

Dans I’espéce indonésienne de C. arabica, Acidri et al., (2020) I’extrait aqueux n’a pas
montré une activité intéressante au test antioxydant via le test FRAP.

En ce qui concerne le test du phénanthroline, nous avons remarqué que les extraits méthanol
et n-butanol des deux espéces exercent une bonne activité antioxydante. Les travaux de Ritu
et Nisha, (2018) ont montré que I'extrait méthanolique présente une forte capacité a réduire le
fer. De plus, Daniel et Workneh, (2017) ont rapporté qu’il y a une forte corrélation entre la
teneur en composés phénoliques totaux et le dosage du pouvoir réducteur ferrique, ce qui
explique le pouvoir réducteur important observé dans les extraits alcooliques puisqu’ils sont
trés riches en composés phénoliques.

Concernant la méthode CUPRAC, les résultats obtenus ont montré que les extraits des graines
vertes de C. canephora et C. arabica réduisent fortement les ions cuivriques (Cu®"). Cela est
dl a la présence des composés phénoliques qui sont capables d’interagir avec les métaux de
transition a savoir le fer et le cuivre (Pietta, 2000 ; Heim et al., 2002). De plus, le profil
HPLC a démontré que la richesse en flavonoides dans les extraits des graines vertes de
C. canephora et C. arabica. Ces flavonoides agissent comme des antioxydants primaires
contre les radicaux libres (Ksouri et al., 2008). En effet, les flavonoides forment un complexe
avec les chaines radicalaires par les biais de transfert d’électrons, de protons, et par chélation
des métaux de transition (Schroeter et al., 2002 ; Leopoldini et al., 2011).

De nombreuses études ont rapportée 1’activité antioxydante ou antimicrobienne de ces
composés phénoliques, mais peu comparent cette double activité sur une méme serie
d’extraits, pourtant intéressante pour rationnaliser 1’utilisation des additifs par exemple.

De ce fait, nous avons démontré que les extraits n-butanol de graines vertes de C. canephora

et C. arabica ont une activité antibactérienne trés intéressante vis-a-vis de

.
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Staphylococcus aureus ATCC 25923. Cette inhibition s'explique par 1’influence du cycle B
des flavonoides présents dans C. canephora et de C. arabica ce qui entraine une inhibition de
la synthése de I'ADN et de I'ARN des microorganismes (Wu et al., 2013). De plus, les
flavonoides peuvent interférer avec les protéines extracellulaires conduisant a former un
complexe avec la paroi bactérienne (Basile et al., 1999 ; Ghedira, 2005 ; Al-Momani et al.,
2007; Gonzélez-Segovia et al., 2008).

Les graines vertes de café contiennent également de 1'acide gallique qui est aussi doté d’une
activité antibactérienne. En effet, les travaux d'Alam et al., (2017) ont montré que l'acide
gallique possede de nombreuses propriétés thérapeutiques potentielles, y compris des effets
anticancéreux, anti-inflammatoires et antimicrobiens. De nombreux groupes de flavonoides
ont été isolés, identifiés et se sont avérés avoir des activités antifongiques, antivirales et
antibactériennes (Cushnie et Lamb, 2005).

Les résultats HPLC ont montré la présence de quercétine dans I'extrait n-butanolique. Rauha
et al.,, (2000), ont rapporté que la quercétine et la naringénine sont actives contre
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,
Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa. Alors que l'acide P-coumarique, l'acide
caféique agissent comme des facteurs empéchant la croissance de Staphylococcus aureus
(Stojkovic et al., 2013).

De plus, les études de Rakatama et ses collaborateurs (2018) ont montré une augmentation
proportionnelle du pouvoir inhibiteur de la croissance C. albicans ATCC 90028 et des
C. albicans isolées a partir des patients ayant une candidose Vulvovaginite en fonction de la
concentration de 1’extrait éthanolique des graines de Coffea arabica. Malheureusement, les
résultats de notre étude n’ont pas montré d’effet antifongique notable.

Certains micro-organismes ont développé des stratégies pour survivre en communauté dans la
barriere muqueuse ou la contourner pour établir une infection. L'adhésion des bactéries a une
surface est une premiere étape dans le développement du biofilm. Il a été démontré que divers
facteurs tels que la structure chimique, la rugosité de surface et I'énergie de surface libre
affectent les interactions entre les cellules bactériennes et la surface (Malhotra et al., 2019).
En effet, la phase résiduelle et I’extrait n-butanol des graines vertes de C. canephora et
C. arabica ont montré un effet antiadhésif élevé vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Cet effet
peut étre expliqué par les travaux de Borges et al., (2012), qui ont montré que I'acide gallique
et I'acide férulique influencent les caractéristiques physico-chimiques des bactéries, telles que

I'énergie libre d'adhésion entre les cellules bactériennes et le polystyréne. Cela rend
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I'attachement a la surface défavorable. De plus, plusieurs études ont prouvé la capacité de la
quercétine a réduire l'attachement bactérien a la surface en bloguant I'expression de génes
impliqués dans l'adhésion bactérienne (Lee et al., 2013 ; Hasan et al, 2014 ; Vazquez-
Armenta et al., 2018).

Les effets inhibiteurs de la quercétine étaient a une concentration inférieure a celle de la
plupart des extraits (Tan et al., 2013). En effet, la quercétine a sa concentration sub-
inhibitrice (0,2 mM) inhibe I'adhésion initiale et la formation de microcolonies en diminuant
41% la production de protéines extracellulaires dans les biofilms (Vazquez-Armenta et al.,
2018). En 2007, O’Gara a montré que la quercétine supprime 1’expression des genes icaA et
icaD liés a I’adhésion qui sont impliqués dans la formation du biofilm de S. aureus (O’Gara,
2007). La quercétine inhibe également I'expression des genes d'adhésion intercellulaire des
polysaccharides chez S. aureus (Lee et al., 2013). Yu et al., (2018) ont montré que I'ajout de
la quercétine permet de diminuer les taux de transcription de plusieurs genes liés au biofilm,
dont bcsA, csgA, fiC, fmA, motA et wcaF chez E. coli. A la concentration de 16 pg /mL, la
quercétine a montré une meilleure efficacité que I'azithromycine pour prévenir I'adhésion de
la souche de Pseudomonas aeruginosa PAOL1 a la surface en inhibant les niveaux d'expression
des genes associés a quorum-sensing lasl (34%), lasR (68% ), rhll (57%), rhIR (50%) et
régule I'expression de plusieurs protéines sidérophores de fer limitant la quantité de Fe®*
nécessaire a la formation du biofilm de Pseudomonas aeruginosa (Ouyang et al., 2016).

Les résultats de la mesure d’angle de contact du traitement de polystyréne en présence ou en
absence des différents extraits de C. canephore et C. arabica ont montré que le caractére
hydrophobe du polystyréne a diminué en présence de I’ensemble des extraits ou il est devenu
hydrophile en présence de I’extrait n-butanol de C. canephora. L’approche thermodynamique
de Van Oss (1995, 1997) montre que le support est hydrophile lorsque la valeur de 1’énergie
libre est positive. Si cette valeur devient négative le support est hydrophobe. Cette énergie
permet une évaluation quantitative de 1’hydrophobicité de la surface du substrat, alors que
I’angle de contact avec 1’eau donne une indication qualitative de 1’hydrophobie (Hamadi et
Latrache, 2008).

Les résultats obtenus peuvent étre expliqués par la variation des groupements fonctionnels
présents dans les différentes molécules de nos extraits donnant le caractére hydrophile ou
hydrophobe au support. Selon les résultats obtenus par la HPLC, nous pouvons suspecter
I’effet des groupements hydroxyles dans la variation de I’hydrophobicité. De plus, selon les
résultats obtenus, il a été constaté qu’en présence de nos extraits, le caractére donneur des

¢électrons augmente. Ceci confirme les résultats obtenus précédemment par [’activité

.
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antioxydante de nos extraits et que les groupements hydroxyles peuvent étre a 1’origine du
transfert des électrons.

Le caractére hydrophobe du polystyréne peut étre masqué par la présence d'une couche
hydrophile a sa surface. L'obtention d'une couche hydrophile peut étre réalisée par fixation
covalente d'un polymere hydrophile, adsorption physique d'un monomere (ou oligomeére)
suivie d'une polymeérisation in situ ou adsorption d'un polymere hydrophobe/hydrophile.

Ces derniéeres modifications apportées aux particules de polystyrene donnent naissance a des
matériaux dits composites.

L’obtention de fonctions hydroxyles permet d'envisager la fixation de groupes ou polymeres
hydrophiles afin d'augmenter le caractére hydrophile de ces nouveaux matériaux.

Le polystyrene-divinylbenzene peut étre modifié par introduction de groupes hydrophiles non
chargés, tels que des groupes hydroxyméthyles ou acetyles. Par exemple, la fixation chimique
de groupes acétyles est réalisée par réaction de Friedel et Crafts (Sun et Fritz, 1990) avec le
chlorure d'acétyle.

Ellingsen et ses collaborateurs, ont fixé chimiquement un polymeére hydrophile (non précisé)
sur le PS-DVB aprés une hydroxyméthylation préalable du matériau (Ellingsen et al., 1993).
La surface résultante présente une couche hydrophile, laquelle est aisément fonctionnalisee
par introduction de groupes ioniques (sulfate ou ammonium).

La derniére activité biologique ciblée dans notre travail est [D’inhibition de
I’acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE). L’inhibition de ces derniers
est utilisée dans le traitement de la maladie d’Alzheimer (MA) (Howes et al., 2003). Les

résultats obtenus ont montré que tous les extraits de C. arabica et C. canephora présentent un
effet inhibiteur vis-a-vis de la butyrylcholinesterase (BChE) (40% et 13% respectivement).

Alors que, seul I’extrait d’acétate d’éthyle de C. arabica présente un effet inhibiteur de
I'acetylcholinesterase (AChE) (35%). Selon les travaux de Vinutha et al., (2007), le taux
d'inhibition de I'AChE par les différents extraits sont classés comme suit: puissante (> 50%
d'inhibition), modérée (30-50% d'inhibition), faible (<30% d'inhibition) et nulle (<5%
d'inhibition). Cette efficacité peut étre expliquée par la présence de plusieurs molécules
bioactives responsables de cette activité, ce qui pourrait étre bénéfique pour la guérison de
troubles neurodégénératifs tels que la MA (Dasmalchi et al., 2007). Le café a un effet
stimulant bien connu sur le systeme nerveux. Il peut augmenter I'effet des analgésiques ou
réduire la fatigue. Les chercheurs américains ont montré que la consommation réguliére de

café et de cola peut réduire l'incidence de la maladie de Parkinson (Patay et al., 2016). En
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effet, les graines vertes de café contiennent de la caféine. Cette derniére presente un effet dans
le traitement des maladies neurologiques comme la maladie d'Alzheimer et la maladie de
Parkinson, le diabete de type Il et le cancer du foie (Gdmez-Ruiz et al., 2007).

L’activité anti-hémolytique, en présence d’une substance inconnue est la premiere étape dans
la recherche d’une activité pharmacologique par 1’étude de la toxicité. L'hémolyse, définie
comme la destruction des hématies et la libération d'hémoglobine et du contenu intracellulaire
dans le plasma, peut avoir un effet trés nocif sur les soins donnés au malade. Donc I’étude de
la toxicité d’une plante vis-a-vis des globules rouges humains est un bon indicateur de sa
toxicite.

Les resultats obtenus avaient montré que I’ensemble des extraits n’est pas toxique vis-a-Vis
des globules rouges, a 1’exception de I’hémolyse maximale 7,8% qui est obtenue avec la
phase résiduelle et I’acétate d’éthyle de C. canephora et celui d’acétate d’éthyle de C. arabica
avec un taux de 31% a 500 pg/ mL. Ces résultats peuvent étre expliques par la richesse de ces
deux espéces en molécules bioactives de nature non phénolique a savoir les saponines qui
présentent une activité hémolytique par le biais de la formation des pores, des perméabilités
cellulaires ainsi qu’a des altérations dans les portions de glucides chargées négativement sur
la surface de la cellule (Abe et al., 1981 ; Melzig et al., 2001 ; Gauthier et al., 2009).
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Les plantes médicinales sont actuellement entreprises par plusieurs recherches dans différents
domaines en raison de leurs richesses en substances bioactives avec moins d’effets
secondaires. Pour cela, le présent travail de recherche a porté sur la recherche des composeés a
activité biologique a partir des graines vertes de café de C. canephora et C. arabica.

Il ressort de ce travail que:

» L’analyse quantitative nous a permis de mettre en évidence la richesse des extraits bruts
méthanoliques des deux espéces présentant une teneur importante en polyphénols et en
flavonoides totaux.

* Le profil de la HPLC nous a montré que les extraits de graines vertes de café sont trés
riches en composés phénoliques a savoir la quercétine, I’acide gallique, 1’acide chlorogénique,
I’acide P-coumarique et la vanilline chez C. canephora et de la quercétine, 1’acide gallique,
catéchine, 1’acide P-coumarique, rutine, le résorcinol, I’acide ferulique, 1’acide chlorogénique
et I’acide caféique chez C. arabica. Tandis que la caractérisation de la fraction Fn-Br3 par la
RMN montre que C. canephora renferme la Kahweol acétate.

« Les activités antioxydantes des extraits de C. canephora et C. arabica ont révélé que
I’extrait n-butanol des deux especes présente la Clsq la plus basse par la méthode de DPPH et
I’ABTS, alors la phase résiduelle présente la Clso la plus basse par la technique du
blanchissement du p-carotene. Alors que pour le pouvoir réducteur du fer (FRAP),
phénanthroline, capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC), nous pouvons dire
que I’extrait n-butanol de C. canephora et I’extrait méthanolique de C. arabica presentent les
plus basses Ags. En revanche, I’extrait méthanolique des deux especes présente une meilleure
capacité antioxydante totale. Nous pouvons dire que C. canephora présente une meilleure
activité antioxydante par rapport a C. arabica en utilisant les différentes techniques mis a part
celle de CUPRAC.

* L’évaluation de D’activité antimicrobienne nous a permis de conclure que I’extrait
méthanolique et n-butanol des graines vertes de C. canephora présentent une puissante
activité antibactérienne vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec une CMI de 40
Mg/ mL. Cette CMI est supérieure a celle de I’extrait n-butanol des graines vertes de
C. arabica vis-a-vis de Citrobacter freundii ATCC 8090, Staphylococcus aureus ATCC 2592
(13,02 pg/ mL). En revanche, les graines vertes de C. canephora et C. arabica possédent une
faible activité antifongique vis-a-vis des levures de référence de Candida albicans.

» En présence des différents extraits des graines vertes de café a une concentration finale de

CMI/8, ont montré que I’extrait n-butanol et la phase résiduelle de C. canephora ainsi que
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I’extrait méthanolique de C. arabica présente un excellent effet anti-adhésif vis-a-vis de
Staphylococcus aureus ATCC 2592 avec un taux d'inhibition qui peut atteindre 74% et 57%
respectivement.
« Apres un prétraitement du polystyréne par les différents extraits de C. canephora et
C. arabica a une concentration finale de CMI/8, nous constatons que I'extrait n-butanolique
de C. canephora présente un effet antiadhésif le plus élevé contre Staphylococcus aureus
ATCC 25923 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec un pourcentage d'inhibition de
56,5% et 32,37 % respectivement. Tandis que I’extrait méthanolique de C. arabica présente
un bon effet inhibiteur vis-a-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25923(43,75%) et
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (40%).
« La mesure de l'angle de contact a montré que la physico-chimie du polystyrene traité ou non
par la gentamycine et les différents extraits des graines vertes de café qu’il est hydrophobe
mis a part avec celui traité par I’extrait n-butanol de C. canephora. De plus, ce support sans
ou avec prétraitement par les différents extraits des graines vertes de C. canephora et
C. arabica présente un fort effet donneur d’¢électron.
» Le test de la toxicité effectué vis-a-vis des cellules érythrocytaires d’un humain sain a
montré que I’ensemble des extraits ne sont pas toxiques vis-a-vis des globules rouges, a
I’exception de I’extrait d’acétate d’éthyle et la phase résiduelle de C. canephora (8%, 7,8%
respectivement) et celui d’acétate d’éthyle de C. arabica avec un taux de 31% a 500 pg/ mL.
Pour compléter ce travail, il serait intéressant d’étudier :

- L’effet de ces extraits sur des souches hospitaliéres.

- Purification et caractérisation d’autres molécules bioactives non identifiées par la

HPLC.

- L’effet d’association entre les molécules pures sur les activités biologiques.

- Déterminer ’efficacité de ces extraits sur des modé¢les in vivo.

- Démontrer le mode de son usage thérapeutique.

- Realiser des hémi-synthese des principes actifs responsables de ces activités

biologiques.
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Résumé

Ce travail se focalise sur I’étude in-vitro des activités biologiques des différents extraits a partir des graines vertes de Coffea canephora et
Coffea arabica.

L’analyse de la composition chimique des extraits des graines vertes de C. canephora et C. arabica a été effectuée a 1’aide d’une
chromatographie liquide & haute performance RP-HPLC-PDA, RMN H, *3C, 2D et I’infrarouge. L’activité antioxydante a été évaluée par
des méthodes basées sur le transfert d’atome d’hydrogéne et le transfert d’électron singulier. Alors que, I’inhibition du cholinestérase a été
estimée par deux enzymes 1’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE). L’évaluation de I’activité antimicrobienne des
extraits vis-a-vis des différentes souches bactériennes et fongiques a été effectuée par la détermination de la concentration minimale
inhibitrice (CMI). L'effet antiadhésif au temps zéro et apres prétraitement du polystyréne par de I’ensemble des extraits a été testé contre trois
souches bactériennes de références. En paralléle, le test d’hémolyse des différents extraits a été déterminé vis-a-vis des globules rouges.
L’analyse chromatographique a mis en évidence la présence des acides phénoliques, des acides hydroxycinnamiques et des flavonoides. Ce
pendant, la caractérisation par RMN et I’infrarouge nous ont permis d’élucider la structure de la Kahweol acétate et de la Caféine. Le
potentiel antioxydant de I’extrait n-butanolique des graines vertes de C. canephora et C. arabica s’est montré trés important avec des
Clsongrs= 3,96+0,08 pg/mL et 5,28+0,19 pg/mL respectivement et avec une Agscurrac= 4,09 * 0,36 et 1,17 + 0,49 pg/mL. De plus, tous les
extraits de C. arabica et C. canephora ont révélé un effet inhibiteur vis-a-vis de la BChE qui atteint 40% et 13% respectivement. Les
résultats de ’activité antimicrobienne a montré que I’extrait méthanolique et n-butanol de C. canephora présentent un pouvoir antibactérien
important contre Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec une CMI de 40 pg/ mL. Alors que ’extrait n-butanol de C. arabica présente une
bonne CMI vis-a-vis de Citrobacter freundii ATCC 8090, Staphylococcus aureus ATCC 25923 (13,02 pg/mL). Le test d’antiadhésion a
montré que 1’ensemble des extraits mis a part I’extrait d’acétate d’éthyle de C. canephora présentent un bon effet antiadhésif vis-a-vis de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec un pourcentage d’inhibition qui atteint 74% et 57% respectivement. Enfin les tests d’hémolyse
ont montré que ’ensemble des extraits ne sont pas toxique vis-a-vis des globules rouges humains, a I’exception de la phase résiduelle de C.
canephora et celui d’acétate d’éthyle de C. arabica.

Mots clés: C. canephora, C.arabica, RP-HPLC-PDA, RMN, Infrarouge, activité antioxyddante, CMI, acétylcholinestérase,
butyrylcholinestérase.

Abstract

This work is focused on the in-vitro study of the biological activities of various extracts from the green seeds of Coffea canephora and
Coffea arabica.

The chemical compositions analysis of C. canephora and C. arabica green seeds extracts were carried out using the high performance liquid
chromatography RP-HPLC-PDA, 'H, *C NMR, 2D and by infrared. Antioxidant activity was assessed using hydrogen atom and single
electron transfer. Whereas, the cholinesterase inhibition was estimated by acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE)
enzymes. The evaluation of the antimicrobial activity of the extracts against different bacterial and fungal strains was performed using the
determination of the minimum inhibitory concentration (MIC). The anti-adhesion effect before and after pretreatment of polystyrene by the
extracts was tested against three bacterial strains. The hemolysis test of the different extracts was determined against human blood cells.

The chemical analysis showed the presence of phenolic acids, hydroxycinnamic acids and flavonoids. However, The NMR and FTIR
spectroscopy allowed the characterization of Kahweol acetate and Caffeine.

The antioxidant potential of the n-butanol extract of C. canephora and C. arabica green seeds showed to be very high with ICspagrs = 3.96 +
0.08 pug / mL and 5.28 £ 0.19 pg / mL respectively and with an Agscuprac = 4.09 + 0.36 and 1.17 + 0.49 pg / mL. In addition, the all extracts
of C. canephora and C. arabica showed a BChE inhibitory activity which can reach 13% and 40% respectively.

The results of the antimicrobial activity showed that the methanolic and n-butanol extract of C. canephora exhibited the effective
antibacterial activity against Staphylococcus aureus ATCC 25923 with MIC = 40 pug / mL. While the n-butanol extract of C. arabica
exhibited a low MIC against Citrobacter freundii ATCC 8090 and Staphylococcus aureus ATCC 25923 (13.02 pg / mL). The anti-adhesion
activity showed that all of the extracts with the exception of the ethyl acetate extract of C. canephora exhibited a higher anti-adhesion effect
against Staphylococcus aureus ATCC 25923. When, the hemolysis tests showed that all the extracts didn’t have any toxic effect against
human blood cells, with the exception of the residual phase of C. canephora and that of ethyl acetate extract of C. arabica.

Keywords: C. canephora, C.arabica, RP-HPLC-PDA, NMR, FTIR, antioxidant activity, MIC, acétylcholinesterase, butyrylcholinesterase.



