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Résumé

L’objectif de notre travail est d’étudier la composition chimique et d’évaluer les activités
antioxydante et antimicrobienne de différents extraits des graines vertes de la plante Coffea
canephora (robusta).

Les tests phytochimiques effectués sur les extraits des graines vertes ont permis de mettre en
évidence la présence des alcaloides, tanins, flavonoides, quinones libres et terpénoides dans tous
les extraits et fractions testés. La fraction n-butanolique de I’extrait hydrométhanolique a montré
le taux le plus élevé en polyphénols et flavonoides (291,57+7,87 png EAG/mg d’extrait et
263,5+14,25 ng EC/mg d’extrait respectivement). La fraction acétate d’éthyle de I’extrait
hydrométhanolique renferme le taux le plus ¢élevé en tanins avec une valeur de 1’ordre de
149,5+19,5 pg EC/mg d’extrait.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante a été effectuée par la méthode de piégeage du radical libre
DPPH et par méthode de réduction du Fer. Les plus basses Clso (0,30 mg/mL et 0,32 mg/mL) ont
été obtenues par la fraction n-butanolique de D’extrait aqueux et hydrométhanolique
respectivement. La capacité de réduction de fer la plus intéressante a été montrée par la fraction n-

butanolique de I’extrait hydrométhanolique (des CEso égale a 0,27 mg/mL).

L’étude des concentrations minimales inhibitrices a montré que la CMI la plus basse a été
divulguée par I’extrait brut aqueux avec une valeur de 0.125mg/mL vis-a-vis des bactéries et de
2,5 mg/mL vis-a-vis des levures a Candida albicans.

Grace a leurs richesses en composées phénoliques, les graines vertes de Coffea canephora
(robusta) ont la capacité d’exercer de nombreuses activités biologiques ce qui explique leur usage

en médecine traditionnel.

Mots clés : Coffea canephora, composés phénoliques, activité antiradicalaire, activité

antimicrobienne.



Abstract

The aim of our work is to study the chemical composition and to evaluate the antioxidant and
antimicrobial activities of different extracts of the green seeds of the Coffea canephora (robusta)

plant.

The phytochemical tests carried out on the extracts of the green seeds made it possible to highlight
the presence of alkaloids, tannins, flavonoids, free quinones and terpenoids in all the extracts and
fractions tested. The n-butanol fraction of the hydromethanol extract showed the highest
polyphenol and flavonoid content (291.57 + 7.87 ug AGE / mg extract and 263.5 + 14.25 ng CE /
mg of extracted respectively). The ethyl acetate fraction of the hydromethanol extract contains the

highest tannin content with a value of about 149.5 + 19.5 ng CE / mg of extract.

The evaluation of the antioxidant activity was carried out by the method of free radical DPPH
scavenging and by iron reduction method. The lowest ICso values (0.30 mg / mL and 0.32 mg /
mL) were obtained by the n-butanol fraction of the aqueous and hydromethanic extracts
respectively. The most interesting iron reducing capacity was shown by the n-butanol fraction of
the hydromethanol extract (ECsoequal to 0.27 mg / mL).

The study of minimal inhibitory concentrations showed that the lowest MIC was showed by the
aqueous crude extract with a value of 0.125 mg / ml against bacteria and 2.5 mg / mL against
Candida albicans yeasts

By their richness in phenolic compounds, the green seeds of Coffea canephora (robusta) have the

capacity to exert many biological activities which explains their use in traditional medicine.

Key words: Coffea canephora, phenolic compounds, antiradical activity, antimicrobial activity.
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Introduction
Depuis des lustres, nos ancétres ont compté sur la nature pour satisfaire leurs besoins

fondamentaux. Ils ont eu recours aux plantes médicinales traditionnelles comme une source
essentielle de médicaments car elles sont culturellement acceptables et facilement disponibles
(Kaliyaperumal et al., 2013).

Les plantes médicinales offrent un régime de soins de santé accessible et abordable constituent
ainssi un élément important et une base essentielle dans les systemes de médecine traditionnelle
et malgré le progres réalisé en pharmacologie moderne, les populations du monde entier dépendent
toujours de 1’usage thérapeutique des plantes médicinales, par rapport au systeme médical
moderne (Tabuti et al., 2003).

Cesderniers temps, les plantes médicinales attirent beacoup d’intentions en raison de la découverte
de composés impliqués dans la prévention des pathologies liées aux cancers, vieillissement,
maladies infectieuses etc ...(Hsieh et al., 2006 ; Pawel et al., 2015). Ces propriétés
sont dues principalement aux substances bioactives qui pouvent étre utilisées a des fins
thérapeutiques en tant que tel ou comme des précurseurs de produits pharmaceutiques (Meziti,
2008).

L’effet de I’usage des plantes médicinales sur 1I’organisme vari selon la composition chimique en
métabolites secondaires tels que les composés phénoliques (principalement les flavonoides), les
vitamines E et C, les caroténoides d’une part, et d’autre part selon la concentration des principes
actifs (Normile, 2003 ; Adida et al., 2016).

Le café est la boisson non alcoolisées la plus vendue et la plus consommées dans le monde entier.
Le cafeier (famille des rubiaceaes) est la plante dont les graines sont utilisées pour préparer le café
(Pawel et al., 2015). Les grains vertes de café, font partie des principaux produits commerciaux
qui ont représentées 8,8 millions de tonnes de la production mondiale en 2012 (Nayeem et al.,
2011 ; Pawel et al., 2015).

Coffea canephora et Coffea arabica sont les deux especes les plus importantes du caféier qui ont
été utilisées traditionnellement dans le traitement de I'asthme, I'intoxication a I'atropine, fiévre,
maux de téte, jaunisse, paludisme, migraine, narcose, plaies et vertiges. Les lavements au café (un
puissant processus de détoxination) ont été utilisés pour traiter le cancer (Jalil et al., 2007 ; Gérnas
et al., 2014 ; Pawel et al., 2015). De méme, un certain nombre de propriétés biologiques ont été
attribuées au café, parmi lesquelles les activités diurétiques, antimicrobiennes et antioxydantes
(Nayeem et al., 2011 ; Pawel et al., 2015).

Dans la littérature, plusieurs travaux ont été éffectuee sur les graines de café torrifiées (Liu et
Kitts, 2011 ; Budryn et al., 2015), mais tres peu de recherches se sont intéréssés aux graines

vertes.



Introduction
Le présent travail porte sur une étude phytochimique ainsi que 1’évaluation des activités

antioxydante, antibactérienne et antifongique in vitro d’extraits des graines vertes de la plante

coffea canephora.
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Premiére partie Synthese bibliographigue

I. Historique

La plante de café a été découverte a 1’état sauvage il y a plus de 1 000 ans dans la région de
Kaffa en Ethiopie d’ou le mot « café », puis elle s'est répandue peu a peu dans monde arabe
(Badoud et Bauer, 2001). Et malgré les interdictions et les mises en garde de la médecine,
le café s’est répandu rapidement dans toute I'Europe au milieu du 16°™ siécle grace aux
Ottomans et aux commercants vénitiens (Badoud et Bauer, 2001). Au
milieu du 17°™ siécle, il a été ramené a New Amsterdam (appelé aujourd’hui New York).
Un siecle plus tard le Breésil devient le premier producteur de café au monde. A la fin du
18°™e sigcle, le caféier a été implanté tout autour du globe et devient la plante agricole la plus

profitable a I’exportation au monde (Taunay, 1939).

I1. Taxonomie de la plante du café

La plante de café est issue d’un arbuste tropical et subtropical qui pousse dans des climats
chaud et humide avec des températures pas en dessous de 15°C (Adepoju et al., 2017). Elle
appartient a la famille des Rubiacées avec 450 genres et plus de 6500 especes

(Adepoju et al., 2017).

Parmi les différentes espéces du genre Coffea, seuls Coffea arabica (Linné) appelée arabica
et de Coffea canephora (Pierre) nommeée robusta sont les plus commercialisées et qui rendent
le café la deuxiéeme marchandise la plus échangée dans le monde aprés le pétrole (Pawel et
al., 2015 ; Adepoju et al., 2017).

Selon classification phylogénétique (APGIII), la classification botanique de la plante de café
est comme suit (Thorn, 2002):

Regne: Plantae

Division: Angiospermae

Classe: Dicotyledonae

Sous-classe: Euasteridsl

Ordre: Gentianales

Famille: Rubiaceae

Sous-famille: Ixoroideae

Genre: Coffea

Page 5
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I11. Utilisation du café en médecine traditionnelle

Il existe plusieurs recherches relatives a 1’application du caféier en médecine traditionnelle.
Différentes parties de cette plante ont été utilisées comme médicaments & la fois humain et
vétérinaire pour traiter diverses maladies (Belayneh et Bussa, 2014).

Ross, (2005) dans son etude éthnopharmacologique a trouve que le café était utilise comme
traitement pour un large éventail de maladies ou de symptémes, tels que la diarrhée, douleurs
intestinales, grippe, anémie, maladies du foie, migraine, douleurs a I'estomac, fiévre.

En médecine traditionnelle, le charbon de café était utilisé pour traiter les maladies
inflammatoires de la bouche et du pharynx, et les plaies infectées (Gruenwald et al., 2000).
Au Népal, les fleurs de Coffea benghalensis ont été utilisées pour traiter les saignements
excessifs pendant la menstruation (Patay et al., 2016). L espéce Coffea canephora
ont a été utilisées pour traiter le mal de dos, la rougeole, la toux et la jaunisse (Tabuti et al.,
2003).

Dans certaines régions d’Indonésie et d’Ethiopie, une préparations appelése «copidaon» ou
«café a feuilles » est préparée a partir des feuilles de Coffea arabica ou de Coffea
canephora, pour soulager la migraine (Schmid et al., 2012).

Au Libéria, I’infusion des feuilles de café est utilisée par voie orale pour baisser la fiévre et

les graines pour traiter les maux de téte et d’estomac.

IV. L’espéce Coffea canephora (Pierre)

L’espéce C. canephora est connue sous le nom Robusta, c’est la variété la plus cultivée dans
le monde puisqu’elle constitue au moins 95 % des plantations et qui représente environ 30%
de la production du marché mondial (Pohlan et al., 2010 ;VVanida et Kittiya, 2017).

Elle se croit dans des altitudes comprises entre 200 et 900 metres et elle résiste aux conditions
climatiques chaudes et humides avec des pics supérieurs a 30 °C.

Robusta, avec ces 50 variétés, est originaire d’ Afrique sub-saharienne centrale et occidentale
et elle est cultivée dans plus de 70 pays tels que I'Indonésie, I'Inde, I'Ouganda, le Vietnam,
le Brésil et la Thailande (Damatta et al., 2007 ;Vanida et Kittiya, 2017).

Cette espéce est plutdt un « café de plaine », qui présente des feuilles persistantes et
produisent des fleurs blanches a I'aréme prononcé apres la premiére pluie de la saison d’hiver
(Dagoon et al., 2005 ; Vanida et Kittiya, 2017).

V. Description botanique de C. canephora

Page 6
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Cette plante lig
une longueur
Les feuilleso g} et qui poussent
en paires ave Tige. Leurs taille
2013).
La premiére fj urs fois par an.
La floraison ¢ ' eurs du robusta
fleurissent de SLPAISSCNt en grappes,
odorantes (Fi *” hangement de
couleur vertc

Les cerises so gOvales, aplaties

b,
i

e par un profond sillon

sur la face ventrale tournée vers le milieu du cerise et creusé
longitudinal recouverts d’une fine parchemin comme la coque et entouré de pulpe. Le
caféier robusta donne des grains jaunes a brunes avec des dimensions assez variables (Figure
n° 03) (Lim, 2013).

Tres rarement on peut également trouver des drupes a trois graines dans une seule graine. Si
elle est a graine unique on 1’appelle « caracoli » en raison de la forme sphérique de cette
graine unique ou « peaberry » de 1’anglais pea, vu que la graine a ’allure d’un petit pois
(Solange et al., 2011).

La drupe est constituée d’un épiderme (exocarpe) en dessous duquel on trouve la pulpe
(mesocarpe) sucrée, de couleur blanche. Elle est plus ou moins abondante en fonction de la
taille des graines. Ces derniéres sont entourées par la parche (endocarpe), noyau qui est
mucilagineux a I’extérieur. Ensuite directement contre les graines vient la pellicule argentée
(spermoderme) (Figure n° 03) (Solange et al., 2011 ; Adepoju et al., 2017 ; Mohd-Zain et
al., 2017).

Ces cerises sont généralement récoltées apres 5 ans de plantation de caféiers et lorsque le
fruit devient rouge (Arya et Rao, 2007 ; Solange et al., 2011).
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Figure n° 01 : Le caféier robusta (Solange et al., 2011).

AFRICA QOCIDENTAL

Figure n°02 : Les fleurs et feuilles de 1’espéce robusta (Lim, 2013).
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La pulpe

La graine de café

La pellicule argentée

La parche

L'épiderme

Le pédoncule

Figure n°03 : Les Baies du caféier robusta (Acharaporn et al., 2016, Lim, 2013).

V1. Composition des graines de C. canephora et effet biologique

Ces derniers temps, les chercheurs ont découvert que la partie la plus intéréssante dans
I’espéce robusta est la graine en raison de sa grande variété en substances naturelles qui
présentent un réel potentiel a effets biologiques (Tantin, 2016). Le Tableau n°01 regroupe

les principaux constituants des graines de 1’espéce robusta (C. canephora ).
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Tableau n°® 01 : Composition chimique des graines de C. canephora (Tantin, 2016 ;
Adepoju et al., 2017 ; Mohd-Zain et al., 2017)

Composés [c] en g/100g de MS Constituants
Glucides solubles 6-11,5 /
Monosaccharides 0,2-0,5 Fructose, glucose, galactose, arabinose
(traces)
Oligosaccharides 3-7 Sucrose (>90%), raffinose (0-0,9%),
stachyose (0-0,13%)
Polysaccharides 3-4 Polymere de galactose (55-65%),
mannose (10-20%), arabinose (20-
35%), glucose (0-2%)
Polysaccharides insoluble 34-44 /
Hémicelluloses 3-4 galactose (65-75%), arabinose (25-
30%), mannose (0-10%)
Cellulose B (1,4) mannane 32-40 /
Acides volatiles 0,1 /
Ac aliphatiques non volatiles 1,3-2,2 Ac citrique, Ac malique, Ac quinique
Acide chlorogénique 7,1-12,1 Mono-, dicaffoeyl-, Ac
feruloylquinique
Lignine 1-3 /
Lipides 8-12 /
La cire (Wax) 0,2-0,3 /
Huiles 7,7-17,7 Acides Gras 16 :0 et 18 :2%12
Composeés azotés 11-15 /
Acides aminés libres 0,2-0,8 Glu, Asp, Asp -NH>
Protéines 8,5-12 /
Caféines 1,7-4 Traces de theobromine et theophylline
Trigonelline 0,3-0,9 /
Minéraux 3-54 /

VI.1. Les alcaloides

Les graines vertes de café robusta sont trés riches en métabolites secondaires. De

nombreuses publications décrivant les teneurs en composants majoritaires tels que les

alcaloides, parmi lesquels, la caféine, la trigonelline, ’acide nicotinique, la théophylline et

la théobromine. Ses derniers ont un effet biologique intéréssants (Chu, 2012).
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VI1.1.1.La caféine

La caféine (CsH10N4O3) est le principe actif le plus connu et le plus étudié du café a cause
de ses effets physiologiques (Mccusker et al., 2006 ; Ribeiro et Sebastiao, 2010). Il s’agit
de la 1,3,7-triméthylxanthine avec une masse moléculaire de 194,19 g/ mol qui est
responsable de 10% de I’amertume du café (Figure 04) (Mohd-Zain et al., 2017).

La teneur la plus élevée en caféine se passe pendant le développement des graines a la fin
lors de I’expansion de 1’endosperme (Koshiro et al., 2006).

Parmi les métabolites de la caféine, la 1-méthylxantine et le 1-méthylurate qui sont dotés de
I’activité antioxydante et du pouvoir de réduction du fer (Vanida et Kittiya, 2017). La
caféine avec sa structure et son noyau purique qui est trés proche de 1’adénosine est capable
d’agir en tant qu’antagoniste des récepteurs a adénosine Al, A2A, A2B et A3 (Ribeiro et
Sebastiao, 2010).

Elle inhibe également certaines phosphodiestérases ce qui augmente la cencentration en
AMPc intracellulaire qui active la protéine kinase A et diminue la réaction inflammatoire
(Ribeiro et Sebastiao, 2010).

Elle favorise aussi le relargage de Ca®* intracellulaire et interfére avec les récepteurs a ’acide
gamma---amino---butyrique (GABA), ce qui explique ’effet psychostimulant (Mattes,
2007 ; Somogyi, 2010).

Figure n° 04 : Structure
chimique de la caféine (Mohd-Zain et al., 2017).
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VI1.1.2. La trigonelline

La trigonelline (acide N-méthylnicotique) est un composé azoté avec un noyau pyridinique.
Sa formule brute est C7H7NO> et sa masse moléculaire est de 137,14 g/mol (Figure 05)
(Garrett et al., 2014).

Une grande partie de la trigonelline est transformée en produits volatils tels que les pyrroles
et les pyridines qui contribuent au déveleoppement des arbmes produits lors de la
torréfaction du café (Ribeiro et Sebastiao, 2010).

Au delade 160 °C, latrigonelline est transformée par une déméthylation en acide nicotinique
appelée aussi vitamine B3 ou PP ou niacine qui possede un effet anticancéreux,
hypocholestérolémiant et régénérateur des neurites. Cela peut avoir des effets bénéfiques
sur la mémoire (Garrett et al., 2014).

0o
(@)
d
O@ AN OH

N |

\® Z

CH, N

Trigonelline Acide nicotinique

Figure n°05 : Structure chimique de la trigonelline et 1’acide nicotinique (Ribeiro et
Sebastiao, 2010)

V1.2. Les polyphénols

Se sont des métabolites secondaires trouvés chez la plupart des plantes qui sont déterminées
par leur nature de squelette carboné. Cette large famille de polyphénols représente environ
8 000 structures phénoliques, 30 structures sont représentés par robusta connus par leurs
puissance activité antioxydante (Clifford et al., 2006 ; Oszmianskiet al., 2007). Chez
robusta, ces composés phénoliques représentent en moyenne 4,1% a 11,3% de sa masse
seche (Ky et al., 2013).

Les composés phénoliques sont utilisés largement dans les domaines d’intérét
pharmaceutiques et thérapeutiques tels que la prévention contre les maladies
cardiovasculaires, gastroprotectrice (Ruggiero et al., 2006 ; Lainé et al., 2007 ), comme

anti-inflammatoire, et comme antimicrobiens (Fortune et al., 2006 ).
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V1.2.1 L'acide chlorogénique

Les acideschloroginiques (ACGs) sont des esters composés d’un acide hydroxycinnamique
(I’acide caféique, férulique et p-coumarique) et de I'acide quinique (Figure n°06) (Del-Rio
etal., 2010).

Ces acides ont un role important pour la formation des pigments, et interviennent également
dans le développement du godt et de I'aréme de la boisson de café (Cromer et al., 2014 ;
Raseetha et al., 2016 ; Mohd-Zain et al., 2017).

Grace a leurs structures phénoliques, ils sont considérés comme étant des puissants
antioxydants. lls influent de facon positive sur les maladies neurodégénératives tels que la
maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson ainsi que sur le cancer du foie et le diabéte
de type Il (Del-Rio et al., 2010). Les acides caféylquiniques et dicaféylquiniques, ont été

démontrés a poséder un effet antiviral et immunostimulant (Del-Rio et al., 2010).

OH
HO,C |
2 XX~ OH
OH OH

-R = -OH Acide caféique
-R = -OCH; Acide férulique
Acide quinique R = -H Acide para-coumarique

Figure n°06 : Structures chimiques des acides chloroginiques (Romero et Verpoorte,
2009 ; Cromer et al., 2014)

V1.3.Les diterpenes: Cafestol et kahweol

Les diterpénes représentent environ 20% de la fraction lipidique du café. 1l s’agit de deux
alcools diterpéniques et pentacycliques qui sont le Cafestol et Kahweol (Figure n°07)
(Rafael-Carlos et al., 2010 ; Sridevi et Giridhar, 2016 ; Fabio et al., 2018).

Le cafestol a la formule brute suivante C2oH2s03 et un poids moléculaire de 316,44 g/mol.
Il est moins sensible face a la lumiére, a la chaleur, a I’oxygéne et aux acides et il est plus
abondant que le kahweol (George et al., 2008 ; Veronica et al., 2016 ).

Ce dernier, possede une formule brute de C20H2603 et un poids moléculaire de 314,42
g/mol, et il est plus sensible a la chaleur, a I’oxygene, a la lumiére et aux acides (George et
al., 2008 ; Cardenas et al., 2011).
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Le Cafestol et kahweol ont une action anti-inflammatoire, anticancéreuse et
hépatoprotectrice ~ (Cardenas et al., 2011 ; Yong et al, 2017). Cependant une
consommation excessive peut augmenter le risque d’une atteinte cardiovasculaire
(Rickettset al., 2007 ; Yong et al., 2017).

Cafestol Kahweol

Figure n° 7 : Structures chimiques du Cafestol et kahweol (Fabio et al., 2018).
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Cette étude a été realisée au sein du laboratoire Antibiotique Antifongique : physico-chimie,
synthése et activités biologiques (LapSab), Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie,
Sciences de la Terre et de 1’Univers, Université Abou Bekr Belkaid — Tlemcen.

Ce chapitre comporte trois volets :

e Extraction et analyses phytochimiques qualitatives et quantitatives des polyphénols
totaux, flavonoides totaux et tanins a partir des différents extraits des graines vertes
de la plante Coffea canephora,

¢ Evaluation de I’activité antioxydante de deux extraits et ses fractions par la méthode
de DPPH et la réduction du fer.

e Détermination du pouvoir antimicrobien des mémes extraits vis-a-vis de 14 souches
bactériennes et 3 levures par la méthode de diffusion des disques sur milieu solide et

la méthode des dilutions sur milieu liquide.

I. Matériel

I.1.Matériel végétal

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aux graines vertes de 1’espece
Coffea canephora. Ces graines ont été importées a partir de 1’Ethiopie puis conservées a la

température ambiante et a 1’abri de 1a lumieére.

1.2.Matériel biologique
L’évaluation de I’activité antimicrobienne des différents extraits des graines vertes de
C. canephora a été effectuée vis-a-vis de 8 bactéries a Gram négatif, 6 bactéries a Gram

positif et trois levures de I’espéce Candida albicans de références suivantes :

» Souches a Gram négatif
Citrobacter freundii ATCC 8090
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Escherichia coli ATCC 8739
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Salmonella typhimurium ATCC 13311
Proteus mirabilis ATCC 3565
Acinetobacterbaumanii ATCC 19606
Enterobacter cloacae ATCC 13047
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» Souches a Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Enterococcus faecalis ATCC 49452
Bacillus cereus ATCC 10876
Bacillus subtilis ATCC 6633
Micrococcus luteus ATCC 9341
Listeria monocytogenes ATCC 15313

» Levures
Candida albicans ATCC 10231
Candida albicans ATCC 26970
Candida albicans IP 444,

Ces souches sont disponibles au sein de notre laboratoire LapSab. Elles ont été entretenues

par des repigquages successifs puis conservees a 4°C sur gélose inclinée.

Il. Méthodes

I1.1. Préparation des extraits

Une infusion pendant une heure a été effectuée par la mise en contact de 10g des graines
broyées avec 100 ml du solvant (I’hydromethanol (70/30) ou I’cau). Les extraits ont été
filtrés par la suite puis concentrés a ’aide d’un rotavapeur a 60°C.

Une extraction liquide/liquide a été effectuée ensuite en utilisant deux solvants : I’acétate
d’éthyle et le n-butanol. Les extraits obtenus, les fractions et et la phase résiduelle ont été
concentrés a 1’aide d’un du rotavapeur a 60°C.

Le calcul des rendements a été réalisé selon la formule suivante :
Rendement % = (Mo/M1) x 100

Mo : Masse en gamme de 1’extrait brut/ fraction évaporée

M1 : Masse en gamme de la matiere végétale initiale

11.2. Etude phytochimique
11 s’agit d’une étude qualitative qui permet de détecter la présence ou 1’absence des differents
métabolites secondaires dans les graines par des réactions de coloration, de précipitation et

des observations sous la lumiere ultra-violette (Bruneton, 1999).
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11.2.1. Les alcaloides

Dans un tube, un volume de 0,5 mL du réactif de Mayer a été mis en contact avec 0,5 mL de
I’extrait acidifié par HCI. Un deuxieme tube a été préparé en melageant 0,5 mL de I’extrait
acidifié avec avec 0,5mL du réactif de Wagner. La formation d’un précipité blanc ou brun

respectivement dans les deux tubes révele la présence des alcaloides.

11.2.2.Les polyphénols

% Les tanins
La détection des tanins a été réalisée par I’ajout de 0,5 mL de FeClz a 1% avec 2 mL de
chaque extrait. Apres 15 min d’incubation & température ambiante, 1’apparition de la couleur
verte indique la présence des tanins catéchiques et 1’apparition de la couleur bleu-noiratre
révele la présence des tanins galliques.

% Flavonoides
Pour mettre en évidence la présence des flavonoides nous avons mélangé 1 mL de chaque
extrait avec 1 mL d’acide chlorhydrique concentré et quelques copeaux de magnésium. Leur
présence est indiquée par 1’apparition de couleur rouge, orange ou rose.

¢ Quinones libres
La détection des quinones a été réalisée par la mise en contact de 1 mL de I’extrait avec 0,1
mL de soude (NaOH 1%). Leurs présences sont indiquées par 1’apparition de couleur qui
vire au jaune rouge.

% Coumarines
Un volume de 1 mL de I’extrait a tester a été mis en contact avec 0,5 mL de NH4sOH (10%).
Ensuite, une goutte de I’extrait a été déposée sur un papier-filtre. L’apparition d’une
fluorescence intense sous la lumiere UV (366nm), révéle la présence des coumarines.

% Anthraquinones
Dans un tube a essai, nous avons introduit 1 mL de chaque extrait avec 0,5 mL de NH4sOH
a 10%. L’apparition d’une couleur violette, apres agitation, indique la présence des
anthraquinones.

%+ Terpénoides
Nous avons utilisé deux tests:
v Test de Libermann-Burchard: 5 mL de I’extrait ont ét¢ mélangés avec 0,5 mL d’anhydre
acetique et 0,5 mL d’acide sulfurique. L’apparition d’une couleur mauve, verte ou violette,

apres incubation, indique la présence des terpénoides.
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v Test de Slakowski : a 5 mL d’extrait nous avons ajouté 2 mL de chloroforme et 3 mL
d’acide sulfurique concentré¢. La formation de deux phases et une couleur marron a
I’interphase indique la présence des terpénoides.

%+ Composeées réducteurs
La présence des composes réducteurs a été révélée par I’utilisation de la liqueur de Fehling.
Un volume de 1 mL d’extrait a été mélangé avec 2 mL de la solution de Fehling (A+B).
Apreés chauffage a 100°C pendant 8 min, I’apparition d’un précipité rouge brique indique la

présence des composes réducteurs.

11.3. Dosage des métabolites secondaires
Les analyses quantitatives des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés
ont été réalisées a partir des équations de régression linéaire des courbes d’étalonnages

tracées.

I1. 3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols a été réalisé selon la méthode décrite par Vermerris et
Nicholson, (2006). Un volume de 0,1 mL de I’échantillon, a été mélangé avec 2 mL d’une
solution de carbonate de sodium a 2% fraichement préparée. Ensuite, 0,1 ml du réactif Folin-
Ciocalteu 1N a été ajouté a la suspension. Ce reactif est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique  (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3zPMO12040).
L’oxydation des phénols réduit le Folin-Ciocalteu en un mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdene. Aprés 30 min d’incubation a température ambiante, la mesure
de I’absorbance été réalisée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre & 700 nm.

La courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant les
concentrations allant de 0 a 1000 pg/ mL de I’acide gallique.

La concentration des polyphénols est exprimée en microGram me équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg E).

11.3.2. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux a été réalisé par la méthode colorimétrique au trichlorure
d'aluminium (AICI3) et la soude (NaOH) comme décrite par Zhishen et al., (1999).

Une quantité de 500 pL de chaque extrait a été mélangé avec 2 mL d’eau distillée et 150
puL d’une solution de nitrite de sodium (NaNO2) a 15%. Ensuite, 150 pL de chlorure

d’aluminium (AICl3) a 10% ont été ajoutés au melange, le tout a été incubé a tempeérature
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ambiante pendant 6 min. Ensuite 2 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% ont été ajoutés
puis complété a 5 mL avec de I’eau distillée. Le trichlorure d'aluminium forme un complexe
jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose. L’intensité de la
couleur rose a été mesurée a 510 nm aprés 15 min d’incubation.

La gamme du contrble positif a été préparée dans les mémes conditions opératoires par la
catéchine aux concentrations allant de 0 a 1000 pg/ mL.

Le taux en flavonoides est exprimé en microGram me équivalent cathéchine par

milligramme d’extrait (ug EC/ mg E).

11.3.3 Dosage des tanins condenses

Le dosage des tanins condensés a été réalisé selon la méthode décrite par Price et al., (1978)
et Julkunen-Titto, (1985). Une prise de 50 uL de chaque extrait a été ajoutée a 3
mL de la vanilline a 4% et 750 puL d’acide chlorhydrique concentré (HCI). Les tanins
condensés se dépolymérisent en présence d’acide concentré et par réaction avec la vanilline
et se transforment en anthocyanidols de couleur rouge. La mesure de I’absorbance a été
réalisée a 500 nm aprés 20 min. La courbe d’étalonnage (contrdle positif) a été réalisée en
paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant la catéchine a des concentrations
qui varient entre 0 & 1000 pg/ mL. Le taux des tanins condensés est exprimé en microGram
me équivalent de catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/ mg E).

11.4. Etude de Pactivité biologique

11.4.1. Evaluation de I’activité antiradicalaire

L’activité antioxydante des extraits des graines vertes du café a été réalisée par la technique
de piégeage du radical libre DPPH (2.2-diphenyl-l-picrylhydrazyl) et la technique du

pouvoir réducteur du fer FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

11.4.1.1. Effet piégeage du radical DPPH

En présence de DPPH, les antioxydants transferent un électron ou un atome d'hydrogéene au
radical DPPH, neutralisant ainsi son caractére instable. Ceci induit une réduction de la
couleur violet-foncé en couleur jaune relative a 1’a,a-diphénylique-R-picrylhydrazine
(figure n° 08) (Somporn et al., 2011 ; Upadhyay et al., 2012).

La capacité de réduction du DPPH a été déterminée par la diminution de son absorbance a
517 nm, induite par les antioxydants présent dans les extraits, a température ambiante

(Mansouri et al., 2005).
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Figure n°08 : Réduction du radical DPPH par un antioxdydant (Mansouri et al., 2005).

Pour ce faire, nous avons suivi le protocole décrit par Sanchez-Moreno et al., (1998). Un
volume de 50 pL pour différentes concentrations des extraits a été ajouté a 1950 uL de la
solution méthanolique du DPPH (25 pg/ mL) fraichement préparée. En parallele, le contréle
négatif a été réalisé, en mélangeant 50 uL du méthanol avec 1950 puL d’une solution
métabolique DPPH. Apres 30 min d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante, la
lecture a été effectuée a 517 nm contre un blanc pour chaque concentration.

Pour le control positif nous avons utilisé I’acide ascorbique et le BHA aux concentrations
allant de 0,02 a 0,2 mg/ml. Le test a été répété 3 fois.

Le pourcentage de réduction du DPPH est calculé selon la formule suivante :

DPPH (0/0) = [(A controle —A échantillon)/ A contr()le] x 100

* DPPH (%) : Pourcentage de réduction du DPPH ;
* A controle : Absorbance du tube contrdle négatif ;

* A gchantillon : Absorbance de 1’échantillon.

- Calcul des Clso
La concentration inhibitrice de 50% ou Clso est la concentration de 1’échantillon testé
nécessaire pour reduire 50% de radical DPPH. Les Clso sont calculées graphiquement pour
chaque extrait a partir d’une courbe logarithmique du pourcentage d’inhibition en fonction

des différents concentration des extraits testés (Samarth et al., 2008).

11.4.1.2. Pouvoir réducteur du fer FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)
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Cette méthode a été développee afin de mesurer la capacite des extraits testés a réduire le fer
ferrique (Fe®*") en fer ferreux (Fe?*). L’absorbance est mesurable & 700 nm du milieu
réactionnel (Oyaizu, 1986).

Nous avons utilisés la méthode décrite par karagozler et al., (2008). A partir d’une série de
dilutions des différents extraits, un volume de 0,1 mL a éte melangé avec 0,25 mL d’une
solution du tampon phosphate (0,2 M ; pH = 6,6) et 0,25 mL d’une solution de ferricyanure
de potassium KsFe(CN)s & 1% (m/v). Ensuite les tubes ont été incubés a 50°C pendant 20
min. Apres refroidissement, 0,25 mL d’acide trichloracétique (TCA) a 10% a été ajouté.
Aprés une centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min, 0,5 mL de chaque tube a été introduite
dans un nouveau tube a essai, auquel 0,5 mL de I’cau distillée et 0,1 mL de solution de FeCls
(0,01%) ont été additionnés. L’absorbance de chaque solution a été mesurée a 700 nm contre
un blanc. En paralléle le BHA et 1’acide ascorbique a différentes
concentrations (0 a 0,02 mg/mL) ont été utilisés comme contrdles positifs dans les mémes
conditions opératoires.

La concentration effective (ECso) de chaque extrait a été déterminée graphiquement a l'aide
des courbes de régression linéaire représentant I'absorbance en fonction de la concentration.

Les antioxydants standards utilisés sont 1’acide ascorbique et le BHA.

11.4.2. Evaluation de Pactivité antimicrobienne

11.4.2.1. Evaluation de I’activité antibactérienne
L activité antimicrobienne a été évaluée vis-a-vis de 14 souches bactériennes par la méthode
de diffusion sur milieu solide et la méthode des dilutions sur milieu liquide selon les

recommandations de I’institut des Standards Clinique et des Laboratoires CLSI, (2009).

11.4.2.1.1.Méthode de diffusion des disques sur milieu solide

L’inoculum a été préparé a partir d’une culture de 18-24 h sur milieu gélosé non sélectif.
4 ou 5 colonies d’une culture pure ont été suspendues dans 1’eau physiologique (0,9% NacCl),
ensuite la suspension a été ajustée au standard 0,5 McFarland a 1’aide d’un
spectrophotomeétre, ce qui correspond a une absorbance entre 0,08 a 0,12 lue a 625nm. Le
0,5 McFarland est équivalent a 108 UFC/mL.

Des disques stériles de 6 mm de diametres ont été imprégnes par 10 L des extraits pour une
dose finale de 512ug/ disque. Les disques ont été transférés sur une boite préalablement
ensemencée. Apres 24 h d’incubation & 37°C, la mesure des diamétres des zones d’inhibition

a été effectuée en prenant la moyenne de trois mesures différentes.
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L’activité antimicrobienne est considérée comme positive a partir d’un diameétre supérieur a
6 mm. Elle est évaluée dans ce travail comme suit (Nath et al., 2008):

= Trés forte activité : diamétre >30mm

= Forte activité : diamétre entre 21-29 mm

= Moyenne activité : diameétre entre 16-20mm

= Faible activité : diamétre entre 11-15mm

» Petite ou pas d’activité : diametre < 10mm

11.4.2.1.2.Méthode des dilutions sur milieu liquide

Cette technique a pour but de déterminer la plus faible concentration de nos extraits capable
de provoquer une inhibition de la croissance des bactéries.

Afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits par la méthode
des microdilutions en milieu liquide, une gamme de concentrations décroissantes allant de
10 a4 0,019 mg/mL a été préparée. Ensuite, 100 uL de chaque concentration de I’extrait ont
été transférés sur les puits d’une microplaque préalablement ensemencés par 100 pL d’un
inoculum contenant 5 10° UFC/ mL.

Le premier puits correspond au contrdle négatif, remplis uniquement par le milieu de culture.
Le dernier puits correspond au contrdle positif, contenant que la suspension bactérienne.
Aprés 24h d’incubation a 37°C, la lecture est réalisée a I’ceil nu, et la CMI correspond a la

plus faible concentration de 1’extrait testé pour laquelle aucun trouble n’est observé.

11.4.2.2.1’évaluation de P’activité antifongique vis-a-vis des levures

L’¢évaluation de I’effet antifongique des différents extraits vis-a-vis des levures a été réalisée
par la méthode de diffusion sur milieu solide inspirée a partir des recommendations du
CLSI, (2009).

La méme technique décrite pour les bactéries a été suivie sauf que le milieu utilisé dans cette
étude est le Mueller Hinton supplémenté par 2% de glucose et de 0,5 pg/mL de bleu de
méthyléne et I’inoculum équivalent a 0,5 McFarland a été préparé de la méme maniére que
les bactéries sauf que 1’absorbance est de I’ordre de 0,12-0,15 lue a 530 nm. Aprés 24 heures
d’incubation a 35°C, la lecture a été effectuée de la méme fagon que celle décrite pour les
bactéries.

La détermination de la CMI des levures a été effectuée de la méme maniere que celles décrite

pour les bactéries, sauf que le milieu utilisé était le Roswell Park Memorial Institute 1640 et
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I’inoculum a été ajusté a 530 nm (ce qui donné une concentration de 1-5
10° UFC/ mL) (CLSI, 2009).
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I. Etude phytochimique

I.1. Rendements des extractions

Dans cette étude, les graines vertes de café ont été soumises a une extraction en utilisant deux

solvants de polarité croissantes : aqueux et hydrométhanol (70/30, V/V).

Les résultats des rendements sont représentés dans la figure n° 9. Nous constatons que les
rendements different d’un extrait a un autre en fonction du solvant utilise. En effet, les
rendements les plus élevés ont été obtenus avec I’extrait brut aqueux (4,62 %), ensuite 1’extrait
brut hydrométhanol (3,88%) et la fraction n-butanol de I’extrait aqueux (3,76%) et en fin la

fraction n-butanol de I’extrait hydrométhanol (3,15%).

De plus, les fractions d'acétate d'éthyle des deux extraits présentent un pourcentage de
rendement presque similaire. Les phases résiduelles montrent un pourcentage de rendement le

plus faible (0,67%) avec I’extrait aqueux et 1’extrait hydrométhanol (0,33%).

Dans 1’étude de Kanokwan et al., (2016), les extraits d’hexane des grains vertes de la méme

espece présentaient les rendements les plus élevés par rapport aux extraits éthanol.

Les résultats obtenues peuvent étre expliqués par les travaux de Ncube et al., (2008)
et Qian et al., (2013) qui ont montré que la différence de la polarit¢ des solvants
organiques utilisés, le mode d’extraction adopté et la température jouent un réle essentiel dans

la détermination de la qualité et la quantité d’un extrait ainsi qu’a sa composition chimique.

Le tableau n°02 regroupe les caractéristiques des différents extraits des graines vertes de
Robusta. Nous constatons que les extraits et les fractions obtenus sous forme de poudre sont
solubles dans le DMSO alors que ceux obtenus sous forme de patte sont solubles dans 1’eau

distillée.

Nos résultats ont confirmé ceux de Benikhelef, (2017) qui a obtenu les mémes caractéristiques

les nétres.
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Figure n° 9: Rendements des différents extraits des graines vertes de Robusta

EB : extrait brut ; FAC : fraction d’acétate d’éthyle ; Fn-B : fraction n-butanol ;
PhR : phase résiduelle

Tableau n°02 : Caractéristiques des différents extraits des graines vertes de Robusta.

Solvants Aspect Couleur Solubilité
moutarde
Extrait brut Poudre DMSO
foncé
Fraction d’acétate
Poudre | marron clair DMSO
Aqueux d’éthyle
Fraction n-butanol Patte vert clair DMSO
Eau
Phase résiduelle Poudre | marron foncé
distillée
Extrait brut patte marron DMSO
Fraction d’acétate
Hydrométhanolique Poudre jaune-vert DMSO
d’¢éthyle
Fraction n-butanol Poudre jaune DMSO
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Eau
Phase résiduelle Patte moutarde
distillée

1.2. Tests phytochimiques

Dans le but de détecter la présence des métabolites, I’analyse phytochimique a été réalisée sur
les différents extraits. Ces tests sont basés sur des réactions de caractérisation fondées sur des
phénomeénes de coloration ou de précipitation et d’observations. Les résultats du screening
phytochimique sont représentés dans le Tableau n° 03.

Nous observons la présence des tanins, des flavonoides, alcaloides, quinones libres et des
terpénoides dans les différents extraits. En revanche, nous remarquerons 1’absence des
anthraquinones, coumarines, composes réducteurs, les stérols et les triterpenes.

La présence de ces différents phyto-constituants peut étre responsable des propriétés
thérapeutiques des graines vertes de café reportées dans la bibliographie. Les
analyses phytochimiques sur les extraits végétaux représente une étape préparatoire d’une
grande importance puisqu’elle donne information sur les constituants responsables des activités

biologiques (Sofowora, 1993).

Tableau n° 03 : Test phytochimiques des extraits des gaines de café verts Robusta.

Extrait agqueux Extrait hydrométhanolique

Meétabolites secondaires EB| FAC | Fn-B | PhR | EB | FAC | Fn-B | PhR
Tanins + + + + + + + +
Flavonoides + + + + + + + +
Slakowski - - - - - - - -
Alcaloides Libermann- ) - - : : : : :

Burchard

Quinones libres + + + + + + + +
Coumarines - - - - - - - -
Anthraquinones - - - - - - - -

1.3. Taux des composés phénoliques
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Stérols et triterpenes - - - - - - - -

Terpénoides + + + - + + + -

Composés réducteurs - - - - - - - ;

(+) : Test positif (présence) ; (-) : Test négatif (absence).
EB : extrait brut ; FAC : fraction d’acétate d’éthyle ; Fn-B : fraction n-butanol ;
PhR : phase résiduelle

L’estimation des teneurs en polyphénols totaux, flavonoides totaux et des tanins condensés a
été réalisée en utilisant des méthodes utilisant le Folin-Ciocalteu, le trichlorure d’aluminium
(AICI3) en milieu basique et la vanilline respectivement (Li et al., 2007 ; Haddoudi et al.,
2014 ; Raseetha et al., 2016).

Les résultats sont calculés en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe
d’étalonnage des standards (voir annexe, Figure n°16-18) et sont exprimés en microGram mes
équivalent standard (acide gallique/ catéchine) par milliGram me d’extrait.
L’analyse quantitative des deux extraits a montré que les fractions de 1’extrait hydrométhanol

renferment des teneurs plus élevées en composés phénoliques par rapport a 1’extrait aqueux

(Tableau n° 04).

Nous remarquons que les teneurs en composés phénoliques varient considérablement entres les
deux extraits leurs fractions. La fraction n-butanol de I’extrait hydrométhanol et de 1’extrait brut
aqueux montrent les meilleurs teneurs.

Nous observons aussi que les deux fractions n-butanol de I’extrait aqueux et I’extrait
hydrométhanol sont les plus riches en flavonoides, par rapport a I’extrait aqueux. Ce

dernier renferme a son tour un taux de tannins plus éleve que celui de I’extrait hydrométhanol

D’aprés Lee et al., (2003), le mode d’extraction et la technique de quantification peuvent
également agir sur la teneur des polyphénols totaux. De plus, le choix du solvant est important
car ’activité des extraits alcooliques est plus élevée par rapport aux extraits aqueux ce qui due
a la présence des quantités élevées en polyphénols comparés aux extraits aqueux
(Tiwari et al., 2011).

Page 29



Troisieme partie Résultats et discusstion

Tableau n°04 : Teneurs en composes phénoliques dans les deux extraits avec les differentes
fractions.

Agueux Hydrométhanol

EB FAC | Fn-B | PhR EB FAC | Fn-B | PhR

Polyphénols
totaux (ug 268,94 | 159,47 | 243,68 | 141,05 | 284,21 | 269,41 | 291,57 | 104,21
EAG/mg +3,68 | £7,36 | +10 | +2,63 | £13,15| £7,36 | +7,87 | £5,78
d’extrait)
Flavonoides
212,00 | 148,01 | 271,5 | 132,01 | 252,5 | 260,05 | 263,5 | 72, 88
totaux (ug
4 8 205 | £225 | 135 | £13,5 | £14,25 | £145
EC/mg d’extrait)

Tanins condensés
78,02 | 735 1155 | 5,08 120 149,5 67,5 60,5

(ug EC/mg
+70 | 46,5 | £111 | +3 +30 |+£195| +425| =75

d’extrait)

EB : extrait brut ; FAC : fraction d’acétate d’éthyle ; Fn-B : fraction n-butanol ;
PhR : phase résiduelle

Les résultats obtenus par de I’extrait hydrométhanol sont supérieurs a ceux obtenus avec le
méme extrait par Raseetha et al., (2016) qui ont obtenus les valeurs suivantes 16,26
+ 0,59 ug EAG /mg d’extrait. Ainsi, nos valeurs sont proches de celles de Gongalvez et al,
(2012) qui ont obtenus les concentrations : 221,5 pg EAG/mg pour I’extrait de dichlorométhane
et 264,1 ug EAG /mg d’extrait d’hexane.

Cependant les résultats des polyphénol et flavonoides (des fraction n-butanol et les extraits bruts
aqueux et hydrométhanol) sont plus élevées par rapport a celle trouvés par Gongalvez et al.,
(2012) qui sont successivement 2,1 et 3,2 mg EC/mg E pour I’extrait aqueux.

Par contre, Benikhelef, (2017) a trouvé des teneurs en tannins inferieures aux notres.

En effet, cette concentration est de 1994 pg EC/mg E pour I’extrait aqueux et

148 ug EC/mg E pour I’extrait hydrométhanol.

Il est admis que tous les végétaux contiennent des composés phénoliques avec une répartition
gualitative et quantitative qui varie selon les espéces, les organes, les tissus et les stades

physiologiques. Il a été rapporteé que plusieurs facteurs peuvent aussi influencer cette variation :
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le patrimoine génétique, la période de la récolte, le stade de maturation de la plante et méme le
solvant utilisé (Sarni-Manchadoet al., 2006 ; Dif et al., 2015).

Ces substances jouent un role important dans 1’interaction de la plante avec son environnement
biologique et physique. Les fonctions principales attribuées a ces composés sont la protection
contre les agressions extérieures, les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus aux
radiations UV (Dif et al., 2015).

Parmi D’ensemble des métabolites secondaires, les composés phénoliques représentés
majoritairement par les flavonoides et les tanins suscitent un grand intérét scientifique, parce
qu’ils sont considérés comme de puissants antioxydants, antibactériens et antifongiques
(Coskun et al., 2005 ; Oliver et Blumberg, 2008).

I1. Etude des activités biologiques
11.1.Evaluation de I’activité antioxydante
L'activité antioxydante des extraits des graines de Robusta a été évaluée par deux

méthodes spectrophotométriques: le piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer.

11.1.1.Piégeage du radical libre 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH)
La technique DPPH utilisée est basée sur 1’utilisation du radical instable DPPH qui fut I’un des
premiers radicaux libres utilisés dans 1’étude de 1’activité antioxydante des composés

phénoliques (Pincemail et al., 2007 ; Raseetha et al.,2016).

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction des concentrations des extraits. Les résultats présentés dans les figures n°10-12
représentent les profils des activités antiradicalaires tracés sous formes de courbes

logarithmiques.

Nous constatons une augmentation proportionnelle des pourcentages d’inhibition du radicale
libre DPPH en fonction des concentrations du BHA, acide ascorbique, les extraits et les
fractions testés.
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Figure n° 10 : Evolution des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

concentrations de I’extrait aqueux et ses fractions.

100
I
o T ]
a 2.1
S T
S e -
c e
2 RN
= e
g e 5 e
= L
N o) ““.,,.:;;;:i:::::.i...
8-, @ ig ...... ¢
8 ; et e @
c ; e - PAURRRST A ®-ert ®
3 vy & e IR, R -
55 R 3 RO rs
[e) e
a ._.-' o
0
0 0,5 1

concentrations (mg/mL)

y = 18,469In(x) + 44,157
R2=0,98

y = 28,576In(x) + 83,648
R2=0,9818

y = 14,152In(x) + 26,212
R2=0,991

@ Extrait brut

® Fraction d'acétate
d'éthyle '

® Fraction n-Butanolique

® Phase residuelle

Figure n° 11 : Evolution des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

concentrations de I’extrait hydromethanol et ses fractions.

Page 32



Troisieme partie Résultats et discusstion

100
X
% 90
5 & y = 34,571In(x) + 137,64
T 70 R2 = 0,9845
C
2
s 60 y = 39,072In(x) + 138,34
2 < 50 R2=0,9872
€S
T 40 BHA
&> 30 . .
o] Acide ascorbique
2 20
[«B]
o 10
S
g 0

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Concentration en mg/mL

Figure n° 12 : Evolution des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
concentrations de BHA.

Les valeurs des Clso nécessaires pour réduire 50% du taux des radicaux libres ont été

déterminées a partir des équations des régressions linéaires des graphes tracés. Les résultats des

Clsosont illustrés dans le Tableau n°05. Nous constatons une activité antioxydante élevée pour

la fraction n-butanol de I'extrait aqueux (Clso= 0,30 mg/ml) (figure n°11) et de la fraction n-

butanol de I’extrait hydrométhanoligque (figure n°13) (Cls0=0,32 mg/ml).

Cependant la fraction acétate d’éthyle de I’extrait aqueux et I’extrait hydrométhanol ont montré
des activités de piégeage du radicale DPPH relativement faible (Clso=1,22
et 1,36 mg /ml respectivement).

Tableau n® 05 : Clso des différents extraits de C. canephora.

Extraits Aqgueux Hydrométhanol Acide BHA
EB FAC | Fn-B | PhR EB FAC | Fn-B | PhR | ascorbique
Clso
3,25 1,22 | 0,30 | 1,22 1,37 1,36 | 0,32 | 5,36 0.10 0.037
(mg/mL)

EB : extrait brut ; FAC : fraction d’acétate d’éthyle ; Fn-B : fraction n-butanol ;
PhR : phase résiduelle
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D’apres les valeurs enregistrées, 1’extrait aqueux présente une Clso inférieure a celle de 1’extrait
hydrométhanol, et donc une meilleure activité. De plus, la fraction n-butanolique présente la
plus faible Clso qui peut étre expliquée par le test du dosage des flavonoides. Ce dernier
a montré une concentration élevée en flavonoides dans la fraction n-butanolique des deux
extraits. Les travaux de Friedman et al., (2006) ; Cushnie et al., (2007) et Batovska et al.,
(2009), ont montrés que les flavonoides possédent des propriétés biologiques trés importantes :
antitumorales, anticarcinogenes, antiparasitaires, antivirales, antioxydantes,
antiinflammatoires, antiallergique, antithrombotique, antiatherogéniques, hypotenseurs,
analgésiques, osteogene, diurétiques. De plus, les flavonoides tels que 1’acide p-coumarique et
acide caféique possedent des propriétés antioxydantes trés importantes. Les flavonoides a
travers leurs groupements hydroxyles (C3-OH) constituent des produits qui possedent une
activité antioxydante et une capacité a piéger les radicaux libres en particulier O2", OH, NO
(Ghedira, 2005).

Dans I’étude de Ritu et Nisha, (2018), I’extrait hydrométhanol a montré une forte capacité a
piéger le radical DPPH (89,502 pg/mL) par rapport a 1’extrait aqueux (241,665 pg/ mL).
Ce résultat est en accord avec celui que nous avons obtenu pour I’extrait brut. Cependant, les
Clso enregistrées sont inferieures a celle que nous avons trouvées. L’extrait brut aqueux ainsi
que la phase résiduelle de I’extrait hydrométhanol présentent une trés faible activité
antioxydante par rapport aux autres extraits. Kanokwan et ses collaborateurs, ont trouvé une
valeure de Clso nettement supérieure a nos résultats (10,340 mg/mL) dans I’extrait hexane
préparé par une macération. Par contre la valeur de la Clso était inferieure (0,070 mg/mL) dans

I’extrait éthanolique par rapport a celle trouvée dans notre travail (Kanokwan et al., 2016).

11.1.2. Réduction du fer : FRAP (FerricReducing Antioxydant Power)

La présence des composés réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe®*
en Fe?* mesurable & 700 nm (Sung-Yoon et al., 2002). Les résultats de réduction du fer par les
extraits de la plante Robusta et des standards sont représentés dans les figures n°13-15 Les
valeurs obtenues nous ont permis de tracer des courbes linéaires en fonction des concentrations.
Nous remarquons que la capacité de réduction du fer est proportionnelle a I’augmentation des
concentrations des extraits. L’extrait hydrométhanol et les fractions acétate d’éthyle et n-
butanol possedent les meilleures capacités a réduire le fer par rapport a I’extrait aqueux. A

I’inverse, la phase résiduelle de I’extrait aqueux était la plus active.
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Figure n° 13 : Evolution des absorbances du fer réduit par I’extrait aqueux et ses fractions.
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Figure n° 14 : Evolution des absorbances du fer réduit par 1’extrait hydrométhanol
et ses fractions.
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Figure n° 15 : Evolution des absorbance du fer réduit par acide ascorbique.

Le calcul des CEso (tableau n°06), confirme les résultats obtenus au paravant.
L’extrait hydrométhanol et les fractions acétate d’éthyle et n-butanol ont exhibé les plus basses
valeurs de CEsp par rapport a I’extrait aqueux. Alors que, la phase résiduelle de 1’extrait aqueux
avait une valeur plus basse que la phase résiduelle de I’extrait hydrométhanol. L’CEso la plus
basse a été obtenue par la fraction n-butanol de I’extrait hydrométhanol. Cette valeur

est plus élevée que celle du standard acide ascorbique et le BHA.

Tableau n°06 : résultats des valeurs des CEso de différents extraits de C. canephora.

Agueux Hydrométhanol )
_ Acide
Extraits ) BHA
EB |FAC | Fn-B | PhR | EB | FAC | Fn-B | PhR | 2SCorbique
CEso | 069+ | 051+ | 0,506+ | 0,502+ | 033+ | 0.608+ | 0.27+ | 1,39+ | 0109+ | 0,09+
(mg/mL) | 0,006 | 0,67 | 0,018 | 0,054 | 0,006 | 0,029 | 0,027 | 0,036 0,06 0,058

EB: extrait brut ; FAC: fraction d’acétate d’éthyle; Fn-B: fraction n-butanol; PhR : phase résiduelle

Nos résultats concordent avec ceux Vanida et Kittiya, (2017) qui ont trouveés que les CEso de
la fraction n-butanol de 1’extrait hydrométhanol (CEso= 0,27mg/mL) était inférieures a celle de
I’extrait di-chlorométhane (CEso= 0,31mg/mL) et a celle de [I’extrait d’hexane
(CEso =0,46 mg/ mL). Dans la méme étude, la valeur de la CEso est égale a 0,19 mg/mL de

I’extrait hydrométhanol.
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Cependant, nos résultats ne sont pas en accord avec ceux de Ritu et Nisha, (2018).
Ces auteurs ont rapporté que I'extrait méthanol a montré la capacité la plus basse a réduire le

fer alors que les extraits chloroforme et aqueux montraient une capacité médiocre.

De facon générale, la capacité antioxydante des flavonoides réside dans leur faculté a
complexer les chaines radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et
par chélation des métaux de transition. Ils sont aussi capables de catalyser la peroxydation
lipidique (Schroeter et al., 2002; Leopoldini et al., 2011). De fagon générale, 1’activité
biologique des flavonoides est fortement dépendante de la nature et de la position des

substituants, en particulier du nombre de groupements hydroxyles (Schroeter et al., 2002).

11.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne
11.2.1. Evaluation de ’activité antibactérienne
11.2.1.1. La technique de difussion sur gélose Mueller Hinton (méthode des disques)

L’étude de ’activité antibactérienne a été réalisée tous d’abord par la technique de diffusion
des disques sur la gélose Mueller-Hinton. Les résultats des diamétres des zones d’inhibitions
des différents extraits vis-a-vis des souches bactériennes (a Gram négatif et a Gram positif)
sont illustrés dans le Tableau n° 07.

Nous constatons que 1’activité varie entre les bactéries a Gram négatif et a Gram positif.
Les résultats les plus intéréssants ont été obtenus par les fractions acétate d’éthyle et n-butanol

de I’extrait hydrométhanol. Les phases résiduelles des deux extraits sont les moins actifs.

Les bactéries a Gram négatif Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumanni, Salmonella typhimirium, Enterobacter cloacae sont sensibles a la
fraction acétate d’éthyle et n-butanol de I’extrait aqueux avec des diamétres allant de 8 & 13
mm. Par contre Klebsiella pneumonia et Citrobacter freundii ne sont sensibles qu’a I’extrait
brut aqueux avec les zones d’inhibitions 9 et 12,5 mm. Les souches a Gram négatif les plus
sensibles a tous les extraits sont Acinetobacter baumanni, Citrobacter freundii,
Pseudomonas aeruginosa, et Klebsiella pneumonia avec des diamétres compris entre 11 et 16

mm.

Pour les bactéries a Gram positif, nous remarquons aussi une activité variable entre les deux
extraits aqueux et hydrométhanol. Staphylococcus aureus est sensible a I’extrait brut, la fraction
d’acétate d’éthyle, la fraction n-butanol et la phase résiduelle de 1’extrait hydrométhanol. Cette

méme souche est aussi sensible a I’extrait brut et la fraction d’acétate d’éthyle de I’extrait
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aqueux avec des zones d’inhibitions varient entre 7,5 a 12,5 mm. Bacillus cereus est
sensible aux fractions acétate d’éthyle, n-butanol et la phase résiduelle des deux extraits aqueux
et hydrométhanol. Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes et Micrococcus luteus ne

sont sensibles qu’a I’extrait aqueux, la fraction d’acétate d’éthyle et la fraction n-butanol.

Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, sont les souches & Gram positifl es plus sensibles.
Dans leurs travaux de recherche, Acharaporn et ses collaborateurs, (2016) ont montré que
I’extrait aqueux des graines vertes de café présente une activité antibactérienne vis-a-vis de
plusieurs souches en 1’occurrence Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa et Escherichia coli avec les zones inhibitions 12, 10 et 10 mm respectivement.

Une autre étude effectuée par Ritu et Nisha, (2018) qui avait pour objectif 1’évaluation de
I’activité antibactérienne de trois extraits des graines vertes de robusta a montré que les trois
extraits : aqueux, chloroforme et méthanol n’avait aucune activité antibactérienne vis-a-vis de

Bacillus subtilis, Micrococcusluteus et Klebsiella pneumonia.
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Tableau n° 07 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits des graines vertes de Robusta

Agueux Hydrométhanol
EB FAC Fn-B PhR EB FAC Fn-B PhR Genta
Escherichia coli ATCC 8739 6 9+1,41 | 9+2,82 7 6 7,5+0,70 8+1,41 6 22
Klebsiella pneumonia ATCC 700603 | 9=+1,41 6 6 6 14,5+0,70 | 12,5+3,53 | 9,5+2,12 | 8,5+0,70 | 19
W Pseudomonas aeruginosa ATCC
3} 6 13+1,41 | 10+424 | 6 8+1,41 6 6 6 12
@ 27853
z
o) Acinetobacter baumanni ATCC
> 6 9+2,82 | 8+2,82 | 10+1,41 | 10+1,41 16+1,41 7 6 35
3 19606
=
<§‘ Citrobacter freundii ATCC 8090 12,5+3,53 6 6 6 9+2,82 6 6 6 18
= Proteus mirablis ATCC 3565 7 9 6 6 | 7,5+0,70 6 6 6 25
Salmonella typhimiriumATCC 13311 | 10,5+0,70 9 9+2,82 | 8+1,41 | 10+2,82 | 10+1,41 7 6 22
Enterobacter cloacae ATCC 13047 8+2,82 8 9+1,41 | 104,24 6 12,5+3,53 6 6 21
Staphylococcus aureus ATCC 6538 | 9,5+2,12 | 10+1,41 6 6 11+0,70 | 11,5+0,70 | 12,5+0,70 | 7,5+0,70 | 32
o
ﬁ Bacillus cereus ATCC 10876 6 11+0,70 | 10+2,82 | 10+4,24 6 9+2,82 10+4,24 8 20
M~
o
. g Bacillus subtilis ATCC 6633 6 6 6 6 6 7 8+1,41 6 22
% Enterococcus faecalis ATCC 49452 8 10+1,41 | 10+1,41 8 7,5+0,70 6 6 6 21
Listeria monocytogenes ATCC 15313 6 9+1,41 | 11+0,70 | 10+2,82 | 942,82 6 6 6 22
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Micrococcus luteus ATCC 9341

13+1,41

9+1,41

16+1,41

10+1,41

15,5+0,70

EB : extrait brut ; FAC : fraction d’acétate d’éthyle ; Fn-B : fraction n-butanol ;PhR : phase résiduelle
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11.2.1.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Les résultats relatifs a 1’étude des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits
brutes aqueux et hydrométhanolique et des différentes fractions sont regroupés dans le Tableau
n° 08.

Les plus basses CMI ont été obtenues par I’extrait brut de 1’extrait aqueux et la fraction acétate
d’¢éthyle de I’extrait aqueux Vis-a-a vis d’Enterococcus faecalis et Micrococcus luteus et sont
de I’ordre de 0,128 mg/ mL.

Concernant les bactéries a Gram neégatif, les souches Escherichia coli,
Pseudomonas  aeruginosa, Klebsiella ~ pneumonia,  Acinetobacter  baumanni,
Citrobacter freundii et Salmonella typhimirium ont montré des CMI égales a 0,5 mg/ mL pour
I’extrait aqueux et ses fractions. Cependant cette valeure de CMI a été obtenue par une seule

bactérie & Gram positif (Listeria monocytogenes) par I’extrait brut hydrométhanolique

Les CMIs obtenues sont relativement basses (de 0,125 a 2 mg/ mL) a celles trouvées par
Acharaporn et al., (2016) qui ont rapportés que I’extrait aqueux était efficace contre
S. epidermidis avec une CMI= 4,69 mg/ mL. De maniére notable, la concentration de 1’extrait
aqueux inhibant la croissance des bactéries a Gram positif était inférieure a la concentration

qui inhibait les bactéries & Gram négatif.

Selon Nayeem et al., (2011), les graines vertes de robusta ont montré une activité contre
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Eschericia coli et Klebsiella pneumoniae a une

concentration égale a 0,200 mg/ mL.

Les polyphénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes et diverses dues a leurs
diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les groupes
phénoliques sont supposes étre reliés a leur relative toxicité envers les microorganismes et il est
évident que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a la toxicité (Cowan,
1999).

Les flavane-3-ols, les flavonols et les tannins sont des composés connus par leur forte activité
antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols car ils permettent la neutralisation des
toxines bactériennes (Daglia, 2011). La quercétine et la naringénine ont été rapportés a étre des
inhibiteurs de  Bacillus  subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermis et Saccharomyces cerevisiae (Sandhar et al., 2011).
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En outre, les flavonones condensés a un sucre ont aussi montré une activité antimicrobienne,
tandis que certaines flavonolignanes n’ont montré aucune activité inhibitrice envers les

bactéries (Sandhar et al., 2011).

L’hydrophobicité des polyphénols tels que les flavonoles est aussi un critere de toxicité qui leur
permet de s’infiltrer dans les phospholipides membranaires et exercer leurs effets antibactériens

a ’intérieur de la cellule (Daglia, 2011).

Les mecanismes adaptés par les proanthocyanidines dans 1’inhibition des bactéries sont :
la déstabilisation de la membrane cytoplasmique et la rendrant perméable, I’inhibition des
enzymes bactériennes extracellulaires, ’action directe sur le métabolisme bactérien et la
privation des substrats requis pour la croissance bactérienne (spécialement les micronutriments
minéraux essentiels comme le fer et le zinc via la propriété de chélation des métaux) (Daglia,
2011).
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Tableau n° 08 : Concentrations minimales inhibitrice des graines vertes de Robusta

Extrait Infusion
Aqueux mg/mL Hydrométhanol mg/mL

Bactéries EB FAC | Fn-B | PhR EB FAC | Fn-B | PhR Gen
Escherichia coli ATCC 8739 - 0,5 0,5 0,5 - 1 1 - 0,5

'?d Klebsiella pneumonia ATCC 700603 0,5 - - - 1 2 2 - 8
? Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - 2 0,5 1 - - 0,78
(f% Acinetobacter baumanni ATCC 19606 - 1 2 0,5 1 2 - - 0, 65
’g Citrobacter freundii ATCC 8090 0,5 - - - 0,5 - - - 0,19
:é Proteus mirablis ATCC 3565 2 - - - 1 - - - 0,5
& Salmonella typhimiriumATCC 13311 0,5 1 0,5 0,5 1 1 - - 0, 65
Enterobacter cloacae ATCC 13047 2 2 2 2 - 2 - - 2,6
E Staphylococcus aureus ATCC 6538 2 - - - 1 1 1 - 0, 19
=S Bacillus cereus ATCC 10876 - 2 1 2 - 1 2 - 0,19
§ Bacillus subtilis ATCC 6633 - - - - - - 2 - 0,65
’g Enterococcus faecalis ATCC 49452 0,125 1 2 1 - - - - 2,6
% Listeria monocytogenes ATCC 15313 i 2 1 1 |05 | - i i 0,19
3 Micrococcus luteus ATCC 9341 0,125 0,25 0,5 2 1 - - - 0,12
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11.2.2.1. La technique de diffusion sur gélose (méthode des disques)

L'activité antifongique a été déterminée en utilisant la technique de diffusion des disques sur

gélose Mueller Hinton. Les résultats des diamétres des zones d’inhibitions vis-a-vis des levures

sont illustrés dans le Tableau n° 09.

Nous avons remarqué que C. albicans ATCC 2690 et C. albicans ATCC 10231 ne sont

sensibles qu’a I’extrait brut et la fraction d’acétate d’éthyle de I’extrait aqueux avec des zones

d’inhibitions qui varient de 7 mm a 10,5 mm.

Les résultats de I'activité antifongique rapportés par Ritu et Nisha, (2018) pour les extraits

méthanoliques et aqueux a différentes concentrations ont montré des zones d'inhibition de

9,5 mm et 9 mm respectivement. Ces valeurs sont proches de celles que nous avons obtenues.

Selon Nayeem et al., (2011), I’extrait hydrométanolique ne montre aucune activité vis-a-vis de

C.albicans ce qui confirme notre résultats.

Tableau n° 09 : Diametres des zones d’inhibition (mm) des extraits des graines vertes de

Robusta.
Extrait Infusion Amphotércine
Aqueux Hydrométhanol B
Levures EB FAC | Fn-B | PhR | EB | FAC | Fn-B | PhR
C. albicans 10,5+
7 6 6 6 6 6 6 21,5
ATCC 26790 2,12
C. albicans 10+ 8,5+
7 6 6 6 6 6 15
ATCC 10231 4,25 0,70
C. albicans 444
P 6 6 6 6 6 6 6 6 20

EB : extrait brut ; FAC : fraction d’acétate d’éthyle ; Fn-B : fraction n-butanol ;

PhR : phase résiduelle.
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11.2.2.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits aqueux et

hydrométhanoliques avec leur fractions de sont montrés dans le Tableau n°10.

Nous constatons que la seule CMI (2,5 mg/mL) a été obtenue vis-a-vis de C. albicans

ATCC 10231 et C. albicans ATCC 26790 par I’extrait brute et les fractions acétate d’éthyle et

n-butanol de I’extrait aqueux. Cependant 1’extrait hydroméyhanol et les autres fractions n’on

montré aucune CMI.

L’activité antifongique de I’extrait aqueux peut étre expliquée par I’effet synergique entre les

différents composés de I’extrait. En effet, les composés majoritaires sont souvent responsables

de I’activité antifongique de cette extrait (Giordani et al., 2008).

Tableau n° 10 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des graines vertes de robusta.

albicans IP 444

Extraits Infusion Amphotércin
Agueux mg/mL Hydrométhanol mg/mL eB
Levures EB | FAC |Fn-B| PhR | EB | FAC | Fn- | PhR pg/mL
B

Candida 25 | 25 - - - - - - 8
albicans ATCC
26790
Candida 25 | 25 2,5 - - - - - 4
albicans ATCC
10231
Candida - - - - - - - - 2

EB : extrait brut ; FAC : fraction d’acétate d’éthyle ; Fn-B : fraction n-butanol ;

PhR : phase résiduelle.
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Quatriéme partie Conclusion générale

Le présent travail a pour objectif, I’étude phytochimique et 1’évaluation des activités
antiradicalaire et antimicrobienne de deux extraits bruts et leurs fractions des graines vertes de
robusta.

L’analyse phytochimique qualitative nous a permis de mettre eb évidence la richesse de nos
extraits par les métabolites secondaires : alcaloides, tanins, flavonoides, quinones libres et
terpénoide. L’extrait hydrométhanolique était celui qui a montré le taux le plus élevé en
polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés.

Les fractions n-butanolique ont révélé le taux le plus élevé en polyphénols et flavonoides
(291,57+7,87 et 263,5+14,25 pg EAG/mg d’extrait respectivement). La fraction n-butanolique
de I’extrait aqueux renferme le taux le plus élevé en tanins avec une valeur 705+945 pg EC/mg

d’extrait.

L’étude de I’activité antioxydante a montré une capacité antiradicalaire tres intéressante (Clso=
0,30 et 0,32 mg/ mL) pour la fraction n-butanolique des extraits aqueux et hydrométhanolique,

et une ECso égale a 0,27 mg/ml pour la fraction n-butanolique de 1’extrait hydrométhanolique.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne nous a permis de conclure que 1’extrait aqueux des
graines vertes de robusta montre la meilleure activité par rapport a I’extrait hydrométhanolique.
L’extrait aqueux s’est révélé plus actif vis-vis des bactéries a Gram positif avec des CMI

comprises entre 0,125 mg/mL et 2 mg/mL.

L’ensemble des résultats obtenus in vitro montrent que les graines vertes de robusta
représentent une source de substances naturelles trés intéressantes pour un usage biologique et
thérapeutique importants.
Cette étude préliminaire nécessite d’autres études complémentaires, approfondies incluant :
- L’identification et I’isolement des métabolites secondaires responsables de I’activité
antiradicalaire et antimicrobienne, a partir des extraits les plus actifs.
- L’étude d’autres activités biologique (antidiabétique, anti-tyrosinase, anti-hémolytique ...).

- L’évaluation de I’effet toxique in vitro et in vivo des principes actifs.
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Figure n°® 16 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols.

y =0,002x
18 2-0,0923

Absorbance 4 510 nm

0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

[Catéchine] pg/mL

Figure n° 17: Courbe d’étalonnage du catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Figure n°® 18: Courbe d’étalonnage du catéchine pour le dosage des tanins condensés.
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