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Résumé

Notre travail consacré a les tests phytochimique et sur I'évaluation de I’activité antioxydante et
antibactérienne des extraits aqueux et hydrométhanolique issus de la poudre de cacao
(Theobroma cacao).

Les tests phytochimique a mis en évidence l'existence de divers métabolites secondaires : les
flavonoides, les tanins, les alcaloides, les terpénes, les quinones, les saponines et les composés
réductrices. Les analyses ont révélé que les extraits contiennent une concentration élevée en
polyphénols totaux et flavonoides, I'extrait hydrométhanolique montre des niveaux supérieurs,
ce qui représente une perspective thérapeutique favorable.

L'estimation de la capacité antioxydante via les méthodes DPPH et FRAP a montré une forte
activité antioxydante, surtout dans I'extrait hydrométhanolique, dont le potentiel dépasse celui
de l'acide ascorbique utilisé comme standard.

L'analyse antibactérienne effectuée sur quatre souches (Gram+ et Gram—) a révélé un impact
modeste, mais favorable des extraits, notamment en ce qui concerne les souches Gram+.

Les résultats de ce travail nous attestent que la poudre de cacao présente des caracteristiques
biologiques notables, particulierement antioxydantes et antibactérienne, qui pourraient
expliquer son utilisation potentielle dans les secteurs pharmaceutique, nutritionnel et
cosmétique.

Mots clés : Theobroma cacao, flavonoides, polyphénols totaux, antioxydant, antibactérien,

extrait hydrométhanolique, aqueux, DPPH, FRAP.



Abstract

Our work focused on phytochemical tests and the evaluation of the antibacterial and antioxidant
activity of aqueous and hydromethanolic extracts from cocoa powder (Theobroma cacao).
The phytochemical study revealed the presence of various secondary metabolites: flavonoids,
tannins, alkaloids, terpenes, quinones, saponins, and reducing compounds. The analyses
revealed that the extracts contain a high concentration of polyphenols and flavonoids, with the
hydromethanolic extract showing higher levels, representing a favorable therapeutic prospect.
Estimation of antioxidant capacity using DPPH and FRAP methods revealed strong antioxidant
activity, especially in the hydromethanolic extract, whose potential exceeds that of ascorbic
acid used as a standard.

Antibacterial analysis performed on four strains (Gram+ and Gram—) revealed a modest but
favorable impact of the extracts, particularly with regard to the Gram+ strains. The results of
this work demonstrate that cocoa powder exhibits notable biological properties, particularly
antioxidant and antibacterial properties, which could explain its potential uses in the
pharmaceutical, nutritional, and cosmetic sectors.

Keywords: Theobroma cacao, flavonoids, polyphenols, antioxidant, antibacterial,

hydromethanolic extract, aqueous extract, DPPH, FRAP.
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Introduction générale

Le cacao, issu des féves de 1’arbre Theobroma cacao L., joue un réle important dans
les secteurs agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique. Le cacao, qui trouve ses origines
en Amerique centrale et du Sud dans les zones tropicales, est traditionnellement apprécié pour
sa saveur spécifique. Toutefois, il provoque également un intérét élevé en raison de ses
caracteristiques fonctionnelles. Son activité antioxydante a particuliérement attiré I'attention au
cours des derniéres décennies, surtout dans le contexte de la prévention des maladies chroniques
associées au stress oxydatif (Katz D. L et al., 2011).

Le stress oxydatif, qui se caractérise par une dégradation entre la génération de radicaux libres
et les processus de défense antioxydants de I’organisme, représente un élément crucial essentiel
dans I'émergence de différentes maladies, y compris les troubles cardiovasculaires, les cancers,
le diabete, les maladies neurodégénératives et le vieillissement prévu (Lobo, V., etal.,
2010).

Dans ce cadre, nous sommes intéresses a analyser les antioxydants alimentaires pour leur
potentiel a capturer ou neutraliser les espéces réactives de I'oxygéne (ERO) et a augmenter les
défenses internes.

Le cacao est un des aliments les plus enrichis en polyphénols et flavonoides, qui participent a
sa forte capacité antioxydante (Higdon,J & Frei,B. 2003). De plus, diverses recherches ont
prouvé que l'extrait de cacao possede une puissance antioxydante plus forte que celle de
nombreux fruits et légumes populaires (Lee, K. W., et al. 2003).

Toutefois, plusieurs facteurs peuvent considérablement influencer la composition phénolique
du cacao par extension, son activité antioxydante, ainsi que le type de cacao (Forastero,
Criollo, Trinitario), les conditions agro-écologiques, et les procédés post-récolte comme la
fermentation, le séchage, la torréfaction et l'alcalinisation. Bien que essentielles pour le
développement des saveurs du chocolat, ces étapes peuvent provoquer des pertes notables en
composeés phénoliques (Wollgast, J., & Anklam, E. 2000) .

Ce travail est divisé en deux parties : la premicre partie porte sur I’étude bibliographique sur les
différentes parties du théme, la seconde partie est consacré a I’expérimentation, qui devise en
quatre volets :

1. Le criblage phytochimique des différentes familles des métabolites secondaires.

2. Quantifier sa composition en polyphénols totaux et flavonoides.

3. Evaluation du pouvoir antioxydant du cacao par des méthodes in vitro : DPPH et FRAP.

4. Tester I’activité antibactérienne, par la méthode d’aromatogramme.
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Stress oxydatif




Partie 01 : Synthése bibliographique Chapitre 1 : Stress oxydatif

1. Généralité :

Le stress oxydatif représente un deséquilibre entre la production de radicaux libres (espéces
réactives de l'oxygeéne, ou ROS) et la capacité du corps a les neutraliser via ses mécanismes
antioxydants. Ce déséquilibre peut provoquer des dommages cellulaires et est associé a

I'émergence de diverses pathologies chroniques (Sies, H, 2015) (Figure 1).

Le stress oxydatif provient de l'interaction de divers facteurs internes et externes. Parmi les
facteurs internes, on peut citer la production naturelle de radicaux libres (ROS) au cours de la
respiration cellulaire, I'inflammation persistante et les anomalies au niveau des mitochondries
(Eurofins Biomnis.,2023). Et parmi les facteurs externes, on retrouve l'exposition aux
polluants environnementaux, aux rayons ultraviolets, le tabagisme, la consommation d‘alcool

en exces et des régimes alimentaires carences (Lushchak,V1., 2014).

jque
Déséqu'\\'\bre pamo\og\q

m—— Enzymes antioxydantes
. Cofacteurs : Zn, Se
Espéces réactives de I'0, Vitamine C (alimentation)
Dysfonction mitochondrie
Metaux lourds : Fe, Cu
Facteurs environnementaux

Oxydant

Antioxydant

Balance du
Stress Oxydant

Figure 1:Une illustration de déséquilibre oxydant / antioxydant
(Garrel, C., Bigard, X., 2017).

2. Radicaux libres
Un radical libre est une variété chimique qui possede un ou multiples électrons non appariés
(célibataire) sur sa couche externe qui va créer des orbitales semi-remplies. L'existence d’un
électron non apparié confére a ces molécules une instabilité considérable, ce qui signifie qu'elles
sont extrémement réactives et leur longévité est courte (Halliwell, B., et al., 2015) (Figure
2).
Pour retrouver la source de stabilité, le radical libre « attaque » d’autres atomes et leur «
sépare » ce précieux électron manquant ; cet atome spolié devient alors un radical libre.
Il existe de nombreuses variétés de radicaux libres, les principaux étant : I’anion superoxyde
(02 +-), le radical hydroxyle (OHe), I’oxyde nitrique (NO¢).
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Electrons aep?rié's /,/ Electron célibatair?
O = stabilité ‘ (= instabilité
G e > S ", :

Atome stable Perte d’un électron Radical libr

Figure 2:Schéma de la formation des radicaux libres (Gosse, A., 2020)

3. Les espéces réactives de ’oxygéne (ERO) :

Les espéces réactives de l'oxygéne (ERO) ont longtemps été considérées comme des sous-
produits toxiques du métabolisme cellulaire, capables d'endommager les constituants essentiels
tels que les protéines, les lipides et I’ADN. Leur aptitude a modifier les structures biologiques
les rend participant a diverses pathologies, y compris les maladies neurodégenératives,
cardiovasculaires et certains types de cancers. Cependant, cette perception exclusivement
nuisible des ERO a connu une évolution. On reconnait maintenant que, lorsqu'elles sont
générées en quantités maitrisées, les ERO ont un r6le physiologique clé. Elles jouent un réle
dans la regulation de la division cellulaire, I'apoptose, I'équilibre redox a l'intérieur des cellules
et I'expression des génes. De ce fait, les ERO sont aussi considérées comme des intermediaires
essentiels dans la signalisation cellulaire, participant de maniere proactive a la préservation de
I'homéostasie cellulaire (Sies,H & Jones, D.P. 2020).

4. Sources des radicaux libres

Afin de mieux comprendre ’origine des espéces réactives de ’oxygéne (ERO), le Tableau 1
suivant présente les principales sources de leur production dans les cellules. Ces sources
peuvent étre d’origine endogene, liées au métabolisme cellulaire normal, ou exogéne, résultant

de facteurs environnementaux ou comportementaux.
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Tableau 1 : Principales sources des ROS (Durackova Z et al., 2008)

Source exogene Source endogéne
Radiation ionisantes NADPH Oxydases
Chimiothérapie Xanthine Oxydase
Cytokine pro- inflammatoire Chaine respiratoire mitochondrial
Radiation UV Athérogénese
Agents toxique environnementaux | Phagocytes
Champs électriques Lipo-Oxygénase
Xénobiotique pro —oxydant Inflammation
Tabagisme Etat d’ishémie —reperfusion
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1. Généralité

Les maladies infectieuses sont des affections causées par des agents pathogénes, peuvent étre
des bactéries, des virus ou d'autres micro-organismes comme les parasites ou les champignons.
Une fois qu'ils pénetrent l'organisme, ces agents pathogénes se reproduisent et alterent les

fonctions corporelles (International Atomic Energy Agency.,2020).

Les agents infectieux responsables des maladies peuvent étre transmis de I'homme a I'homme,
d'un animal & un autre, ou d'un animal a I'numain. Elles peuvent également étre diffusées par
des vecteurs, qui sont des organismes vivants (tels que les insectes) capables de transporter et

de disseminer les agents infectieux (International Atomic Energy Agency.,2020).

L'augmentation de la résistance de certains agents infectieux aux antibiotiques, le retour en
force de maladies qui pourraient étre prévenues par des vaccins, ainsi que I'émergence de
nouveaux agents pathogeénes sans vaccin ni traitement disponible rendent la gestion des
maladies infectieuses plus complexe. L'insuffisance d'équipement dans plusieurs pays pour
détecter ces infections dés leurs débuts contribue a l'augmentation du risque de leur

dissémination (International Atomic Energy Agency.,2020).

Face a cette complexité croissante dans la prise en charge des maladies infectieuses, les
antibiotiques demeurent 1’'un des piliers thérapeutiques les plus utilisés. Cependant, leur
efficacité dépend non seulement de leur bon usage, mais aussi de la compréhension de leurs

mécanismes d’action (Inserm., 2017).
2. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont l'un des fondements essentiels de la médecine moderne, permettant de
soigner efficacement une vaste gamme d'infections bactériennes. Il s'agit de molécules
naturelles ou synthétiques qui ont pour action principale d'inhiber des fonctions essentielles des
bactéries, comme la production de la paroi cellulaire, des protéines ou de I'’ADN
(Ventola,C.L. 2015).

Selon leur mode d'action, ils sont divisés en différentes catégories, incluant les béta-lactamines,
les aminosides, les macrolides, les tétracyclines et les fluoroquinolones (Kumar, M et
al., 2021).

Toutefois, un usage abusif ou incorrect des antibiotiques a entrainé l'apparition de bactéries
résistantes a plusieurs médicaments, ce qui représente un risque majeur pour la santé publique
internationale (OMS, 2023).

L'augmentation de la résistance antimicrobienne, en particulier pour des agents pathogénes

comme le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline ou I'Escherichia coli producteur de
8
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béta-lactamases a large spectre, rend de plus en plus difficile la gestion des infections (World
Health Organization. 2023).

Face a cette situation critique, on met en ceuvre des mesures pour optimiser I'emploi des
antibiotiques, encourager la découverte de nouvelles molécules et envisager des solutions
thérapeutiques comme les extraits végétaux possédant des activités antimicrobiennes
(Moghimi, R et al., 2022).

Pour bien comprendre la fonction des antibiotiques dans le traitement des infections, il est
indispensable de présenter les classes majeures employées en cliniqgue. Chaque classe
d'antibiotiques a un mode d'action distinct. Cependant, leur efficacité n'est pas sans effets
secondaires parfois notables, qu'il est important de comprendre pour une prescription correcte
(Tableau 2).

Tableau 2: Les attributs majeurs des antibiotiques, leurs mécanismes d*action

et les effets secondaires (Ventola, C.L 2015., Kumar M et al., 2021).

céphalosporines,
carbapéneémes...)

peptidoglycane de la paroi bactérienne
en se liant aux PLP/transpeptidases

| Classe [ Mode d’action | Effets secondaires courants
B-I,aqtqrr'unes Inhibition de la synthése du Rez_alct!ons allergiques (eruptlon_s,
(pénicillines, urticaire, choc), troubles digestifs

(diarrhée, colites), parfois anémie,
neutropénie, néphrotoxicité

Aminosides
(gentamicine,
amikacine)

Fixation irréversible sur le ribosome
bactérien (30 S), avoir une inhibition
de la traduction

Ototoxicité, néphrotoxicité,
réactions allergiques

Fluoroquinolones
(ciprofloxacine,
lévofloxacine...)

Inhibition de I’ ADN-gyrase et de la
topoisomerase 1V, avoir un blocage de
la réplication ADN

Troubles digestifs, phototoxicité,
troubles neurologiques,
tendinites/ruptures tendineuses

Glycopeptides
(vancomycine...)

Blocage de la transpeptidation du
peptidoglycane a ’extérieur de la
membrane

Ototoxicité, néphrotoxicité,
réactions allergiques

Sulfamidés
(sulfaméthoxazole +
triméthoprime)

Antagonisme compétitif avec PABA,
avoir un blocage de la synthése de
’acide folique et donc inhiber la
synthese de I’ADN

Réactions cutanées graves (SJS,
Lyell), pancytopénie,
néphropathies, lithiases urinaires
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3. Lien entre les maladies infectieuses et le stress oxydatif

Les maladies infectieuses, causées par agents pathogeénes, déclenchent des réponses
immunitaires complexes dans 1’organisme, par la production de dérivés réactifs de I’oxygene,
notamment le superoxyde (O2-), le peroxyde d’hydrogéne (H202) responsable du stress
oxydatif.

Certains antibiotiques tels que les quinolones, les aminoglycosides et les béta-lactamines
exercent une partie de leur effet en provoquant un stress oxydatif au sein des bactéries. Ces
éléments provoquent une production excessive d'espéces réactives de l'oxygene (ERO), qui
nuisent & I'ADN, aux protéines et aux membranes bactériennes, amplifiant ainsi leur action
bactéricides (Kohanski, M.A et al., 2007 ; Dwyer,D.J et al., 2014). Toutefois, ce stress peut
aussi avoir un impact sur les cellules hotes, en particulier a travers des dommages
mitochondriales (Kalghatgi, S. et al., 2013). En outre, certaines bactéries peuvent mettre en
place des systemes antioxydants adaptatifs, ce qui contribue a leur résistance aux antibiotiques
(Liu,Y & Imlay, J.A. 2013). Cela permet I'emploi d'antioxydants naturels en tant que
compléments pour réduire les effets indesirables tout en préservant l'efficacité antimicrobienne
(Kazemi-Kandi, A & Salarifar, 1. 2023).
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1. Plantes médicinales

1.1 Définition

On designe sous le terme de plante médicinale toute plante réputée de capacités
thérapeutiques. Ces caractéristiques sont présentes dans au moins une partie de la plante.
Par exemple, les feuilles peuvent renfermer des composés aux propriétés antioxydantes,
les fleurs des agents ayant des effets anti-inflammatoires, les tiges contiennent des
substances analgésiques et les racines possédent des composes antiviraux. Ces propriétés
thérapeutiques peuvent étre utilisées dans différentes traditions médicales comme la
médecine chinoise, ayurvédique et indigéne, ainsi que dans la médecine moderne, ou elles
constituent le fondement de la phytothérapie. La phytothérapie fait appel a I'utilisation de
plantes médicinales pour prévenir, réduire ou traiter diverses maladies, en utilisant sur leur
composition chimique et leurs impacts biologiques sur I'organisme humain (Lazouni, H.,
& Chaouche, T., 2024).

On peut classer les plantes médicinales en fonction de divers critéres, y compris leur
application, leurs proprietés thérapeutiques ou les parties de la plante employées. Ceci est
un classement des divers types de plantes médicinales, basé sur leurs principales
caractéristiques thérapeutiques. Il convient de préciser que certaines plantes peuvent étre
classées dans diverses catégories en raison de leurs multiples caracteristiques
(Lazouni, H., & Chaouche, T. 2024).

Il'y a les plantes digestives, telles que la menthe poivrée (Mentha piperita), sont reconnues
pour leurs effets antispasmodiques et carminatifs, ce qui permet de faciliter la digestion et
de soulager les troubles gastro-intestinaux. Du c6té des plantes anti-inflammatoires, le
curcuma (Curcuma longa) est un exemple emblématique : il est réputé pour ses propriétés
anti-inflammatoires et antioxydantes, contribuant ainsi a atténuer les douleurs
inflammatoires. Enfin, les plantes antioxydantes comme le thé vert (Camellia sinensis)
jouent un role essentiel dans la protection des cellules contre le stress oxydatif, grace a
leurs composés bioactifs qui exercent également des effets anti-inflammatoires. Ces
plantes représentent des ressources naturelles précieuses pour la prévention et

I’accompagnement de divers troubles de santé (Lazouni, H., & Chaouche, T. 2024).
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2. Métabolites secondaires
2.1. Généralité

Les plantes ne synthétisent les métabolites secondaires que pour des fonctions spécifiques,
telles que la reproduction ou la croissance. Toutefois, ils défendent leurs milieux contre les
agents pathogenes, les herbivores et divers facteurs de stress environnementaux (Zhang,I
et al., 2022). De plus, l'importance de ces métabolites pour les secteurs pharmaceutique,
alimentaire et cosmétique est due a leur r6le dans la pigmentation, I'aréme et méme la protection
contre les radicaux libres (Othman, A et al., 2007).

Chaque espéce posséde des métabolites spécifiques basés sur ses conditions génétiques et
environnementales, ainsi que sur les méthodes d'échantillonnage mises en ceuvre (Jeeno

P et al., 2023) (Figure 3).

Selon Jeeno P et ses collaborateurs en 2023, les métabolites les plus analysés comprennent ceux
ayant des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et anticancéreuses.
Ainsi que les recherches de Merghem, R (2012), prouvent que les métabolites secondaires tels
que les composés phénoliques, les alcaloides, les saponines, les terpénoides et les quinones ont

le potentiel d'étre largement utilisés dans la prévention et la guérison de diverses maladies.

Métabolisme végétal

Meétabolisme Primaire Meétabolisme secondaire
(Vital) (non vital)
(Croissance, Reproduction ...) (Adaptation de la plante i son environnement)
AN
\-‘V\“‘-\,
L'/ \ ‘“-\-""x\;‘ -y
Glucides  Lipides Protéines O
Azotés

Figure 3:Classification de métabolites secondaires (Labbani, P., 2021).

2.2 Classifications des métabolites secondaires
2.2.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoligques se distinguent par la présence d'un ou plusieurs noyaux aromatiques
qui possedent un ou plusieurs groupes hydroxyle. On les trouve couramment dans le monde

végétal et ils ont un rdle primordial dans les processus de défense contre le stress oxydatif. On
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les associe fréqguemment a des actions antioxydantes puissantes en raison de leur aptitude a
capturer les radicaux libres (Andujar | et al., 2012).

La catégorisation des polyphénols repose principalement sur leur structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les composants structuraux qui relient ces noyaux entre eux. Deux
catégories peuvent étre identifiées : les composés phénoliques simples (comme les acides
phénoliques, les flavonoides...) et les composés phénoliques complexes (tels que les tannins,

les lignines...) (Figure 4) (Ghedadba N, et al 2021).

Acidas Tanins

phincliaves . \ /' |
Acides hydroxy- Acides hydroxy- . Proamhocyanldlnes Ellagitanins
H

cinnamiques benzoiques | composés phénohques i

R, Ry
3 o [ des petits fruits
Rz > o] R, {

“om Ry o 0 Ra H
Acide caféique Acide gallique R, ~Rs MO H
Acide férulique Acide vanillique I ——— HO. o. |
Acide p-coumarique - B | [ H
( Flavonmdos i
OH © ;
g g = e o HC
( Stilbénoides ) & Lignanes )
\\;‘\7-7_//, = R
~ HO  OH
( oM HO, OH
RO 2 . : Rs 3 7 \
1 O.

OR, HO,
\ )

Resvératrol | Flavonols | | Anthocyanidines | Flaéva'::ols |

Ptérostilbéne (_(catéchines) ) Entérodiol

Picéatannol Ry Ry
| oH | OH OH Entérolactone

(
| . |
HO___ | o r, HO ‘ o - HO. o -
¥~ TOH oH P oM
OH © oM oM
Quercétine Cyanidine Catéchine
Myricétine Pélargonidine Epicatéchine
Kaempférol Delphinidine Gallocatéchine
Péonidine Epigallocatéchine
Malvidine

Figure 4:Différentes classes des composés phénoliques (Ghedadba N, et al
2021).
2.2.2 Les flavonoides

Les flavonoides, qui représentent le plus grand groupe de composés phénoliques, sont les
pigments a l'origine des teintes jaune, orange et rouge de divers organes végéetaux. Ils sont
formés de quinze atomes de carbone (C6-C3-C6) et leur structure est principalement composée
de deux cycles aromatiques A et B, connectés par un pont de trois carbones, généralement sous
forme d'un hétérocycle C (Figure 5). Selon le degré d'oxydation du noyau pyranique central,
ils peuvent étre classés en douze catégories différentes : flavone, flavonol, flavanol, anthocyane,
aurone... (Ghedadba N, 2021).

2.2.3 Les tanins

On les retrouve en grande quantité dans diverses plantes, notamment dans les féves de cacao.

Cela inclut les flavonols, flavones, flavanones, anthocyanidines, isoflavones et catéchines. Ils

14



Partie 01 : Synthése bibliographique Chapitre 3 : Métabolites secondaires

ont des anti-inflammatoires, antioxydantes et cardioprotectrices

(Andujar 1 et al., 2012 ; Othman ; A et al., 2007).

caracteristiques

] 3‘

2// \} 4

8 B

T N /o\ NN 5
= ~~ 1'
A T o 2 &'

S‘QQ //\\ /,/3
5

Figure 5:Structure générale d’un flavonoide (Ghedadba N,et al., 2021).
Les tanins sont des composés polyphénoliques, solubles dans I'eau, avec des masses molaires

qui varient de 500 a 3000 M. Il existe deux principales catégories :

A. Tanins hydrolysables : 1l s'agit d'éléments oligo ou polyesters d'un sucre et d'une quantité
variable d'acide phénolique. En général, le sucre se réfere au D-glucose et l'acide phénolique
peut étre soit l'acide gallique pour les gallotanins, soit l'acide ellagique pour les tanins

communément appelés ellagitanins (Ghedadba N, et al., 2021).

B. Tanins condensés : également appelés tanins catéchiques ou proanthocyanidols. Ils se
distinguent clairement des tanins hydrolysables, car leur molécule ne contient pas de sucre et
leur structure est proche de celle des flavonoides. Il s’agit des 8 polymeéres flavaniques
constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone (Ghedadba
N, et al., 2021). Ces derniers sont particulierement abondants dans le cacao et présentent une

activité antioxydante notable (Jeeno P et al., 2023) (Figure 6).

OH
OH HO o
= N O OH
2 o OH HO o
o 0="° o
e OH
OH
oH | o OH OH
O .
HO
H
2 0 OH OH
2 OH
OH R2 OH
Tanins condensés Tanins hydrolysables

Figure 6:Les structures moléculaires caractéristiques des tanins (Achat S., 2013).

2.2.4 Les coumarines

La coumarine est un composé¢ bicyclique formé d’un cycle benzénique fusionné a un cycle

lactone (un cycle fermé avec un groupement ester) (Harborne, J.B., 1999) (Figure 7).
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On les retrouve principalement chez les Dicotylédones et elles sont particuliérement
nombreuses dans certaines familles : Rutaceae, Fabaceae, Apiaceae, Oléaceae, Loganiaceae,
Solanaceae, Asteraceae et Hippocastanaceae. Les coumarines sont formées dans les feuilles et
s'accumulent surtout dans les racines et les écorces, ainsi que dans les tissus agés ou lésés.
(Mpondo E et al., 2015).

On les distingue par leurs propriétés antimicrobiennes, anticoagulantes et antioxydantes. La
présence de celles-ci fluctue en fonction des especes végétales et des conditions d’extraction

(Jeeno P et al., 2023).

5 4
BOGY
Ry O O

Rg

Figure 7:La base structurelle des coumarines (lgor Passi L.B., 2002).

2.2.5 Les quinones

Les quinones sont des composés aromatiques oxydes impliqués dans les processus de transfert
d'électrons et de dégradation par oxydation. Ils peuvent avoir une capacité cytotoxique, mais
peuvent aussi étre employés comme agents thérapeutiques ou conservateurs naturels
(Al-Khayri J.M et al., 2023) (Figure 8)

On retrouve une grande quantité d'anthraquinones dans divers colorants tels que le Garance, la
noix, le millepertuis et le henné. Elles sont responsables de la teinte rouge ou jaune des

matériaux d'origine végétale (Hendry, G. A. F.,1996).

O

I'anthraguinone

Figure 8:Structure de base des quinones (Wikipédia, 2023).
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2.2.6 Les terpénoides

Les terpénoides, également appelés isoprénoides, constituent une vaste catégorie de métabolites

dérivés de l'unité isoprénique.

L'hydrocarbure le plus élémentaire est I'isopréne 6 (CsHs). Tous les terpénoides peuvent étre
catégorisés selon le nombre de leurs unités isopréne. Les catégories courantes comprennent les
monoterpénoides, qui possédent deux unités d'isopréne, les sesquiterpénoides, dotés de trois
unités, et les diterpénoides, comportant quatre unités de terpene. Une seule plante peut produire
une multitude de terpénoides différents a divers emplacements de son organisme, pour des
raisons diverses et a différentes phases de son évolution. On trouve parmi eux les caroténoides,
les huiles essentielles et les stérols. Nombre d'entre eux posseédent des caractéristiques

antioxydantes et anti-inflammatoires (Jeeno P et al., 2023).
2.2.7 Les saponosides

Les saponosides sont des glycosides triterpéniques ou stéroidiens (Figure 9), présents de
maniére étendue dans les végétaux et certains organismes marins. Les glycosides sont des
agents tensioactifs possédant des caractéristiques de mousses et d'émulsions, grace a la
modification de la structure des aglycones. L'industrie pharmaceutique utilise les saponines
pour leurs propriétés anti-hyperglycémiques, antioxydantes et anticancéreuses. Outre leur

emploi dans le secteur de l'alimentation et de la cosmétique (Jeeno P et al., 2023).

b
H - .
OH OH L5C ) |
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HO HO '~ ! Y ke
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HO/ i " OH
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Figure9:Structure chimique d’une saponine (Crozier,A.,et al., 2006).

2.2.8. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés azotés souvent d’origine hétérocyclique. Ils exercent de
puissantes activités biologiques, notamment des effets analgésiques, antipaludiques ou
neuroactifs. Dans le cacao, la théobromine et la caféine sont deux alcaloides majeurs

contribuant a ses effets pharmacologiques (Al-Khayri J.M et al., 2023).
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e Classification des alcaloides selon I'origine biosynthétique

Les alcaloides vrais : constituent la majorité des alcaloides et se trouvent soit en forme libre,
soit sous forme de sel, N-oxyde, et contiennent au moins un hétérocycle : exemple de la

strychnine provenant du tryptophane (Tahouo, S., 2014).

Les pseudo-alcaloides : manifestent généralement toutes les propriétés des alcaloides
authentiques, mais ne constituent pas des dérivés des acides aminés. Dans la plupart des
situations documentées, on constate qu'il s'agit de dérivés d'isoprénoides (alcaloides
terpéniques) et du métabolisme de l'acétate (Robinson, T., 1979).

Les proto-alcaloides : Les proto-alcaloides sont des amines simples qui ne contiennent pas
d'azote dans un hétérocycle. Ils possédent une nature basique et sont synthétisés in vivo a partir
d'acides aminés. On les désigne souvent sous le nom d’« amines biologiques » et ils sont
solubles dans I'eau (Cordell, G. A. 2013).

O FHS
02\ | N/>

I
CHs

Figure 10: la structure des alcaloides La caféine la famille des
méthylxanthines (Wikipédia, 2023)
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1. Historique
Comme pour de nombreuses autres plantes, I'histoire contemporaine du cacao débute avec
la découverte du Nouveau Monde par Christophe Colomb. On remonte a prés de deux mille
ans pour les premiers rapports concernant la culture du cacaoyer en Mésoamérique (Mossu,
G., 1990) Il est certain que les Mayas ont été les premiers a cultiver cet arbre dont les féves
étaient exploitées a la fois en tant que bien de consommation et en qualité d'instrument
d'échange. Les Aztéques qui vivaient dans les hauts plateaux du Mexique avaient élargi
leur empire jusqu'aux zones de culture du cacao ou ils collectaient d'‘énormes tributs sous
forme de graines qu'ils désignaient sous le nom de « cacahoatl », ce qui a ensuite donné
naissance au terme « cacao » (Mossu, G., 1990). Le cacaoyer, selon eux, avait été donné
sur terre par le dieu Quetzacoalt (Serpent a plumes), et ils lui attribuaient une origine
divine. Nombreuses étaient les cérémonies ou le cacao était considéré comme un bien de
luxe sacré, ou comme une boisson sacrée, qu'ils nommaient « xocoatl », d'ou vient le terme
« chocolat » (Coe, S. D., & Coe, M. D. 1996). Il est probable que Linné ait nommé le
cacaoyer cultivé Theobroma cacao (du grec theos = dieux, et broma = nourriture : «
nourriture des dieux ») pour évoquer cette légende. Lorsque Cortes debarqua sur les rivages
du Tabasco en 1519 et commenca a conquérir le Mexique, il s'est rapidement intéressé au
cacao, plutdt pour son statut de richesse et d'instrument monétaire que pour sa
consommation en tant que boisson, méme si celle-ci était souvent proposée dans le cadre
de grandes cérémonies (Coe, S. D., & Coe, M. D. 1996). Les Espagnols réalisérent
rapidement que substituer le piment et le rocou par du sucre dérivé de la canne a sucre,
qu'ils avaient introduite des Canaries a Saint-Domingue puis au Mexique, et de la vanille,
rendait le « xocoatl » une boisson nettement plus appréciable. Et de plus en plus valorisée.
Depuis la fin du XVle siécle, on fait pousser le cacaoyer dans presque toutes les zones
tropicales de I'Amérique centrale et du Sud, ainsi que dans les Antilles. Les premiéres
expéditions de cacao vers I'Europe ont eu lieu en 1585, partant de Veracruz et arrivant a
Cadix (Mossu, G., 1990). Le cacao, originaire d'Espagne, commence a se diffuser en
Europe via les cours royales, notamment en Italie puis en France (Anne d'Autriche, fille de
Philippelll d'Espagne, I'y introduisit a la suite de son mariage avec Louis XIII en 1615),
puis en Hollande, en Angleterre et en Allemagne (Mossu, G., 1990).
Cette culture est implantée par les Espagnols, les Hollandais et les Portugais dans
I'ensemble de leurs territoires d'outre-mer, notamment en Asie du Sud-Est d'une part et
dans les fles du golfe de Guinée d'autre part. C'est depuis ces fles, Fernando Poo
(actuellement Malabo), Sao Tomé et Principe, que le cacaoyer a été introduit sur le
continent africain il y a un peu plus de cent ans (Mossu,G 1990).
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2. Origine

Le cacaoyer, également appelé cacaotier, est un arbre tropical qui tire ses racines
d'’Amérique centrale, specifiguement du Mexique. Ses fruits sont a l'origine des feves de
cacao, indispensables a la fabrication du chocolat. Les termes « chocolat » et « cacao » ont
leur origine chez les Azteques. lls désignaient I'arbre par le terme « Cacahuaquahuitl », sa
graine par « Cacahuatl », et la boisson préparée a partir de ces graines était appelée «
tchocolatl » ou « xocoatl » (Dakin, K., & Wichmann, S. 2000).

Classification

Le cacaoyer se classe parmi les Dicotylédones et releve de I'ordre des Malvales. D'aprés la
catégorisation phylogénétique de « I'Angiosperm Phylogeny Group » ou APG 1V (2016),
le cacaoyer appartient a la famille des Malvaceae, tandis que selon la classification
traditionnelle, il est placé dans les sterculiaceae. Il est catégorisé sous le genre Theobroma,
qui comprend environ vingt especes. On distingue plusieurs types de cacaoyers, parmi
lesquels les trois variétés majeures sont Criollo, Forastero et Trinitario, tous les cacaoyers
sont de I'espéce « Theobroma cacao L » (Angiosperm Phylogeny,
2016).

Son tronc ne fait pas plus de 30 cm de large, ses feuilles sont longues et acérées, et se
renouvellent sans cesse, a l'instar des fleurs. En effet, le cacaoyer genére entre 3500 et
6000 minuscules fleurs blanches, teintées de rose, qui se développent tout au long de
I'année, souvent directement sur le tronc. Etant donné que ces fleurs vivent en moyenne 48
heures, sur 100 fleurs, seulement un est fécondé par un insecte, et a peine 10 a 20 fruits
par arbre atteignent la maturité et sont finalement cueillis. On appelle ces fruits des «

cabosses » (Figure 11).
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Figure 11:Le cacaoyer (Larousse, E. s. d).

3. Les différentes variétés de cacaoyers

3.1. Criollo

Les Cacaoyers Criollos ont des cabosses qui sont allongées, parfois avec une constriction
semblable a celle d'un goulot de bouteille. Avant leur maturité, leurs cabosses sont de
couleur rouge ou verte et présentent une forme allongée, avec des sillons bien définis et
verrugqueux. Leurs feves, dodues et rondes, aux les cotylédons frais affichent une couleur
blanche, ou possédent un léger pigment (Zarrillo, S., 2018). Le terme Criollo, qui
signifie « créole » en espagnol et fait référence aux populations indigenes, désigne la
variété locale de cacaoyers qui a été cultivée depuis I'époque maya (McNeil, C. L., 2012).
Ontrouve les Criollos en Amérique centrale, depuis le sud du Mexique et le Belize jusqu'au
Honduras ; mais également dans les pays situés au nord de I'’Amérique du Sud, tels que le
Pérou, la Colombie et le Venezuela, ainsi que sur certaines Tles de lI'océan Indien. Les
Criollos sont largement domestiqués et ont été cultivés depuis de nombreuses années.
Leurs féves contiennent peu de tanins et ont plutdt un godt doux. Ils cultivent un cacao de
qualité supérieure, plus raffiné et parfumé, avec une faible amertume, ce qui explique son
utilisation dans la production de produits haut de gamme chocolatés. Cependant, les
Criollos ne sont quasiment plus cultivés en raison de leur sensibilité, car ils sont moins
robustes et plus exposés aux maladies. lls générent une production moindre, ne

représentant que 5% de la production mondiale de cacao (Motamayor, J. C.,2008).
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3.2. Forastero

Les Cacaoyers Forasteros ont des cabosses lisses, parfois verruqueuses, qui vont du vert
au jaune, et qui sont soit allongées, soit rondes comme les Amelonados. On trouve les
Forasteros au Brésil ainsi qu'en Afrique de I'Ouest. Le terme Forastero, qui se traduit par
« I’étranger » en espagnol, désigne

faisant référence a I'Afrique, son pays natal d'importation. Leurs gousses sont initialement
vertes, puis se teintent de jaune lorsqu'elles atteignent leur maturité. Leurs féves sont plus
ou moins aplaties, avec des cotylédons frais de couleur violette. Les féves ont une teneur
plus élevée en tanins, ce qui leur confére un goGt plus amer et astringent. Les Forasteros
sont extrémement domestiqués, solides et productifs. Ils possedent une croissance rapide
et un rendement élevé, fournissant 80% de la production mondiale de cacao. Cependant, la
qualité de ce cacao est inférieure. De plus, tres vigoureux, ils résistent trés bien aux
maladies (Tixier, P., Barrau,J, 1979.,2013)

3.3. Trinitario

Les Trinitarios sont le résultat d’hybrides entre les Criollos et les Forasteros. L'hybridation
de ces deux types de cacaoyers a eu lieu a Trinidad, une ile voisine du Venezuela, ce qui
explique le nom Trinitario.

En 1727, I'lle de la Trinité a été touchée par un ouragan devastateur suivi d'une epidémie,
probablement liée au Phytophthora, une maladie fongique. Ces événements ont entrainé la
destruction massive des cacaoyers Criollo présents sur I'Tle.

En substitution, des Forasteros ont été cultivés sur I'lle en raison de leur robustesse et
productivité supérieures. Donc les deux types de cacaoyers se sont combinés pour donner
naissance au Trinitario qui allie les caractéristiques des Criollos, réputés pour leurs
propriétés aromatiques et sensorielles, et la robustesse et la productivité des Forasteros.
Leurs cabosses deviennent d'un rouge vif, puis virent au rouge violacé a maturité. On les
trouve aux Caraibes, a Madagascar, a Ceylan, a Java, en Papouasie et en Nouvelle-Guinée.
Ils constituent approximativement 10 a 15 % de la production de cacao a I'échelle mondiale
(Tixier,P, Barrau,J, Bekele,F.L 1979, 2013, 2003) (Figure 12).
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Criollo Forastero | Trinitario

Figure 12: Les différentes variétés de cacaoyers
(Carine.,2017)

4. Culture de cacao

4.1. Ecologie et agronomie du cacao

Les sols destines a la culture du cacao ont des besoins tres spécifiques. Le sol doit avoir
une profondeur minimale de 1,5 metre, étre bien drainé et idéalement argilo-sableux
(Koko, L., 2014). Dans la forét tropicale, ou le cacaoyer pousse de maniere naturelle, les
grands arbres fournissent I'ombre modérée indispensable a sa croissance (Crane et al.,
2013). On garantit cette condition en cultivant les cacaoyers a I'ombre d'arbres qui leur
offriront également une protection contre le vent, la pluie et une évaporation excessive.
Les sols ou poussent les cacaoyers doivent également étre poreux, bien drainés et surtout
tres enrichis en humus, potassium, azote, oligo-éléments et autres minéraux indispensables
a leur développement (Koko, L et al., 2009 ; Koko, L., 2014). En effet, le sol devrait étre
fertile, avoir préférentiellement un pH entre le neutre et Iégérement acide, ce qui contréle
soigneusement la prédominance des parasites et des maladies (Fowler, 1999).

On peut propager le cacaoyer de plusieurs fagons : en plantant des féves, par bouturage ou
par greffage. La feve est capable de germer avant méme que le fruit ne soit mar, cependant,
comme sa capacité a germer se dégrade rapidement, il est essentiel de la planter peu apres
son extraction de la cabosse. La graine de T. cacao, qui germe épigé, commence a le faire
genéralement entre 4 et 6 jours aprés avoir été semée dans des conditions optimales. Le
rachis commence a s'étendre et les cotylédons émergent du sol dans les 10 a 15 jours
suivant la germination (Oro, P.A et al. 2012). Les jeunes plants sont initialement cultivés
en pépiniére pendant six mois avant d'étre transférés en pleine terre (jusqu'a I'age de deux
ans au maximum), au début de la saison pluvieuse, soit sous des ombres artificielles, ou

protégée par des plantes plus grandes comme les bananiers  (Oro, P.A et al. 2012)
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4.2. Production et principaux pays producteur

Les principales zones de culture du cacao a I'échelle planétaire sont regroupées dans la
Figure 13. Cette figure permet de mettre en évidence l'origine du cacaoyer en Amérique
centrale et du Sud (indiquée par des hachures bleues) ainsi que les principales zones de
production présentes en Afrique de I'Ouest (Céte d'lvoire, Ghana, Nigeria), en Amérique
du Sud (Brésil, Equateur) et en Asie du Sud-Est (Indonésie, Malaisie). Elle démontre
également que la culture du cacao se limite aux régions tropicales, proches de I'équateur

(Contributeurs aux projets Wikimedia, 2025).

Figure 13:Présenté principales zones de production et d*origine du cacao
dans le monde. (Wikipedia, 2025).

Le Tableau 3 met en évidence les principaux pays producteurs de cacao pour l'année
2019/2020, avec leur proportion respective dans la production totale exprimée en milliers

de tonnes et en pourcentage.
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Tableau 3: Les 7 principaux pays producteurs de cacao pour I’année
2019/2020. (International Cocoa Organization, 2021).

Production (1000 tonnes) | % du Pays

Cote d’Ivoire 2225 43,3%
Ghana 1040 20,2%
Equateur 350 6,8%
Cameroun 290 5,6%
Nigeria 270 5,3%
Indonésie 200 3,9%
Brésil 180 3,5%
Autre pays 586 11,4%

4.3. Technique de culture le cacao

Le cacaoyer commence a produire des I'age de 7 ou 8 ans, sa production est a son apogee autour
de 25 ans, et il ne vit généralement pas plus de 30 a 40 ans. 1l atteint naturellement une taille de
12 a 15m, cependant dans les cultures, on veille a le garder entre 4 et 10m de hauteur afin de
préserver sa vitalité et favoriser son expansion horizontale, ce qui rend la récolte plus aisee
(Mossu, G.1990).

4.3.1. Les cabosses

Selon les variétés, la cabosse atteint sa maturité en cing a sept mois, moment ou elle passe au
jaune/orange.

Quand les cabosses cueillies sont encore immatures, les processus biosynthétiques de la pulpe
et de la graisse ne sont pas complets. Par conséquent, la quantité de beurre présente dans les
feves sera considérablement réduite et le processus de fermentation ne pourra pas s'effectuer
correctement, provoquant une grande quantité de feves violettes.

Toutefois, si les cabosses sont trop mdres, la pulpe se desséche et ne sera pas suffisamment
abondante pour assurer une fermentation optimale. Par ailleurs, les féves pourraient germer et
entrainer une contamination microbienne, conduisant a des feves endommagées ou contaminées
(Facchini, C., 2023).

4.3.2. Ecabossage et extraction

L'écabossage, qui implique I'extraction des graines des cabosses, doit étre effectué au plus tard
cing jours apreés la récolte des cabosses.

On peut utiliser une machette pour ce faire, mais il est recommandé d'utiliser un gourdin afin
de ne pas endommager les graines. On peut aussi utiliser des tables d'écabossage pour optimiser

l'organisation. (Facchini, C., 2023).
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4.3.3. Fermentation
La fermentation est une étape indispensable, elle figure parmi les phases les plus cruciales dans
le processus de transformation des graines.
En réalité, cette fermentation se compose de deux types de réactions.

- Des réactions fermentaires vraies qui se deroulent dans la pulpe.

- Des réactions biochimiques ont lieu au sein des cotylédons.
Ce processus consiste a supprimer le mucilage externe grace a lintervention de
microorganismes pectinolytiques 12. Elle élimine également le potentiel germinatif et surtout
permet le développement des précurseurs de I'aréme chocolat a l'intérieur des cotylédons
(Facchini, C., 2023).
4.3.4. Séchage
Les féeves sont nettoyées entre les étapes de fermentation et de sechage afin d'éliminer
totalement la pulpe résiduelle. L'objectif du séchage est de stopper la fermentation et de réduire
le niveau d'’humidité a 60-70 %.
Généralement, les féves sont disposées au soleil en une couche de 3 a 4 cm sur des surfaces
cimentées, des claies ou des baches. C'est également au cours du séchage qu'une part
importante de I'acide acétique, généré lors de la fermentation, est supprimée.
Le séchage au soleil représente 90% des méthodes de séchage, tandis que le séchage artificiel
ou mécanique en représente 10% (Facchini, C., 2023).

5. Utilisation de cacao

La Figure 14 présente les principales étapes de transformation des feves de cacao en produits
finis, notamment le chocolat et la poudre de cacao. La fabrication commence par la torréfaction
des feves de cacao, suivie du concassage et du broyage, ce qui permet d’obtenir une pate de
cacao. Cette pate constitue la maticre de base pour les deux voies de transformation. D’une part,
la pate de cacao est soumise a un pressage qui permet de séparer le beurre de cacao des
tourteaux. Les tourteaux peuvent étre broyés et mélangés a divers additifs pour produire de la
poudre de cacao. D’autre part, pour obtenir du chocolat, on utilise la pate de cacao a laquelle
on ajoute du beurre de cacao, du sucre, parfois du lait, ainsi que d'autres additifs. Le mélange
obtenu est ensuite malaxé, conché (procédé d’affinage), puis tempéré pour assurer une bonne
cristallisation du beurre de cacao. Le produit final est le chocolat prét a é&tre moulé et consommé
(Markovié, L,et al., 2022).
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Figure 14:Etapes de fabrication du chocolat et de la poudre de cacao.
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6. Effets du cacao sur la santé

Le cacao, ingrédient de base du chocolat, est reconnu pour ses propriétés nutritionnelles et
thérapeutiques, surtout gréce a sa forte teneur en composés bioactifs tels que les polyphénols.
Ces antioxydants naturels ont un role crucial dans la bataille contre le stress oxydatif, un
élément associé au vieillissement des cellules et a diverses affections chroniques
(Andujar 1.,2012). Onaassocié une consommation modérée de cacao a différents bénéfices
pour la santé cardiaque. Effectivement, les flavonoides présents dans sa composition aident a
la dilatation des vaisseaux sanguins, diminuent la pression artérielle et optimisent la circulation.
En outre, le cacao favorise un métabolisme sain en renforgant la sensibilité & I'insuline et en
diminuant l'inflammation (Grassi, D. et al., 2005). D'un point de vue cognitif, plusieurs
recherches indiquent que le cacao pourrait aider a renforcer la mémoire, l'attention et I'état
d'esprit, en raison de sa faculté a favoriser la production d'endorphines et de sérotonine. De
plus, ses propriétés antimicrobiennes et anti-inflammatoires renforcent aussi le systeme
immunitaire (Desideri, G. et al., 2012). Afin de mieux visualiser les différents effets du cacao

sur ’organisme, le Tableau 4 suivant résume ses principaux bienfaits pour la sante :

Tableau 4:Les effets benéfiques du cacao sur la santé humaine.

Effet sur la santé Bienfaits associés Références
bibliographiques

Activité antioxydante Neutralisation des radicaux | Kelm, M.et al., 2006
libres, protection cellulaire.

Santé cardiovasculaire Amélioration de la | Grassi, D et al., 2005
circulation, réduction de la
pression artérielle, fonction

endothéliale.
Effets anti- | Reduction des marqueurs | Hooper, L., et al
inflammatoires inflammatoires. 2012).
Effet neuroprotecteur Amélioration de la mémoire, | Desideri, G et al., 2012
réduction du risque de
démence.
Effets métaboliques Amélioration de la | Shrime, M et al., 2011

sensibilit¢é ~a  I’insuline,
réduction du risque de
diabete de type 2.
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7. Travaux antérieurs

Le chocolat noir, qui contient une forte concentration de cacao, est réputé pour ses bienfaits sur
la santé métabolique. Parmi les divers mécanismes par lesquels il agit, il a été proposé qu'il
puisse affecter l'activité cholinergique, un systeme essentiel dans la régulation de fonctions
physiologiques telles que la mémoire, l'apprentissage et la modulation du métabolisme
(Madhavadas, | et al., 2016).

Le beurre de cacao, extrait des feves de cacao, est reconnu pour ses propriétés nourrissantes et
hydratantes, ce qui en fait un ingrédient tres apprécié en cosmétique. En 2025, il est utilisé dans
des formules innovantes de crémes anti-age qui aident a réduire les rides et a préserver la
douceur de la peau. Grace a la nanotechnologie, les actifs du beurre de cacao sont transformés
en tres petites particules, ce qui permet une meilleure pénétration dans la peau et une efficacité
renforcée. Certains produits contiennent également des ingrédients qui stimulent la régénération
cellulaire, favorisant ainsi la reparation des tissus cutanés et donnant un aspect plus jeune a la
peau. Cette combinaison de beurre de cacao et de nanotechnologie ouvre la voie a des soins
cosmétiques plus performants et respectueux de la peau. (Brenda & Alix 2025)

Chez les rats, les polyphénols présents dans le cacao favorisent la viabilité et le bon

fonctionnement des cellules béta du pancréas (Almagro, L., et al., 2015).

Les polyphénols exercent une influence significative sur la protection et la régénération des
cellules béta du pancréas, tout en contribuant a lI'amélioration des fonctions cognitives. Ces
effets ont été confirmeés par des recherches expérimentales menées sur des animaux et des étres
humains (Dragan, A et al., 2015).

Le syndrome métabolique (Smet) est un ensemble de troubles métaboliques, notamment
I'obésité abdominale, I'nypertension, la résistance a I'insuline et la dyslipidémie, qui augmentent
le risque de maladies cardiovasculaires et de diabete de type 2. Des chercheurs ont comparé les
effets des composés chimiques présents dans deux produits naturels, le cacao (Theobroma
cacao) et le cupuacu (Theobroma grandiflorum), sur ces paramétres métaboliques. Les
recherches concernant les extraits de cacao et de cupuacu ont démontré que ces deux ingrédients
naturels, lorsgu'ils sont intégrés a une alimentation riche en graisses, peuvent réguler le stress
oxydatif et les activités des enzymes, ce qui contribue a diminuer les dommages hépatiques et
a protéger contre I'oxydation des lipides. Une augmentation des activités antioxydantes des
tissus et du plasma a également été observée. Ces résultats indiquent que les composés actifs

du cacao influencent le processus d'oxydation (Amiot M, J et al., 2016).
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Notre étude a été menée au sein du laboratoire de recherche « Antibiotiques, Antifongiques,
Physico-chimie : Synthese et Activité Biologique », département de Biologie, Université de

Tlemcen.
Ce travail est structuré en quatre parties :
- La premiére étape consiste a la préparation et I’extraction du matériau végétal.

- La deuxieme étape est consacrée a I’analyse phytochimique ainsi qu’a la quantification des

polyphénols totaux et flavonoides dans les extraits obtenus.

- La troisieme étape vise a évaluer l'activité antioxydante des extraits a I’aide de deux méthodes

: la technique de neutralisation du radical DPPH et la réduction du fer.

- La quatrieme étape porte sur I’évaluation de I’activité antibactérienne des différents extraits

obtenus.
1.Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude, il s’agit de poudre de cacao alcalinisée (pH 6.8-
7,5), de marque : Plein Aréme 22-24% de la société Cacao Barry. Elle est Fabriquée a partir de
feves de cacao d'Afrique de I'Ouest de haute qualité, issues de I'agriculture durable (Cacao-

barry.com. s.d) (Figure 15).

Figure 15:Poudre de cacao - Plein Arbme 22-24% - poudre - 5kg sac

(Cacao-barry.com. s.d).
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2. Extraction du matériel végétal

2.1. Préparation de I’extrait aqueux :

30 g de la matiére végétale (poudre
de cacao) + 300 mL d’eau distillée

(== ]
]

Macération pendant 72h a

température ambiante

Centrifugation a 3000 tours/min
Pendant 20 min

[
J
[

]
i \J

‘ I Filtration avec du papier filtre ]
T Il

[ Séchage dans |'étuve ]

-

Figure 16:Protocole de préparation de I’extrait aqueux.
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2.2. Préparation de I’extrait hydro-meéthanolique :

30g de matiere végétale (poudre de
cacao) + méthanol/eau (80mL /20 mL)

71

Macération pendant 72h a

température ambiante

J

!
[ Centrifugation a 3000 tours/min J

Pendant 10 min
Filtration avec du papier filtre ]

|

Evaporation du eau/méthanol
[ Séchage dans |'étuve ] E
Ml

Figure 17:Protocole de préparation de I’extrait hydrométhanolique.

3. Calcul du rendement

Le rendement c’est le rapport entre la masse de 1’extrait évaporé du solvant et la masse de la

matiere végétale initiale ayant servi pour I’extraction exprimé en pourcentage.
Le rendement est calculé par la formule suivant :

Rendement (%) = (Mo/M1) x100
Mo : masse en gramme de I’extrait brut évaporé.

M : masse en gramme de la matiére végétale initiale séchée.
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4. Les tests phytochimiques

Les méthodes qualitatives de tests phytochimiques sont cruciales pour I'identification initiale
des métabolites secondaires présents dans les extraits vegétaux. lls se basent sur des interactions
chimiques spécifiques entre les composants bioactifs et divers réactifs, provoquant des
modifications de couleur, l'apparition de précipités ou d'autres indices visuels aisément
observables. Ces essais sont fréqguemment employés pour détecter la présence de composés
bioactifs tels que les flavonoides, les tanins, les alcaloides, les coumarines, les quinones, les

terpénoides et les saponosides (Sasidharan, S et al., 2011 ; Akinmoladun, F. et al., 2022).
4.1. Les alcaloides :

On introduit 0,5 mL de l'extrait a examiner dans deux tubes a essai. Par la suite, nous
incorporons 0,5 mL d'HCI (1%) suivi de 0,1 mL du réactif de Mayer dans le premier tube et 0,1
mL du réactif de Wagner dans le deuxiéme tube. La présence d'alcaloides est signalée par

I'apparition d'un preécipité de couleur blanche ou brune.
4.2. Les tanins :

On introduit 1 mL de I'extrait dans un tube de test et complétons avec 0,25 mL de chlorure de
sodium FeCls (1%). L'incubation du mélange a été effectuée a une température ambiante
pendant une durée de 15 minutes. La présence de tanins se manifeste par une couleur verdatre

ou bleu-noiratre.
4.3. Les flavonoides :

On a identifié la présence de flavonoides en incorporant 1 mL de I'extrait a 1 mL d'acide
chlorhydrique concentré et quelques copeaux de magnéesium. L'émergence d'une couleur rouge,

orange ou rose signale leur existence dans l'extrait.
4.4. Anthraquinones :

On place 1 mL de I'extrait dans un tube a essai, on incorpore 1 mL de NH+«OH (10%) et on

mélange le tout. L'apparition d'une couleur violette signale la présence d'anthraquinones.
4.5. Les quinones libres :

Pour détecter les quinones, on ajoute 0,1 mL d'hydroxyde de sodium (NaOH a 1%) a 1 mL de
l'extrait. L'apparition d’une couleur virant au jaune, au rouge ou au violet indique la présence

de quinones libres.
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4.6. Terpénoides (test de Laskowski) :

1 mL de l'extrait est mélangé avec 0,4 mL de chloroforme et 0,6 mL d'acide sulfurique
concentré. L'apparition d'une couleur brune et une phase de séparation indiquent la présence de

terpénoides.
4.7. Les saponines :

On agite 2 mL de I'extrait pendant 15 minutes, puis on le laisse tranquille pour une durée de

q15 minutes. Une hauteur dépassant 1 cm signale la présence de saponines.
4.8. Les composés réducteurs :

Incorporez 1 mL de liquide de Fehling (composé de 0,5 mL du réactif A et 0,5 mL du réactif
B) a 1 mL d'extrait, puis laissez incuber pendant 8 minutes dans un bain-marie a ébullition.

L'apparition d'une couleur rouge brique signale la présence de composés reduits.
5. Dosage des polyphénols totaux

L'approche analytique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a permis de déterminer la quantité
de polyphénols totaux dans les extraits examinés. Le réactif de Folin-Ciocalteu, qui contient
de l'acide phosphotungstique (HPW12040) et de l'acide phosphomolybdique (HPM012040), est
sujet a des réactions de réduction réversibles impliquant un ou deux électrons, ce qui provoque
une couleur bleue dans la solution. L'intensité de la couleur est en relation proportionnelle avec

les niveaux de composeés phénoliques oxydés qui absorbent a 700 nm (Zbadi, R. et al., 2018).

La gamme d’étalon est produite en parallele dans les mémes conditions opératoires a 1’aide de

I’acide gallique comme étalon positif a des concentrations allant de 25 a 1000 pg/mL.

La teneur en polyphénols totaux est calculée selon la formule suivante :
[Polyphénols] =a.f/C

a : Concentration des polyphénols déterminé a partir de la courbe étalon.

f : Facteur de dilution (x22).

C : Concentration initial de I’extrait (10 mg/mL).
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Mode d’opération

Le protocole utilisé pour le dosage des composés phénoliques totaux est schématisé dans la
figurel8 :

100 puL de chaque 2 mL de carbonate de sodium
extrait % Na2COs (2%)

[ Incubation pendant 5min

4

+ 100 pL de réactif de Folin-Ciocalteu (1N)

7

Incubation a I'abri de la lumiere et a

tempeérature ambiante pendant 30 min

g

Mesure de l'absorbance a 700 nm

Figure 18:Protocole utilisé pour le dosage des polyphénols totaux.

6. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée par la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium (AICls), une technique couramment employée dans l'analyse phytochimique.
Lorsque les flavonoides sont exposés au nitrite de sodium (NaNO:) en présence d'un
environnement alcalin, ils réagissent avec AICL pour créer un complexe rose stable. Ce
complexe affiche un pic d'absorption autour de 510 nm, déterminé par spectrophotométrie.
(Zbadi, R. et al., 2018).

La gamme d’étalon est produite en parallele dans les mémes conditions opératoires a I’aide de

la catéchine comme contréle a des concentrations allant de 25 a 1000 pg/mL.

La concentration des flavonoides est exprimée en milligramme équivalent de catéchine par

gramme d’extrait (mg Eq C/gE) est calculée selon la formule suivante :

[Flavonoides] =a. f/C
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a : Concentration des flavonoides (mg/mL) déterminé a partir de la courbe étalon.

f : Facteur de dilution (x10) .
C : Concentration initial de I’extrait (10 mg/ mL).

Mode d’opération

Le protocole utilisé pour le dosage des flavonoides est schématisé dans la Figure N°19

250 pL de :“}. 1000 puL de
chaque extrait

75 uL de
=+

I’eau distillée NaNO: (15%)

7

Incubation pendant 6 min a température ambiante

4

[ +75 uL AICI3 ]

J

Incubation pendant 6 min a

tempeérature ambiante

J

[ +1000 pL de NaOH (4%) J

J

[ +100 puL d’eau ]

J

[ Incubation a I’obscurité 30 min ]

J

[ Mesure de 1’absorbance a 510 nm ]

Figure 19:Protocole utilisé pour le dosage des flavonoides.
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7. Evaluation de Pactivité antioxydante

7.1. Détermination de D’activité antioxydante par le test de piégeage du radical libre

DPPH

L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits a été effectuée grace au test de neutralisation
du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), une technique couramment employée
pour déterminer la capacité des composés a neutraliser les radicaux libres. Le DPPH, un radical
stable et de teinte violette en milieu méthanolique, se réduit lorsqu'il est exposé a des
antioxydants, ce qui provoque une décoloration graduelle. Par spectrophotométrie a 517 nm, on
observe une baisse d'absorbance qui est directement liée a la capacité antioxydante de
I'échantillon (Ahmed, H. et al., 2023 ; Duguma, A. et al., 2024) (Figure 20).

L L) (1 [
g N B . :3"'\ N e S
! + Antiexydant .OH ————» ' + Antioxydant-O.
N. NH ’
NO, [J ], NO NO, Ao
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 20:Réduction du DPPH par un antioxydant (Kleinrichert K., Bindhu
A.2019).
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Mode d’opération

Le protocole d’activité anti-radicalaire du DPPH est schématisé dans la (Figure 21).

[ 2,5mg de DPPH + 100mL de méthanol ]

J

50 pL de différentes concentrations
d’extraits + 1950 pL de solution DPPH

J

Incubation a I’abri de la lumiére et a température
ambiante pendant 30 min

4

[ Lecture de I’absorbance a 517nm J

Figure 21:Protocole suivi pour I’évaluation de I’activité anti-

radicalaire du DPPH.

Le contréle négatif a été préparé en mélangeant 50 pL de méthanol avec 1950 puL de solution

DPPH.

Les concentrations des extrais variant de 0,25 a 0,001 pg/mL

Le pourcentage de piégeage du radical est calculé selon 1’équation suivante :
% | = [(AC - AE) / AC] x 100

% I : Pourcentage d’inhibition.

AC : Absorbance du contrdle (Absorbance moyenne du radical seul).

AE : Absorbance de I’échantillon (Absorbance du radical libre en présence d’antioxydant apres

30 minutes de contact).
Calcul du ICso (concentration inhibitrice 50%)

Le ICso indique la concentration d’un extrait ou d’'un composé antioxydant nécessaire pour

inhiber 50 % de P’activité radicalaire du DPPH. Il constitue une mesure quantitative de
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l'efficacité  antioxydante, permettant la comparaison entre différents extraits
(Ahmed, H et al., 2023 ; Duguma, A. et al., 2024).

7.2. Détermination de I’activité antioxydante par la méthode FRAP

La méthode de réduction du fer se base sur la capacité des antioxydants a transformer le fer
ferrique (Fe*") en fer ferreux (Fe?*), ce qui se révéle par l'apparition d'une coloration bleue. Plus
la couleur est intense, plus le pouvoir antioxydant est élevé (Ahmed,
H. et al., 2023; Benzie,l & Strain, J, 1996 ) (Figure 22).

N
>
1 i N =N
3 antioxidant Sren”

N ~

|
R
IP‘\ \N IN\ .
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S — e —
~ Y e ~ L |
| She F 3
/N‘ N. ZN
l

DL

’ '

Fe(lll) - TPTZ complex Fe(ll) = TPTZ complex

antioxidant

Figure 22:Evaluation de I’activité antioxydante par le test FRAP (Wojtunik-
K., 2020).
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Mode opératoire

Le protocole suivi est schématisé dans la figure 23 :

0,2 mL des extraits a différentes concentrations, sont mélangés
avec 0,5 mL du tampon phosphate (0,2M ; pH 6,6)

3

+ 0,5 mL de ferricyanure de potassium
KsFe (CN)sa 10%

Le mélange obtenu est incubé a 50°C

pendant 20 min

3

+ 0,5 mL d’acide trichloroacétique

(TCA) a 10%

3

Centrifugation pendant 10 minutes a
3000 tours/min

3

[ Un aliquote de 0,5 mL du surnageant de J

chaque échantillon a différentes concentrations

3

[ + 0,5 mL d’eau distillée ]

3

+ 0,1 mL d’une solution de chlorure
ferrique FeCl; a 0,1%

3

[ Lecture de I’absorbance a 700nm ]

Figure 23:Protocole suivi pour I’évaluation de I’activité

antioxydante par la méthode FRAP.
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L’acide ascorbique est utilis¢é comme étalon positif dans les mémes conditions expérimentales

a différentes concentrations de 0,25 a 0,001 pg/mL.
Calcul de PECso (Effective Concentration 50%)

En utilisant la technique FRAP, une augmentation de I'absorbance signale une intensification
du potentiel antioxydant réducteur des échantillons examinés. On calcule 'ECso pour comparer
les échantillons, ce qui correspond a la concentration d'extrait nécessaire pour obtenir une
absorbance de 0,5 sur le graphique montrant I’évolution de 1'absorbance en fonction de la

concentration a 700 nm (Tamuly, C. et al., 2014).

L’ECso est la concentration d’un extrait nécessaire pour obtenir 50 % de I’effet maximal
observé. Dans le contexte de I’antioxydant, I’ECso est souvent équivalent a I'ICso : c’est la

concentration a laquelle 50 % des radicaux libres (comme le DPPH) sont neutralisés.
1  Détermination du pouvoir antibactérien des extraits de poudre de cacao
8.1. Souches bactériennes

Pour I’évaluation de I’activité antibactérienne des deux extraits obtenus, nous avons utilisé des
souches bactériennes de référence. Il s’agit de 2 bactéries a Gram+ et 2 bactéries a Gram-

(Tableau 5).

Tableau 5 : Les bactéries utilisées pour 1’évaluation de P’activité

antibactérienne.

Microorganismes Gram Code

Staphylococcus aureus

Bactéries Positif ATCC 29213

Bacillus subtillus

ATCC 6633

Pseudomonas aerugenosa
Négatif ATCC 27853
Escherichia coli TEM ATCC 35218
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Matériel non biologique :
o La gélose nutritive pour I'entretien et I’isolement des souches bactériennes.
o Lagélose Mueller-Hinton pour I'étude de I'activité antibactérienne.
Antibiotiques utilisés dans cette étude :
Gentamicine (GEN)
8.2 La méthode de diffusion sur gélose :

Méthode basée sur la diffusion d'extraits a séparer du disque imprégné et déposé sur le milieu
solide pour former des zones circulaires claire sans colonies appelée zones d'inhibitions. Décrite
par CLSI. (2010) et modifiee par Adida H et al. (2014) et Chan et al. (2007).

8. 3Preparation de suspensions bactériennes :

On fait les tests sur des colonies jeunes de 18 a 24 heures en phase exponentielle de croissance.
Chaque souche est transformée en une suspension bactérienne dans de I’eau physiologique 0,85
%. La suspension bactérienne est ajustée a 0.5 Mc Farland, ce qui correspond a une de DO =

0,08 a 0,13 a une longueur d’onde de 625 nm.
8.4 Ensemencement des boites :

Par écouvillonnage nous avons trempé un écouvillon sec stérile dans I’inoculum, tout en
pressant fermement sur la paroi interne du tube pour éliminer I'exces d'inoculum et nous l'avons
ensemenceé sur la surface gélose de Muller Hinton, de haut en bas avec une répétition de trois

fois.
8.5 Dépot des disques

A laide de pinces stériles, nous avons placé les disques et ajouté des extraits & testés a une
concentration de 1g/mL. D’autres disques imprégnés par la gentamicine (solution injectable) a

une concentration de 10 mg/mL ont été utilisés comme contrdle positif.

Mettre les boites de Pétri a incuber & 37 °C pendant 18-24 heures a 1’étuve. Le diamétre des

zones d’inhibition autour des disques est mesuré au moyen d’une régle graduée.
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Selon, I’intervalle des diamétres des zones d’inhibition s'explique comme suit (Lee,
S.etal., 2007) :

-Diamétre < 6,4 mm — pas d’activité antibactérienne ;
-6,5 < Diamétre < 6,9 mm— activité antibactérienne faible ;
-7 < Diameétre < 7,9 mm— activité antibactérienne moyenne ;

- Diamétre > 8 mm— bonne activité antibactérienne.
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1. Analyse phytochimique

1.1. Rendement des extraits de poudre de cacao
Les résultats relatifs aux rendements d’extraction par les différents solvants sont indiqués dans
le tableau 6.
Les résultats d’extraction de la poudre de cacao obtenus par macération indiquent que 1’extrait
aqueux donne le rendement le plus élevé, environ 10 % suivi de I’extrait hydrométhanolique

Avec un pourcentage de 7,6 %

Tableau 6:Rendement (%) des extraits obtenus par macération.

Extraits Rendements Couleur Aspect Solubilité
%
Aqueux 10 Marron foncé Cristallisé Eau distillée
Hydrométhanolique 7,6 Marron foncé Cristallisé/ Méthanol et
pateux Diméthylsulfoxyde
(DMSO)
D'apreés les résultats du tableau ci-dessus, nous remarquons que : L’extrait

aqueux obtenu se présente sous forme de cristaux de couleur marron foncé qui sont entierement

solubles dans I'eau distillée.

L’extrait hydrométhanolique obtenu se présente sous forme de cristaux/pateux de couleur

marron foncé qui sont entierement solubles dans le méthanol et le DMSO.
1.2 Criblage phytochimique

Des analyses phytochimiques effectuées sur les extraits de poudre de cacao ont mis en évidence
la présence de divers métabolites secondaires, par la raison de réactions colorées ou de
précipitation avec des agents chimiques spécifiques. Les résultats sont présentés dans le tableau
7.
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Tableau 7:Résultats de I’analyse phytochimique réalisé sur les extraits de

poudre de cacao.

Extraits Agueux Hydrométhanolique
Tests
Mayer + -
Alcaloides Wagner n n
Tanins + +
Flavonoides + +

Anthraquinones - -

Quinones libres + -

Terpénoides - +
(Test de Slakowski)

Saponines - +

Composes réducteurs + +

Les résultats sont interprétés comme suit : (-) réaction négative et (+) réaction positive.

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur I’extrait aqueux ont révélé une variété de
composes bioactifs, il a montré la présence des alcaloides, des tanins, des flavonoides, des

quinones libres et des sucres réducteurs.

L’extraits hydrométhanolique a montré la présence des alcaloides, des tanins, des flavonoides,
des terpénoides, des saponines et des sucres réducteurs. Cependant les anthraquinones sont

absentes dans les deux extraits étudiés.
1.3. Teneur en polyphénols totaux et flavonoides

Les résultats relatifs au dosage des polyphénols totaux et flavonoides des extraits de poudre de
cacao ont été déterminé respectivement, en utilisant I’équation de régression linéaire pour la

courbe standard d’acide gallique et catéchine (Figure : 24 et 25).
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y =0.0005x + 0.0659

R2 =0.9845
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Figure 24:Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des
polyphénols totaux.
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Figure 25:Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides.
Les résultats de dosages des polyphénols totaux et flavonoides sont regroupés dans le
Tableau 8.
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Tableau 8 : Dosage de polyphénols totaux et flavonoides des extraits de
poudre de cacao.

Extraits Teneurs en polyphénols Teneurs en flavonoides
totaux (ug Eq AG/ mg ES) | (ug Eq C/ mg ES)

Extrait Aqueux 2022,04+ 0,0134 281,86 +0,0489

Extrait 2011,24+ 0,0018 989 +0,0500
hydrométhanolique

Les analyses ont montré que I’extrait aqueux de poudre de cacao contient une teneur légerement
plus élevée en polyphénols totaux (2022,04 ug Eq AG/mg ES) que I’extrait hydrométhanolique
(2011,24 pg Eq AG/mg ES). En revanche, I’extrait hydrométhanolique est nettement plus riche
en flavonoides (989 ng Eq C/mg ES) comparé¢ a ’extrait aqueux (281,86 pg Eq C/mg ES). Ces
résultats indiquent que 1’eau est plus efficace pour extraire les polyphénols totaux, tandis que
le mélange hydrométhanolique favorise I’extraction des flavonoides. Le choix du solvant

influence donc la composition en composes bioactifs des extraits.
2. L’activité antioxydante
2.1. Piégeage du radical libre DPPH

L’¢évaluation de I'activité antioxydante des extraits de poudre de cacao par le test de DPPH, a
donné les courbes graphiques ci-dessous représentent la variation du pourcentage de pouvoir

d'inhibition en fonction de la concentration de chaque extrait (Figures 26 a 28).
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y = 22.693In(x) + 115.18
R2=0.9856
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Figure 26:Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de

différentes concentrations de I’acide ascorbique.
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Figure 27:Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de

différentes concentrations de I’extrait aqueux.
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Figure 28:Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de
différentes concentrations de I’extrait hydrométhanolique.
Les valeurs d'ICso servent a mesurer et a mettre en paralléle I'activité réductrice des extraits en
comparaison avec une molécule de référence. Elles sont definies graphiquement a partir des

courbes d'absorbances en relation avec les diverses concentrations des extraits examinés

(Tableau 9).

Tableau 9 : Les valeurs d’IC50 des extraits de poudre de cacao avec la

molécule de référence.

Extraits I1Cso (Mg/mL)
Extrait Aqueux 0,0502
Extrait hydrométhanolique 0,0149
Acide Ascorbique 0,0564

L’extrait hydrométhanolique présente la plus faible valeur d’ICso (0,0149 pg/mL), ce qui
indique une forte activité antioxydante, tandis que I’extrait aqueux a une ICso légérement plus

élevée (0,0502 pg/mL), indigue une activité antioxydante modérée.
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L’acide ascorbique, utilisé comme référence, a une ICso de 0,0564 pg/mL, ce qui place I’extrait

hydrométhanolique comme plus puissant que la molécule de référence.
2.2. Pouvoir réducteur du fer (méthode FRAP)

La capacité des extraits de cacao en poudre a diminuer le fer a été examinée par comparaison
avec celle de la molécule standard : l'acide ascorbique. Les absorbances des diverses
concentrations standards ou des extraits élaborés ont été illustrées par des graphiques de
régression linéaire (Figures 29 a 31).

y =12.801x + 0.152
R2 =0.9855

0.6 0.54365

Abcorbonce 700 nm
o
(2]

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07
Concentration pg/mL

Figure 29:Pouvoir de réduction de fer par I'acide ascorbique.
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Figure 30:Pouvoir réducteur du fer par de I’extrait Aqueux
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Figure 31:Pouvoir réducteur du fer par de I’extrait Hydrométhanolique
Les valeurs d’ECso permettent de quantifier et de comparer l'activité réductrice des extraits
en comparaison avec la molécule de référence. Elles sont établies graphiquement a partir des
courbes de régressions lineaires d'absorbance en fonction des diverses concentrations des

extraits analysés (Tableau 8).

Tableau 10:Les valeurs d’EC50 des extraits aqueux et hydrométhanolique

avec la molécule de référence (I’acide ascorbique).

Extraits ECso (Mg/mL)
Aqueux 0,03
Hydrométhanolique 0,027
Acide Ascorbique 0,0233

Les deux types d'extraits (aqueux et hydrométhanolique) démontrent une activité antioxydante
significative avec une valeur d’ECso presque identique, il s’agit de 0,03 pg/mL d’extrait aqueux
et 0,027 pg/mL pour I’extrait hydrométhanolique. A titre de comparaison, l'acide ascorbique,
qui est généralement réputé pour ses propriétés antioxydantes, affiche une valeur d’ECso de
0,0233 pug/mL, ce qui le rend plus efficace que les extraits de poudre de cacao. Ainsi, que ce

soit I’extrait aqueux ou I’hydrométhanolique, on constate une activité antioxydante notable des
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extraits de cacao, bien qu’elle reste inférieure a celle de I’acide ascorbique dans cette évaluation.
Ceci met en lumiére la concentration élevée en composés antioxydants dans le cacao, tels que

les flavonoides, et autres polyphénols.
3. L’activité antibactérienne

3.1 Méthode de diffusion sur milieu gélose
Les souches ensemencées sont mises en contact avec les deux extraits a tester par la méthode
de diffusion sur milieu solide. Le pouvoir antibactérien se manifeste par I’apparition de zones

d’inhibition, qui sont mesurés et les résultats ont été mentionné dans le tableau 10

Tableau 11:Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits testés vis-a-

vis les différentes souches bactériennes.

Aqueux Hydromethanolique | GEN

Escherichia coli ATCC 25933 6 6 30
Staphylococcus aureus ATCC 6 12,5 45
25923
Pseudomonas aeruginosa ATCC 6 6 28
27853
Bacillus subtilis ATCC 6633 6 27,5 21

Les résultats obtenus montrent que :

o Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus subtilis ATCC 6633 ont présenté une
sensibilité forte aux extraits hydro-méthanolique testés, avec des diamétres d’inhibition
compris entre 12,5 et 27,5 mm respectivement.

o Bacillus subtilis ATCC 6633 est la souche la plus sensible pour I’extrait
hydrométhanolique avec un diamétre d’inhibition de 27,5 mm, par contre aucune

sensibilité vis-a-vis 1’extrait aqueux.
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La gentamicine, antibiotique a large spectre utilisé comme témoin positif, présente des

diamétres d’inhibition élevés par rapport a nos extraits vis-a-vis de toutes les

souches testées.
e L’extrait aqueux ne montre aucune activité vis-a-Vis les souches testées.
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Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de I’activité antioxydante et
antibactérienne des deux extraits hydro-méthanoliques et aqueux de poudre de cacao.
Le cacao, provenant des feves de I'arbre Theobroma cacao L., est estimé non seulement pour
ses caractéristiques organoleptiques, mais également pour ses propriétés biologiques
exceptionnelles. Il renferme une large variété de composés bioactifs, notamment des
flavonoides, mais aussi des composés phénoliques et des tanins. De nombreuses recherches
scientifiques ont clairement prouvé que le cacao a une forte action antioxydante, capacité contre
les especes réactives de I'oxygene (ERO) et a défendre les cellules face au stress oxydatif. Cette
aptitude est essentiellement due a sa forte concentration en flavonoides (Martin, M. A. et al.,
2013).
L'extrait aqueux de cacao a démontré un rendement d'extraction supérieur (10 %) comparé a
I'extrait hydro méthanolique (7,6 %). Cette variation s'explique par le pouvoir de l'eau a
dissoudre une large quantité de composés hydrophiles comme les sucres, protéines et certains
tanins. Cependant, méme s'il est moins performant en substance d'extraction de masse, I'extrait
hydrométhanolique s'est révéleé plus riche en composeés bioactifs tels que les flavonoides et
polyphénols, qui sont a l'origine de l'activité antioxydante. Dans une comparaison a d'autres
recherches qui ont observé des rendements comparables avec des extraits méthanoliques de
cacao, variant entre 6 et 9 % (Niemenak, N. et al., 2006), ce qui valide bien nos conclusions.
Les tests phytochimiques que nous avons réalisés sur les extraits aqueux et hydrométhanoliques
de cacao ont permis a l'identification d'une variété de métabolites secondaires, y compris les
flavonoides, tanins, saponines, terpénoides, quinones, composés reducteurs et alcaloides. On
connait bien ces groupes de composés pour leur role dans des activités biologiques importantes
comme les effets antioxydants.
La présente étude a mis en évidence I’impact majeur du choix du solvant sur I’extraction des
polyphénols totaux et des flavonoides a partir de poudre de cacao. Les résultats révélent des
profils distincts selon le type de solvant :
Polyphénols totaux : ’extrait aqueux (2022 pg Eq AG/mg ES) présente un taux légérement
supérieur a I’extrait hydrométhanolique (2011 pg Eq AG/mg ES). Ce résultat est conforme a
d’autres investigations montrant que I’eau, en tant que solvant polaire, favorise 1’extraction de
composeés phénoliques hydrophiles (Plaza, M. et al., 2017).
Flavonoides : a I’inverse, 1’extrait contenant du méthanol démontre une concentration nettement
plus élevée (989 ng Eq C/mg ES contre 281,9 pour I’extrait aqueux). Cela correspond a la
littérature qui rapporte que les solvants mixtes polaires—semi-polaires (comme
I’hydrométhanol) permettent d’extraire une plus large gamme de flavonoides, en particulier les
molécules moins hydrophiles (Wiyono, T et al., 2020).
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Dans notre recherche et dans la littérature, on constate toujours que les flavonoides sont moins
présents que les polyphénols totaux, ce qui est en accord avec leurs propriétés chimiques.
Effectivement, les flavonoides sont une sous-catégorie des polyphénols et ne constituent qu'une
fraction du total des composés phénoliques extraits.

De maniére similaire, dans 1’étude de Toro-Uribe, S et al., (2020), utilisant une extraction
optimisée par ultrasons, la teneur en flavonoides (88,87 mg/g) reste inférieure a celle des
polyphénols totaux (122,34 mg/g),

L'évaluation de l'activité antioxydante des deux extraits de poudre de cacao a été réalisée au
moyen de deux méthodes : la méthode de piégeage du radical libre DPPH et la méthode de
réduction du fer (FRAP).

Le test DPPH a démontré que les deux extraits de cacao présentent une activité antioxydante
remarquable. L'extrait hydrométhanolique a déemontré la plus grande efficacité avec une
concentration inhibitrice médiane (ICso) de 0,0149 pg/mL, alors que I'extrait aqueux a présente
une ICso de 0,0435 pg/mL. Pour comparaison, I'acide ascorbique, qui sert de référence, a montre
une valeur ICso de 0,0564 pg/mL qui affiche une efficacité intermédiaire, supérieure a I’extrait
aqueux, mais inférieure a I’extrait hydrométhanolique.

Cela indique que notre extrait hydrométhanolique de cacao posséde une activité antioxydante
supérieure a celle de I'acide ascorbique, alors que I'extrait aqueux se révele légérement moins
efficace. On conclut que le cacao, en particulier en tant qu'extrait hydrométhanolique, constitue
une excellente activité antioxydants.

Selon les études menées par Emelda, A Andi. En 2015, les extraits de cacao riches en
polyphénols présentent une forte activité antioxydante avec des ICso souvent comprises entre

0,01 et 0,05 pug/mL, ce qui est en parfaite cohérence avec nos résultats.

L'analyse de l'activité antioxydante via la méthode de réduction du fer a révélé que l'extrait
hydrométhanolique de cacao présente un ECso de 0,027 mg/mL, alors que l'extrait aqueux
présent un ECso de 0,03 pg/mL. L'acide ascorbique, qui sert de référence, a démontré une valeur
d'ECso de 0,0233 pg/mL, ce qui le rend plus efficace que les extraits de poudre de cacao.

La meilleure efficacité de ’extrait hydrométhanolique pourrait s’expliquer par sa capacité a
extraire une gamme plus large et plus concentrée de composés phénoliques et flavonoides,
reconnus pour leur activité antioxydante. L’éthanol, combiné a 1’eau, améliore en effet la
solubilité de nombreux métabolites secondaires présents dans le cacao, ce qui pourrait expliquer
cette différence.

Les tests DPPH et FRAP ont démontré que les extraits de cacao ont une forte capacité

antioxydante. L'extrait hydrométhanolique a démontré la plus grande activité, possédant une
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forte capacité a neutraliser les radicaux libres (DPPH) et a réduire les ions ferriques. L'activité
notable de I'extrait aqueux a également été démontrée, bien qu'elle soit légérement moins forte.
L'étude de l'activité antibactérienne des extraits aqueux et hydrométhanoliques de cacao a
révélé une efficacité qui détermine en fonction du type d'extrait et des souches bactériennes
étudiées. L'extrait hydrométhanolique a démontré les zones d'inhibition les plus larges vis-a-vis
du Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec une valeur de 12,5 mm et Bacillus subtilis ATCC
6633 avec une valeur de 27,5 mm, indique une activité antibactérienne plus marquée
comparativement a lI'extrait aqueux qui a aucune sensibilité avec les différentes souches testées.
Le phéenomeéne de la résistance aux antibactériens, notamment face a certaines bactéries Gram
négatif, est essentielle et a engendré des difficultés dans le traitement des infections. Un
traitement plus efficace s'impose (Organisation mondiale de la Santé. 2024).

La différence dans la réponse bactérienne était possible en raison de la nature des especes
bactériennes. Il est a noter que I'extrait hydrométhanolique de poudre de cacao a montré un effet
antibactérien contre les bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis).
Cette supériorité d’action peut s’expliquer par la structure spécifique de leur paroi cellulaire On
observe une activité antibactérienne plus forte contre les bactéries Gram+ que Gram—. Ceci est
da a la structure de leur paroi : les Gram+ possedent une paroi épaisse et poreuse, qui facilite la
diffusion des métabolites secondaires tels que les flavonoides, les tanins et les alcaloides.
Comme dans I’étude de (Veiko, A, et al, 2023) montre que des flavonoides comme la
quercétine, la naringénine et la catéchine alterent la membrane de Staphylococcus aureus
(bactérie Gram +) et inhibent sa capacité a lyser les hématies, ce qui illustre bien le mécanisme
évoque dans notre discussion.

Cependant, les Gram— disposent d'une membrane externe riche en lipopolysaccharides qui fait
réle de barriere limitant la diffusion des composés actifs.

Dans d’autres recherches sur les extraits de cacao naturel (non alcalin) indiquent une activité
antibactérienne significative sur les Gram+, via des concentrations élevées en polyphénols tels
que I’épicatechine et la catéchine (Todorovic, V., et al. 2017).

L'extrait hydrométhanolique a démontré une plus grande efficacité que l'extrait aqueux, en
raison de sa concentration supérieure en composés bioactifs. Ces observations indiquent que la
sensibilité des bactéries est influencée tant par leur structure cellulaire que par la composition
chimique des extraits.

Ces résultats montrent que le cacao pourrait étre une source naturelle intéressante d’agents
antibactériens, surtout contre les bactéries Gram positif. D’autres recherches sont toutefois

nécessaires pour mieux comprendre son action et envisager des applications en santé humaine.
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En résume, ces résultats montrent que le cacao, surtout en tant qu'extrait hydrométhanolique,

montre un potentiel antibactérien notable contre les bactéries a Gram positif que |'extrait

aqueux.
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Le cacao, ingrédient essentiel de tout véritable chocolat et de tout produit a base de cacao, est

une source alimentaire extrémement complexe.

Notre travail a porté sur lest tests de la phytochimie des extraits aqueux et hydrométhanolique
de poudre de cacao ou les résultats obtenus ont montré que le cacao contient des composes

efficaces capables d’agir comme antioxydants.

Concernant des tests d'activité antioxydante, les résultats ont démontré que les deux types
d'extraits (aqueux et hydrométhanolique) démontrent une activité antioxydante significative
dans les deux tests de piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer par la méthode
FRAP. Donc la poudre de cacao montre une activité supérieure a celle de l'acide ascorbique, ce

qui refléte leur richesse en composés phénoliques.

Les tests préliminaires réalisés sur l’activité antibactérienne ont montré que l'efficacité
antibactérienne des extraits aqueux et hydrométholiques du cacao a démontré une performance
qui varie selon le type dextrait et les souches bactériennes examinées.  L'extrait
hydrométhanolique a montré les plus grandes zones d'inhibition contre le Staphylococcus
aureus ATCC 25923 avec une mesure de 12,5 mm et Bacillus subtilis ATCC 6633 qui a atteint
27,5 mm, ce qui indique une activité antibactérienne plus prononcee contre les bactéries a Gram
positif par rapport a l'extrait aqueux qui n'a presenté aucune sensibilité aux diverses souches

testées.

Ces résultats confirment I’intérét potentiel des extraits de poudre de cacao comme agents
antioxydants naturels, et confirment le potenticl de I’extrait hydrométhanolique de cacao
comme agent antibactérien naturel, particulierement efficace contre les bactéries a Gram positif.
Cette propriété suggere un potentiel intéressant pour une utilisation de la poudre de cacao
comme agent conservateur naturel dans I’industrie agroalimentaire, notamment pour limiter le
développement microbien dans les produits sensibles. Son intégration dans des formulations
alimentaires pourrait ainsi contribuer a une meilleure conservation, tout en répondant a la

demande croissante de solutions naturelles et sans additifs chimiques.

Pour atteindre cet objectif de maniére optimale, il serait approprié de poursuivre cette recherche
en explorant d'autres activités biologiques telles que les activités hémolytiques, antidiabétiques,
et anti-inflammatoires. L'étude de techniques d'extraction complémentaires pour optimiser la
récupération des composés bioactifs.

De plus, l'identification des molécules actives responsables de diverses activités étudiées.
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Résumé

Notre travail consacré a les tests phytochimique et sur 'évaluation de ’activité antioxydante et antibactérienne des extraits
aqueux et hydrométhanolique issus de la poudre de cacao (Theobroma cacao).

L’étude phytochimique a mis en évidence l'existence de divers métabolites secondaires : les flavonoides, les tanins, les
alcaloides, les terpenes, les quinones, les saponines et les composés réductrices. Les analyses ont révélé que les extraits
contiennent une concentration élevée en polyphénols totaux et flavonoides, I'extrait hydrométhanolique montre des niveaux
supérieurs, ce qui représente une perspective thérapeutique favorable.

L'estimation de la capacité antioxydante via les méthodes DPPH et FRAP a montré une forte activité antioxydante, surtout dans
I'extrait hydrométhanolique, dont le potentiel dépasse celui de I'acide ascorbique utilisé comme standard.

L'analyse antibactérienne effectuée sur quatre souches (Gram+ et Gram—) a révélé un impact modeste, mais favorable des
extraits, notamment en ce qui concerne les souches Gram+.

Les résultats de ce travail nous attestent que la poudre de cacao présente des caractéristiques biologiques notables,
particuliérement antioxydantes et antibactérienne, qui pourraient expliquer son utilisation potentielle dans les secteurs
pharmaceutique, nutritionnel et cosmétique.

Mots clés : Theobroma cacao, flavonoides, polyphénols totaux, antioxydant, antibactérien, extrait hydrométhanolique, aqueux,
DPPH, FRAP.

Abstract

Our work focused on phytochemical tests and the evaluation of the antibacterial and antioxidant activity of aqueous and
hydromethanolic extracts from cocoa powder (Theobroma cacao).

The phytochemical study revealed the presence of various secondary metabolites: flavonoids, tannins, alkaloids, terpenes,
quinones, saponins, and reducing compounds. The analyses revealed that the extracts contain a high concentration of
polyphenols and flavonoids, with the hydromethanolic extract showing higher levels, representing a favorable therapeutic
prospect.

Estimation of antioxidant capacity using DPPH and FRAP methods revealed strong antioxidant activity, especially in the
hydromethanolic extract, whose potential exceeds that of ascorbic acid used as a standard.

Antibacterial analysis performed on four strains (Gram+ and Gram—) revealed a modest but favorable impact of the extracts,
particularly with regard to the Gram+ strains. The results of this work demonstrate that cocoa powder exhibits notable biological
properties, particularly antioxidant and antibacterial properties, which could explain its potential uses in the pharmaceutical,
nutritional, and cosmetic sectors.

Keywords: Theobroma cacao, flavonoids, polyphenols, antioxidant, antibacterial, hydromethanolic extract, aqueous extract,
DPPH, FRAP.

65



	ملخص
	Résumé
	Abstract
	TABLE DES MATIÈRES
	Liste des tableaux
	Liste des figures
	Liste des abréviations
	Introduction générale
	Partie 01 : Synthèse bibliographique
	Chapitre 1
	Stress oxydatif
	2. Radicaux libres
	3.  Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) :
	4. Sources des radicaux libres
	Chapitre 2 :
	Maladies infectieuses
	1. Généralité
	2. Les antibiotiques
	3. Lien entre les maladies infectieuses et le stress oxydatif
	Chapitre 3 :
	Métabolites secondaires
	1. Plantes médicinales
	1.1 Définition

	2. Métabolites secondaires
	2.1. Généralité
	2.2 Classifications des métabolites secondaires
	2.2.1. Les composés phénoliques
	2.2.4 Les coumarines
	2.2.5 Les quinones
	2.2.6 Les terpénoïdes
	2.2.7 Les saponosides
	2.2.8. Les alcaloïdes


	Chapitre 4 :
	Plante d’étude
	1. Historique
	2. Origine
	3. Les différentes variétés de cacaoyers
	3.1. Criollo
	3.2. Forastero
	3.3. Trinitario

	4. Culture de cacao
	4.1. Écologie et agronomie du cacao
	4.2. Production et principaux pays producteur
	4.3. Technique de culture le cacao
	4.3.1. Les cabosses
	4.3.2. Écabossage et extraction
	4.3.4. Séchage


	5. Utilisation de cacao
	6. Effets du cacao sur la santé
	7. Travaux antérieurs
	Partie 02 : Matériel et méthodes
	1.Matériel végétal
	2. Extraction du matériel végétal
	2.1. Préparation de l’extrait aqueux :
	2.2. Préparation de l’extrait hydro-méthanolique :

	3. Calcul du rendement
	4. Les tests phytochimiques
	4.1. Les alcaloïdes :
	4.2. Les tanins :
	4.3. Les flavonoïdes :
	4.4. Anthraquinones :
	4.5. Les quinones libres :
	4.6. Terpénoïdes (test de Laskowski) :
	4.7. Les saponines :
	4.8. Les composés réducteurs :

	5. Dosage des polyphénols totaux
	6. Dosage des flavonoïdes
	7.  Évaluation de l’activité antioxydante
	7.1. Détermination de l’activité antioxydante par le test de piégeage du radical libre DPPH
	8.2 La méthode de diffusion sur gélose :
	8. 3Préparation de suspensions bactériennes :
	8.4 Ensemencement des boîtes :
	8.5 Dépôt des disques

	Partie 03 : Résultats et interprétation
	1. Analyse phytochimique
	1.1. Rendement des extraits de poudre de cacao
	1.2 Criblage phytochimique
	1.3. Teneur en polyphénols totaux et flavonoïdes

	2. L’activité antioxydante
	2.1.  Piégeage du radical libre DPPH

	3. L’activité antibactérienne
	3.1 Méthode de diffusion sur milieu gélose

	Partie 04 : Discussion
	Partie 05 : Conclusion et perspectives
	Références bibliographiques

