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Résumeé

Cette étude vise a évaluer les activités biologiques des graines vertes de la plante
Coffea arabica. 2 extraits bruts (I’eau et I’hnydrométhanol) et 6 fractions (I’acétate d’éthyle, le
n-butanol et phase résiduelle) ont été utilisés dans cette étude. Les teneurs en polyphénols
totaux, en flavonoides et en tannins condenses ont été déterminées par les méthodes de Folin-
Ciocalteu, de trichlorure d'aluminium et de vanilline, respectivement. L’étude de I’activité
antioxydante a été réalisée par la technique de piégeage du radicale libre (DPPH) et la méthode
de réduction du Fer (FRAP). Le potentiel antimicrobien a été mis en évidence vis-a-vis des
bactéries a Gram positif, a Gram négatif et des levures par la technique de diffusion des disques
sur gélose et par la technique des microdilutions sur des microplagues.

Les résultats du dosage montrent que les fractions n-butanoliques sont les plus riches en
polyphénols totaux. Les fractions n-butanolique et d’acétate d’éthyle de [I’extrait
hydrométhanolique renferment les teneurs les plus élevés en flavonoides. Les teneurs les plus
élevés en tanins condensés sont enregistrés par I’extrait brut hydrométhanolique suivi par
I’extrait brut aqueux. L’extrait aqueux et ses fractions ont montré des Clsy proches de celles
obtenues par [I’acide ascorbique et inférieures a celles données par les extraits
hydrométhanoliques. Les fractions n-butanoliques ont donnés les CEsy réductrices du fer les
plus intéressantes par rapport aux autres extraits.

L’étude de I’activité antibactérienne a montré que I’extrait aqueux brut présente la CMI la plus
intéressantes, elle est de 0,156 mg/mL vis-a-vis Staphylococcus aureus ATCC 6538. Cet extrait
a montré également I’activité antifongique la plus importante sur milieu gélose (10 et 13.5 mm).

CMI vis-a-vis les levures étaient élevées.

Mots clés : Coffea arabica, Graines vertes, composés phénoliques, activité antioxydante,

activité antibactérienne, activité antifongique.



Abstract

This study focusses to evaluate the biological activities of the green seeds of the
Coffea arabica plant. 2 crude extracts (aqueous and hydromethanol) and 6 fractions (ethyl
acetate, n-butanol and residual phase) were used in this study.

The contents of total polyphenols, flavonoids and condensed tannins were determined by the
methods of Folin-Ciocalteu, aluminum trichloride and vanillin, respectively. The study of the
antioxidant activity was carried out by free radical scavenging technic (DPPH) and Ferric
reducing power method (FRAP). The antimicrobial potential was established against Gram-
positive and Gram-negative bacteria and yeast, by the agar disk diffusion and the micro-dilution
methods.

Obtained results showed that the n-butanol fractions are the richest in total polyphenols. The n-
butanol and ethyl acetate fractions of the hydromethanol extract contain the highest levels of
flavonoids. The highest contents of condensed tannins are recorded by the hydromethanolic
crude extract followed by the aqueous crude extract. The aqueous extract and its fractions
showed ICsp values close to those obtained by ascorbic acid and lower than those given by
hydromethanolic extracts. The n-butanol fractions gave the most interesting iron reducing ECso
compared to the other extracts.

The study of the antibacterial activity showed that the crude aqueous extract has the most
interesting MIC = 0.156 mg / mL with respect to Staphylococcus aureus ATCC 6538. This
extract exerts also the most important antifungal activity on agar medium (10 and 13.5 mm).

MICs against yeasts were high.

Key words: Coffea arabica, green seeds, polyphenols compounds, antioxidant activity,
antibacterial activity, antifungal activity.
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Introduction



Depuis I’antiquité, les plantes attirent I’attention de I’étre humain par leurs propriétés
nutritives et médicinales (Din et al., 2011). Elles ont été utilisées de fagon empirique comme des
drogues végétales dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses ayant les
capacités a soulager les douleurs, guérir les maux et panser les blessures (Tabuti et al., 2003 ;
Abdelhalim et al., 2017). Leurs utilisations a des fins thérapeutiques ont été rapportées dans les
littératures antiques arabe, chinoise, égyptienne, hindou, grecque et romaine (Khan, 2014 ;
Yuan et al., 2016).

En 2008, I’organisation mondiale de la santé a estimé que 75% de la population mondiale et plus
de 80% de la population africaine ont eu recours aux plantes médicinales comme soins primaires
avec des efficacités vis-a-vis de plusieurs pathologies et un faible taux de toxicité par rapport aux
médicaments pharmaceutiques (Dibong et al., 2011; Pan et al., 2014).

En outre de I’'usage traditionnel, la médecine moderne s’intéresse aux plantes de jour en jour. On
estime qu'environ 25% de tous les médicaments "modernes” sont dérivés de plantes médicinales
(Sahoo et al., 2010).

Cet intérét croissant aux plantes médicinales est basé sur la question de la sécurité et des limites
thérapeutiques des médicaments chimiques utilisés en médecine. Entre autres, les antioxydants
de synthese sont avérés étre responsables de plusieurs effets indésirables et également I’'usage
excessif des agents antimicrobiens chimiques dans la médication humaine qui a conduit a
I’apparition de souches multi-résistantes (Mau et al., 2004).

Donc, I’engagement de la recherche dans la découverte de nouveaux médicaments a partir des
plantes médicinales constitue une étape indispensable pour l'essor de tout un secteur lié aux
besoins non seulement de la thérapie, mais aussi de I'industrie agroalimentaire, de la cosmétique
et de la parfumerie.

Parmi les plantes les plus consommées dans le monde entier, nous citerons le café. Sa
consommation est bénéfique pour la santé en raison de sa composition chimique qui comprend
des composés phénoliques, alcaloides, vitamines, composés volatils et minéraux (Ballesteros et
al., 2015; Dong et al., 2015). De plus, ses principes actifs possédent également des propriétés
antioxydantes qui réduisent I’incidence du cancer, du diabéte et des maladies du foie
(Bhupathiraju et al., 2012 ; Cano-Marquina et al., 2013 ; Babova et al., 2016), des propriétés
antibactériennes et antifongiques (Wijaya et al., 2016 ; Rakatama et al., 2018).

Cette plante contient plusieurs espéces dont les plus connues sont : Coffea arabica L. (arabica) et
Coffea canephora dit café robusta (Patay et al., 2016c). Ces deux espéces représentent 75 % et

24 % de la production mondiale respectivement (Jeszka-Skowron et al., 2015).
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Le présent travail s’intéresse a étudier le potentiel biologique des graines vertes de
Coffea arabica en effectuant :

e Une évaluation de I’activité antioxydante par la méthode du piégeage du radical 2.2-

diphenyl-I-picrylhydrazyl (DPPH) ainsi que par la méthode du pouvoir réducteur du fer
(FRAP).

e Un criblage des activités antibactériennes et antifongiques des différents extraits.

Page 3
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Premiére partie Syntheése bibliographique

l. Généralités sur le caféier

Le café est I’'une des boissons les plus consommées dans le monde. Environ 7 millions de
tonnes sont consommées par an selon I’organisation des nations unies pour I’alimentation
et I’agriculture (FAQO) (Baeza et al., 2014).

Le mot « Cahouah » est né en Afrique dans la région d’Ethiopie (Kaffa). A partir de cette
région la plante s’est propagée au Yemen, Arabie saoudite et en Egypte, ou sa
consommation s’est développée considérablement et a franchit la vie quotidienne des
populations. Il s’est transformé en « Kahve » en turc puis en « caffe » en italien. Au début
du 16°™ siécle, les premiers commercants vendirent le café en Europe. Au cours des
années 1800, le café a été cultivé pour la premiere fois a Rio de Janeiro et s’est développé,
jusqu’a ce qu’il devienne la plus importante ressource économique du Brésil. La culture du
café était intensivement introduite aux Etats-Unis vers 1920 et a ce moment-la que qualité
générale de la boisson de café s’est considérablement améliorée (Grandjean et Tulet,
2000).

I1. Taxonomie et classification du caféier

Du point de vue taxonomique, le caféier appartient a la famille des Rubiacées qui comporte
450 genres et plus de 6500 espéces (Patay et al., 2016b et c). Le genre le plus connu est

celui de Coffea, trés bien connu par ces propriétés pharmacologiques (Patay et al., 2016a).

Plus de 120 especes du genre Coffea et leurs variétés sont mentionnées dans les rapports
scientifiques (Davis et al., 2011 ; Patay et al., 2016c) dont les plus connues sont
Coffea arabica L., Coffea robusta L. et Coffea liberica Hiern. Ces especes ont une valeur
commerciale significative et occupent la deuxiéme position aprés le pétrole dans le marché

international (Patui et al., 2014 ; Patay et al., 2016a et c).
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Premiére partie Syntheése bibliographique

La classification botanique du café est comme suit (Thorn, 2002) :
Domaine : Eukaryota
Regne : Plantae
Division : Angiospermae.
Classe : Dicotyledoneae.
Sous —classe : Sympetalae ou Metachlamydeae
Ordre : Rubiales
Famille : Rubiaceae
Genre : Coffea
I11. Utilisation du café en médecine traditionnelle

Plusieurs travaux scientifiques ont rapporté I’'usage traditionnelle en médecine humaine et
vétérinaire du café allant des différentes parties de la plante jusqu’aux graines (Patay et
al., 2016a). La boisson préparée a partir de graines de Coffea arabica était utilisée pour
traiter la grippe au Breésil, alors qu’a Cuba, I’extrait obtenue par I’eau chaude des graines
était connu sous le nom de médicament aphrodisiaque. Au Nicaragua, la décoction des
graines était utilisée par voie orale pour lutter contre la fievre et comme medicament
astringent. Au Pérou, l'extrait aqueux de graines séchées était utilisé pour la fatigue, en
Thailande comme médicament cardiotonique et neurotonique et en Inde occidentale

comme un traitement contre I'asthme (Patay et al., 2016a).

En Afrique, les graines du café d’origine arabe étaient utilisées contre les crises d'asthme et
la seve des feuilles sont consommeées pour traiter la diarrhée et les douleurs intestinales
(Lamorde et al., 2010).

En Ethiopie, les habitants consommaient une boisson & base de lait, du miel et du péricarpe
des cerises du café pour traiter les intoxications accompagnées de diarrhée et de nausée.
(Belayneh et Bussa, 2014).

Les feuilles fraiches du café sont utilisées pour traiter la migraine par application direct sur
les parties douloureuses ou en les buvant en infusion. Elles sont également utilisées dans le

traitement des maux de téte et d’estomac par décoction et comme un antitussif en infusion.
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Elles sont aussi efficaces contre la fievre et dans la stimulation de la production de
prolactine (Ross, 2005).

Le charbon de café est utilisé pour traiter les plaies purulentes, la pharyngite et la stomatite
(Patay et al., 2016a).

IV. L’espece d’étude : Coffea arabica

L’espece Coffea arabica est une plante ligneuse vivace dicotylédone, elle se développe le
plus souvent a des altitudes comprises entre 1250 et 2500 métres et a une température entre
17°C et 29°C (Ross, 2005). Sa culture exige une précipitation allant de 1500 & 2500 mm/
an pour le développement optimal de la plante et du fruit (Davis et al., 2012). Elle est
originaire d’Afrique, plus précisément des hauts plateaux du Sud-Ouest de I’Ethiopie
(Labouisse et Adolphe, 2012). Les grands champs de culture de cette espéce se situent
principalement en Amérique latine avec 82 % de la production mondiale contre 19 % en
Afrigue et en Asie (Bertrand et al., 2012).

V. Description botanique de Coffea arabica

Coffea arabica est un arbuste ramifié, de 10 metres de hauteur. Elle posséde des feuilles
persistantes, positionnées sur les branches de maniere opposée. Les fleurs sont de couleur
blanches, odorantes, rassemblées en glomérules a I’aisselle des feuilles. Les premiéres

fleurs apparaissent dés la 3°™ & 4°™ année (Davis et al., 2012).

Le fruit du caféier, appelé cerise, est une drupe de forme ovoidale (Figure 01) qui change
de couleur du vert au rouge une fois murit. La drupe est entourée d’une pellicule rouge
lisse, I’exocarpe. Ce dernier recouvre la pulpe (mésocarpe) qui se différencie en un tissu
trés vacuolisé riche en sucres et en acides qui ont un role attractif pour les animaux
pollinisateurs. La pulpe adhére a une paroi dure et cellulosique, la parche (ou I’endocarpe),
elle renferme les deux féves a partir desquelles les graines de café sont produites. La
graine, recouverte d’une pellicule argentée et tres mince "le tégument séminal”, renferme
I’embryon (Figure 02) (Del Castillo et al., 2002).
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FParche
Endocarpe

Epédermme
Exocarpe

Pellicule argentés
Tégument séminal —

Pulpea
Mésocanpe

Graine
Alburmen

Embiryon

Figure 02 : Coupe du fruit du café (Del Castillo et al., 2002)

V1. Composition des graines de Coffea arabica et intérét therapeutique

Les graines de I’espece Coffea arabica possedent une grande variété de substances
bénéfiques pour la santé, dont les groupes les plus représentatifs sont les alcaloides
(caféine, trigonelline, théobromine, théophylline...etc), les polyphénols (acide
chlorogénique, acide caféique), les huiles grasses, les caroténoides, les enzymes, les
phytostérols (sitostérol, dihydro-sitostérol, stigmastérol ...etc), les tanins, les glucides
(monosaccharides, oligosaccharides et polymeres), les acides aliphatiques volatiles et les
acides non volatiles (acides citrique, oxalique, acétique, isovalérique, décanoique...etc) et
les minéraux (K, P, Na, Mg) (Farah, 2012). Elles contiennent également des diterpenoides
(cafestol et kahweol) (Tableau 1) (Affonso et al., 2016).
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Cette composition peut varier qualitativement et quantitativement selon les conditions

géographiques de culture (Ribeiro et al., 2016).

Tableau 1 : Composition des graines de Coffea arabica (Belitz et al., 2009 ; Farah,
2012).

Concentration en

Composeés g/100g de matiére Constituants
seche
Monosaccharides 0,2-0.5 Fructose, glucose, galactose, arabinose (traces)
. . Sucrose (>90%), raffinose (0-0,9%), stachyose
Oligosaccharides 6-9 (0-0,13%)

. Polymeére de galactose (55-65%), mannose (10-
Polysaccharides 34 20%), arabinose (20-35%), glucose (0-2%)
Pol_ysaccharldes 46-53 /

insolubles
Hemicelluloses 5-10 galactose (65-75%), arabinose (25-30%),
mannose (0-10%)
Cellulose B (1,4) 41-43 /
mannane
Acides volatiles 0,1 /
Acides aliphatiques . . . . -
. 2-2,9 Acide citrique, acide malique, acide quinique
non volatiles
. Acide chlorogénique
Tanins 6.7-9.2 Mono-, dicaffoeyl-, et acide feruloylquinique
Lignine 1-3 /
Lipides 15-18 /
La cire (Wax) 0,2-0,3 /
Huiles 7,7-17,7 Acides Gras 16 :0 et 18 :2°*
Composés azotés 11-15 /
Acides aminés libres Glu, Asp, Asp -NH;
Protéines 8,5-12 /
Caféines, Traces de théobromine et
. 0,8-14 . .
Alcaloides théophylline,
0,6-1,2 Trigonelline
Minéraux 3-5,4 K, P, Na, Mg
Riboflavine (Vitamine B2), acide nicotinique
Vitamines 0.02-0.11 (niacin ou Vitamine B3), acide pantothenique

(vitamin B5)
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V1. 1. Les alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques azotés, basiques. Ce sont des composés
hétérocycliques doués de propriétés biologiques importantes méme a faible dose. lls
interviennent dans les mécanismes de défense des plantes contre les herbivores (Yinyang
etal., 2014).

De nombreux travaux ont montré que les alcaloides sont doués d’un grand intérét
pharmacologique : activité antiplasmodiale, antispasmodique et anticancéreuse. Leurs
effets laxatif et antirhumatismal, antalgique et analgésique ont aussi été révélés
(N’Guessan et al., 2009 ; Bla et al., 2015).

Les alcaloides dérivent des acides amingés, ils sont divisés en trois classes : les alcaloides
vrais, les pseudo-alcaloides et les proto-alcaloides (Yinyang et al., 2014).

VI. 1. 1. Lacaféine

La caféine (Figure 03) constitue I’alcaloide majoritaire des espéces du café (Patay et al.,
2016a). Sa formule brute est CgHioN4O, et sa masse moléculaire est de 194,19 g/mol
(Haler, 2013). C’est une méthylxanthine (1,3,7-N-trimethylxanthine) thermostable

responsable de I’amertume du café (Farah, 2012).

Cet alcaloide est un antagoniste des récepteurs de I'adénosine et donc stimule le systéeme
nerveux central (Marx et al., 2016). Sa consommation de fagon modérée réduit la fatigue,
augmente la disponibilité en énergie, la vigilance et la concentration, et améliore les
performances physiques. Il réduit également le stress oxydatif et protége le systéme
antioxydant dans les cellules épithéliales pulmonaires induites par I'hypoxie. Il est
considéré également comme un inhibiteur des produits de peroxydation lipidique induite
par le peroxyde d'hydrogene dans les fibroblastes de la peau humaine (Jeszka-Skowron et
al., 2016).

Les métabolites de la caféine du café ordinaire, en particulier la 1-méthylxantine et le 1-
méthylurate, ont montré une activité antioxydante in vitro et un pouvoir de réduction du fer

in vivo supérieur a celui du café décaféiné (Lee, 2000).

Cependant, une consommation excessive de caféine peut entrainer des effets indésirables
tels que I"augmentation du taux du cholestérol dans le sang, les maladies coronariennes
(Farah, 2012), les maladies cardiovasculaires, les dépressions et méme la dépendance
(Jiang et al., 2014).
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La caféine se forme dans les fruits immatures et s'accumule progressivement au cours du
développement de la graine. Pendant ce temps, la transcription et I’activité enzymatique
sont importantes dans les fruits immatures et diminuent considérablement au cours des
derniéres étapes du développement de la graine (Perrois et al., 2015).

CHs

Figure 03 : Structure chimique de la caféine (Farah, 2012).

VI. 1. 2. Latrigonelline

La trigonelline (Figure 04. A) (C;H;NO,) ou acide 1-N-méthylnicotinique, est le deuxiéme
alcaloide le plus abondant dans les graines de café avec une masse moléculaire de
137,14 g/mol (Haler, 2013). Elle dérive de la méthylation enzymatique de l'acide
nicotinique appelé aussi Niacine ou vitamine Bz (Figure 04. B) (Farah, 2012).

Elle constitue un précurseur des différentes classes des composés volatils, tels que les
pyrroles et les pyridines qui contribuent aux ardmes produits lors de la torréfaction du café
(Farah, 2012 ; Cheng et al., 2016).

In vitro, la trigonelline exerce plusieurs activités biologiques, notamment comme agent
antimicrobien inhibant la croissance de Streptococcus mutans, bactérie étroitement
associée au developpement de la carie dentaire chez I’homme (Daglia et al., 2002). Elle
améliore la mémoire spatiale chez les rats a une concentration de 30 a 100 umol /L en
régénérant les dendrites et les axones dans les neurones corticaux (Tohda et al., 2005).

La trigonelline a montré également un pouvoir inhibiteur de I’invasion des cellules
cancéreuses du foie a une concentration de 2,5 a 40 umol /L (Hirakawa et al., 2005).
Allred et al. (2009) ont révélé que la trigonelline agit comme un nouveau phytoestrogene;
elle stimule la croissance des cellules MCF-7 et cet effet est meédié par le réticulum

endoplasmique.
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Figure 04 : Structures chimiques de la trigonelline (A) et I’acide nicotinique (B)
(Farah, 2012)

VI. 1. 3. La théobromine et la théophylline

La théobromine et la théophylline (Figure 05) font partie de la méme famille que la
caféine « des méthylxanthines », elles sont présentes également dans les grains de Coffea
arabica, mais en quantités trés faibles. La théophylline est le 1,3-dimethylxanthine alors
que la théobromine est le 3,7-dimethylxanthine (Monteiro et al., 2016).

La théophylline a un usage médical en tant que stimulant du Systéme Nerveux Central,
mais elle est principalement utilisée dans le traitement de maladies respiratoires telles que
la maladie pulmonaire obstructive chronique et I'asthme (Barnes, 2013). Elle a également
une action diurétique provoquée par I’augmentation du débit sanguin rénal et la diminution
de la réabsorption tubulaire du sodium et de I’eau (Bell et al., 1998).

En combinaison avec I'éthylene diamine, la théophylline exerce un effet bronchodilatateur
par relaxation des muscles lisses bronchiques (Patay et al., 2016a).

La théobromine posséde des avantages liés a son potentiel anti inflammatoire ainsi qu’avec
la modulation de réactivité des voies respiratoires (Martinez-Pinilla et al., 2015).

La théobromine bloque également les récepteur de I’adénosine (Martinez-Pinilla et al.,
2015), et a montré une activité significative sur le Systeme Nerveux Centrale moins

importante que celle de la caféine et la théophylline (Monteiro et al., 2016).

O 0 CHy
My N HMN N
f il

Gfl\rlq N O N N

|
A CHy CHs B

Figure 05 : Structure de la Théophylline (A) et la théobromine (B) (Monteiro et al.,
2016).
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V1. 2. Les polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui sont largement répandus
chez les plantes. lls possédent un poids moléculaire élevé et ont un réle important dans les
propriétés nutritionnelles et organoleptiques des fruits et végétaux. Dans le café, ils
contribuent aux propriétés sensorielles telles que la couleur, I'amertume et le goGt (Mohd
Zain et al., 2017).

Leur structure de base est caractérisée par la présence des groupes hydroxyles associés a
des cycles aromatiques. Parmi ces métabolites on cite : les acides phénoliques, les
flavonoides et les tannins. Ils sont classés selon la présence des différents substituant sur
les noyaux et selon leur degré de saturation (Mohd Zain et al., 2017).

Les composés phénoliques sont utilisés dans les industries cosmétiques et pharmaceutiques
pour leurs effets antioxydants, détoxifiants, réducteurs de lipides, cardioprotecteurs, hépato
protecteurs,  anti-inflammatoires,  analgésiques,  antinéoplasiques,  diurétiques,
antibactériens, antiviraux, antifongiques, anti-ostéoporotiques, anti-cellulites et anti-age
(Boros et al., 2010 ; Patay et al., 2016a).

Les acides chlorogéniques (Figure 06) comprennent la grande classe de composes
phénoliques. Ils dérivent principalement de I'estérification d’un acide trans-cinnamique
(acide cafeique, acide férulique et acide p-coumarique) avec l'acide quinique. Ces acides
sont subdivisés en fonction de la nature et du nombre de substitutions cinnamiques et de la
position d'estérification dans le cycle cyclohexane de l'acide quinique (Clifford, 2000).
Les esters sont formés préférentiellement avec I'hydroxyle situé sur le carbone en position
5 ainsi que sur les carbones en position 3 et 4, et moins fréquemment avec I'hydroxyle situé
sur le carbone 1 (Farah, 2012).

L’acide cafeoyl-quinique (5-CQA) constitue I’acide chlorogénique sensu stricto (Patay et
al., 2016a), il est le plus abondant dans les graines vertes du café (Tajik et al., 2017).
L’acide chlorogénique (5-CQA) est connu pour ses propriétés antioxydantes, anti
carcinogenes et anti-inflammatoires ; ces bienfaits pour la santé ont fait I’objet de
nombreuses études épidémiologiques (Tsuchiya et al., 1996 ; Dos Santos et al., 2006). Il a
été prouvé a avoir des effets bénéfiques sur le diabéte de type 2 (Johnston et al., 2003),
I’obésité (Thom, 2007), la maladie d’Alzheimer (Kwon et al., 2010), les accidents
vasculaires cérébraux (Lapchak, 2007) et la fonction endothéliale ainsi que la pression

artérielle (Suzuki et al., 2002 ; Suzuki et al., 2006). Il améliore les fonctions cognitives,
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en particulier les fonctions d’attention, d’exécutif et de mémoire chez les personnes agées
(Kato et al., 2018).

En revanche, I’acide chlorogénique possede des effets indésirables, notamment les maux

de téte, la diarrhée et les complications associées a des doses plus élevées chez une

personne ayant un estomac sensible (Onakpoya et al., 2010).
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Figure 06 : Acides chlorogéniques et composés apparentés. (A) Composés basiques, (B)
monoesters d'acide quinique avec des acides hydroxycinnamiques (exemple des 5-
isomeres), (C) diesters d'acide quinique avec de l'acide caféique et esters mixtes. diCQA,
FQA, acides féruloylquiniques;

acides dicaféoylquiniques ; p-CoQA, acides p-

coumaroylquiniques (Farah, 2012).

V1. 3. Les terpénes : Cafestol et kahweol

Ils représentent la troisieme classe des métabolites secondaires. Ils sont des composés
d’origine végétale possédant une structure moléculaire construite d’un monomére a 5
carbones appelé isopréne. Les diterpenes (C20) sont un groupe de composés présents dans
la matiere insaponifiable du contenu lipidique du café. Ils sont représentés par le kahweol
et le cafestol qui sont des alcools penta cycliques (Figure 07) (Farah, 2012). lls présentent

une stabilité relative au traitement thermique (Souza et Benassi, 2012).
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Le cafestol possede la formule brute CyoH,503 et le poids moléculaire de 316,44 g/mol
alors que la formule brute du Kahweol est CyoH2603 et son poids moléculaire est de 314,42
g/mol (Haler, 2013).

Ces diterpenes se trouvent dans I’ensemble de la plante du caféier (racines, branches,
feuilles et fruits), mais principalement dans les fruits, ou leur quantité dépend du stade de
maturité du fruit (Ilvamoto et al., 2017).

Ils sont produits uniquement par des plantes du genre Coffea, pour cela ils représentent des
marqueurs taxonomiques discriminants entre les espéces du café particulierement Coffea
arabica et Coffea canephora (Pacetti et al., 2012 ; Novaes, 2018). Le cafestol se trouve
chez. Coffea arabica et Coffea canephora (Dias et al., 2010).

Le cafestol est le principal constituant de la fraction insaponifiable de I'huile de café, il est
moins sensible face a la chaleur que le Kahweol qui est plus sensible a la chaleur, a
l'oxygene, a la lumiére et aux acides, et est donc moins abondant (Farah, 2012).

Le Kahweol se distingue du cafestol par une double liaison présente entre les carbones 1 et
2 du noyau A du diterpéne (Novaes, 2018).

Ces composés ont montré des proprietés anticancérigenes, antioxydantes, anti
inflammatoires et hépato-protectives, cependant ils ont un effet cholestérolémique (Cavin
etal., 2002 ; Lee et al., 2007 ; Guzzo et al., 2015).

(4)

Figure 07 : Structure chimique des diterpénes : Cafestol (A); kahweol (B) (Farah, 2012).
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Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire Antibiotiques, Antifongiques: physico-
chimie, synthese et activité biologique (LapSab), Faculté des Sciences de la Nature et de la
Vie et sciences de la terre et de l'univers, Université Abou Bekr Belkaid-Tlemcen.

Cette étude est subdivisée en deux parties :

e La premiére partie concerne la réalisation des extraits aqueux et hydrométhanolique
ainsi que leurs fractions, les dosages quantitatifs des polyphénols totaux,
flavonoides totaux et les tanins condensés.

e La deuxiéme partie concerne [I’évaluation des activités antioxydante,

antibactérienne et antifongique des extraits prépares.

I. Matériel

I.1. Matériel végétal

Dans cette étude nous avons utilisé les graines vertes de café de I’espece Coffea arabica.
Les graines ont été importées de I’Ethiopie par la société Afrique café. Ces graines ont été

conservées a I’abri de la lumiére et a la température ambiante jusqu’a usage.

1.2. Matériel biologique

Le pouvoir antibactérien des différents extraits et leurs fractions a été déterminé vis-a-vis
de 14 bactéries de références et trois levures de I’espece Candida albicans (Tableau 2).
Les souches étaient disponibles dans le laboratoire Antibiotiques, Antifongiques: physico-
chimie, synthese et activité biologique. Elles ont été entretenues par des repiquages

successifs puis conservées a 4°C sur gélose nutritive inclinée.
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Tableau 2 : Souches utilisées dans les tests antimicrobiens

Bactéries a Gram positif

Bacillus cereus ATCC25921
Bacillus subtilis ATCC 6633
Listeria monocytogenes ATCC 15313
Micrococcus luteus ATCC 9341
Enterococcus feacalis ATCC 49452
Staphylococcus aureus ATCC 6538
2 Bactéries a Gram négatifs
& Escherichia coli ATCC 8739
§ Klebsiella pneumoniae ATCC 70603
Acinetobacter baumanii ATCC 19606
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Citrobacter freundii ATCC 8090
Salmonella typhimurium ATCC 13311
Proteus mirablis ATCC 35659
Enterobacter cloacae ATCC13047
Candida albicans ATCC 10231
g Candida albicans ATCC 26790
j,>’ Candida albicans IP444

ATCC: American Type Culture Collection.

1. Méthodes

11.1. Préparation des extraits

Les extraits de départ ont été préparés en infusant 10g des graines vertes du café finement
broyées avec 100 mL du solvant bouillit (eau distillée ou hydrométhanol 70/30). Apreés une
heure d’incubation et sous agitation, les extraits ont été filtrés sur papier Whatman n°1 puis
concentrés a 60°C.

Une extraction liquide-liquide a été effectuée en utilisant deux solvants : I’acétate d’éthyle

et n-butanol.
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Les extraits bruts et leurs fractions (acétate d’éthyle et du n-butanol) ainsi que leurs phases
résiduelles ont été évaporés a 60°C, a sec et sous vide via un rotavapeur et maintenus au

sec pour les analyses ultérieures.

11.2. Rendements de I’extraction
Le rendement des différents extraits a €té calculé a I’aide de la formule suivante :
R (%) = (M1 / Mg) x 100
e R (%) : Rendement en %
e My : Masse de I’extrait sec aprés I’évaporation du solvant

e My : Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction

11.3. Estimation des teneurs en métabolites secondaires

11.3.1. Dosage des phénols totaux

11.3.1.1. Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des composés phénoliques a réduire le mélange
d’acide phosphomolybdique (HsPMO1,040) et phosphotungstique (HsPW1,040) du réactif
de folin-ciocalteu, avec la formation d’un complexe bleu qui absorbe a 700 nm (Vermerris
et Nicholson, 2006).

11.3.1.2. Mode opératoire

Le dosage des phénols totaux a été effectué selon le protocole décrit par Vermerris et
Nicholson, (2006). Un volume de 2 ml du carbonate de sodium (Na;COs3) a 2% a été
additionné a 0,1mL de chaque extrait. Apres 5 minutes, 0,ImL du réactif de Folin-
Ciocalteu (1N) a été ajouté au mélange. L’ensemble a été incubé a I’obscurité pendant 30
minutes. L’absorbance a été mesurée par spectrophotométrie a 700 nm, contre un blanc.

Le controle positif a été réalisé en tracant la courbe d’étalonnage de I’acide gallique a
différentes concentrations (0 & 1000 pg/mL).

La teneur en composés phénoliques totaux est exprimée en microgrammes équivalent

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

Page 19



Deuxiéme partie Matériel et Méthodes

11.3.2. Dosage des flavonoides

11.3.2.1. Principe

Cette technique est basée sur I’utilisation d’une solution de trichlorure d’aluminium
(AICI3) en milieu basique (NaOH). L’oxydation des flavonoides par ces réactifs entraine la

formation d’un complexe rose qui absorbe a 510 nm.

11.3.2.2. Mode opératoire

La teneur en flavonoides a été déterminée par la méthode colorimétrique décrite par Kim
et al. (2003). Un volume de 2 mL d’eau distillée a été mélangé avec 500 pL de I’extrait et
150 pL d’une solution de nitrite de sodium (NaNO,) a 15%. Aprés 6 minutes, 150 pL de
chlorure d’aluminium (AICI3) & 10% ont été ajoutés.

Apres 6 minutes, 2 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% ont été additionnés puis
compléter a 5 mL avec de I'eau distillée. Aprés 15 minutes d’incubation, I’absorbance a été
lue & 510 nm.

La catéchine a différentes concentrations (de 0 & 1000 pg/mL) a servie de contréle positif.
La teneur totale en flavonoides a été rapportée en microgrammes équivalent de catéchine,

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

11.3.3. Dosage des tanins condensés

11.3.3.1. Principe

Cette méthode dépend de la réaction de la vanilline avec les tannins condensés, ces
derniers se dépolymérisent en présence d’acide concentré et se transforment en
anthocyanidols de couleur rouge, mesurable par spectrophotométrie a 550 nm (Sun et
Richardo-da-Silvia, 1998).

11.3.3.2. Mode opératoire

La teneur en tanins condensés a été déterminée par la méthode de vanilline décrite par
Julkunen-Titto, (1985). Pour cela 50 pL de chaque extrait ont été additionnés & 3 mL de
la solution vanilline & 4% et 1,5 mL d’acide chlorhydrique concentré (HCI).

La lecture de I’absorbance a été effectuée a 550 nm par un spectrophotometre aprés un
temps de réaction de 15 minutes.

Des solutions de la catéchine a différentes concentrations (0 & 1000 pg/ mL) ont servies de

contréle positif.
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Le taux des tanins condensés est exprimé en microgramme équivalent de catéchine par

milligramme d’extrait (ug EC/mg E).

11.4. Mise en évidence de I’activité antioxydante

11.4.1. Recherche de I’activité anti-radicalaire

11.4.1.1. Principe

Cette technique permet de mettre en évidence la réaction entre les antioxydants avec le
radical libre réactif le DPPH. Les antioxydants transferent un électron ou un atome
d'hydrogéne au DPPH (2, 2-diphénylique-1-picrylhydrazyl) qui est de couleur violet-foncé
et neutralisent son caractére de radical libre en le réduisant en 2, 2-diphénylique-1-

picrylhydrazine avec une décoloration de la couleur violette (Benariba et al., 2014).

11.4.1.2. Mode opératoire

Nous avons suivi le protocole décrit par Sanchez-Morino et al. (1998). 50 uL de chaque
extrait a différentes concentrations (100 a 1000 pg/mL) ont été meélangés avec 1950 L de
la solution de DPPH & 0,025 mg/ mL. Aprés 30 minutes d’incubation & I’obscurité, la
lecture a éte réalisée a I’aide d’un spectrophotometre a 517 nm contre un blanc.

Le contrdle négatif a été préparé par la mise en contact de 50 pL de méthanol avec
1950 uL de DPPH.

Le BHA a été utilises comme contrdle positif.

Le pourcentage de décoloration du DPPH a été calculé selon I’équation :

Décoloration du DPPH (%) = [(Abs contrbéle-Abs échantillon) /Abs contrdle] X 100

11.4.1.3. Calcul des Clsp

La Clsp est la concentration de I’échantillon nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.
Les Clso sont calculées graphiquement par les régression linéaires ou logarithmiques des
graphes tracés : pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations

initiales des extraits testés (Samarth et al., 2008).

11.4.2. Recherche du pouvoir réducteur du fer (FRAP)
11.4.2.1. Principe
Cette méthode permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique

(Fe**) présent dans le complexe ferricyanure de potassium KzFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*)
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ce qui permet la formation d’une couleur verte. L’intensité de cette derniere est mesurée a
I’aide d’un spectrophotométre a 700 nm.

11.4.2.2. Mode opératoire

La technique utilisée dans cette étude est celle décrite par Karagozler et al. (2008).
100 uL de chaque extrait a différents concentrations (100 a 1000 pg /mL) ont été mélangés
avec 250 pL d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 250 pL de la solution de
ferricyanure de potassium KsFe (CN)s & 1%. Aprés 20 min d’incubation a 50°C, un volume
de 250 pL d’acide trichloracétique (TCA) a 10% ont été additionnés au mélange puis
centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. 500 puL du surnageant ont été prélevés puis mis
dans des tubes contenant 500 pL d’eau distillée et 100 uL de FeCls a 0,1%. L’absorbance a
été mesurée a 700 nm a I’aide d’un spectrophotométre contre un blanc. Une augmentation
de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

Le BHA a été utilises comme contréle positif dans les mémes conditions opératoires.

11.5. Evaluation de I’activité antimicrobienne

Dans notre étude I’activité antimicrobienne a été évaluée vis-a-vis 14 souches bactériennes
et trois levures de I’espéce Candida albicans toutes de références. Les méthodes utilisées
ont été inspirées de celles décrites par I’institut des Standards Clinique et des Laboratoires.
Nous avons utilise deux méthodes, la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé et

la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) sur milieu liquide.

11.5.1. L évaluation de I’activité antibactérienne
11.5.1.1. La méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé
L’évaluation de I’activité antibactérienne a été déterminée par la technique de diffusion sur
milieu gélose (CLSI, 2012).
L’inoculum a été préparé a partir d’une préculture de 16 & 18 heures. Quelques colonies
ont été suspendues dans des tubes stériles contenant de I’eau physiologique (0,9%).
L’absorbance comprise entre 0,08 et 0,1 et lue & 625 nm, correspond & 10° cellules/ mL
(turbidité équivalente au 0,5 McFarland).
En paralléle, des disques stériles de 6 mm de diametre ont été imbibés par les différents
extraits a 512 pg/ disque puis déposes délicatement sur les boites de pétri contenant du
Mueller Hinton préalablement ensemencées. La lecture a été réalisée aprés 24 heures
d’incubation a 37°C, par la mesure des diamétres des zones d’inhibition autour de chaque
disque (CLSI, 2012).
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11.5.1.2. La concentration minimale inhibitrice

La concentration minimale inhibitrice de tous les extraits a été réalisée par la technique des
dilutions en milieu liquide sur des microplaques a 96 puits (CLSI, 2012).

Pour cela, une série de dilutions de chaque extrait (10 a 0,019 mg/mL) a été préparée dans
la microplaque. L’ensemencement a été effectué en introduisant dans chaque puits 100 pL
d’un I’inoculum contenant 10° cellules/ mL. Les premiers puits correspondent aux
controles négatifs. Les derniers puits correspondent aux controles positifs. Les
microplaques ont été sellées et incubées pendant 24h a 37°C. La CMI correspond a la plus
faible concentration de [I’extrait testé pour laquelle aucun trouble n’est observé
(CLSI, 2012).

11.5.2. Mise en évidence de I’activité antifongique

L’évaluation de I’activité antifongique des différents extraits des graines de Coffea arabica
vis-a-vis des levures a été effectuée selon les mémes étapes précédentes sauf que le milieu
utilisé est le Mueller Hinton supplémenté par 2% de glucose et de 0,5 pg/mL de bleu de
méthyléne et I’inoculum a été fixé dans un intervalle entre 0,12 a 0,15 a 530 nm (CLSI,
2017). Apres 24 heures d’incubation & 35°C, la lecture a été effectuée de la méme fagon
que celle décrite pour les bactéries.

Pour la détermination de la CMI des levures, le milieu utilisé est le Roswell Park Memorial
Institute 1640. L’inoculum a été ajuste & 530 nm avec une concentration qui est de
1-5.10° UFC/ mL (CLSI, 2017).
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I. Rendements des extraits

Les résultats des rendements et des caractéristiques des extraits sont représentes dans la figure
08 et le tableau 3. Les rendements enregistrés varient entre 0,375 % et 4,77 %.
Quantitativement et d’apres les résultats, il apparait que les extraits bruts aqueux et
hydrométhanolique ont donné les rendements les plus importants avec les valeurs 4,77 % et
4,6435 % respectivement.

La grande partie des constituants de I’extrait aqueux reste dans la fraction résiduelle aqueuse.
Cette fraction a montré un rendement de 2,2%. La fraction acétate d’éthyle de I’extrait aqueux
ainsi que la phase résiduelle de I’extrait hydrométhanol donnent les rendements les plus
faibles (0,467% et de 0,375% respectivement). Les fractions n-butanol montrent des
rendements presque similaires.

Nous remarquons aussi que I’extrait aqueux et ses fractions d’acétate d’éthyle et n-butanol
sont récupérés sous forme de poudre a I’exception de sa phase résiduelle qui est sous forme
d’hygroscopique. Tandis que les extraits hydrométhanoliques sont récupérés sous forme de
pate mis a part la fraction n-butanol qui est sous forme de poudre.

6
=
< ® brut
E
g 5
g m acétate d'éthyl
=
5 ¥ n-butanol
& 4
m résiduelle
3
2
I
1
0 ]
Extraits aqueux Extraits hydrométhanoliques
Les extraits

Figure 08 : Rendements des différents extraits des graines vertes de Coffea arabica

Page 25



Troisiéme partie

Résultats et Interprétation

Tableau 3 : Caractéristiques des différents extraits des graines vertes de Coffea arabica

Extraits aqueux Extraits hydrométhanoliques
Extrait | Acétate Phase Extrait | Acétate Phase
] n-butanol o ] n-butanol .
brut d’éthyle résiduelle brut d’éthyle résiduelle
Aspect Poudre Poudre Poudre Pateux Pateux Pateux Poudre Pateux
Vert Vert
Couleur o . Jaune Vert foncé | Marron Marron Jaune Marron
militaire | militaire
. Eau Eau
Solubilité | DMSO DMSO DMSO o DMSO DMSO DMSO o
distillée distillée

I1. Teneurs en composés phénoliques

Le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés a éte effectué par
des méthodes spectrophotométriques en utilisant les réactifs de Folin-Ciocalteu, le trichlorure
d’aluminium AICls, et la vanilline respectivement.

11.1. Polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été calculée par extrapolation des valeurs des absorbances
obtenues a 700 nm en utilisant I’équation de régression linéaire y= 0,0019x (Figure 09). Les
valeurs obtenues sont exprimées en microgramme équivalent d’acide gallique par
milligramme de I’extrait (ug EAG/mg E).

Les résultats révelent une différence entre les extraits (Figure 10). En effet, les fractions
n-butanol des deux extraits aqueux et hydrométhanolique présentent les teneurs en
polyphénols les plus élevées, qui sont de 497,33 ug EAG/mg E et 491,86 ug EAG/mg E
respectivement.

Nous observons également des teneurs en polyphénols totaux importantes et similaires entre
I’extrait aqueux brut (363,93 pg EAG/mg E) et sa phase résiduelle (369.4 ug EAG/mg E)
ainsi que dans la phase d’acétate d’éthyle de I’extrait hydrométhanolique (374,63 ug EAG/mg
E). En revanche, I’extrait brut hydrométhanolique présente la plus faible teneur en
polyphénols totaux, elle est de I’ordre de 275,57 ug EAG/ mg E.
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Figure 09 : Courbes d’étalonnage de I’acide gallique pour les polyphénols totaux
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Figure 10 : Représentation des teneurs en polyphénols totaux

11.2. Les flavonoides

Les taux des flavonoides des extraits et des fractions ont été obtenus par extrapolation des
valeurs des absorbances obtenues & 510 nm en utilisant I’équation de régression linéaire
y=0,002x (Figure 11). Les valeurs obtenues sont exprimées en microgramme equivalent de
Catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/mg E).

Les résultats présentés dans la figure 12, montrent que les teneurs en flavonoides varient
considérablement entre les différents extraits. En effet, la fraction n-butanolique de I’extrait
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hydrométhanolique enregistre la concentration la plus importante en flavonoides
(337,3333 pg EC/mg E), suivie par la fraction acétate d’éthyle de cet extrait et la fraction
n-butanolique de I’extrait aqueux avec les teneurs de 291,25 et 273,3833 pug EC/mg E
respectivement. La plus basse concentration en flavonoides a été obtenue avec la phase
résiduelle de I’extrait hydrométhanol avec une valeur de 113,7166 pg EC/mg E.

2 =
1.8 |
1,6 -

'3 4 y = 0,002x

R*=0,9923
1,2 1

1 -
0,8 -
0,6
0,4 -
0,2 1

Absorbance 4510 nm

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
[Catéchine] pg/mL

Figure 11 : Courbes d’étalonnage de la catéchine pour les flavonoides.
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Figure 12 : Représentation des teneurs en flavonoides.
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11.3. Les tanins condensés

Les teneurs en tanins condensés ont été également déterminées a partir de la courbe
d’étalonnage, tracée en utilisant la catéchine. Les résultats ont été calculés a partir de
I’équation de régression linéaire de la courbe d’étalonnage y = 0,0001 x (Figure 13).
Les résultats sont exprimés en microgramme equivalent de Catéchine par milligramme
d’extrait (ug EC/mg E) (Figure 14).

Ce dosage révéele que I’extrait brut hydrométhanolique renferme le taux le plus important en
tanins condensés, avec une valeur de 412,33 ug EC/mg E, suivi par I’extrait aqueux brut qui a
donné une teneur de 341,67 ug EC/mg E. En revanche, les teneurs les plus faibles ont été
enregistrées dans les fractions n-butanolique avec des valeurs similaires de 58 et
56 ug EC/mg E respectivement dans la fraction n-butanolique de I’extrait aqueux et la
fraction n-butanolique de I’extrait hydrométhanolique. La phase résiduelle et la fraction
d’acétate d’éthyle de I’extrait aqueux enregistrent des teneurs plus importantes que celles de

I’extrait hydrométhanolique.
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—
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Figure 13 : Courbes d’étalonnage de la catéchine pour les tanins condenseés.
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Figure 14 : Représentation des teneurs en tanins condenses.
I11. Evaluation de I’activité antioxydante
Afin d’évaluer I’activité antioxydante des extraits préparés, deux techniques ont été utilisées :
la technique de piégeage du radical libre DPPH et la technique de pouvoir réducteur du Fer
(FRAP).
111.1. Technique de piégeage du radical libre DPPH
Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libore DPPH en
fonction des concentrations des extraits (Figure 15 et 16) et de standard (Figure dans
I’annexe)
Nous constatons que tous les extraits exercent un pouvoir inhibiteur du radical libre DPPH.
Ce pouvoir augmente progressivement avec I’augmentation de la concertation des extraits. Le
pourcentage d’inhibition le plus important a été enregistré par la fraction n-butanolique de
I’extrait aqueux a 1 mg/mL (96,84 %).
Les Clso (concentration inhibitrice & 50%) de BHA et des différents extraits des graines de
Coffea arabica ont été calculées a partir des courbes logarithmiques. Les valeurs sont
illustrées dans le tableau 4.
Nous constatons que les extraits aqueux présentent les plus basses Clso comparées par rapport
aux extraits hydrométhanoliques. Ces valeurs nous ont révélé egalement que la fraction n-
butanolique de I’extrait aqueux montre I’activité réductrice de DPPH la plus intéressante
(0,1844 mg/mL), elle n’est pas trés éloignée du BHA qui présente une Clso égale a 0,0792
mg/mL.
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Figure 15 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH des extraits aqueux des graines de
Coffea arabica.
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH des extraits hydrométhanoliques
des graines de Coffea arabica.
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Tableau 4 : Clso des extraits aqueux et hydrométhanoliques des graines vertes de

Coffea arabica ainsi que de standard.

Extraits Extrait aqueux Extrait hydrométhanolique standards
brut Acétate | n-butanol Phase brut Acétate n-butanol Phase BHA
d’éthyle résiduelle d’éthyle résiduelle
Clg 0,435 0,227 0,184 0,344 >1 >1 0,325 >1 0,079
(mg/mL) | £0,064 | £0,033 + 0,030 + 0,036 + 0,076 + 0,06

111.2. Le pouvoir réducteur du Fer (FRAP)

La deuxieme technique utilisée pour évaluer I’activité antioxydante est la technique de FRAP,

elle est basée sur la capacité des extraits réduire au fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe?").

Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer des courbes linéaires des différents extraits

(Figures 17 et 18) et de standard (Figure dans I’annexe).

Nous remarquons que I’absorbance augmente avec I’augmentation de la concentration de

I’ensemble des extraits ce qui correspond & une augmentation du pouvoir réducteur.

A partir de ces courbes linéaires nous avons calculés les ECso de BHA et des différents

extraits des graines de Coffea arabica. Les valeurs sont représentées dans le tableau 5.

D’apres les valeurs d’CEsp obtenues, nous remarquons que le pouvoir réducteur le plus

important est obtenu avec les fractions n-butanoliques. Ces fractions possedent les ECsg les

plus basses par rapport aux autres extraits. Cependant, le pouvoir réducteur le plus faible est

montré par les phases résiduelles. En comparant les ECsy des extraits avec celles du BHA, il

apparait qu’elles sont éloignées.
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Figure 17 : Evolution des absorbances en fonction des concentrations des extraits aqueux des

graines de Coffea arabica.
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Figure 18 : Evolution des absorbances en fonction des concentrations des extraits

hydrométhanoliques des graines de Coffea arabica.
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Tableau 5 : CEs des extraits aqueux et hydrométhanoliques des graines vertes de

Coffea arabica ainsi que le standard.

Extraits Extrait aqueux Extrait hydrométhanolique standards
brut Acétate n-butanol Phase Brut Acétate | n-butanol Phase BHA
d’éthyle résiduelle d’éthyle résiduelle
CEs 0,561 0,684 0,328 0,732 0,543 0,621 0,319 >1 0,090
(mg/mL) | 0,060 0,014 0,024 0,043 0,014 | 0,149 10,019 + 0,06

IV. Activités antimicrobiennes

IV.1. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits des graines vertes de Coffea arabica a été évaluée par
deux méthodes de références: la technique de diffusion sur milieu gélosé (méthode des
disques) et la méthode des microdilutions en milieu liquide pour déterminer les
Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI).

Les diaméetres des zones d’inhibition sont représenteés dans le tableau 6. Nous remarquons
que toutes les fractions de I’extrait hydrométhanolique exercent une activité antibactérienne
vis-a-vis d’au moins 5 bactéries mis a part la phase résiduelle. Ils agissent vis-a-vis des
bactéries a gram négatif et positif avec des diamétres des zones d’inhibitions allant de 6 a 15
mm et de 6 a 18,5 mm respectivement.

La zone d’inhibition la plus élevée (18,5 mm) a été obtenue par I’extrait aqueux vis-a-vis
Micrococcus luteus ATCC 9341.

L activité antibactérienne faible ou absente des extraits peut étre expliquée par la résistance
des bactéries a ces composes ou carrément les extraits n’avaient pas d’effet vis-a-vis de ces

bactéries.
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Tableau 6 : Diametres des zones d’inhibition en mm des extraits des graines vertes de
Coffea arabica.

Extraits Extrait aqueux Extrait hydrométhanol Gent
Bactéries Brut Acétate. | n-butanol Phase Brut Acétate. n-butanol Phase
d’éthyle résiduelle d’éthyle résiduelle
P;‘;‘;ngggjs 6 12 12,5 6 10 6 6 6 b
ATCC 27853 +0 +14 +0,7 +0 +1,4 +0 +0 +0
Escherichia coli 6 9 8 8 10,5 12 9 6 29
ATCC 8739 +0 +1,4 +1,4 +1,4 +0,7 +0 +0,7 +0
. Acngnb;]citer 8 9 9 10 8,5 11,5 6 6 .5
§ ATCC 19606 +0 +14 +0 +14 +0,7 +21 +0 +0
3 -
= pﬁ':f;'g:}'g 12+ 6 6 6 9,5 8,5 8 6 L
g ATCC 700603 1,4 +0 +0 +0 +0,7 +0,7 +0 +21
© Cift“’b":fter 10 6 6 6 125 6 6 6
8 reundii ' 18
g ATCC 8090 +14 +0 +0 +0 +21 +0 +0 +0
(8]
g | Enerobacter | o5 11 11 9 12,5 12 6 6 ’
ATCC 13047 +2,1 +14 +0 +14 +0,7 +2.8 +0 +0
Proteus mirablis 10 + 8 6 6 11,5 6 6,5 6 25
ATCC 356559 1,4 +0 +0 +0 +0,7 +0 +0,7 +0
;";‘)'hr:‘nﬂ?ﬁ'u'; 15 8 9 6 12 10,5 8 6 2
ATCC 13311 +1,4 +14 +14 +0 +28 +0,7 +2.8 +0
Bacillus cereus 6 9 9 8 6 9,5 7 6 20
ATCC 25921 +0 +0 +0 +14 +0 +49 +14 +0
Bacillus subtilis 6 6 6 6 6 9,5 6
« | ATCC6633 +0 +0 +0 +0 +0 +49 | 10563 1 o | 22
z Stapgﬁ'r‘;fgccus 10,5 6 9 9 10,5 10 8,5 6 .
% ATCC 6538 +0,7 +1,4 +1,4 +1,4 +0,7 +0 +0,7 +0
—
S E”?Z’;;g?icscus 8 10 12,5 6 9 6 6 6 ’
2 ATCC 49452 +14 +1,4 +0,7 +0 +0 +0 +0 +0
[ .
2 M'CI“ECOCC“S 18,5 9 17 15 145 6 6 6 29
S ATgCel38341 +07 | +14 +14 +14 +0,7 +0 +0 +0
mon';lgﬁ;lgines +60 +11O 4 +12O 8 + g 8 f '(?7 +60 +6 0 +60 22
ATCC 15313 - - - - - - - -

Dans le but de confirmer les résultats de la technique de diffusion des disques, la
concentration minimale inhibitrice a été également recherchée pour les fractions qui ont
montré des diameétres des zones d’inhibition supérieures a 6 mm de diamétre. Les résultats
sont présentés dans le tableau 7.

Nous observons que tous les extraits aqueux et les fractions acétate d’éthyle et n-butanol de
I’extrait hydrométhanolique exercent une activité antibactérienne. Les concentrations
minimales obtenues sont comprises entre 0,156 a 2,5 mg/mL et 0,312 a 2,5 mg/mL
respectivement. L’extrait brut hydrométhanolique, la fraction d’acétate d’éthyle et de
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n-butanol de I’extrait aqueux exercent une activité a des concentrations comprise entre 0,625

a 2,5 mg/mL vis-a-vis des bactéries a Gram négatif.

Tableau 7 : Concentrations minimales inhibitrice de I’activité antibactérienne des extraits des

graines vertes de Coffea arabica.

Extraits

Bactéries

Extrait aqueux
mg/mL

Extrait hydro méthanol
mg/mL

Extrait Acétate n- butanol
brut d’éthyle

Phase
résiduelle

Extrait
brut

Acétate n- Phase
d’éthyle | butanol | résiduelle

Gent
pg/mL

Bactéries a Gram négatif

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

- 10 10

0,625

0,78

Escherichia coli
ATCC 8739

- 0,625 2,5

10

0,625

2,5 2,5 -

0,5

Acinetobacter
boumani
ATCC 19606

10 5 10

10

10

10 - -

0,65

Klebsiella
pneumonia
ATCC 700603

10 - -

10

10 5 -

Citrobacter
freundii
ATCC 8090

2,5

0,19

Enterobacter
cloacae
ATCC 13047

10 2,5 10

10

10 - -

2,6

Proteus mirablis
ATCC 356559

10 5 -

2,5

0,5

Salmonella
typhimirium
ATCC 13311

10 2,5 2,5

10 5 -

0,65

Bactéries a Gram positif

Bacillus cereus
ATCC 25921

- 1,25 10

10 2,5 -

0,19

Bacillus subtilis
ATCC 6633

2,5 10 -

0,65

Staphylococcus
aureus
ATCC 6538

0,156 - 0,312

2,5

0,312 2,5 -

0,19

Enterococcus
faecalis
ATCC 49452

10 2,5 10

10

2,6

Micrococcus
luteus
ATCC 9341

10 2,5 2,5

1,25

0,12

Listeria
monocytogenes
ATCC 15313

2,5

10

0,19

IV.2. Activité antifongique

L’activité antifongique des extraits a été également recherchée par la technique de diffusion

des disques sur gélose Muller-Hinton supplémenté. Le tableau 8 montre les résultats des

diametres des zones d’inhibition en mm des différents extraits de Coffea arabica vis-a-vis des

3 levures de Candida albicans.
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D’aprés les résultats, nous observons que I’extrait brut aqueux exerce la meilleure activité

antifongique vis-a-vis toutes les levures testées. Les diamétres d’inhibitions sont compris

entre 10 et 13,5 mm. L’extrait brut hydrométhanolique présente également un effet

antifongique vis-a-vis la levure Candida albicans 1P444 avec un diametre de la zone

d’inhibition de I’ordre de 13 mm. Il est a noté également que les autres fractions n’exercent

aucune activité antifongique.

Tableau 8 : Diameétres des zones d’inhibition en mm de I’activité antifongique des extraits

des graines vertes de Coffea arabica.

Extrait Extrait aqueux Extrait hydro méthanol Amphotéricine
B
extrait acétate n Phase extrait acétate n Phase
brut d’éthyle | butanol résiduelle brut d’éthyle | butanol | résiduelle
Levures

Candida 12,5 6 6 6 6 6 6 21,5
albicans +0,7 +0 +0 +0 +0 +0 +0 +0

ATCC

26790
Candida 10 6 6 6 6 6 6 6 15
albicans +14 +0 +0 +0 +0 +0 +0 +0

ATCC

10231
Candida 13,5 6 6 6 13 6 6 6 20
albicans +0,7 +0 +0 +0 +14 +0 +0 +0

1P444

Les résultats des CMI vis-a-vis des

levures sont représentés dans le tableau 9. Nous

observons que les extraits bruts exercent une faible activité antifongique avec une CMI de

10 mg/mL.

Tableau 9 : Concentration minimales inhibitrice de I’activité antifongique des extraits des

graines vertes de Coffea arabica.

Extraits | Extrait aqueux brut Extrait Amphotéricine B
Levures mg/mL hydrométhanolique pg/mL
brut mg/mL

Candida albicans 10 - 8

ATCC 26790
Candida albicans 10 - 4

ATCC 10231
Candida albicans 10 10 2

IP444
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Cette étude a pour objectif I’étude du screning phytochimique et des activités biologiques des
graines vertes du café de I’espéce Coffea arabica.

Deux solvants polaires ont été utilisés pour I’extraction : I’eau et I’hnydrométhanol (70 :30
v/v). Chaque extrait a servi pour préparer des fractions en utilisant deux autres solvants
I’acétate d’éthyle et le n-butanol. L’acétate d’éthyle et le n-butanol nous ont permis une
séparation et aussi un épuisement de la charge en métabolites contenus dans les extraits bruts.
Chaque fraction comprend un ou plusieurs types moléculaires, qui sont soit solubles dans
I’acétate d’éthyle (fraction d’acétate d’éthyle), soit solubles dans le n-butanol (fraction n-
butanolique). Les métabolites, qui ne sont ni entrainés par I’acétate d’éthyle ni par le n-
butanol constituent la phase résiduelle.

En total, deux extraits et 6 fractions ont été obtenus: les extraits bruts aqueux et
hydrométhanolique, les fractions d’acétate d’éthyles aqueuse et hydrométhanolique, les
fractions n-butanol aqueuse et hydrométhanolique et les phases résiduelles aqueuse et
hydrométhanolique.

Les résultats des rendements obtenus étaient trés variés. L’extrait aqueux a donné le
rendement le plus élevé. Nos résultats concordent avec une étude antérieure réalisée sur des
extraits obtenus par macération des graines vertes de Coffea arabica. Ce travail a montré
également que I’extrait aqueux a donné le rendement le plus important (23,26 %) par rapport
a I’extrait hydrométhanolique (12,15%) (Benramdane, 2017).

Kiattisin et ses collaborateurs, ont trouvé que les extraits hexane et éthanol obtenus par
maceération des graines vertes de Coffea arabica avaient des couleurs jaunes et les rendements
4,82 et 1,93 % respectivement (Kiattisin et al., 2016). Ce qui en accord avec notre travail.

Il est admis que les rendements varient en fonction de I’espéce végétale, I’organe utilisé dans
I’extraction, la nature des métabolites de chaque espéce, la méthode d’extraction et la polarité
du solvant utilisé dans I’extraction ou dans le fractionnement.

Nous avons ensuite déterminé les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins
condensés de toutes les fractions en utilisant des méthodes spectrophotométriques. Nous
pouvons dire que les graines vertes du café de notre espéce Coffea arabica sont riches en ces
métabolites secondaires. En comparant entre les extraits bruts aqueux et hydrométhanolique,
nous constatons la richesse de I’extrait aqueux en polyphénols totaux et en flavonoides.

Les extraits aqueux ont montré les taux les plus élevés en polyphénols totaux mis a part pour
la fraction d’acétate d’éthyle. Kiattisin et al., (2016), ont trouvé des teneurs moins

importantes que les ndtres dans les extraits hexane et éthanol obtenus par macération des
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graines vertes de Coffea arabica et Coffea robusta. Les extraits éthanoliques des graines
vertes de Coffea arabica et de Coffea robusta présentent des teneurs de 255,99 mg EAG/g E
et 238,94 mg EAG/g E, respectivement. En revanche, leur contenu en composés phénoliques
totaux dans les extraits d’hexane n'était pas détectable. Ce résultat a été confirmé par Perdani
et al. (2019) sur des espéces de Coffea arabica et Coffea robusta, d’origine géographiques
différentes.

Les résultats obtenus avec les flavonoides sont supérieurs a ceux obtenus par Nayeem et al.
(2011) réalisées avec les feuilles de Coffea arabica, la teneur en flavonoides était de I’ordre
de 10,90 ug EC/mg E. Cependant, nos taux en flavonoides sont moins importants par rapport
a ceux obtenus avec les extraits aqueux et hydrométhanolique (402,1 et 704,83 ug EC/mg E)
rapportés dans I’étude de Benramdane (2017).

De méme, nos extraits bruts hydrométhanolique et aqueux ont montré des taux de tanins
condensés plus importants (139,75 ug EC/mg E pour I’extrait aqueux et de 276,44 ug
EAG/mg E pour I'extrait hydrométhanolique) que ceux obtenus par Benramdane (2017).
Nos valeurs sont également plus élevées (0,7ug EC/mg E) que celle trouvées par Andrade et
al. (2012) dans I’extrait éthanolique des graines vertes de Coffea arabica obtenu par
Ultrasonication.

La variabilite dans la composition chimique des graines de Coffea arabica peut étre due a
I’influence de plusieurs facteurs. Daniel et Workneh (2017) ont rapporté que plusieurs
facteurs peuvent influencer la teneur en composés phénoliques dans le café, tels que les
facteurs extrinseques (origines géographiques, climatiques), I’expression des genes, mais
également le stade de maturation de la plante et la durée du stockage des grains de café. Ces
teneurs dépendent également du mode d’extraction, la durée d’extraction et la polarité du
solvant utilisé (Haddoudi et al., 2014 ; Zlotek et al., 2016). Perdani et al. (2019) ont
confirmé également I’effet de la région de culture sur la composition chimique des graines
vertes de café (Arabica et Robusta).

Les composés phénoliques possédent un large éventail d’activités biologiques in vitro :
antibactériennes, anticancérigéne, anti-inflammatoire, antioxydante etc... Ces activités sont
fortement liées a leur caractére réducteur. Les composés phénoliques présentant donc des
propriétés antioxydantes bien établies et en lien avec I’inhibition de I’oxydation aussi bien
dans le domaine alimentaire (oxydation des lipides) que physiologique (stress oxydant).
Comme nos extraits sont riches en composés phénoliques, cela nous a pousses a évaluer leur

activité antioxydante via deux techniques : le piégeage du radical libre (DPPH) et la réduction
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du fer (FRAP). Nous avons constaté que tous les extraits exercaient un pouvoir inhibiteur du
radical libre (DPPH). Ce pouvoir augmente progressivement avec l’augmentation de la
concertation des extraits. Le pourcentage d’inhibition le plus important a été enregistré par la
fraction n-butanolique de I’extrait aqueux a 1 mg/mL (96,84 %). Ce résultat est en cohérence
avec celui obtenu par Affonso et al. (2016) avec I’extrait aqueux (96,21%). De plus les
travaux de Sentkowska et al. (2016) effectués sur les extraits aqueux des espéces Arabica et
Robusta ont montré des pourcentages d’inhibition nettement faibles (1,2 et 2,9 %) par rapport
aux notres (15,22 et 71,79 %).

Le calcul des Clsp nous a permis d’avoir des résultats confirmés par les travaux de Daniel et
Workneh (2017). Ces derniers ont montré que les activités antioxydantes des plantes sont
attribuées a la présence des composés phénoliques. Dans notre étude la phase n-butanol
de I’extrait aqueux a exhibée le pouvoir d’inhibition du DPPH le plus important. Cette phase
posseéde des teneurs trés importantes en polyphénols totaux et en flavonoides et tres faibles en
tannins condensés. Les Clso obtenues sont supérieures a celles obtenues par Vignoli et al.
(2011) et Duangjai et al. (2016), pour les extraits aqueux des graines vertes de Coffea
arabica.

L’activité antioxydante a été aussi évaluée par la technique de FRAP. Elle est basée sur la
capacité des extraits a réduire le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe**). Nous avons constaté

que les extrait ont montré une dose/réponse avec leur pouvoir réducteur.

Le calcul de la ECso nous a montré que le pouvoir réducteur le plus important (valeur la plus
basse) est obtenu par les fractions n-butanol. Cependant, le pouvoir réducteur le plus faible est
divulgué par les phases résiduelles. Dans leur étude, Daniel et Workneh (2017) ont montré
qu’il existe une forte corrélation entre la teneur en composés phénoliques totaux et le dosage
du pouvoir réducteur ferrique, ce qui explique le pouvoir réducteur important observé dans
nos fractions n-butanol, étant donné elles possedent les teneurs les plus importantes en
composés phénoliques totaux.

Selon certains auteurs, les composés phénoliques possedent souvent une activité
antimicrobienne (Taguri et al., 2006). Ainsi, il a été montré que les catéchines inhibent la
croissance de microorganismes en altérant des fonctions membranaires des pathogenes, les
détruisant a plus ou moins long terme (Fukai et al., 1991).

Les propriétés antibactériennes et antifongiques de nos extraits ont été donc mises en
évidence a travers la technique de diffusion des disques et la technique des microdilutions.
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Beaucoup d’études se sont intéressées au pouvoir antibactérien des extraits des graines de
Coffea arabica. Duangjai et al. (2016) ont montré que I'extrait aqueux de la pulpe des graines
vertes de Coffea arabica avait des activités antibactériennes variées vis-a-vis de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia
coli.

MELSayed et al. (2018) ont également rapporté le pouvoir antibactérien de I’extrait aqueux
des graines vertes de Coffea arabica vis-a-vis de la souche multirésistante Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Nos résultats ont montré une activité antibactérienne tres forte avec
des diametres d’inhibition compris entre 13 et 20 mm et des concentrations minimales
inhibitrices allant jusqu’a 0,2 mg / mL.

L’effet antibactérien montré par notre espéce est di certainement & la présence des
polyphénols notamment les flavonoides et les tanins qui sont connus par leur toxicité vis-a-vis
des microorganismes (Basli et al., 2012).

Cependant, dans I’étude de Abdallah (2018), I’extrait hydrométhanolique des graines vertes
de Coffea arabica d’origine Yéménite n’a montré aucune antimicrobienne. Cette faible
activité a été expliquée par le fait que I’éthanol n’est pas le solvant adéquat pour I’extraction
des molécules a effet antimicrobien.

En plus, Rakatam et al. (2018) ont rapporté I’efficacité de I’extrait éthanolique des graines de
Coffea arabica a inhiber la croissance de C. albicans ATCC 90028 et des C. albicans isolées
a partir des patients ayant une candidose Vulvovaginite. Ces auteurs ont constaté que la
concentration de I'extrait affecte la vitesse de diffusion et plus la concentration d'extrait est
grande, plus le pouvoir inhibiteur est important. Malheureusement, dans notre étude, nous
n’avons pas obtenu un effet antifongique fort. Résultat qui laisse a pensé que les composants a
activité antifongique sont de nature plutdt apolaire que polaire.
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Cette étude a eté menée dans le but de rechercher le contenu en polyphénols totaux,
flavonoides et tanins condensés et d’évaluer les activités antioxydante, antibactérienne et
antifongique des différents extraits des graines vertes de Coffea arabica.

Les dosages realisés sur les différents extraits ont révélé la présence de différentes classes de
composés phénoliques : Phénols Totaux, flavonoides et tannins condenses avec des
concentrations importantes mise a part les fractions n-butanoliques qui sont pauvres en
tannins.

L’activité antioxydante vis-a-vis du radical libre DPPH a montré que tous les extraits aqueux
ont un pouvoir anti radicalaire important avec des Clsp intéressantes et qui ne sont pas trop
éloignées de celle de I’acide ascorbique. Cependant, les Clsq des extraits hydrométhanoliques,
a I’exception de celle de sa fraction n-butanol, sont plus élevés que celles des extraits aqueux.
Les fractions n-butanol exercent un pouvoir réducteur du fer similaire et le plus importants
par rapport aux autres extraits.

L’extrait brut et la fractions n-butanol de I’extrait aqueux ont révélé des CMI intéressantes
(0,156 et 0,312 mg/mL) vis-a-vis Staphylococcus aureus ATCC 6538. Egalement, la fraction
acétate d’éthyle de I’extrait brut a montré la CMI 0,625 mg/mL vis-a-vis Escherichia coli
ATCC 8739. L’extrait brut hydrométhanolique présente également des CMI intéressantes de
0,625 mg/mL vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC
8739 et sa fraction d’acétate d’éthyle agit a une CMI de 0,312 mg/mL vis-a-vis
Staphylococcus aureus ATCC 6538.

La recherche de I’activité antifongique n’était pas tres intéressante dans cette étude.

D’apres nos résultats, nous pouvons conclure que les graines de Coffea arabica peuvent
constituer une source de composes naturels a potentiels antioxydant et antibactérien tres

prometteurs en thérapeutique.

Cependant, pour obtenir une vue précise sur I’activité antioxydante, il est nécessaire de
réaliser une étude in vivo pour vérifier I’efficacité de ces composes dans I’organisme et
démontrer la possibilité et le mode de leur utilisation thérapeutique. Egalement, pour avoir
une bonne activité, il est souhaitable de tester plusieurs solvants de polarités différentes pour

I’extraction.
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Figure : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH du BHA
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Figure : Pouvoir réducteur du fer du BHA
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