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Résumé



Les microondes sont des ondes electromagnétiques largement utilisées dans divers domaines
tels que les communications, la médecine et la cuisson des aliments. Ces radiations peuvent
affecter la structure et la fonctionnalité des molécules bioactives, notamment celles ayant des
propriétés antioxydantes. Notre recherche a pour objectif I’étude de I’impact des microondes
sur les molécules biologiques des graines vertes de Coffea arabica, en particulier les

flavonoides et les polyphénols, ainsi que sur leur activité antioxydante.

Huit échantillons de graines de café Coffea arabica ont été exposés a différentes séquences et
durées d'exposition aux microondes. Les teneurs en composés phénoliques et flavonoides ont
été déterminées par des techniques spectrophotométriques. L’activité antioxydante a été

évaluée par quatre méthodes basées sur le transfert d’¢électron singulier et le transfert d’atome

d’hydrogene (DPPH, FRAP, CAT et ABTS).

Les analyses du pouvoir antioxydant et des dosages en métabolites secondaires ont donné des
résultats significatifs. Les meilleurs rendements d'extraction ont été obtenus avec l'extrait E7
d’une filtration de macération traité aux microondes (30s/340W) (12,53 %), suivi par les
extraits E2 (infusion sans traitement aux microondes), E3 (extrait d’infusion traité aux
microondes (15s /340W) et E4 (extrait d’infusion traité aux microondes (30s /340W) ; (11,96
%). Le taux le plus élevé de polyphénols totaux était 7490 pg EAG / mgE pour 'extrait (E7),
et 544,2 ug EAG / mgE pour I’extrait (E3). La teneur la plus élevée en flavonoides totaux a été
obtenue par les extraits E7, E5 (matiére végétale seche traité au microondes (15s
/340W)+infusion) et E1( macération sans traitement au microondes) : ( 467,4848 ug EC/ ug,
455,5454 ug EC/ ug et, 434,8333 ug EC/ ug E respectivement).

L’extrait E7 a montré la meilleure activité antioxydante par les méthodes de I’ABTS (Clso =0,06
pg/ mL), CAT (CIs=0,26 ng EAA/mg) et FRAP (ECs0=0,97 pg/ mL), tandis que I’activité
antioxydante de Iextrait E6 (matiére végétale seche traité au microondes (30s
/340W)+infusion) par méthode de DPPH est la plus intéressante Clse=0,12 pg/ mL.

L’usage des micro-ondes nécessite un timing précis. Une exposition courte améliore Iactivité

antioxydante, tandis qu'une durée prolongée peut conduire a une altération de cette activité.

Mots-clés : Coffea arabica, microondes, stress oxydatif, activité antioxydante, polyphénols,

flavonoides,



Abstract

Microwaves are electromagnetic waves widely used in various fields such as communications,
medicine and cooking food. These radiations can affect the structure and functionality of
bioactive molecules, particularly those with antioxidant properties. Our research aims to study
the impact of microwaves on the biological molecules of green Coffea arabica seeds, in

particular flavonoids and polyphenols, as well as on their antioxidant activity.

Eight samples of Coffea arabica coffee seeds were exposed to different sequences and durations
of microwave exposure. The contents of phenolic and flavonoid compounds were determined
by spectrophotometric techniques. The antioxidant activity was evaluated by four methods
based on singular electron transfer and hydrogen atom transfer (DPPH, FRAP, CAT and
ABTS).

The analyses of antioxidant capacity and secondary metabolite assays yielded significant
results. The highest extraction yields were obtained with extract E7 from maceration filtration
treated with microwave (30s/340W) (12.53%), followed by extracts E2 (microwave untreated
infusion), E3 (microwave-treated infusion extract (15s/340W)), and E4 (microwave-treated
infusion extract (30s/340W); 11.96%). The highest total polyphenol content was 7490 ug
EAG/mgE for extract E7, and 544.2 ug EAG/mgE for extract E3. The highest total flavonoid
content was obtained by extracts E7, E5 (microwave-treated dry plant matter (15s/340W) +
infusion), and E1 (maceration untreated by microwave): 467.4848 ug EC/ug, 455.5454 g
EC/ug, and 434.8333 g EC/ug E respectively.

Extract E7 exhibited the best antioxidant activity by ABTS (ICso = 0.06 pug/mL), CAT (ICso =
0.26 pg EAA/mg), and FRAP (ECso = 0.97 pg/mL) methods, while the antioxidant activity of
extract E6 (microwave-treated dry plant matter (30s/340W) + infusion) by the DPPH method
was most interesting with ICso = 0.12 ng/mL

Using microwaves requires precise timing. A short exposure improves antioxidant activity,

while a prolonged duration can lead to an alteration of this activity.

Keywords: Coffea arabica, microwaves, oxidative stress, antioxidant activity, polyphenols,

flavonoids,



Introduction



Premiere partie: Synthése bibliographique

Les microondes sont une forme de rayonnements electromagnétiques omniprésents dans notre
environnement moderne. Elles sont couramment utilisées dans divers domaines, notamment les
communications, la médecine et la cuisson des aliments, y compris en technologie alimentaire
pour le traitement thermique des aliments. Cependant, leur impact potentiel sur les organismes
vivants a suscité une attention croissante particulierement en ce qui concerne leur effet sur la

santé humaine et I'environnement (Collin, 2007).

Des études ont montré que I'exposition aux microondes peut induire des effets biologiques
variés, dont certains peuvent étre nuisibles. L'un des principaux mécanismes par lesquels les
microondes peuvent causer des dommages est le stress oxydatif ou la dégradation des molécules
antioxydantes (Pall, 2016).

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre la production de radicaux libres et la capacité
de l'organisme a les neutraliser par ses systemes antioxydants. Il est bien documente que le
stress oxydatif peut entrainer des dommages cellulaires et jouer un role dans diverses
pathologies (Halliwell, 2007). 1l est crucial de comprendre comment les traitements externes,
comme I'exposition aux microondes, peuvent influencer les niveaux d'antioxydants et l'activité
des composés bioactifs pour mieux prévenir les dommages cellulaires liés au stress oxydatif
(Daglia, 2012).

Pour étudier I'impact des microondes, le stress oxydatif est souvent utilisé comme indicateur
clé. En effet, la mesure des niveaux de stress oxydatif permet de mieux comprendre les effets
des microondes sur les systémes biologiques (Zhang, et al. 2020). Ce cadre théorique est
essentiel pour explorer les effets specifiques des microondes sur les organismes vivants, en

particulier en termes de perturbation de I'équilibre redox cellulaire.

L'étude des effets des microondes sur les plantes, et plus particulierement sur le caféier (Coffea
arabica), offre une voie prometteuse pour approfondir cette recherche. Le caféier,
spécifiqguement I'espéce Coffea arabica, est reconnue pour ses propriétés antioxydantes en
raison de sa richesse en composés phénoliques, flavonoides, alcaloides, vitamines et minéraux.
Ces composes sont non seulement bénéfiques pour la santé humaine, mais jouent également un
réle crucial dans la protection de la plante contre divers stress environnementaux
(Bhupathiraju et al, 2012).

L’objectif de ce travail est la recherche des effets des microondes sur l'activité antioxydante des
graines de café de I’espece Coffea arabica, connus par ces propriétés antioxydantes diverses a

travers :
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Différents traitements aux microondes sur des extractions aqueuses
Evaluation de l’activité antioxydante a l'aide de plusieurs méthodes impliquant le
transfert d'atome d'hydrogéne et le transfert d'électron unique.

Le dosage quantitatif des molécules bioactives de graine verte de café C.arabica.
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Chapitre 1: Stress oxydatif et activité antioxydante

1  Stress oxydatif

Depuis déja plusieurs années, il y a un concept universel dans le monde des scientifiques et
chercheurs qui ne cesse de faire son apparition sur plusieurs domaines scientifiques et de
recherches, qui est celui du « stress oxydant », indiquant ainsi la situation d’une cellule
incapable de controler 1’exces de présences de radicaux oxygéné toxiques.

Dans des situations normales d’un organisme, de faibles quantités de radicaux libres sont
constamment produites et régulées par des systéemes de défense adaptatifs. Cet équilibre entre
les antioxydants et les pro-oxydants est donc maintenu. Cependant, un déséquilibre entre ces
derniers peut entrainer un "stress oxydant". (Favier, 2003).

En présence de 'oxygéne dans I’organisme, les espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO) sont
formées, déclenchant ainsi la formation des radicaux libres. L’augmentation excessive de ces
radicaux libres provoque donc le stress oxydatif (Sivanandham, 2011)

L’organisme devient donc incapable de se défendre contre les agressions des especes réactives
de I'oxygéne (ERO) comme conséquence a un déséquilibre entre la production de ces
substances et le degreé de défenses des antioxydants ((Beaudeux et al, 2006 ; Kcechlin,
2006).

1.1  Définitions des espéces réactives de I’oxygene

L’oxygéne représentant 21% de I’atmosphére, est essentiel pour 1’organisme aérobie qui
I’utilise pour oxyder les substrats riches en carbone et hydrogene. Ce processus produit des
intermédiaires radicalaires tres réactifs appelés especes réactives de I’oxygéne (ERO). Ces ERO
incluent des radicaux comme 1’anion superoxyde (O2") et le radical hydroxyle (-OH), ainsi que
des especes non radicalaire come le peroxyde d’hydrogene (H20:) et 1’0xygene singulet
('O2) (Moller, 2001).

2 Radicaux libres :

On caractérise un radical libre par une espéce chimique qui contient un ou plusieurs électrons
non appariés sur sa couche externe (Gueye, 2007), ce qui fait qu’elle posséde le caractére de
grande réactivité chimique (Dacosta, 2003).

Ils sont donc des espéces trés instables qui réagissent avec d’autres molécules plus stables en

leur arrachant un électron ( se comporter comme un oxydant ) , ou bien en leur cédant un
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(agissant comme un réducteur ) les transformant a leurs tour en especes radicalaires tel le
peroxyde d'hydrogene (H=0.) et I'oxygene singulet (*O2) (Pincemail, 2003), qui sont appelés
également espéces actives de ’oxygéne, qui peuvent étre des précurseurs des radicaux libres
avec le nitropéroxyde (ONOO-) (Yoshikiwa et al, 2000; Helliwell et Whiteman, 2004).

La présence d’un électron célibataire confére au radicaux libres une grande réactivité qui varie
en fonction de la nature du radical tels que le radical hydroxyle (-OH), I’anion superoxyde
(027) et 'oxyde nitrique (NO-). lls peuvent donc étre aussi bien des espéces oxydantes que
réductrices. Ceci dit, leur mise en évidence au niveau des différents milieux biologiques est par
conséquent difficile, principalement a cause de leur instabilité chimique (Bonnefont-Rousselot
et al, 2003) (Tableau 1).

Tableau 1: Espéces réactives de I’oxygene radicalaires et non radicalaires (Halliwell, 2006)

ERO (radicalaire) A Formule chimique
Oxygéne moléculaire 30;
Dioxygene singulet '02
Anion superoxyde 02"
Radical hydroxyle -OH
Radical peroxyle ROO-
Radical alkoxyle RO-
Radical oxyde nitrique NO-
Peroxinitrite ONOO-
ERO (non radicalaire) Formule chimique
Hydroperoxyde ROOH
Hypochlorite CIOH
Ozone O
Peroxide d’hydrogene H-0:

Les radicaux libres sont caractérisés par deux types de productions :
o Une production exogene :

La naissance des espéces réactives de 1’o0xygene est causée par I’effet de plusieurs facteurs dont
I’organisme est exposé , tel que la pollution , la fumé en général et celle de la cigarette , la

consommation d’alcool , les rayonnement ultraviolets , les radiations ionisantes ( gamma , X )
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, €galement certain médicaments tels que les anthracycline et I’oxyde d’azote toxique (NO-),
tout cela contribue a la production de ces radicaux libres [(Afonso et al,,2007) ; (Loin,
2008) ; (Favier , 2003)].

J Une production endogene :

Sur un organisme vivant, dans les cellules aérobies, la chaine respiratoire est essentielle pour le
transport d’électrons et la production de 1’énergie par la respiration oxydative. La derniére étape
de cette chaine respiratoire mitochondriale aboutit a la synthése de 1’eau a partir de I’oxygene.
Cependant une réduction incomplete de 1’oxygéne peut survenir pour 1 a 2% de I’oxygéne
moléculaire entrainant la production de radicaux libres oxygénés dont la principale est 1’anion
superoxyde (O2"). Une grande partie de cet anion est convertie en peroxyde d”hydrogene (H202)

gréce a I’enzyme superoxyde dismutase (Milane, 2004).

Le peroxyde d’hydrogene peut a son tour se décomposer par la réaction de Fenton en présence
de cuivre cuivreux ou de fer ferreux, géenéerant ainsi une espece hautement réactive et de courte

durée de vie qui est le radical hydroxyle (-OH)

La chaine de production de ces différentes espéces réactives de 1’0xygéne est décrite dans la

figure suivante (Figure 1) :

Agent stressant

" (anion superoxyde)

x

IO ‘,/O

:oxy{;ene singulet)
H,0,
(peroxyde d'hydrogéne)
ONCO-
(peroxynitrite)

P

OH
(radical hydroxyle)

Figure 1: Les différentes espéces réactives de I’oxygene (Nzengue, 2008).
La présence des radicaux libre en exces dans ’organisme qui induit un stress oxydatif est a
’origine de plusieurs modifications au niveau de I’ADN génomique (Koechlin—-Ramonatxo,
2006), mais aussi de I’apparition de plusieurs pathologies tels que le diabéte, les maladies

cardiovasculaires, neuro-dégénératives et le cancer (Pincemail et al, 2007).
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L’¢lectron non appariés des radicaux libres, attaquent la structure de certaines enzymes
cellulaires et protéines de transport porteuses d’un groupement sulthydryle, et par conséquence

la protéine est alors dénaturée ou fragmentée (Lacolley et al, 2007).

La présence excessive des radicaux libres est responsable également de Iésions secondaires
dues aux caractéres cytotoxiques et mutagéne des métabolites libérés lors de 1’oxydation des
lipides (Favier, 2003; Klaunig et al, 2010).

Le stress oxydant a également des conséquences biologiques qui sont extrémement variables
selon le type de la cellule soit en augmentant la prolifération cellulaire, I’apoptose ou la nécrose.
D’autres anomalies biologiques peuvent étre provoquées tels que les mutations, la

carcinogénese et la mal formation des feetus (Favier, 2003 ; Helliwell et Gutteridge, 2007).

C’est aussi avec 1’age qu’apparaissent la plupart des maladies induites par le stress oxydant, car
le vieillissement est accompagné d’une diminution des défenses antioxydants et une

augmentation de la production des radicaux libres mitochondriaux (Sohal et al,2002)

Le stress oxydant est également un facteur qui potentialise 1’apparition de maladie
multifactorielles telles que le diabéte, la maladie d’ Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Favier, 2006).

3 Activités antioxydante

3.1  Les Antioxydants

Les radicaux libres sont naturellement présents dans un organisme vivant, vue leurs productions
continue et spontanée par I’organisme lui-méme. Les antioxydants a leurs tours sont des
composée nécessaires pour le maintien d’un niveau non cytotoxique d’ERO en captant ces
derniers, les éliminer ou bien en remplagant les molécules altérées. C’est dont le déséquilibre
ou le dysfonctionnement de ces systemes antioxydants qui provoques des pathologies au niveau
des tissus (Garait, 2006).

Depuis plusieurs années, les antioxydants one étés sujets d’intérét et de recherches scientifiques
dans plusieurs spécialités et domaines, puisqu’ils représentent des propriétés thérapeutiques.
Plusieurs méthodes ont été développées, notamment pour leur extractions, identifications mais
aussi leur quantification a partir de composés naturelles comme les plantes médicinales ou bien
les produits agroalimentaires [(Sanchez-Moreno, 2002) ; (Marc et al, 2004) ; (Huang
et al, 2005).
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Les antioxydants sont un ensemble de molécules chimiques avec un potentiel protecteur des
systemes biologiques contre les effets néfastes du stress oxydants (Helliwell et Whiteman,
2004). lls ont comme fonction I’inhibition directe de la production des ERO, la limitation de
leur propagation ou leur destruction totale, pour obtenir des molécules plus stables (Pincemail,
1999).

3.2 Sources des antioxydants :

Les antioxydants peuvent étre présents dans plusieurs sources différentes. On retrouve les
antioxydants exogenes généralement dans des apports alimentaire (Vitamines, sels minéraux,
flavonoides... etc.), ou bien les antioxydants endogenes, produits directement par 1’organisme
(Protéines, enzymes, acides uriques ... etc.) (Jolivel ,2013).

3.2.1 Antioxydant naturels

Ce sont essentiellement les micronutriments, par leurs mecanismes directs sur I’organisme ou

bien a travers les enzymes qui en dépendent (Zazzo, 2002).

Ils sont classés en 3 groupes ; les vitamines, les composee phénoliques et certains oligo-

éléments.

3.2.2  Antioxydants synthétiques

o Les medicaments

Ce sont des constituants riches en antioxydants. Parmi les classes thérapeutiques qui ont été
étudiées pour leurs teneurs en propriétés antioxydants, on retrouve les anti-inflammatoires non
stéroidiens et les antihypertenseurs (Yvan, 1997).

o Les gallates

Les esters de l'acide gallique, dont les gallates de propyle (E310) sont les plus courants,

appartiennent a la famille des gallates. Ces substances dérivent de I'acide gallique.

o Butyl Hydroxy Toluene (BHT) et Butyl Hydroxy Anisole (BHA)

lls se distinguent comme étant parmi les antioxydants les plus performants pour inhiber

I’oxydation des lipides, tout en présentant un cout modéré (Yu et al,2000).

3.3 Mécanismes de defenses contre les radicaux libres
Bien qu’il soit souvent confronté a la présence de radicaux libres, notre organisme est bien

capable de réagir contre leurs effets néfastes, par le biais de deux systéemes de défenses :

3.3.1 Systémes de défenses endogenes (enzymatique et non enzymatique)
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a. Systémes de défenses enzymatiques :

Les enzymes endogénes, existants dans I’organisme, ont comme rdle de protéger les cellules
des attaques des radicaux libres qui sont physiologiquement présents dans un métabolisme

cellulaire,

Un systéeme complexe et étroitement régulé d'enzymes antioxydants est présent dans divers
compartiments cellulaires, assurant le maintien d'un niveau d'espéces réactives de l'oxygene

(ERO) viable pour l'organisme.

Les principales enzymes antioxydants sont représentées dans le tableau 2 :

10
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Tableau 2 : Enzymes antioxydantes

Enzymes antioxydants Cible ;?ndaullt Localisation Références
Superoxyde dismutase ( ri:lfgr?grll?jsrtizz Bowler et al,
peroxy O H20: ’ (1994) Arora et al,
SOD) peroxysomes, (2002)
apoplaste, cytosol
PErOXVSOMES Halliwell (2006)
Catalases (CAT) H20: H-0 cyt{)sol ’ Pitzschke et al,
(2006)
Chloroplastes,
Ascorbate peroxydases mitochondrie, Raven et al, (2004)
H20: H:0
(APX) peroxysomes, Asada (2006)
apoplaste, cytosol
Parois, El Mansouri et al,
Gaiacol peroxydase (GPOX) | H:0: H20 mitochondrie, (1999) Quiroga et
cytosol, vacuoles al, (2000)
Cytosol,
. chloroplastes
Glutathion peroxydases H202, H20, . .’ .
(GPX) ROOH ROH mitochondrie, Milla et al, (2003)
apoplaste,
peroxysomes
Cytosol, .
N . . Mittler et al, (2004)
Glutathion réductases (GR) H20: H-0: mitochondrie, Mishra et al, (2006)
stroma, peroxysome
Monodéhydroascorbate .
réductase (MDHAR) MDA | Ascorbate | Stroma des plastes | Mittler et al, (2004)
Dehydroa?go:fée) réductase DHA | Ascorbate Cytosol, Plaste Mittler et al, (2004)

Ces enzymes interviennent de maniere synergique dans une série de réactions en chaine

impliquant le superoxyde et le peroxyde d'hydrogene, aboutissant finalement a la formation

d'eau et de dioxygéne moléculaire (Lehucher et al, 2001).

11
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b. Systémes de défenses non enzymatiques :
Il se compose d’autres molécules naturelles de 1’organisme :
o Le glutathion (GSH) :

Un tripeptide (Glutamate-Cystéine-Glycine) qui neutralise les espéces réactives de I'oxygéne
(ERO) sous l'action de la glutathion peroxydase (Gpx), formant du glutathion oxydé (GSSG).
C’est la fonction thiol (SH) de la cystéine qui est responsable de capter les radicaux libres,

principalement le radical hydroxyle (-OH) (Helliwell et Gutteridge, 2007).
° L’acide urique

C’est un antioxydant qui agis contre le (-OH), ayant le role de chélateurs de métaux de
transitions (fer et cuivre), et par conséquence il permet I’inhibition de la réaction de Fenton
(Nakazawa et al,1996). L’acide urique est considéré comme I'un des antioxydants les plus
puissants présents dans le plasma, contribuant a 35-60% de sa capacité antioxydante totale
(Johnson et al,2009).

3.3.2 Systemes de défenses exogenes

Ces composes ne sont pas synthéetisés naturellement par I’organisme, leur apport est donc
extérieur par ’alimentation. Parmi les antioxydants exogenes on retrouve 1’ascorbate (vitamine
C), les tocophérols, les caroténoides, et les polyphénols de certains fruits et legumes (persil,
oignon, cerises,), ces derniers ont des effets protecteur important in vivo [(Van Acker et
al,1996) ; (Gardes et al, 2003) ; (Heliwell et Gutteridge, 2007)].

o L’acide ascorbique (Vitamine C)

Est reconnue comme l'antioxydant le plus crucial dans les liquides extracellulaires. Elle agit
efficacement en neutralisant les ions superoxydes, le peroxyde d'hydrogene, I'hypochlorite, les
radicaux hydroxyles et pyroxyles, ainsi que I'oxygéne singulet. Son mécanisme antioxydant
repose sur sa capacité a réagir avec les radicaux peroxyles aqueux, formant le radical ascorbyle.
En capturant ces radicaux avant qu'ils n'initient la peroxydation lipidique, la vitamine C protege

les biomembranes et les lipoprotéines. (Delattre et al, 2005).

12
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o le Tocophérol (La vitamine E)

Constituée des tocophérols a, B, o, v, parmi lesquels les isoméres ao- et y -tocophérols sont
biologiqguement importants. Leur nature hydrophobe leur permet de se loger dans les
membranes riches en acides gras polyinsaturés, ou ils agissent comme des protecteurs en
réagissant avec les radicaux peroxyles pour former un radical tocophéryle, empéchant alors la

propagation de la peroxydation lipidique (Haleng et al,2007).
. Les caroténoides

Un autre antioxydant, dont le B-carotene est le précurseur, neutralisent les molécules d'oxygene
singulet générées par les rayonnements solaires. Leurs longues chaines carbonées riches en
doubles liaisons les rendent également efficaces dans la capture des radicaux peroxyles. Une
seule molécule de caroténoide peut piéger beaucoup d’especes radicalaires avant d'étre éliminée
(Stahl et Sies, 1997).

. D’autres antioxydants

Les flavonoides, des polyphénols abondamment présents dans le régne végetal, jouent plusieurs
réles essentiels tels que des antioxydants, des agents antimicrobiens, des photorécepteurs, des
attracteurs visuels et des répulsifs. Leur potentiel antioxydant a été largement étudié in vitro,
mais leur efficacité in vivo reste moins documentée en raison de la méconnaissance de leur
absorption chez I'nomme. La plupart des flavonoides ingérés sont dégradés en acides
phénoliques, certains conservant néanmoins leur activité anti-radicalaire (Avila-Villarreal et
al, 2013).

Les xanthones, des composés polyphénoliques, présentent des effets antimicrobiens,
anticancéreux en inhibant la topoisomérase Il cytotoxique qui inhibe la mono-amino-oxydase.
Ils sont également reconnus pour leurs propriétés antioxydantes. Des études ont démontré leur
capacité a inhiber la peroxydation des lipides et a piéger efficacement les radicaux libres,

notamment les anions superoxydes (Anderson et al, 1996).

Les tannins sont reconnus pour leurs propriétés antioxydantes, agissant par la capture des

radicaux libres et I'inactivation des ions pro-oxydants (Lim et al, 2007).

En outre, des propriétés antioxydantes sont également associées a divers acides aminés tels que
la méthionine, la taurine, la glutamine et la N-acétylcystéine, ainsi qu'a des nutriments comme

la vitamine B6 et le coenzyme Q10.
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Les protéines telles que la ferritine, lI'albumine et la bilirubine sont également impliquées dans

ces processus protecteurs contre I'oxydation.

4 Activité antioxydantes des plantes médicinales

L'histoire des plantes aromatiques et médicinales est étroitement liée au développement des
sociétés a travers les ages. Dans toutes les régions du monde, ces plantes ont joué un réle
essentiel dans la médecine, la parfumerie et la cuisine (Janssen et al, 1987) avec une
reconnaissance ancienne de leurs propriétés antimicrobiennes, mais ce n’est qu’au début du
20°™ siecle que ces propriétés avaient touchés I’esprit curieux des scientifiques et chercheurs

(Benayad, 2008).

L'intérét pour l'utilisation médicinale des plantes connait actuellement une résurgence, surtout
dans les pays occidentaux ou la phytothérapie est de plus en plus considérée comme une

méthode de prévention des maladies, avant d’étre un moyen curatif (Bruneton, 1987).

En Afrique, cette tendance est en partie due a lI'inaccessibilité et aux codts élevés des soins de

santé modernes, ainsi qu'a la confiance persistante dans la médecine traditionnelle, largement
utilisée pour les soins de santé primaires selon I'Organisation mondiale de la santé. (OMS,
2002).

En Algérie, un pays dote d'une biodiversité florale exceptionnelle, la médecine traditionnelle
conserve sa pertinence, méme si elle ne saligne pas nécessairement avec la phytothérapie
moderne (Ferhat et al, 2010). Actuellement, les plantes ont démontré leur efficacité

thérapeutique avérée et leurs bienfaits indéniables pour la santé. (Newman et al, 2000).

Les plantes medicinales, constituées de substances végétales dont au moins une partie possede
des propriétés médicamenteuses, ont depuis longtemps joué un réle crucial pour I'humanité.
Elles ont la capacité de synthétiser de nombreuses molécules organiques complexes, souvent
dotées d'activités biologiques potentielles. En plus de leurs applications médicinales, ces plantes
peuvent également étre utilisees a des fins alimentaires, condimentaires ou hygiéniques
(Debuigne G, 1974).

L'industrie pharmaceutique a de plus en plus recours aux plantes au cours de ces dernieres
années. Il est actuellement difficile de vivre dans un monde sans la quinine, dérivée du genre
Cinchona, utilisée pour traiter la malaria, sans la dioxine du genre Digitalis, bénéfique pour le
ceeur, ou encore sans 1'éphédrine du genre Ephedra, présente dans de nombreuses prescriptions

contre les rhumes (Iserin, 2001).
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Ces plantes représentent une source immense de composés potentiels, attribuables aux
métabolites secondaires qui ont I'avantage d'étre d'une grande diversité de structures chimiques

et possedent un large éventail d'activités biologiques (Seidel, 2005).

Les métabolites secondaires ou principes actifs, sont des molécules issues des métabolites des
végetaux, classés en trois grandes catégories chimiques : les composés phénoliques, les
alcaloides et les terpénoides (Badiaga, 2011). Bien que non directement essentielles a la vie
des plantes, ces molécules jouent un réle crucial dans leur survie. Ils sont présents dans toutes
les parties des plantes, réparties en fonction de leurs rdles défensives, ce qui differe d'une plante

a une autre (Merghem, 2009).

Les composeés phénoliques sont de plus en plus considérés comme des agents prometteurs dans
la prévention et le traitement des maladies liées au stress oxydatif. Leur potentiel bénéfique a
été largement étudié au cours des dernieres decennies, révelant diverses bioactivités,
notamment leurs propriétés antioxydantes et divers effets biologiques tels que leur action
antidiabétique,  anticancéreuse,  anti-inflammatoire,  cardio-protectrice,  antivirale,
antiasthmatique, antiseptique, hépato-protectrice, antifongique, antibactérienne et antivirale
(Figure 2) (Kumar Pandey, 2013).

protecteurs =
cérébrovasculaire N s g antidiabétique

anti-inflamatoire et

anti-infectieuse S
cardioprotecteurs

anti cancéreux anti-as thmatique et
hypertensifs

anti-age et ostéo
protecteur

Figure 2 : Propriétés biologiques des polyphénols (Kumar et Pandey, 2013).

La nature de la chaine substituée du cycle benzénique des polyphénols confére a la fonction

phénol une acidité plus prononcée que les groupes alcooliques, facilitant ainsi la libération d'un
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proton H* pour former I'ion phénoxy. Cette caractéristique chimique confere aux composés
phénoliques leur capacité antioxydante. En réagissant avec les radicaux libres, ils stabilisent les
lipides sous forme d'hydroperoxydes ROOH, empéchant ainsi la propagation des réactions
d'oxydation. (Fidelis, 2001).

Les composés phénoliques, grace a leur capacité antioxydante, exercent un rdle important que
ce soit en tant que composants de I'alimentation, ingrédients médicamenteux ou additives dans
I'industrie agroalimentaire. De plus, ils agissent également dans les plantes pour neutraliser les
radicaux libres induits par le stress. Par exemple, les flavonoides contribuent a réguler I'état
d'oxydation dans les mitochondries et influencent I'expression des genes codant pour certaines
superoxyde-dismutantases mitochondriales, enzymes protectrices qui dégradent les anions

superoxydes. (Macheix et al, 2005)

Les polyphénols expriment principalement leurs propriétés antioxydantes de plusieurs

manieres :

- Ils piégent directement les espéces réactives de l'oxygene (ERO) en stabilisant ces
derniéres par le transfert d'électrons ou de protons du polyphénol vers les ERO. (SHERWIN,
1976).

- Ils inhibent la formation des ERO en supprimant certaines enzymes ou en chélatant les
ions métalliques necessaires a leur production. Les interactions entre les polyphénols et les
proteines, ainsi que leur capacité a chélater les métaux, sont des mécanismes impliqués dans
cette inhibition. (Sandhar et al, 2011).

- Ils protégent les systemes de défense antioxydants de l'organisme en piégeant les
radicaux libres et en activant d'autres antioxydants présents dans le corps. Cette activité
antioxydante contribue également a une meilleure circulation sanguine, a la coordination du
systéme immunitaire et a la modulation de la communication cellulaire. (El Haci, 2015).

- Ils fournissent des atomes d'hydrogene disponibles dans leurs groupes phénoliques pour
former des composés stables, favorisant ainsi la formation de complexes stables avec le fer et

réduisant le Fe*® en Fe™2. (Sandhar et al, 2011).

En résumé, les polyphénols agissent par piégeage direct, inhibition de la formation des ERO,
protection des systemes antioxydants, et réduction des oxydants, exprimant ainsi leur potentiel

antioxydant et leurs multiples bienfaits pour la santé.
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Chapitre 2 : Le caféier

1 Généralités

Les Rubiaceae, est une famille de végétaux, appartenant a la classe des Angiosperme, qui se
composent généralement de 13 000-14 000 especes pour environ 670 genres d’arbustes ou

arbres et qui sont réparti géographiquement dans les zones tropicales du globe.

C’est une famille composée de trois grand groupes essentiels; les Cinchonoideae, les
Rubioideae et les Ixoroideae. Parmi les genres essentiels de ce dernier groupe nous citons le

genre Coffea et Gardenia. (Mouly, 2008).

Le genre Coffea regroupe environ 125 especes dont Coffea arabica (Arabica) et Coffea
canephora (Robusta) qui figurent parmi les espéces les plus connues et consommeées, dominant
ainsi la production de café et représentant respectivement environ 70 % et 30 % (Lashermes
et al,2008).

Ces espéces sont des variétés importantes qui dérivent d’une des plantes la plus commercialisée

de la famille des Rubiaceae : le caféier (Figure 3) :

Figure 3 : Le caféier (Bouden, 2019).

Cultivé dans environ 85 pays tropicaux et subtropicaux, la culture du caféier est une activité
majeure dans de nombreux pays a travers le monde, couvrant une superficie totale de 10
millions d’hectares qui est répartie principalement en Amérique du Sud, avec 42% de la surface
totale, notamment au Brésil, en Colombie et au VVenezuela. En Amérique centrale, environ 14%
de la superficie est dédiée a la culture du café, pour le Mexique, le Guatemala et la République
dominicaine. En Afrique, elle occupe environ 34% de la superficie, comprenant la Cote d'lvoire,
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I'Ethiopie et I'Ouganda, tandis que le reste est réparti entre le Vietnam, I'Inde et les Philippines.
Le Brésil se distingue en tant que premier pays exportateur de café, suivi du Vietnam et de la

Colombie, selon les données de I'Organisation internationale du café de 2010. (ICO, 2010).

A l'origine, le caféier est natif du Yémen et de la province éthiopienne de Kaffa, ou le terme
"café" aurait pris naissance. Ce mot dérive de "kahwah" en arabe, désignant une boisson
fermentée préparée a partir de feuilles de café, de miel et d'eau. Par la suite, cette plante a été

introduite dans d'autres régions telles que I'Inde et I'Indonésie (Bouhenniche, 2018)

Pendant les 18e et 19e siécles, seule I'espece Coffea arabica était cultivée. Cependant, cette
variété s'est avérée trés vulnérable aux parasites, en particulier a la rouille orangée. Pour pallier
ce probleme, d'autres espéces de café, telles que Coffea canephora ont été naturellement

cultivees localement en Afrique au cours du 19e siecle. (Dussert et al, 2003).

La production commerciale de café repose principalement ces deux espéeces : le Coffea arabica

(Liné) et le Coffea canephora (Pierre).

Le C. arabica est largement considéré comme I'espéce la plus importante en raison de sa qualité
supérieure, caractérisee par une faible teneur en caféine et un aréme raffiné, représentant 65 %
de la production mondiale (Thomas, 1942; Anthony et al, 1987).

Cette espece prospere dans des environnements caractérisés par des altitudes allant de 1000 a
2000 metres, des précipitations annuelles situées entre 1 200 et 1 800 mm, ainsi que des

températures oscillant entre 18 et 21 °C (Alegre, 1959).

Cette variété de café représente plus de 60 % de la production mondiale de graines de café (Le
C. arabica) (Figure 4). Elle est largement cultivée en Afrique, en Asie et principalement en
Ameérique. Parmi ses principales variétés figurent le bourbon, le typica, le maragogype et le
moka (Clifford et Willson, 1985 ; Lambard, 2003 ; Jeszka-Skowron et al, 2016).

La plante du caféier, donne naissance a des graines de café vertes qui proviennent de la cerise

du café (fruit du caféier).
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Figure 4 : Graines de café verte de C.Arabica (Boudjellal et Mellouk, 2018).

De nos jours, le café est I'une des boissons la plus consommée au monde. De plus, la production
de grains de café progresse chaque année passant de 6,8 Mt par an en 2000 a prés de 10Mt par
an en 2021 (Torga et Spers, 2020).

La plupart des mélanges de café disponibles dans le commerce sont en réalité des combinaisons
d'arabica et de robusta. Ces deux types de café présentent des différences notables non
seulement dans leurs caractéristiques botaniques, chimiques et gustatives, mais également dans
leur valeur commerciale ; l'arabica, en particulier, est plus colteux en raison de sa qualité

supérieure (Lim, 2013).

2  Taxonomie du caféier

450 genres et 6500 espéces dérivent du caféier, appartenant a la famille des Rubiacées (Patay
et al, 2016b). Sa classification botanique est comme suit (Anthony et al, 2010) :

Domaine : Eukaryota

Regne : Plantae

Sous regne :  Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsyda

Sous classe :  Asteridae

Ordre : Rubiales
Famille : Rubiaceae
Genre : Coffea
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3 Morphologie du caféier
Le caféier, un arbuste ligneux tropical, atteint généralement une hauteur de 3 & 12 m a 1’état

sauvage sans étre taillé (Clay 2004 ; Mengistu 2007).

Le systéeme racinaire du caféier est principalement concentré dans les 60 premiers centimetres
de la couche de sol, bien qu'il puisse s'étendre jusqu'a 3 m de profondeur (Rena et DaMatta
2002). Presque toutes les especes de caféiers ont des feuilles persistantes, qui restent sur la
plante aprés la maturité ou la période de croissance. (Vieira 2008). Les caféiers ont
généralement un seul tronc principal, mais peuvent également étre cultivés en utilisant un

systeme de troncs multiples (Kimani et al, 2002).

En agriculture, les deux especes C. canephora et C. arabica sont maintenues a des hauteurs
gérables, généralement inférieures a 2 a 3 metres, avec une ou plusieurs tiges. La croissance du
caféier se caractérise par une forme dimorphique : les tiges principales, ou axes orthotropes,
poussent verticalement, tandis que les branches, ou axes plagiotropes, s'étendent

horizontalement.

Les feuilles d’un vert foncé, se disposent en opposition deux par deux le long de la tige,
présentant une surface supérieure brillante, allongée et effilée, mesurant de 7 a 20 cm de long
et 2,5 a 6,5 cm de large chez Coffea arabica (Figure 5) (Coltro et al, 2006 ; Murthy et Naidu,
2012 ; Lim, 2013).

Figure 5: Feuilles de C.arabica (Lim, 2013).
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La multiplication horticole de la plante est relativement aisée. Elle peut fleurir une ou deux fois
par an suivant la région ou elle est cultivée, généralement entre janvier et avril aprés une
période de stress hydrique suivie d'une pluie d'au moins 10 mm, pour donner des fleurs a courts
pédoncules qui sont dotées d'un calice rudimentaire a cing pétales, d'une corolle blanche et
d'anthéres relativement courtes (Cheney 1925; Free, 1993 ; Vieira 2008). (Figure 6)

Figure 6 : Fleur du caféier (Lim, 2013).

Le caféier est une plante a jours courts (Masarirambi et al, 2009), nécessitant une période
d'obscurité pour initier la floraison (Glimn-Lacy et al, 2006).

A la fin de la période de floraison, les fruits parviennent & maturité en 7 a 9 mois pour le C.
arabica et en 9 a 11 mois pour le C. canephora, selon la variété et les conditions
environnementales. Cela donne naissance a une cerise de forme ovoide au stade mature. Elles
peuvent étre de couleurs verte, rouge ou jaune suivant le stade de maturité et la variété en

question (Eira et al, 2006), (Figure 7) :

Figure 7 : Caféier et cerise (fruit) de C. arabica (Benbabouche, 2013).
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Les graines de café provenant des cerises de cafeier (Figure 8) ne conservent pas leur viabilité
de maniére classique lorsqu'elles sont déshydratées ou stockées a basse température. La viabilité
des graines de C. arabica diminue rapidement aprés 4 & 6 mois a température ambiante.
Toutefois, un stockage a court terme (jusqu'a 3 ans) est envisageable dans des conditions de

conservation appropriées et controlées (Eira et al, 2006).

Coupe d'une cerise de café

Parche
Endocarpe

Pulpe
Mésocarpe — —

Graine

Albumen —

Epiderme

Exocarpe -
Pellicule argentée

Tégument séminal

DB st ——

Figure 8: Coupe d’une cerise de café (fruit) (Benbabouche, 2013).

4 Composition chimiques :
La composition chimique du caféier et de ses extraits fait objets d’étude et d’intérét de plusieurs

chercheurs a travers le monde durant cette derniére année (Tantin, 2016).

Le café renferme une diversité de composés bioactifs, dont la composition peut varier

significativement (Bouhenniche, 2018).
Parmi ces compositions on cite :

- L’eau : d’une proportion qui varie selon I’échantillon, a un réle crucial dans la
conservation. (Christele, 2006).

- La caféine : le composé bioactif principal du café, c’est un alcaloide qui agit comme
stimulant métabolique et a aussi le réle d’insecticide naturel des graines (Fredholm et al, 1999).
- Les acides : les graines de café ont le caractére acides, grace a la diversité des types
d’acides qu’elles en contiennent (aliphatiques, chlorogéniques, alicycliques et phénoliques),

ceci dit leur pH moyen est de 5,5 (Mouhammedi, 2016 ; Bouhenniche 2018).
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- Les glucides : composés de quantité variables de glucides solubles (monosaccharides,
oligosaccharides et polysaccharides) et de glucides insolubles retrouvés dans les parois
végétales (hémicellulose, helocellulose) (Bouhenniche 2018).

- Les lipides : on retrouve les triglycérides, les acides gras libres, les esters de diterpenes,
les diterpénes libres, les triterpenes, les stérols (Mouhammedi, 2016)

- Les vitamines : essentiellement les vitamines de type B ; B1 (thianine), B2 (riboflavine),
B3 (acide nicotinique), B5 (acide pantothénique) et B12 (cyanocobalamine), avec la vitamine
C également (acide ascorbique) (Benmeddour, 2020) ; (Azzizi, 2017).

- Les fibres: ont un réle primaire dans la viscosité du café, c’est un groupe de
polysaccharides a un poids moléculaire supérieur composé de la cellulose, L’arabinogalactane
et le galactomannaneles. (Bouhenniche 2018).

- Les minéraux : potassium, le magnésium, le calcium, le sodium, le fer (Affonso et al,
2016).

4.1 Meétabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont des composés a structure chimiques trés complexe et
diversifiée. lls sont donc classés selon cette structure chimique en trois principales classes : les

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

Dans cette partie, nous citerons seulement les métabolites secondaires possédant une activité

antioxydante, notamment les composés phénoliques : les acides phénoliques et les flavonoides.

4.2 Métabolites secondaires des graines de café vertes

Les acides chlorogéniques, la caféine, la trigonelline, les fibres solubles et les diterpénes de la
fraction lipidique, sont parmi les métabolites secondaires les plus importants, présents dans le
café vert. Ce sont les composeés les plus susceptibles d'avoir des effets bioactifs. De plus, ils
peuvent jouer un réle significatif dans le développement de I'ar6me de la boisson une fois qu'elle
a éte torréfiée (Farah, 2012).

Parmi les composés phénoliques les plus importants retrouvés dans les graines de café vertes

on cite :
a. Les acides chlorogéniques

Ce sont parmi les composés les plus importants des composés phénoliques, qui dérivent de
I’estérification des acides trans-cinnamiques (caféique, férulique et p-coumarique) avec l'acide
quinique.
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Les sous-classes des acides caféoylquiniques, acides dicaffeoylquiniques, acides
feruloylquiniques et en petites fractions, les acides p-coumaroylquiniques et les acides caféoyl-
feruloylquiniques ; sont les principales qui dérivent de I’acide chlorogénique dans le café vert.
Environ 80 % de la quantité totale d'acides chlorogéniques se compose d'acides
caféoylquiniques parmi ces catégories. (Clifford et al, 2003); (Farah et al, 2005).
Les acides chlorogéniques, peuvent apporter de l'astringence, de lI'amertume et de l'acidité au
café. Cependant, des niveaux élevés de certains de ces acides, tels que les acides
caféoylquinique et feruloylquinique, peuvent conduire a une saveur désagréable, en raison de
l'oxydation et de la formation de produits de dégradation avant la torréfaction (Farah et al,
2006). Ces acides chlorogéniques peuvent également servir de précurseurs a d'autres COmposes
(phénols et cathécols) pendant la torréfaction, ces acides peuvent engendrer des arémes
désagréables qui impactent négativement les sensations gustatives du cafée (Trugo,
2003).

b. Les lignanes

C’est un composé phénolique retrouvé dans le café qui a des propriétés antioxydantes, qui

jouent un role contre les maladies cardiovasculaire et cancers (Milder et al, 2005).
C. Les anthocyanines

Des traces de composés phénoliques mineurs, incluant des anthocyanines ont été détectées dans
les graines de café vert. Ces composés sont rapportés comme étant des résidus provenant de la
pulpe des fruits de café. (Farah, 2006).

Les fruits du café Arabica sont réputés pour leur qualité supérieure par rapport a ceux du
Robusta. Ils contiennent naturellement moins de caféine et présentent une richesse en divers
sels minéraux tels que le magnésium, le fer et la vitamine B3, ce qui leur confére une bonne
valeur nutritionnelle. De plus, leur profil aromatique diversifié contribue a leur qualité

organoleptique (Coltro et al, 2006).

La quantité et la qualité de la composition chimique du café peut étre différentes suivant les
conditions climatiques dans lequel il a été cultivé, la qualité du sol, la condition d’emballages

et stockage et aussi le différent facteur génétique et physiologique (Farah, 2012).
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5 Utilisation thérapeutique du caféier
Actuellement, le café est reconnu comme un aliment treés exploité dans plusieurs procédés, en
grande partie grace a sa richesse en composés aux propriétés antioxydantes et autres bienfaits

biologiques (Yeretzian et al, 2003).

Les diverses parties du café ont été traditionnellement employées en médecine pour traiter
différentes affections (Patay et al, 2016a). Par exemple, les feuilles fraiches de café étaient
appliquées directement pour soulager les maux de téte et la fievre, en ayant un effet sur la

production de prolactine (Ross, 2005 ; Patay et al, 2016a).

De plus, ces feuilles étaient utilisées comme laxatif et pour soulager les douleurs d'estomac.
(Patay et al, 2016a).

La boisson du café a beaucoup de bienfaits sur la sante, avec ses actions stimulantes, elle donne
de I’énergie et améliore la concentration. Son effet antioxydant a un effet protecteur contre le

cancer et d’autre maladies (Brada et Boudjemaa, 2019).

Une consommation de caféine faible a modérée est généralement liée a une augmentation de la
vigilance, a une meilleure capacité d'apprentissage, a des performances physiques améliorées
et a une bonne humeur. Cependant, des doses élevees peuvent entrainer des effets négatifs chez
certaines personnes sensibles, tels que l'anxiété, la tachycardie et I'insomnie [(Toci et al, 2006) ;
(Ogita et al, 2003) ; (Farah et al, 2006 ; (Clifford, 2000)].

La caféine est I'un des composés qu’on peut trouver dans I’industrie pharmaceutique
également, dans quelques médicaments tel que le paracétamol ou dans des antalgiques et les

antigrippines (Fredholm et al, 1999).
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Chapitre 3 : Les micro-ondes

1 Généralité sur le fonctionnement des microondes

Le terme microondes est un terme principalement utilisé pour définir des rayonnements
électromagnétiques non ionisantes qui se compose d’un champ électrique et d’un champ
magnétique, avec une longueur d’onde allant de 1cm jusqu’a 1m, de fréquences de 300 MHz a

300 GHz. (MHz : Mégahertz = 10° Hz ; GHz : Gigahertz =10° Hz) (Collin, 2007).

C’est le méme domaine qu’on trouve dans les téléphones portables, de la Wifi, des radars, des

émissions dans les fours microondes et des communications par satellites (Elie, 2016-2017).

La fréquence f d’une onde, est directement relié¢ a sa longueur d’ondes Ao dans I’air ou dans le
vide par 1’équation suivante : 2o = c/f ou ¢ = 3-10® m/s. Elle correspond a la vitesse des

rayonnements électromagnétique dans I’air ou le vide, de sorte que (Paul, 1996) :

- A 300 MHz, la longueur d’ondes est o= 1 m.
- A 300 GHz, la longueur d'onde est Ao=1 mm

1.1 Classification selon la vitesse d’ondes électromagnétiques
Les microondes sont donc classées selon leurs vitesses d’ondes électromagnétiques comme

suit (Paul, 1996) :

- Décimétriques entre 300 MHz (Ao = 10dm) et 3GHz (Ao =1 dm).

- Centimétriques entre 3GHz (ho = 10 cm) et 30 GHz (d = 1 cm).

- Millimétriques entre 30GHz (X =10 mm) et 300 GHz (X = 1 mm).
- Les ondes submillimétriques vers 1 000 GHz (% = 0.3mm).

- Les ondes métriques 100 MHz (X = 3m).

1.2 Classification dans le spectre des ondes électromagnétiques
Les microondes sont classées parmi les hyperfréguences, positionnées entre les ondes radios et

I’infrarouge dans le spectre des rayonnements électromagnétiques (Figure 9)

Cecidit, ils ont une fréquence plus élevée que les ondes radio et une longueur d'onde plus courte

que l'infrarouge.

Ils se situent donc dans la partie inferieure du spectre des ondes électromagnétiques en termes

de fréequences, tandis que les ondes visibles de 1’optique se trouvent dans la partie supérieure.
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Pour les applications industrielles, les microondes domestiques et industrielles sont
couramment utilisées a la fréquence de 2,45 GHz (correspondant a une longueur d'onde de 12,2
cm) pour minimiser les risques d'interférences avec les radiocommunications et les radars
(Kingston et Haswell, 1997).
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Figure 9 : Spectre des rayonnements électromagnétiques (Kingston et Haswell, 1997).

2 Historiques
Le theoricien fondateur de I’électromagnétisme modern et des bases théoriques des microondes
est James Clerk Maxwell. Dans I’année 1860, il a formulé les célébres équations de Maxwell,

publiées en 1873 dans son « Traité sur [’électricité et le magnétisme ».

En 1888, Heinrich Hertz a été le premier a produire et détecter expérimentalement des ondes
¢lectromagnétiques a une fréquence d’environ 1 GHz. Ces ondes sont souvent appelées ** ondes
hertziennes’’ et par la suite, en 1897 Lord Rayleigh a démontré théoriquement la possibilité de
propager des ondes dans des tuyaux metalliques creux a section rectangulaire ou circulaire,

connus sous le nom de guides d’ondes.
C’est a la suite des travaux de Hertz que la radioélectricit¢ a connu un développement
significatif (Paul, 1996).

Le micro-onde est une invention attribuée au Dr Percy LeBaron Spencer, survenue en 1946.
Cette découverte est survenue fortuitement alors qu'il travaillait sur un projet lié au radar. Cette
observation a conduit a la reconnaissance de la technologie sous-jacente des micro-ondes.

Initialement, les applications commerciales ont connu des difficultés, mais avec la découverte
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ultérieure de la capacité des fours & microondes a chauffer les aliments, des unités domestiques
ont été développées et mises en vente (Gallawa, 2007).

En effet, depuis 1960, cette technologie s'est solidement établie dans divers domaines tels que
la synthese organique (Franke, 1996), lanalyse des moisissures, I'environnement,

l'agroalimentaire, le séchage, la médecine et ’extraction (Lau, 2002).

3 Fonctionnement des microondes
Un grand nombre d'expériences ont été menées a divers niveaux d'organisation biologique,
allant du niveau moléculaire au niveau pluricellulaire, afin de comprendre les mécanismes

d'interaction entre les microondes et les organismes vivants (Dardalhon, 1986).

Les recherches principales se sont concentrées sur I'étude de la maniére dont les microondes
interagissent avec les structures cellulaires pour comprendre leur impact sur les organismes
vivants. De nombreuses études ont examiné si les microondes a faible puissance peuvent
influencer le matériel génétique, les enzymes, les mitochondries, les membranes ou le
cytoplasme. On a également examiné la possibilité que les microondes amplifient I'action
d'autres agents connus pour altérer I'ADN. Certains travaux se sont penchés sur des effets
spécifiques liés a la fréquence des ondes millimetriques, tandis que d'autres ont exploré des
effets spécifiques d'origine thermique, en lien notamment avec l'utilisation croissante des
microondes pour produire une hyperthermie localisée dans le traitement des tumeurs

cancéreuses.

Les résultats de ces études sont souvent utilisés comme référence pour établir des normes de
sécurité (Dardalhon, 1986).

3.1 Interactions microondes-matieres

Le chauffage par microondes se produit lorsque I'énergie d'une onde électromagnétique se
transforme en chaleur a l'intérieur du matériau lui-méme (Loupy, 2006). A des fréquences de
300 MHz a 300 GHz le rayonnement a une faible pénétration dans les métaux et autres
matériaux conducteurs, préférant se refléter. Cependant, il produit une action thermique notable
dans les milieux contenant des éléments liquides (tels que I'eau) et/ou organiques, ou il est
absorbé par les mouvements moléculaires (translation, vibration et rotation). Ainsi, les aliments
ou les liquides sont chauffés ou cuisent dans un four a microondes grace a ce phénomeéne
d'absorption. (Elie, 2016-2017).

Le traitement des produits liquides par microondes est d0 a son effet de chauffage, provoqué

par la rotation dipolaire du solvant dans le champ micro-ondes. Cette rotation éléve la
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température du solvant, augmentant ainsi la solubilité du composé recherché. Ce chauffage se
produit lorsque les molécules du solvant polaire ne parviennent pas a s‘aligner rapidement sur
le champ électrique de haute fréquence des micro-ondes, entrainant une dissipation de I'énergie
absorbée sous forme de chaleur (Al-Harahsheh et Kingman, 2004).

Quand les microondes pénétrent dans un milieu, elles induisent une rotation rapide des
molécules polaires. Les frictions résultantes de cette rotation générent de la chaleur. Les
molécules polaires sont celles qui possedent des pseudo-charges électriques différentes a
chaque extrémité ; c'est le cas de la molécule d'eau, qui constitue une part importante des
aliments et des environnements biologiques. En effet, les atomes d'hydrogene portent une
pseudo charge positive tandis que I'atome d'oxygéne porte une pseudo charge (Elie, 2004).

En présence d'un champ électrique continu, les molécules d'eau qui présentent une distribution
aléatoire de leurs orientations, s'alignent avec ce champ, ce phénomeéne est connu sous le nom
de polarisation de Debye. Dans le cas d'un champ électrique alternatif de fréquence f, les dipGles
s'orientent dans la direction du champ pendant la premiere moitié du cycle, se désorientent
lorsque le champ s'annule, puis se réorientent dans la direction opposee pendant la seconde
moitié. Ce phénomene est connu sous le nom de rotation dipolaire (Metaxas et Meredith,
1983). Lorsquelles sont exposées a une onde électromagnetique, elles oscillent en
synchronisation avec le champ électrique ondulatoire a des fréquences inférieures a environ 1
GHz. Au-dela de cette fréquence, un phénoméne de relaxation moléculaire se produit, sous le
nom de la relaxation de Debye. Les molécules oscillent alors avec un décalage par rapport au
champ électrique de I'onde, a tout moment, l'orientation polaire des molécules d'eau est décalée
avec l'orientation du champ électrique de I'onde, ce qui entraine des pertes diélectriques et un
dégagement de chaleur (Elie, 2016-2017).

Le facteur de pertes diélectriques & mesure la capacité d'un matériau a convertir I'énergie
électromagnétique en chaleur, représentant ainsi la composante absorbante de la permittivité.
Les substances avec un facteur de pertes supérieur a 1, comme I'eau liquide, les liquides aqueux
et les solvants polaires, sont efficaces pour se chauffer sous I'effet des micro-ondes. Les solvants
peu polaires, tels que l'acétate d'éthyle, ont des facteurs de pertes entre 0,1 et 1, et présentent
une chauffe moins efficace. En revanche, les gaz, les molécules apolaires, les métaux qui
réfléchissent les ondes, ainsi que les matériaux non polarisables comme le quartz et le téflon,

sont peu sensibles aux microondes et ont des facteurs de pertes quasiment nuls (Farhat, 2010).

Lorsque les ondes électromagnétiques rencontrent un matériau, une partie est réfléchie en
surface tandis que le reste pénétre a l'intérieur. Cette énergie se transforme en chaleur et décroit
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exponentiellement en profondeur. La profondeur de penétration (exprimé en métre) est donc
essentielle pour le chauffage par microondes car elle reflete le rapport entre les dimensions du

matériau et la longueur d'onde dans le milieu (Datta et Anantheswaran, 2001).

Pour comprendre comment les ondes électromagnétiques interagissent avec un matériau, il est
important d'examiner comment les dimensions du matériau se comparent a la longueur d'onde
dans le milieu. Les matériaux peu sensibles aux microondes permettent une pénétration en
profondeur, tandis que ceux qui absorbent bien ces ondes ont une faible profondeur de
pénétration. Par exemple, a 25°C et une fréquence de 2450 MHz, la profondeur de pénétration
dans l'eau est de 3,4 cm, tandis que dans I'éthylene glycol, elle est de 1,3 cm. De plus, cette
profondeur varie avec la température en raison des propriétés diélectriques du matériau. Par

exemple, pour l'eau, elle passe de 2,7 cma 15°C a 14 cm a t 95°C (Farhat, 2010).

3.2 Utilisations des microondes
Méme si l'utilisation des microondes revét une grande importance, leur champ d'application et
de technologie s‘étend bien au-dela, touchant divers domaines de recherche fondamentale et

appliquée, ainsi que plusieurs dispositifs pratiques variés (Collin, 2007).

Les microondes sont largement utilisées dans de nombreuses applications, notamment dans la
cuisine pour chauffer et cuire les aliments rapidement. Elles sont également employées dans les
télécommunications, les radars, la médecine (radiologie diagnostique et thérapie oncologique),
ainsi que dans divers domaines industriels tels que le séchage et le traitement thermique des
matériaux. En recherche scientifique, les microondes sont utilisées pour diverses applications
telles que l'extraction de composés chimiques, I'étude des interactions moléculaires et

cellulaires, et méme dans la synthese de matériaux. (Collin, 2007).
Parmi ses diverses applications nous citons :
a. Le chauffage industriel et domestique

Le four a microondes domestique utilisé dans les foyers fonctionne a une fréquence de 2 450
MHz et utilise un tube magnétron d'une puissance variant entre 500 et 1000 W. Pour des
applications de chauffage industriel telles que le séchage des grains, la fabrication de produits
en bois et en papier, ainsi que le durcissement des matériaux, les fréquences de 915 et 2 450
MHz sont spécifiées (Collin, 2007), ce qui offre une rapidité et une uniformité supérieures par
rapport aux méthodes traditionnelles de chauffage (Paul, 1996). De plus, les microondes sont
également utilisées dans le domaine médical pour I'hyperthermie ou le traitement des cancers

par chauffage localisé des tumeurs (Collin, 2007).
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b. Accélérateurs de particules

De l’appellation générale de “’klystrons’’, sont des tubes spécialement congus pour les
microondes qui peuvent générer des puissances trés élevées (100kW en régime permanent) et
fournir I’énergie nécessaires aux particules pour les accélérer a des vitesses relativistes qui se
rapproche de 3.10% m/s. Des superklystrons sont ¢galement utilisés dans les dispositifs de fusion
thermonucléaire contrdlée, afin de produire dans un espace confiné, les températures de
plusieurs dizaines de millions de degrés requises pour la fusion des atomes d’hydrogéne (Paul,
1996).

c. L’électronique

Il est désormais possible de créer des circuits et dispositifs trés performants pour les
microondes, accomplissant les grandes fonctions de 1’électronique classiques comme
I’oscillation, I’amplification, le mélange et la multiplication de fréquence. Cela a été rendu
possible par la conception de diodes et transistors spécifiques, ainsi que des composants passifs
appropriés. Par I’intégration hybride ou monolithique, la miniaturisation de ces circuits les rend

particulierement adaptés aux technologies spatiales (Paul, 1996).
d. Lesradars

Telles que le radar de suivi des missiles, le radar de contréle de tir, le radar de détection
météorologique, le radar de contréle du trafic aérien dans les aéroports, etc., représentent une
utilisation significative des fréquences micro-ondes. Cette utilisation découle principalement
de la nécessité d'avoir des antennes qui dirigent pratiqguement toute la puissance d'émission dans

un faisceau étroit, similaire a celui produit par un projecteur optique (Collin, 2007).
e. Radionavigation

Dans le domaine de I’aviation, en plus du radar, plusieurs systemes permettent de repérer et
guider les avions tels que le V.O.R (VHF Omnidirectional Range), pour indiquer a direction, le
D.M.E (Distance Measurement Equipement) pour la mesure de la distance ainsi que I'LLL. S

(instrument Landing System) pour un atterrissage automatique des avions (Paul, 1996).
f. Les communications par satellites

Les fréquences microondes sont de plus en plus utilisées dans les liaisons de communication,
appelées liaisons micro-ondes. Ces liaisons utilisent des tours élevées avec des antennes
réflectrices ou de type lentille comme stations de relais pour transmettre des signaux le long de

chemins en ligne de mire. Elles sont couramment utilisées par les autorités routiéres, les
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entreprises de services publics et les réseaux de télévision. De plus, les satellites sont utilisés
comme stations relais micro-ondes, qui permettent la transmission de programmes de télévision
en direct d’un pays vers un autre. De nombreux satellites ont été mis en orbite dans le but de
faciliter les communications, ainsi que pour surveiller et recueillir des données sur les

conditions atmospheriques et météorologiques. (Collin, 2007).
g. Extractions de molécules bioactives

L’extraction assistée par microondes (MAE), suscitent également un intérét croissant en tant
qu'alternatives aux méthodes conventionnelles d’extractions de molécules bioactives dans le
domaine de la biochimie. Parmi tant d’autres, celle-la est la technique la plus simple et la plus

économique pour l'extraction de nombreux composés dérivés des plantes (Zhang et al, 2005).

Golmakani et al, (2008) ont décrit leur réussite a avoir utilisé un four & microondes pour extraire
des molécules bioactives et principes actifs a partir des plantes. Parmi les procédés d’extraction
par microondes les plus connus, on reconnait I’hydrodistillation par microondes sous vide pulsé,
du nom commun Vacuum Microwave Hydro Distillation (VMHD), qui est un procédés
d’extraction des huiles essentielles, grace au rayonnement microondes d’une séquence de mis

sous vide et une énergie constante (Chouitah, 2012).

4 Les effets nocifs potentiels du rayonnement microondes
Les effets nocifs potentiels du rayonnement micro-ondes ont été largement etudiés, notamment
en ce qui concerne son impact sur la santé humaine et I'environnement. Parmi les principales

conclusions de recherches récentes sur les effets des microondes nous citons :
a. Stress oxydatif et neurodégénérescence :

Une étude sur des rats exposés a un rayonnement de 3,5 GHz a révélé une augmentation du
stress oxydatif et de la dégénérescence des neurones dans I'hippocampe, indiquant un risque
plus élevé de maladies neurodégénératives en cas d'exposition prolongée aux micro-ondes.
(Hashish et al, 2013).

D'autres études ont montré que le stress oxydatif peut entrainer divers problémes de santé,
notamment des dommages cellulaires et des maladies neurodégénératives comme la maladie
d'Alzheimer. (Pall, 2016).

b. Risques de cancer :
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Une étude approfondie publiée dans Environmental Research a révélé qu'une proportion
importante d'études (73,6 %) indiquait des effets sur la santé liée a l'exposition aux

rayonnements micro-ondes, notamment un risque accru de cancer. (Meo et al, 2022).

Le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a classé les champs
électromagnétiques de radiofréquences comme potentiellement cancérigénes pour I'hnomme
(groupe 2B), sur la base d'un risque accru de gliome, un type malin de cancer du cerveau,

associé a l'utilisation de téléphones sans fil. (Georgiou et al, 2015).
c. Syndrome des microondes :

Les personnes vivant a proximité des stations de base 5G ont signalé des symptémes tels que
des maux de téte, de la fatigue, des troubles du sommeil et des troubles cogpnitifs, collectivement
appelés « syndrome des micro-ondes ». Ces symptbmes s'améliorent souvent lorsque
I'exposition est réduite (Oberfeld, 2004).

Des études ont également lie ces symptdmes a une exposition prolongée aux rayonnements
micro-ondes provenant de diverses sources, suggéerant une corrélation directe entre I'exposition

aux rayonnements et ces problemes de santé (Hyland, 2001).
d. Impact sur la fertilité :

Des recherches ont montré que le rayonnement micro-ondes peut affecter la fertilité
masculine en réduisant le nombre et la motilité des spermatozoides et en augmentant la

fragmentation de I'ADN des spermatozoides (Agarwal et al 2009).

Des effets similaires ont été observes sur la fertilité féminine, des études indiquant des impacts
potentiels sur la fonction ovarienne et le développement feetal dus a I'exposition aux micro-
ondes (Elhassani, 2010) ; (Blake.B, and Henry Lai, 2010).

e. Effets environnementaux :

Le rayonnement micro-ondes affecte non seulement les humains mais aussi la faune. Des études
ont montré un déclin de la diversité biologique autour des tours de téléphonie cellulaire,

affectant diverses especes de plantes et d'animaux.

Cet impact écologique souligne les risques environnementaux plus larges liés a une exposition

généralisée aux rayonnements micro-ondes (Balmori, 2009).
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Cette partie de notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche « Antibiotiques
Antifongiques : physico-chimie, synthese et activité biologique », Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie, Sciences de la Terre et de ’Univers, Université Aboubekr Belkaid-

Tlemcen.

1 Materiel biologique
Notre étude a porté sur les graines vertes de la plante Coffea arabica, originaire du Brésil. Les
graines ont été fournies par la société Africafé durant le mois de Mars 2024. Elles ont été

conservées dans le laboratoire a la température ambiante et a ’abri de la lumicre.

2 Meéthodes

2.1 Préparations des extraits

Une quantité de 20 g des graines vertes de C. arabica finement broyées a été traitée par deux
méthodes d’extraction, une macération et une infusion, dans 200 mL d’eau distillée, pendant
une heure. Apres une premiere filtration, centrifugation pendant 10 min a 3500 RPM, puis une
deuxiéme filtration au papier filtre, les filtrats ont étés récupérés dans des boites de Pétris et

évapores a sec dans une étuve a 38° pendant 24h.

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

P
rendementr o = —2 = 100

7,

mo: Masse en gramme de 1’extrait brut évapor¢ ;

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

2.2 Etude de I’effet du micro-onde
8 extraits ont été récupérés de chaque extraction dont 2 mg de chaque extrait obtenu a été
solubilis¢ dans ImL d’eau distillée, puis traités differemment au microonde de la maniére

suivante :

E: : Macération, Sans traitement au micro-onde

E: : Infusion, Sans traitement au micro-onde

Es : Infusion + Traitement au micro-onde (15s / 340 W)

35



Deuxiéme partie: materiel et méthodes

E. : Infusion + Traitement au micro-onde (30s / 340 W)

Es : Matiére végétale séche + Traitement au micro-onde (15s / 340 W) + Infusion
Es : Matiére végétale seche + Traitement au micro-onde (30s / 340 W) + Infusion
E- : Matiére végétale seche + Macération + traitement au micro-onde (30s / 340 W)

Es : Matiére végétale seche + traitement au micro-onde (30s / 340 W) + Macération

3 Dosage des métabolites secondaires

3.1 Dosage des polyphénols totaux

L’estimation de la concentration des composés phénoliques a €té réalisé en utilisant la méthode
de Folin-Ciocalteu telle que décrite par Vermerris et Nicholson, (2006). Elle repose sur la
capacité des phénols oxydés presents dans les extraits a réduire le Folin-Ciocalteu en un
mélange d'oxydes de tungstene et de molybdéne, ce qui genére une couleur bleue. L'intensité
de la couleur est directement proportionnelle a la concentration des composes phénoliques
oxydes, et son absorbance est mesurée dans la longueur d’onde de 725 nm a l'aide d'un

spectrophotometre.

Une quantité de 0,1 mL de chaque extrait a été mélangée avec 2 mL d’une solution de carbonate
de sodium (Na2COs) a 2 %. Aprés 5 min, 0,1 mL du réactif de Folin-Ciocalteu (A N)
fraichement prépar¢ a ¢té rajouté au mélange. L’ensemble a été incubé a 1’obscurité pendant 30
min, puis la lecture contre un blanc a été réalisée a 725 nm. La courbe d’étalonnage a été réalisée
dans les mémes conditions par I’acide gallique aux concentrations allant de 100 a 1000 pg/ mL.
Les résultats obtenus ont été exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG/ mg E).

3.2 Dosage des flavonoides totaux

L'estimation des flavonoides totaux a été effectuée a l'aide de la méthode spectrophotométrique
utilisant le Trichlorure d'aluminium et de la soude. Cette méthode repose sur lI'oxydation des
flavonoides, formant un complexe de couleur rose dont I'absorbance est mesurée dans la plage
visible a 510 nm. (Yazdanparast et Ardestani, 2007).

Dans un tube a essai, 250 pL de chaque extrait ont été mélangés avec 1 mL d’eau distillée et 75
puL d’une solution de nitrite de sodium (NaNOz) a 15%. Aprés 6 min, 75 pL de chlorure
d’aluminium (AICI3) a 10% ont été ajoutés. Apres 6 min, 1 mL d’hydroxyde de sodium (NaOH)
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a 4% a été additionnés et le mélange a été ajusté avec I’eau distillée a 2,5 mL. Apres 15 min, la

lecture a été effectuée a 510 nm contre un blanc a ’aide d’un spectrophotometre.

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

4 L’activité antioxydante

4.1 Piégeage du radicale libre DPPH

En utilisant le procédé décrit par Blois, (1958), I’activité de piégeage des radicaux libres des
différents extraits de graines vertes de C. arabica a été mesurée par DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle). Cette méthode repose sur la réduction du DPPH par les antioxydants présents
dans les extraits, entrainant un changement de la couleur violette vers le jaune dont 1’absorbance

est lue a 517 nm.

Dans une microplaque stérile 96 puits, une quantité de 40 puL des 8 extraits a différentes
concentrations a été mélangées avec 160 pL d'une solution de DPPH (0,1 mM) fraichement
préparee dans du méthanol. En parallele, un controle négatif a été préparé en mélangeant 40 uL
d’cau distillée a 160 uL de la solution de DPPH. Apres 30 minutes, I'absorbance a été mesurée

a 517 nm en utilisant un lecteur de microplaques a 96 puits (Enspire Perkin Elmer).

Le pourcentage de réduction de DPPH a été calculé avec la formule:

__Acontrol-Ad'extrait

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

A control

Pour chaque extrait, les Clso ont été calculées graphiquement a partir d'une courbe
logarithmique représentant le pourcentage d'inhibition en fonction des différentes
concentrations des extraits testés. La Clso correspond a la concentration de I'échantillon

nécessaire pour réduire de 50% les radicaux DPPH.

4.2 Piégeage de ’ABTS

Selon la méthode décrite par Re et al., (1999) I’activité de piégeage du radical 2,2’-azinobis-
(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS*) a été évaluée, en préparant un mélange de
I'ABTS (7 mM) en solution aqueuse avec du persulfate de potassium (K2S20%) (2,45 mM). La
solution mere d'/ABTS a été maintenue a I'abri de la lumiere pendant 12 a 16 heures avant son

utilisation.
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Dans une microplaque stérile 96 puits ,60 pL de cette solution a été mélangée avec 40 pL des
extraits a différentes concentrations, une incubation de 10 minutes a été effectuée, suivie de la

mesure de l'absorbance a 734 nm a I'aide d'un lecteur de microplaques (Enspire Perkin Elmer).

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

Pourcentage d’inhibition de PABTS (%) = £<2nrot=44d extralt 100

A control

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

4.3 Pourvoir reducteur du fer

Le pouvoir réducteur du fer a été réalisé dans le but d’évaluer la capacité des extraits a réduire
le Fe3" présent dans le complexe KsFe(CN)s en Fe?* avec une lecture effectuée a 700 nm
(Oyaizu, 1986).

A T’aide d’une microplaque, 10 puL de chaque extrait a différentes concentrations ont été
mélanges avec 40 pL du tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 50 uL de solution de ferricyanure
de potassium KsFe(CN)s (1%). Aprés 20 min d’incubation a 50°C, 50 uL d’acide
trichloroacétique (TCA, 10%), 40 uL d’eau distillée et 10 pL de solution de FeCls (0,01%) ont
été ajoutes.

La lecture de 1’absorbance contre le blanc a été effectuée a 700 nm en utilisant un lecteur de
microplaques a 96 puits (Enspire Perkin Elmer). Une augmentation de I'absorbance indique une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits. Les résultats ont été exprimés sous forme
d’ECso, calculées graphiquement pour chaque extrait a partir de 1’équation d’une courbe

linéaire. Elle correspond & la concentration effective de I’échantillon a 50% de reduction.

4.4 Capacité antioxydante totale
C’est un test qui repose sur la réduction du molybdéne (Mo¢") en molybdéne (Mo**) par les

extraits des plantes.

A pH acide, cette réduction provoque la formation du complexe phosphate/ Mo** qui présente

une couleur verte, comme décrit par Prieto et al, (1999).
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0,1 mL de I’extrait a été additionné & 1 mL de la solution composée d’acide sulfurique (0.6 N),
de phosphate de sodium (NasPOas, 28 mM) et de molybdate d’ammonium ((NH4)s M0702a.
4H-0, 4 mM). Apres incubation a 95°C pendant 90 min, I'absorbance a été mesurée a 695 nm

contre un blanc.

L’activité antioxydante totale a été exprimée en mg équivalent acide ascorbique par gramme

d'extrait (mg EAA/g E).

5 Analyse statistiques

5.1 L’analyse de la variance

L'analyse de la variance (ANOVA), souvent abrégée en "test de 'ANOVA", est une technique
statistique utilisée pour comparer les moyennes de trois groupes ou plus afin de déterminer s'ils
sont statistiguement differents les uns des autres. C'est une méthode couramment utilisée dans

de nombreux domaines, y compris les sciences biologiques.

Lorsqu'il y a une variable indépendante (appelée facteur) avec plusieurs niveaux catégoriels et
une variable dépendante continue, TANOVA a un facteur est employée. Son but est d'évaluer
s'il existe des différences notables entre les moyennes des groupes constitués par les différents

niveaux du facteur.

Pour interpreéter les resultats, on analyse la valeur du test F et on la compare a un seuil de
signification prédéterminé, habituellement o = 0,05. Si la valeur de p associée au test F est
inférieure a a, cela signifie qu'il existe des différences significatives entre les moyennes des

différents groupes.

Aprés avoir observé une différence significative avec TANOVA, nous avons procédé a des tests
post hoc pour identifier les écarts spécifiques entre les groupes. A cet effet, nous avons employé

le test de Tukey pour effectuer plusieurs comparaisons.
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1 Rendement des extraits

Les graines vertes de Coffea arabica ont été traitées par différents méthodes d’extractions pour
obtenir 8 différents extraits , a savoir une macération et une infusion ; avec différents
traitements au microondes de la matiéres végétales (E5,E6,E8), différents traitement au
microondes de ’extrait ( aprés ’extraction) ( E3, E4) , une macération dont la solution a subi
un traitement au microondes avant I’évaporation a sec (E7) et aussi sans traitement au

microondes (E1, E2).

Apres une évaporation a sec dans une étuve a 38°C, les différents rendements d’extraction ont
été calculés a partir de la matiére végétale seche des graines vertes de Coffea arabica. Les

résultats obtenus sont représentés dans la figure 10.

On constate que I’extrait 7, obtenus a partir d’une macération dont la solution a subi un
traitement au microondes avant 1’évaporation a sec, a montré le rendement la plus élevé d’une
valeur de 12,53 %, qui se rapproche de la valeur des rendements des extrait 2 , 3 et 4 qui est de

11,96 % , ces derniers ayant été obtenus a partir d’une infusion.

Pour les extrait dont la matiere végétal a été traitée par les microondes a différentes durées (E5,
E6 et E8), les rendements sont plus faibles calculés a des valeurs de 10,47 % pour E5 traité a
une durée de 15s au microonde, suivi de 8,43 % et 8,22 % pour E6 et E8 respectivement, ayant

été traités par une durée de 30s aux microondes.

On note que I’extrait 1 a le rendement le plus faible a 1,61%, obtenu a partir d’une macération

sans aucun traitement au microonde.
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Figure 10 : Rendements des différents extraits des graines vertes de C.arabica

2 Dosage des métabolites secondaires

2.1 Dosage des polyphénols totaux
Les teneurs en polyphénols totaux sont obtenues en utilisant 1’équation de régression linéaire
y = 1,5896x (figure 11). Les valeurs obtenues sont exprimees en milligramme équivalent acide

gallique par milligramme d’extrait. Les résultats sont regroupés dans la figure 12.

On constate que ’extrait 7 a la teneur totale en polyphénol la plus élevée d’une valeur de 749
Mg EAG/ mg d’extrait par rapport aux autres extraits, suivi de I’extrait 3 qui porte une teneur

en polyphénols totaux un peu plus faible d’une valeur de 544,2 ug EAG/ mg d’extrait.

En effet, les extrait E8, E1, E2 et E6 sont plus faibles en teneur totale en polyphénols par des
valeurs moyennes décroissantes qui se classent comme suit : 441,8 pug EAG/ mg d’extrait, 414,7

Mg EAG/ mg d’extrait, 399,4 nug EAG / mg d’extrait et 383 pg EAG/ mg d’extrait,
respectivement.

Ces valeurs sont suivies de I’extrait 4 d’une teneur totale en polyphénols d’une valeur de 344,45
Mg EAG/ mg E, et en dernier, I’extrait 5 qui présente une trés faible teneur en polyphénols

totaux d’une valeur minimale de 277,3 ug EAG/ mg E.
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Figure 12 : Les teneurs en polyphénols totaux en pg EAG / mg d’extrait.
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2.2 Dosage des flavonoides totaux

Les teneurs en flavonoides totaux des différents extraits des graines vertes de C.arabica sont
obtenues en utilisant 1’équation de régression linéaire y= 0,0022x + 0,0016 (figure 13). Les
valeurs obtenues sont exprimées en microgramme équivalent catéchine par milligramme

d’extrait (ug EC/ mg E). Les résultats sont regroupés dans la figure 13.

On observe que les extrait E7, E5 et E1 présentent une forte teneur en flavonoides totaux par
rapport aux autres extraits, d’une valeur de 467,4848 ug EC/ mg E, 455,5454 ug EC/ mg E et,
434,8333 ug EC/ mg E respectivement, suivi de I’extrait E2 d’une teneur totale en flavonoides
plus faible de 297,4848 ug EC/ mg E.

La teneur en flavonoides totaux diminue pour les extraits E3, E8 et E4, pour des valeurs en
ordre décroissant de 255,5 ug EC/ mg E, 240,3484 ng EC/ mg E, 231,6515 pug EC/ mg

E respectivement.

L’extrait 6, présentant une teneur totale en flavonoides d’une valeur de 196,5151 pg EC/ mg

E, représente I’extrait le plus faible en teneur en flavonoides totaux.
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Figure 14 : Les teneurs en flavonoides totaux en pg EC/ mg d’extrait.

3  Etude de Pactivité antioxydante

Les activités antioxydantes des extraits de C. arabica ont été évaluées par 4 méthodes
différentes : le DPPH, ABTS, pouvoir réducteur du fer (FRAP) et de la capacité antioxydante
totale (CAT). Les résultats de tous les tests sont exprimés en termes de Clso et ECso Ceci dit,

l'efficacité de I’activité antioxydante est inversement proportionnelle aux valeurs de Clso et ECso

3.1 Piégeage du radical libre DPPH

L’évaluation de I’activité antiradicalaire a été effectuée par I’utilisation de la méthode du
piégeage du radical libre DPPH des extraits des plantes. Cette technique est favorisée car elle
est simple a ’analyse et la réalisation, et représente une stabilité de la forme radicalaire

(Murugan et Parimelazhagan, 2014).

A partir des résultats obtenus, nous constatons une augmentation proportionnelle des
pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations des 8 extraits
(Annexe). Nous avons obtenu des courbes logarithmiques par lesquelles nous avons calculé les
valeurs des concentrations nécessaires pour réduire 50% du radical libre DPPH (Clso). Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 3.
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Nous constatons que les meilleures extraits a présenter une meilleure capacité a réduire le
radical libre sont les E6, E2 et E3 avec des Clso minimales de 0,12 pg/ mL, 0,15 pg/ mL et 0,16
pg/ mL respectivement. Pour les extraits E7, E5 et E8 nous remarquons que leurs valeurs de
Clso se rapprochent et sont plus élevées par rapport au extraits précédents (0,22 ; 0,23 ; 0,24 pg/

mL) suivie par I’extrait E1 (0,30 pg/ mL).

On note que I’extrait E4 a une faible capacité a piéger le DPPH avec une Clso maximale de 0,52

Mg/ mL.

Tableau 3 : Les Clso (ng/ mL) des différents extraits des graines vertes de C. arabica par
la méthode du Piégeage du radicale libre DPPH.

Extraits Clso

Macération, Sans traitement aux micro-ondes 0,30
Infusion, Sans traitement aux micro-ondes 0,15
Infusion + Traitement aux micro-ondes (15s / 340 W) 0,16
Infusion + Traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) 0,52
Matiere végétale séche + Traitement aux micro-ondes (15s /

0,23
340 W) + Infusion
Matiere végétale séche + Traitement aux micro-ondes (30s /

0,12
340 W) + Infusion
Matiere végétale séche + Macération + traitement aux micro- 022
ondes (30s / 340 W) '
Matiere végétale séche + traitement aux micro-ondes (30s / 340

0,24

W) + Macération

3.2 Piégeage de PABTS

L'ABTS est un radical qui se distingue par sa réactivité supérieure par rapport au DPPH,
impliguant un transfert d'électrons. Sa polyvalence accrue découle de sa capacité a se dissoudre
a la fois dans I'eau et dans les solvants organiques, permettant ainsi d'évaluer l'activité de

piégeage pour les extraits a la fois hydrophiles et lipophiles.
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Les résultats sont obtenus par des pourcentages d’inhibition du radical ABTS des extraits des
graines vertes de C. arabica en fonction des concentrations (annexe). Une augmentation
proportionnelle des pourcentages d’inhibition du radicale ABTS en fonction des concentrations
des extraits est notée, puis nous avons calculé les valeurs des concentrations nécessaires pour
diminuer 50% du taux du radical libre ABTS (Clso). (Tableau 4).

Les Clso de tous les extraits obtenus sont de valeurs minimales allant de 0,06 pg/ mL jusqu’a
0,14 pg/ mL. Les extraits E5 et E7 représentent les meilleures capacités a piéger I’ABTS a
radicaux libres avec une Clso minimale de 0,06 pg/ mL, suivi de I’extrait E8 et E6, a des valeurs

inferieurs a 0,10 pg/ mL.

Les extraits E1 et E3 présentent des Clso égale a 0,10 pg/ mL, suivi des extrait E2 et E4 avec
des Clso plus élevées égales a 0,14 pg/ mL. lls représentent donc une réduction moins

importante de ’ABTS.

Tableau 4 : Les Clso (ng/ mL) des différents extraits des graines vertes de C. arabica par
la méthode du Piégeage du radicale de PABTS.

Les extraits Clso
Macération, Sans traitement aux micro-ondes 0,10
Infusion, Sans traitement aux micro-ondes 0,14
Infusion + Traitement aux micro-ondes (15s / 340 W) 0,10
Infusion + Traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) 0,14
Matiere végétale séche + Traitement aux micro-ondes (15s /
340 W) + Infusion 0.0
Matiere végétale séche + Traitement aux micro-ondes (30s /
340 W) + Infusion 0,08
Matiere végétale séche + Macération + traitement aux micro-
ondes (30s / 340 W) 0.0
Matiere végétale séche + traitement aux micro-ondes (30s / 007

340 W) + Macération
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3.3 Pouvoir réducteur du fer

L'évaluation de I'activité réductrice du fer repose sur la capacité des extraits a convertir le fer
ferrique Fe3* en fer ferreux Fe?*. Ainsi, cette réduction est directement liée a I'augmentation de
la concentration de nos extraits, qui peut étre mesurée a la longueur d’onde de 700 nm (Oyaizu,

1986).

Les résultats sont obtenus sous forme de valeurs qui nous permettent de tracer une courbe

linéaire pour chaque extrait (annexe) et la valeur des ECsg sont représentées sur le tableau 5.

Selon les valeurs des ECsg, nous constatons que les extraits E7 (0,97 pg/ mL), E2 (1 pg/ mL)
et E8 (1,01 pg/ mL) montrent les concentrations effectives a 50% les plus faibles, ceci leur

conféres le caractére des meilleures réducteur du fer ferrique Fe** en fer ferreux Fe?*

Les extraits E3 ( 1,37 pg/ mL, E4 (1,41 pg/ mL) et E1 ( 1,59 pg/ mL) sont d’une réduction
moyenne du fer ferrique Fe** , tandis que les extraits E5 (2 pg/ mL) et E6 (2,14 pg/ mL ) , de
leur valeurs les plus élevées des ECso , sont les moins intéressants quant a la réduction du fer

ferrique Fe** en fer ferreux Fe?*:

Tableau 5 : Les EC50 (ug/ mL) des différents extraits des graines vertes de C. arabica
par la méthode de FRAP.

Les extraits ECso
Macération, Sans traitement aux micro-ondes 1,59
Infusion, Sans traitement aux micro-ondes 1,00
Infusion + Traitement aux micro-ondes (15s / 340 W) 1,37
Infusion + Traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) 1,41
Matiere végétale séche + Traitement aux micro-ondes (15s /
340 W) + Infusion 200
Matiere végétale séche + Traitement aux micro-ondes (30s /
340 W) + Infusion 21
Matiere végétale séche + Macération + traitement aux micro-
ondes (30s / 340 W) 097
Matiére végétale séche + traitement aux micro-ondes (30s / Lol

340 W) + Macération
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3.4 Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale est une méthode basée sur la réduction du (Mo®") au (Mo®°*) par
les composés antioxydants et la formation d’un complexe vert (phosphate/Mo®") a pH acide.
Elle est exprimée en pg équivalent acide ascorbique par mg d’extrait (Figure 15). Les résultats
de la capacité antioxydante totale de ’ensemble de nos extraits sont représentés dans le tableau

6.

Iextrait E7 (0,26 ng EAA/mg d’extrait ) présente la capacité la plus élevée a réduire le
molybdene, ensuite les extrait E8, E1 , E3, E6, E4 et E2 ont un pouvoir de réduction moins
¢levé que I’extrait 7 avec un ordre décroissant de valeur de 0,21 ug EAA/mg E , 0,20 ug
EAA/mg E, 0,19 ng EAA/mg E, 0,18 ug EAA/mg E ( E6 et E4) et 0,16 pg EAA/mg E
respectivement. Ceci dit I’extrait 5, avec une valeur minimale de 0,08 ug EAA/mg E représente
une tres faible capacité antioxydante totale et donc une réduction moins importante du

molybdéne.

Absorbance 6695 nm
A
=]

0 0.1 0.2 0.3 04 0.3 0.6 0.7

Concentrations (mg.mL-)

Figure 15 : Capacité antioxydante totale de ’acide ascorbique
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Tableau 6 : La capacité antioxydante totale (ug EAA/mg E) des différents extraits des
graines vertes de C. arabica.

Les extraits Valeur CAT
Macération, Sans traitement aux micro-ondes 0,20
Infusion, Sans traitement aux micro-ondes 0,16
Infusion + Traitement aux micro-ondes (15s / 340 W) 0,19
Infusion + Traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) 0,18
Matiére vegeétale séche + Traitement aux micro-ondes (15s / 0,08

340 W) + Infusion

Matiere végétale seche + Traitement aux micro-ondes (30s / 0,18
340 W) + Infusion

Matiere végétale seche + Macération + traitement aux micro- 0,26
ondes (30s / 340 W)
Matiere végétale seche + traitement aux micro-ondes (30s / 0,21

340 W) + Macération

4 Ensemble des résultats des differents tests (ICso, ECso, dosage des polyphénols
totaux, dosage des flavonoides totaux) et de ’analyse de la variance par le test de
Tukey

Pour chaque extrait de traitements différents aux microondes, des résultats significatifs et

différents ont été constaté comme suit (Tableau 7) :

e Macération, Sans traitement aux micro-ondes E1 / Infusion, Sans traitement aux
micro-ondes E2
Ces résultats nous indiquent les différences significatives entre les méthodes d’extractions. Pour
les extrait E1 et E2, obtenus a partir d’une macération (E1) et une infusion (E2) on constate une
meilleure activité antioxydante par le test de I’ABTS (c) et celui de la CAT, accompagnée d’un
taux de flavonoides totaux significativement élevé pour 1’extrait obtenus a partir d’une
macération (E1). Ceci dit, la technique d’infusion a donné des résultats significatifs pour
I’activité antioxydante par la méthode de DPPH et celle de FRAP. Le dosage des polyphénols

totaux pour les deux extrait E1 et E2 est resté constant
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e Infusion, Sans traitement aux micro-ondes E2 / Infusion + Traitement aux micro-
ondes (15s/ 340 W) E3/ Infusion + Traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) E4 :

Ces résultat nous démontrent la différence entre des extraits non traités et ceux traités aux

microondes a différentes durées, obtenus a partir d’une infusion.

Pour les extraits E2, E3 et E4 qui ont été traité aux microondes, on constate que les valeurs de
I’ICs0 du DPPH (b,c/b,c/a) et ’ECsodu FRAP (¢ /b, ¢ /b, ¢ ) ont augmenté d’une maniére
significative sous I’effet des microondes, en parallele le dosage des flavonoides totaux a lui
aussi diminué. Ceci dit, I'utilisation des microondes a différentes durées de traitement a donc
une influence sur I’activité antioxydante, notamment sur les flavonoides d’une maniére

specifique.

Un taux éleve des polyphénols totaux est constatée apres le traitement aux microondes de 15s
avec une diminution des ICso de ’ABTS, indiquant une meilleure activité antioxydante pour
E3 (a, b, ¢) par rapport a E2 (a) pour le test de ’ABTS tandis qu’aprés un traitement de 30s, le
taux des polyphénols totaux a diminuer significativement en paralléle d’une augmentation de

I'ICso de PABTS (E3 ; a, b)

e Matiére végetale seche + Traitement aux micro-ondes (15s / 340 W) (E5) + Infusion /

Matiére végetale séche + Traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) + Infusion (E6)

Ces résultats nous montrent I’influence du traitement aux microondes a différentes durées des

matieres végétales séches avant 1’extraction par infusion.

On constate que le taux des flavonoides totaux a fortement diminué apreés le traitement aux
microondes de I’extrait E6 par rapport a ’extrait ES, avec une augmentation des valeurs de
I’ICs0 de PABTS (E5:c/E6:a, b, c) et ’'Ecso du FRAP (E5 :a/EG6 : a, b), ce qui indique une

diminution de I’activité antioxydante par ces méthodes.

En paralléles les résultats montrent également un dosage de polyphénols totaux qui augmente,
avec une meilleure activité antioxydantes des tests de DPPH et CAT, le traitement aux

microondes a donc eu un effet positif sur ces derniers.

51



Troisiéme partie: Résultats et discussions

e Matiére végétale seche + Traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) + Infusion E6 /

Matiére végétale seche + traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) + Macération E8

Ces résultats nous ont permis de déterminer une meilleure méthode d’extraction aprés un

traitement aux microondes de la matiére végétale séche.

Une valeur d’ICso minimale est indiquée pour ’extrait E6 traduite par une meilleure activité
antioxydante par la méthode de DPPH pour I’infusion, alors qu’on constate une valeur élevée
des flavonoides totaux et des polyphénols totaux, des 1Cso, ECso pour la méthode de CAT et

FRAP respectivement.

Pour Dl’extrait 8 nous avons obtenus a partir d’une macération, une meilleure activité
antioxydante et une bonne teneur en métabolites secondaires (flavonoides, composés

phénoliques). On note que l'activité antioxydante par I’ABTS est restée constante.

e Maceération, Sans traitement aux micro-ondes E1 / Matiere végétale séche +

Maceération + traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) E7

Ces résultats nous montrent les changements apparents aprés un traitement aux microondes,
d’une extraction par macération, ce traitement ayant été effectué sur la solution de I’extraction

par macération avant d’étre introduit dans 1’étuve pour 1’évaporation a sec.

On remarque que le traitement aux microondes de la solution de macération donne des résultats
plus significatifs avec des différences remarquables. La valeur des Clso, ECso des différentes
méthodes de DPPH, ABTS, FRAP et CAT indiquent une meilleure activité antioxydante, avec
un taux elevés de dosages des polyphénols totaux et flavonoides totaux. Cela indique que le
traitement aux microondes de la macération a eu un effet positive, voir bénéfique pour les

différentes activités antioxydantes, notamment sur les molécules bioactives de nos extraits.

e Macération, Sans traitement aux micro-ondes E1 / Matiere végétale seche +

traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) + Macération ES8:

Ces résultats nous indiquent les différences entre une matiére végétale non traité aux
microondes, et celle ayant subi un traitement aux microondes avant une extraction par

macération.

Des différences significatives ont été obtenues pour 1’extrait E8 en ce qui concerne I’activité
antioxydante par les méthodes de DPPH, ABTS, et FRAP, ceci concorde avec les meilleurs

dosages en polyphénols totaux, tandis que I’extrait EI montre le meilleur dosage des
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flavonoides totaux. Ceci dit I’activité de la CAT est resté constante pour les deux différents

extraits.

e Matiere végétale séche + Macération + traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) E7 /

Matiere vegeétale seche + traitement aux micro-ondes (30s / 340 W) + Macération E8

Ces résultats nous montrent des différences entre la macération traitée aux microondes et une

matiere végétale seche traitée aux microondes avant 1’extraction par macération.

L’extrait 7 révele les meilleures activités antioxydantes notamment pour les méthodes de
DPPH, FRAP et CAT. Pour la technique de I’ABTS les résultats sont constants entre les deux
extraits. On constate également que les taux des polyphénols totaux et des flavonoides totaux
sont significativement ¢€levés pour I’extrait 7, cela nous démontre que le traitement aux
microondes d’une solution de macération donne un meilleur rendement en ce qui concerne

I’activité antioxydantes et les molécules bioactives des extraits.

A partir de la totalité de ces résultats , ’extrait 7 dont la solution de macération avait été traité
par microonde d’une durée de 30s a 340 W, comparé au reste des extraits, représente les
meilleures valeurs des Clso pour ’ABTS , et la CAT , et celles des ECso pour le FRAP, ainsi

qu’un taux ¢levé de dosage des polyphénols totaux et flavonoides totaux.

La meilleure valeur de I’Clsg par la méthode de DPPH a été constatée pour 1’extrait E6 indiquant

la meilleure activité antioxydante par cette méthode.
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Tableau 7 : Tests de I’activité antioxydante par methodes de DPPH, ABTS, CAT, FRAP,
I’analyse de la variance et les concentrations en polyphenols et flavonoides totaux des 8

extraits.
[PP] [FLAV]

Clso (DPPH) ClsoABTS ClsoCAT ECsoFRAP (mg/mL) | (Ug/mL)
E1 : Maceération, Sans traitement 0,30 0,10° 0,20 159 041 | 43483
aux micro-ondes
E2: Ir_1fu3|on, Sans traitement 0,155 ¢ 0,142 0,16 1,00° 040 | 297.48
aux micro-ondes
E3 : Infusion + Traitement aux b, ¢ ab.c b, ¢
micro-ondes (155 / 340 W) 0,16 0,10 0,19 1,37 0,54 | 255,50
E4 : Infusion + Traitement aux a ab b, ¢
micro-ondes (30s / 340 W) 0,52 0,14 0,18 1,41 0,34 | 231,65
E5 : Matiére végétale séche +
Traitement aux micro-ondes 0,230¢ 0,06°¢ 0,08 2,008 0,28 | 455,55
(15s / 340 W) + Infusion
E6 : Matiére végétale seche +
Traitement aux micro-ondes 0,12°¢ 0,08%b.¢ 0,18 2,14350 0,38 | 196,52
(30s / 340 W) + Infusion
E7 : Matiére végétale seche +
Maceération + traitement aux 0,22b¢ 0,06°¢ 0,26 0,97°¢ 0,75 | 467,48
micro-ondes (30s / 340 W)
E8 : Matiére végétale seche +
traitement aux micro-ondes (30s 0,24b¢ 0,07b¢ 0,21 1,015¢ 0,44 | 240,35
/ 340 W) + Macération

P-values P=5,1378E-06| P=0,00029 |P=0,000349 |P=0,00115697| . -

NB: Les moyennes qui ne partagent pas une lettre sont significativement différents.
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Discussion

Cette étude menée sur les graines vertes de I’espece de café C. arabica , a travers des
traitements et expérimentations différentes , nous avons obtenu des résultat variables et
significatifs en ce qui concerne les méthodes d’extractions avec leurs rendements les plus
intéressants , les activités biologiques de cette plante , notamment I’activité antioxydante
étudiée a travers divers méthodes tres utilisées en biochimie appliqué, les composé
biologiquement actifs de cette plante comme les polyphénols et flavonoides et en dernier I’étude
de I’effet du four a microondes sur différentes activités biologiques et métabolites secondaire

de C.arabica.

L’extraits E7 dont la macération avait été traité aux microondes (30s /340 W) représente des
résultats trés intéressants comparés a I’extrait E1 (macération sans microondes), avec un
meilleur rendement d’extraction et un dosage de polyphénols et flavonoides totaux supérieur
au reste des extraits obtenus. L'extrait E7 montre également les meilleures valeurs Clso pour
I'ABTS et la CAT, ainsi que les meilleures valeurs d'ECso pour le FRAP. Ces observations
suggerent que l'utilisation des micro-ondes a eu un impact positif sur l'activité antioxydante de

’extrait traité ainsi que sur la concentration des molécules bioactives présentes dans celui-la.

Cela peut étre di aux caractéristiques principales des microondes, qui combinent les avantages
de la macération traditionnelle (temps de contact prolongé avec le solvant) avec les effets
accélérateurs et améliorateurs de solubilité des microondes. Ceci dit le traitement par
microondes peut chauffer la solution d'extraction, ce qui augmente la solubilité des composés
bioactifs dans le solvant. Cela permet une meilleure diffusion des composés a partir de la
matiére végétale vers le solvant. Ce qui conduit a des rendements d'extraction plus élevés et a
des concentrations accrues de composés bioactifs tels que les polyphénols et les flavonoides.
Certains travaux de recherche suggeérent que les microondes pourraient en fait préserver certains
composés phytochimiques comparés a d'autres méthodes de traitement thermique plus

agressives. (Yang et al, 2011)

L'influence des microondes sur la quantité de flavonoides dans une matiére végétale peut varier
notamment en fonction des caractéristiques intrinséques de la matiere végétale et les conditions
spécifiques de traitement par microondes (temps, puissance, méthode d'exposition). lls peuvent
induire des changements physico-chimiques dans les tissus végétaux en raison de I'énergie
thermique générée , par exemple influencer la structure chimique des composés présents dans

la matiére végétale ou bien provoquer des ruptures de liaisons faibles ou modifier la solubilité
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des composes. Cela pourrait potentiellement dégrader certains composés bioactifs, y compris
les flavonoides, surtout & des températures élevées ou lors d'une exposition prolongée, et
augmenter ou diminuer ainsi I'extraction de certains constituants par rapport & une macération
simple. (Vorobiev et Lebovka 2012).

Les solvants couramment utilisés en Extraction Assistée par Microondes (MAE) sont
principalement des solvants a forte constante diélectrique. Les solvants polaires, caracterises
par un dipGle permanent, absorbent fortement les micro-ondes, contrairement aux solvants
apolaires qui ont une faible constante diélectrique. Toutefois, la sélectivité de I'extraction et la
capacité du milieu a interagir avec les microondes peuvent étre ajustées en utilisant des
mélanges de solvants ou des solvants apolaires purs. Dans certains cas, la matrice végétale elle-
méme peut interagir avec les microondes, qui irradient selectivement les composés polaires
présents dans divers types de tissus. (Corder et al, 2006). Cela se traduit par les différences
entre une maceération simple (E1), une macération a solvant aqueux ayant subi un traitement
aux microondes (E7) et une matiére vegétale traitée aux microondes avant la macération (E8),

dont le milieu qui a été traité aux microondes est moins polaire (matiére végetale).

Etant donné que I’extrait E7 a montré la meilleure activité antioxydante et la bonne teneurs en
molécules bioactives , par rapport a I’extrait d’une macération aqueuse simple E1 d’une part ,
et que I’extrait E§ n’est pas significativement différent de 1’extrait E7 en ce qui concerne
I’activité antioxydante et les teneurs en composé phénoliques, a 1’exception des dosages des
flavonoides totaux d’une autre part, la séquence d’application des microondes est donc un

facteur cruciale pour I’extraction des molécules bioactives et aussi leurs activités biologiques.

La méthode d’extraction liée a ’utilisation des microondes sur les différents extraits et matiéres
végétale a aussi donné des résultats significatifs. On observe qu’une macération simple (E1) de
notre matiere végétale séche, est bien meilleure qu’une infusion simple (E2), avec une teneur
en flavonoides totaux plus élevée, une quantité de polyphénols similaire, une meilleure activité

antioxydante par la méthode de I’ABTS et CAT.

D’autres résultats de notre étude ménent a des conclusions similaires. L’extrait E6 (infusion)
bien qu’il est doté de la meilleure capacité antiradicalaire du DPPH, les meilleures teneurs en
polyphénols et flavonoides totaux ainsi que 1’activité antioxydante des méthodes FRAP et CAT

sont attribués a I’extrait E8 (macération).

La macération implique généralement un temps d'extraction plus long que l'infusion. Ce temps

prolongé permet aux solvants (comme I'eau ou l'alcool) de pénétrer plus profondément dans les
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matiéres végétales, facilitant ainsi I'extraction de composés actifs qui peuvent étre moins
solubles ou nécessiter plus de temps pour se libérer. On peut aussi suggérer que la macération
permet une meilleure extraction de composés thermolabiles : Certains composés actifs dans les
plantes sont sensibles & la chaleur et peuvent étre dégradés lors de l'infusion, qui implique
I'utilisation d'eau chaude. En revanche, la macération se fait a température ambiante ou a froid,

préservant ainsi ces composés thermolabiles.

Cependant, les différences significatives observées dans les résultats des extraits E3 et E4
démontrent I’influence négative que peut avoir un traitement aux microondes a différents temps
de traitements, sur une extraction vegetale, étant donnés sur les molécules bioactives que sur
I’activité antioxydante. Dans ces deux différentes analyses, le temps de traitement différents
des deux extraits est un facteur déterminant ces altérations et différences significatives. Ceci
dit, la diminution des taux des polyphenols totaux et les flavonoides totaux sont
proportionnelles a une augmentation significative des Clsg de I’activité du test de DPPH, cela
induit une influence sur I’activité antioxydante qui est devenu faible aprés le traitement aux

microondes (E4).

Une augmentation significative observé entre le dosage des polyphénols totaux dans I’extrait
E2 (sans traitement aux microondes) et I’extrait E3 (traitement a 15s), est proportionnelle a une
augmentation de ’activit¢ antioxydante par la méthode de I’ABTS. Elle est suivie d’une
diminution significative des deux parametres (activité antioxydante et dosage des polyphénols)
aprés un traitement de 30 secondes aux microondes sur I’extrait E4, ce qui en témoigne de cette

influence négative aprés une durée de traitement prolongée.

Certaines études indiquent que I'exposition aux microondes peut occasionnellement accroitre
l'activité antioxydante en libérant une quantité accrue de composés phénoliques et d'autres
antioxydants dans les extraits végétaux. Toutefois, ces effets peuvent varier en fonction de
plusieurs facteurs : l'intensité, la durée et la frequence spécifiques de I'exposition aux micro-
ondes, ainsi que des propriétés chimiques des composés végétaux concernés. (Bhupathiraju
et al, 2012).

Par leurs effets thermiques, et la chaleur qui persiste et se propage apres une durée de traitement
prolongée, les microondes générent de la chaleur par agitation moléculaire, ce qui peut conduire
a une augmentation de la température de la matiére végétale. Cette chaleur peut dénaturer les
protéines et altérer la structure des composés thermosensibles. Donc, les polyphénols et

flavonoides sont des composés connus comme étant thermosensibles. Une exposition excessive
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a la chaleur des microondes peut entrainer leur dégradation. Cela explique pourquoi une
augmentation initiale de l'extraction est observée avec un court traitement, suivie d'une

diminution avec un traitement prolongé (Sadeghi et Shawrang, 2007).

Dans la présente étude, une augmentation initiale de I'extraction des polyphénols a été observée
avec un traitement court aux micro-ondes (15 secondes), suivie d'une diminution significative
avec un traitement prolongé (30 secondes). Ce schéma est en accord avec la sensibilité
thermique connue de ces composés et souligne l'importance d'optimiser les conditions
d'extraction pour maximiser le rendement sans compromettre l'intégrité des composants

bioactifs.

Une étude meneée par Spigno et De Faveri (2009) a rapporté que bien qu'un traitement bref aux
microondes améliorait I'extraction des polyphénols des marcs de raisin, un traitement prolonge

entrainait une diminution marquée du contenu en polyphénols et de 'activité antioxydante.

Un autre mécanisme possible est propose : les divers effets des microondes affaiblissent de
maniére synergique les forces intramoléculaires et intermoléculaires antérieures, y compris la
liaison hydrogéne, la liaison disulfure et les interactions hydrophobes, ce qui conduit a la
formation d'une nouvelle structure par réarrangement des forces moléculaires. (Zhu et al,
2018). On suggeére alors par cela que la structure chimiques de certaines molécules bioactives
ont étés modifié soit par rupture de liaisons non covalentes ou bien par changement de
conformation, ce qui influence sur leurs divers activités antioxydantes. La mésomérie joue
souvent un role crucial dans la stabilisation de structures moléculaires spécifiques qui
influencent les propriétés biologiques et chimiques des composes. Ainsi, l'application des
micro-ondes peut altérer cette mésomérie, entrainant des modifications des propriétés

physiologiques des composés bioactifs.
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Quatriéme partie:

Conclusion et perspectives

Les activités biologiques des végétaux sont sujettes de plusieurs recherches dans le monde, de
par leurs utilisations et bienfaits divers pour I’homme. L’utilisation des microondes
domestiques est un facteur crucial qu’on retrouve également dans ces différentes études, ayant

un réle important dans la variation des molécules bioactives ainsi que leurs activités
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biologiques. Dans la présente étude, nous avons pu déterminer certaines de ces effets sur les

graines vertes de 1’espéce C.arabica.

Les microondes ayant été utilisés directement sur un milieu aqueux de I’extraction par méthode
de macération (E7), donne une meilleure activité antioxydante et une teneur de polyphénols et
flavonoides totaux supérieur. Cela indique également que cette séquence d’utilisation des
microondes donne les meilleurs résultats d’extraction. Le choix de la séquence de 1'utilisation
des microondes est donc un facteur important pour I’extraction des molécules biologiques ainsi

que leurs quantités et activites biologiques.

Les extraits obtenus par la méthode de macération (E1 comparé & E2, E8 Comparé a E6)
démontrent une meilleure activité antioxydante ainsi que des dosages de polyphénols et
flavonoides totaux plus ¢€levés. L’utilisation combinée de macération et de microondes est
particulierement efficace pour maximiser I’extraction des composés bioactif ayant une bonne

activité antioxydante.

Les résultats soulignent I'équilibre délicat nécessaire lors de l'utilisation de traitements aux
microondes pour l'extraction des polyphénols et des flavonoides. Bien qu'une exposition breve
puisse améliorer l'efficacité de l'extraction, un traitement prolongé peut entrainer une
dégradation significative de ces composes thermosensibles. Par conséquent, une optimisation
minutieuse des parametres de traitement aux micro-ondes est essentielle pour maximiser les

bénéfices de ces composés bioactifs pour les applications alimentaires et pharmaceutiques.

En intégrant ces perspectives, cette recherche enrichit les connaissances actuelles et ouvre de
nouvelles voies pour une utilisation efficace et durable des microondes dans I'extraction et
I'exploitation des propriétés bénéfiques des plantes pour la santé humaine et I'innovation

industrielle.

Pour approfondir cette étude, il serait intéressant de:

o Etudes approfondies sur les interactions spécifiques entre les microondes et les
constituants bioactifs des plantes.
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Etudes des effets d’un traitement prolongé sur les molécules bioactives.

Tester d’autres activités biologiques combinées aux effets des microondes tout en
élargissant leur application dans divers domaines scientifiques et industriels.
Elargissement de I’application des microondes dans divers domaines scientifiques et

industrielles.
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Annexes

Evolution des pourcentages d'inhibitions du radical libre DPPH en fonction des
concentrations des extraits des graines vertes de C. arabica
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Evolution des pourcentages d’inhibition du radical ABTS en fonction des concentrations

des extraits des graines vertes de C. arabica
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Annexes

Evolution des absorbances du milieu réactionnel en fonction des concentrations des
extraits des graines vertes de C. arabica
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