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Résumé

Le café vert appartenant & la famille des Rubiaceae, est d’origine africaine. Il est produit
largement dans I’hémisphére sud du globe terrestre, en particulier Coffea arabica et Coffea
canephora sont les deux especes les plus consommeées dans le monde. Le but de cette étude est
d’explorer les caractéristiques physico-chimiques, phytochimiques et les activités biologiques
des grains du café vert robusta (Coffea canephora).

Les grains de café vert ont une faible teneur en eau (8.50%), un pH acide (4.63), une
acidité de (6.03%) et une teneur en cendres de (5.69%). De plus, des composés secondaires tels
que les tannins, les tannins galliques, les glucosides et les coumarines ont été identifiés dans
I'extrait étudié par le screening phytochimique.

Le résultat du dosage des sucres a donné une teneur en sucres totaux de 3.63g/mL et 0.64g/mL
pour les sucres réducteurs.

L’extraction aqueuse a donné un rendement de 28.1%, qui a montré une teneur en
polyphénols totaux importante, elle est de 1’ordre de 64.54 + 0.14 mg EAG/g MS.

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux a montré un effet inhibiteur sur
la croissance de Staphylococcus aureus ATCC 25923 ainsi que Escherichia coli ATCC 25922
expliqué par I’apparition des zones d’inhibition de 20 mm et 12 mm de diamétre
respectivement. En effet, S. aureus est avérée étre plus sensible que E. coli.

Quant a la détermination de I’activité antibiofilm contre S. aureus ATCC 2592, a révélé
des résultats positifs pour I’extrait aqueux (pur et dilu¢), traduits par ’apparition des zones
d’inhibition de 18 mm (pur) et 12 mm (dilu¢) de diametre, ce qui signifie le pouvoir antiadhésif
des composés de la plante.

Mots clés: Café vert, métabolites secondaires, biofilms, extrait aqueux, activité
antibactérienne, activité antibiofilm.

Abstract

Green coffee, a member of the Rubiaceae family, is of African origin and is widely produced
in the southern hemisphere of the globe, with Coffea arabica and Coffea canephora being the
two most widely consumed species worldwide. The aim of this study is to explore the physico-
chemical and phytochemical characteristics and biological activities of Robusta green coffee
beans (Coffea canephora).

Green coffee beans have a low water content (8.50%), an acid pH (4.63), an acidity of
(6.03%) and an ash content of (5.69%). In addition, secondary compounds such as tannins, gall
tannins, glucosides and coumarins were identified in the extract studied by phytochemical
screening.

The result of the sugar assay gave a total sugar content of 3.63g/mL and 0.64g/mL for
reducing sugars.

Agueous extraction yielded 28.1%, showing a high total polyphenol content of 64.54 +
0.14 mg EAG/g MS.

Evaluation of the antibacterial activity of the aqueous extract showed an inhibitory
effect on the growth of Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC
25922, explained by the appearance of inhibition zones 20 mm and 12 mm in diameter
respectively. In fact, S. aureus proved to be more sensitive than E. coli.

Determination of antibiofilm activity against S. aureus ATCC 2592 revealed positive
results for the aqueous extract (pure and diluted), reflected by the appearance of inhibition zones
18 mm (pure) and 12 mm (diluted) in diameter, signifying the anti-adhesive power of the plant's
compounds.

Keywords: Green coffee, secondary metabolites, biofilms, aqueous extract, antibacterial
activity, antibiofilm activity.
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Introduction

De nos jours, le café occupe une place prépondérante dans I'économie mondiale, étant parmi
les principales denrées agricoles échangees en volume et la deuxiéeme matiére premiere
commerciale apres le pétrole. Chaque année, sa production mondiale dépasse les 8 millions de
tonnes (Obruca et al., 2014). Les especes les plus importantes de Coffea sont Coffea arabica et
Coffea canephora ou robusta (ICO, 2013).

Les grains de café verts sont les graines non torréfiées des fruits du caféier (Coffea) et
sont riches en composes bioactifs tels que I'acide chlorogénique, la caféine et la trigonelline
(LIczbinski et al., 2022). Ils renferment des polysaccharides insolubles tels que la cellulose,
les hémicelluloses, des sucres tels que le galactose, l'arabinose, le fructose, le glucose, la
raffinose, etc. Ils contiennent également des acides aliphatiques non volatils tels que I'acide
citrique, malique, quinique, ainsi que des acides volatils tels que I'acide acétique, propanoique,
butanoique, hexanoique et décanoique. Des lipides, des protéines et des acides aminés, des
minéraux ont été signalés (Gonzalez-Rios et al., 2007 ; Naidu et al., 2008). Leur composition
chimique dépend de facteurs intrinseques tels que I'espéce et le degré de maturation, ainsi que
de facteurs extrinseques tels que le climat et la composition du sol (Babova et al., 2016). Les
propriétés biologiques des grains de café dépendent des caractéristiques de ces composés
bioactives (Shahidi et al., 2010).

Des études suggeérent que la consommation du café vert a un effet bénéfique sur la
résistance a l'insuline, réduisant ainsi le risque de diabéte et de maladies cardiovasculaires, en
plus d'avoir des effets anticarcinogenes et méme une activité contre la COVID-19 (LIczbinski
et al ; 2022., Pimpley et al., 2022) et d’autres ont révélé qu’ils possédent une activité
antibactérienne a I'égard de différentes espéces bactériennes, qu'elles soient de type Gram
positif ou Gram négatif (Nebesny et al., 2003).

Le biofilm est le mode de croissance prédominant des bactéries dans la plupart des
environnements naturels, industriels et cliniques. Les biofilms sont généralement constitués de
populations de cellules multicellulaires densément emballées, de différentes espéces, enfermees
dans une matrice polymérique auto-synthétisée et attachées a un tissu ou a une surface
(Rendueles et al., 2013). Divers modéles bactériens sont utilisés afin d’étudier la formation des
biofilms, tel que Staphylococcus aureus (O'Gara et al., 2007), Bacillus.subtilis (Stanley et al.,
2005 ; Branda et al., 2006) et Pseudomonas aeruginosa (Friedman et al., 2004) aussi
Esherichia coli est la bactérie formant le plus de biofilms, avec une diversité génétique des
souches microbiennes (Ahmed et al., 2017 ; Céspedes et al., 2017). Des preuves s'accumulent

selon lesquelles les biofilms contribuent a la pathogenése, en particulier dans les infections
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chroniques (Bjarnsholt, 2013) en rendant les bactéries plus difficiles a éliminer et plus
résistantes aux antibiotiques (Cepas et al., 2019).

Ce présent travail est consacré a I’analyse physico-chimique, phyto-chimique et a
I’évaluation de I’activité antibactérienne et antibiofilm de I’extrait aqueux des grains de café

vert (Coffee canephora dit robusta) qui sont avérés avoir des propriétés biologiques bénéfiques.

Dans ce contexte, nous avons divisé notre travail en deux parties :

v La premiere partie est consacrée a une synthése bibliographique relative a la plante étudiée,

aux métabolites secondaires et aux biofilms.

v’ La deuxiéme partie est I’étude expérimentale, elle est basée sur :
- La détermination des caractéeres physico-chimiques.
- Screening phyto-chimique de ses principales substances bioactives.
- Extraction des composés phénoliques de la plante.
- Dosage des polyphénols totaux.
- Etude de I’activité antibactérienne et antibiofilm de 1’extrait.
- Discussion des resultats obtenus.

Enfin, ce travail se termine par une conclusion et quelques perspectives.
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Le café est I’un des produits les plus populaires consommé dans le monde, est parmi les
produits alimentaires les plus importants d’un point de vue économique. Le « café » vient du
mot arabe "Cahouah" ou « Qahwah » qui désignait cette boisson. Il se transforma ensuite en
"gahve" en turc puis en "caffé" en italien, d'ou le terme francais de "café" qui est apparu vers
1600. En France, on emploie familiérement I'argot caoua, dérivée de lI'arabe d'Algérie et reprise
par les militaires au XIX® siecle. Comme tout le monde le sait le café est une boisson
psychoactive obtenue a partir des graines du caféier (Michelle et al., 2003).

I.1. Description et classification taxonomique
I.1.1. Classification botanique
Aujourd’hui, il existe environ 80 especes différentes dans le genre Coffea, seulement deux
espéces sont intéressantes pour la production du café, il s’agit du Coffea arabica et Coffea
robusta (Guyhaler, 2013). Selon Bouden et Kadri (2019), la classification botanique de cette
plante est comme suite :
Régne : Plantae
Division : Angiospermae
Classe : Dicotyledonae
Sous-Classe : Euasterids
Ordre : Gencianales
Famille : Rubiaceae
Sous-famille : Ixoroideae

Genre : Coffea
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1.1.2. Description de la plante
L'arbuste tropical du café (Figure 01), appartenant a la famille botanique des Rubiaceae
(Benmedjahed, 2017), peut atteindre une hauteur de 10 a 12 metres (Champéraux, 1991).

Le caféier se compose des éléments suivants :

Figure 01 : Arbuste du cafe (caféier) (Houessou, 2007)

e Partie souterraine (les racines)

Les racines du caféier comprennent un pivot court d'environ 40 a 50 cm, d'ou partent des
racines axiales plus profondes pouvant atteindre 1,20 meétres ou plus. Ces racines assurent
I'approvisionnement en eau de l'arbuste.

e Partie aérienne
- Tronc : Les caféiers peuvent étre uniques, c'est-a-dire avoir un seul tronc (« unicaule »), ou

multiples (« multicaule »), selon les espéces et I'origine du caféier.

- Collet : C'est la zone intermédiaire entre les racines et le tronc, et elle est particulierement
sensible chez les jeunes caféiers.

- Branches : Elles sont longues et fines, orientées plus ou moins horizontalement et se
présentent par paires opposees. Elles peuvent donner naissance a des rameaux secondaires,

voire tertiaires.




Chapitre | Présentation de café vert

- Fleurs : Les fleurs du caféier sont blanches, de petite taille, avec un parfum rappelant celui du
jasmin. Elles sont regroupées par 15 a 30 fleurs formant des "glomérules” (Benmedjahed,
2017). Lorsque la fleur est féecondeée, elle se transforme en un fruit appelé communément
"cerise" en raison de sa forme ronde. Sa couleur évolue lentement du vert clair au rouge vif
au fur et a mesure de sa maturation. Le temps nécessaire pour que le fruit se développe de
la floraison a la maturation est d'environ 10 & 11 mois.

- Grains : Souvent appelés "féeves", les grains de café ont une couleur grise et sont composés
d'un albumen corneux a la surface lisse. lls présentent une face creusée par un sillon et
renferment un petit embryon comprenant une radicule et deux cotylédons. Les grains de
café de la variété robusta mesurent entre 8 et 16 mm de longueur et pésent de 0,10 20,15 g
(Figure 02) (Champéraux, 1991).

Figure 02 : Structure de la graine du caféier (Pierre Massia et al., 1995)

1 :sillon central. 2 : grain de café (endosperme). 3 : peau du grain (tégument). 4 : parchemin (endocarpe). 5 : couche de
pectine. 6 : pulpe (mésocarpe). 7 : peau du fruit (exocarpe).

1.2. Café vert et ses variétés

Le café vert est tout simplement le café qui ne subit pas la torréfaction (la cuisson), il
est dit non torréfié, il est constitué par plusieurs especes, dont chacune posséde des variétés
différentes, certaines sont commercialisables et d’autres sont sauvages non commercialisables.
On distingue les deux variétés commercialisées les plus répandues dans le monde :

1.2.1. Arabica

C. arabica, qui trouve son origine en Afrique de I'Est (principalement en Ethiopie), a
été introduit en Amérique latine en 1720, sur la base d'un tres petit nombre de plants, ce qui a
entrainé un effet fondateur substantiel (Anthony et al., 2002 ; Scalabrin et al., 2020). Elle
comporte les variétés a croissance verticale (maximum 10m), comme I’arabica bourbon, typica,
mondo novo, etc, et a croissance horizontale (maximum 3m) dont arabica caturra, catusi,

cotimol, etc Le café arabica pousse a des altitudes situées entre 600 et 2000m parce qu’elle est

e
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délicate et difficile a cultiver. On dit que cette espéce est autogame, son grain est gros, allongé
et plat (Anonyme @),

2.2. Robusta

Est une variété de I’espéce Coffea canephora qui contient plusieurs autres variétés dont
seulement cing sont comestibles (Cambrononi, 1989). Cette plante est caractérisée par la
croissance rapide et par un bon rendement. Elle résiste a la chaleur et aux parasites plus que
I’arabica. Cette variété se cultive a des altitudes d’environ 700m dans les régions tropicales
d’Asie et d’Afrique.

Le tableau | montre les principales différences entre le café arabica et le café robusta.

Tableau I : Caractéristiques du café arabica et du café robusta (Franca et Oliveira, 2019 ;

Hecimovic et al., 2011).

Parameétres Arabica Robusta
Nom botanique Coffea arabica Coffeaanephora
Date de description de 1’espece 1753 1895
Altitude de culture 1000 a 2000m 0a700m
Température 154 24°C 20a30°C
Pluviométrie 1500 a 2000mm 2000 a 3000mm
Forme Plate Ovale
Délai floraison-récolte 9 mois 10 a 11 mois
Teneur en caféine 0,8a1,4% 1,72 4%
Premiere floraison 4 3 5ans 2 a3ans

1.3. Répartition géographique et production mondiale
Etant un végétal tropical, le caféier aime et préfére les régions chaudes et humides dont les
températures se situent entre 18° et 22°C. Cet arbuste serait originellement né en Afrique.

Le café est principalement cultivé dans I’hémisphére sud du globe terrestre avec un peu
plus de 70 pays africains, asiatiques, et en Amérique du sud et centrale (Figure 03).

Coffea arabica représente 60% de la production mondiale, Tandis que Coffea
canephora 40%.

-
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D'aprés I'Organisation Internationale du Café (ICO) en 2016, les principaux producteurs
de café étaient le Brésil avec une production de 3,3 millions de tonnes, suivi par le Vietnam
avec 1,53 millions de tonnes, la Colombie avec 0,87 millions de tonnes, I'indonésie avec 0,69
millions de tonnes, le Honduras avec 0,46 million de tonnes, et I'Ethiopie avec 0,43 millions de
tonnes (Franca et Oliveira, 2019). En 2018, La production mondiale était de 169,1 millions de
sacs de 60kg (1CO, 2019).

Dans le marché algérien, différentes marques du café sont disponibles qui sont
principalement composées des deux types Robusta et Arabica ou un mélange des deux (Liu et
al., 2018), notamment I’industrie du café Mustapha Gaouar a Tlemcen qui est un acteur majeur
dans le domaine du café depuis 1860. La famille Gaouar s’investit dans la recherche scientifique
sur le développement de 1’agriculture et du café en Algérie. En outre les importations de ce
végétal proviennent de différents pays producteurs dont la Cote d’Ivoire, Cololmbie, Costa
Rica, Inde et le brésil, etc (Djemaoun, 2017).

[ Arabica et robusta Bl Arabica Il Robusta

Figure 03 : Cartographie des pays producteurs du café (Franca et Oliveira, 2019).

I.4. Composition chimique des grains de café vert

La composition chimique du café est tres complexe, constituée de diverses substances
chimiques déja identifiees. Elle est également variable, car les especes, les variétés vegétales et
les procédés technologiques contribuent a la diversité des caractéristiques des cafés. Dans une
méme variété, cette composition peut étre différente en fonction de la méthode de culture, du
degré de maturation des cerises ainsi que des conditions de stockage des grains verts.

D’aprés les études qui ont été réalisées, les principaux composés du café vert sont :
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e Alcaloides : La caféine étant le principal, c’est un composant majeur du café, elle est
dérivée de la purine qui est une poudre blanche caractérisée par un gout amer sans odeur
Oet une faible solubilité dans 1’eau. C’est une substance chimique, un alcaloide de la
famille des xanthines. Sa formule chimique est 1, 3, 7-triméthylxanthine. Sa teneur dans
les grains dépend de la variété du café, elle est plus élevée dans le robusta (1,2 a 3,3%)
que dans I’arabica qui est de 0,9 a 2,1% (Martin et al., 1998). Il faut savoir que le café
contient aussi d’autres alcaloides dont la bétaine, la choline et la trigonelline (Coste,
1989).

e Acides : L une des caractéristiques majeures du café « ’acidité », ce qui lui confére une
saveur d’amertume. Le pH moyen des grains du café vert est de I’ordre de 5.5 (Francaet
al., 2005). Différents types d’acides provoquent cette acidité, dont les principaux sont
les acides chlorogéniques (ACG), qui sont des esters phénoliques de 1’acide quinine et
des acides transcinnamiques, notamment les acides caféoylquinines constituent la
fraction des ACG la plus abondante, environ 80% dans 1’arabica et 76% dans le robusta
(Xiuju et Loong-Tak, 2015).

e Protéines : Sont essentiellement des protéines de stockage 11S, représentent & peu pres
8,5 a 12% des grains de café vert. Elles sont constituées par une quantité soluble et une
quantité non soluble dans 1’eau, dont la fraction n’est pas trés variée. Les protéines
solubles dans 1’eau incluent les globulines (85%) et les albumines (15%) (Xiuju et
Loong-Tak, 2015). Il a été démontré que les acides aminés présents dans le café vert
sont liés aux protéines, tandis que la fraction libre ne représente qu’environ 5% du total,
avec une teneur plus élevée pour le robusta que pour 1’arabica (Hiramotoet al., 1998).

e Glucides : Ils représentent quasiment 48 a 60% de la matiere séche du café vert. Ils sont
plus abondants dans le café arabica que dans le café canephora. Ils sont constitués de
glucides solubles cytoplasmiques, on cite les monosaccharides, les oligosaccharides et
les polysaccharides et des glucides non solubles constitutifs des parois végétales qui
sont I’hémicellulose et holocellulose (Oosterveldet al., 2003 ; Carrera et al., 1998).

e Lipides : Le café a une teneur élevée en lipides, elle est d’environ 16% pour ’arabica et
11% pour le robusta (Martin et al., 1998).

e Vitamines : Le café contient les vitamines B1, C et la vitamine B3 (Silabdi, 2010).

e L’eau : La proportion d’eau contenue dans le café vert est variable, elle dépend des

traitements par lesquelles sont passés les fruits mars (Poisson, 1979).
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e Minéraux : La teneur en cendres du café vert est d’environ 3 a 5,4% de la matiére seche
(Lbépez-Martinez et al., 2006). Cette matiere minérale comprend principalement du
potassium : 1.63 a 2%, du magnésium : 0,16 a 0,31%, du sulfate : 0,13%, calcium : 0,07
a 0.035% et du phosphate : 0.13 a 0.22% (Inoue et al., 1998). La majorité de ces

minéraux sont hydrosolubles (Debryet al., 1995).

1.5. Microflore du café vert

La présence d’humidité dans la pulpe encourage la croissance de la microflore (Roussos et al.,
1995), tandis que la composition biochimique de son tissu mucilagineux en fait un excellent
substrat (Avallone, 2001b). La microflore se compose de bactéries saprophytes provenant du
fruit, du sol, de I’eau et des équipements utilisés.

Les traitements post-récolte ont un impact sur la composition des populations
microbiennes. D’aprés 1’étude de Silva et al. (2000), plus de 764 souches microbiennes ont été
isolées a partir de grains de café traités par voie seche. La microflore la plus abondante lors de
ce traitement était composée de bactéries, suivie de champignons et de levures.

Parmi ces isolats étudiés, 164 étaient des bactéries Gram négatif identifiées comme
appartenant aux genres Aeromonas, Pseudomonas, Enterobacter ou Serratia. 191 isolats de
bactéries Gram positif appartenant aux genres Bacillus, Cellulomonas, Arthrobacter,
Microbacter, Brochothix, Dermobacter et Lactobacillus. 107 levures étaient identifiées comme
appartenant aux genres Pichia, Candida, Arxula et Saccharomyces. Enfin, 292 isolats de
moisissures appartenaient aux genres Aspergillues, Fusarium, Penicillium et Cladosporium,
Aspergillus étant le genre le plus représenté parmi les moisissures avec 43% des isolats. Un
taux d’humidité de 14% correspond a une activité de 1’eau permettant le développement des
moisissures (> 0 0.65) (Silva et al., 2008 a, b).

Les types de micro-organismes présents dans le processus de traitement varient
legérement entre la voie humide et la voie seche, en raison d'étapes supplémentaires de
dépulpage, de fermentation et de lavage dans la voie humide. Parmi les bactéries lactiques, les
espéces les plus courantes sont Leuconostoc mesenteroides (Van Pee et Castalein, 1972),
Lactobacillus plantarum et Lactobacillus brevis (Pederson et Breed, 1945). Pour les bactéries
aérobies, la flore dominante semble étre Gram négatif (Frank et al., 1965), notamment les
genres Enterobacter, Escherichia (Vaughn et al., 1958), Erwinia et Klebsiella (Frank et al.,
1965). Bien que la population de levures augmente pendant la fermentation (Masoud et al.,

2004), elle semble avoir un rdle limité dans ce processus (Avallone, 2001a). Les genres de

e
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levures présents sur la cerise et pendant la fermentation sont Pichia, Kluyveromyces et
Hanseniaspora, mais ils diminuent pendant le séchage. En revanche, Kloeckera, Candida et
Cryptococcus sont surtout présentes pendant la fermentation.

Les moisissures telles qu’Aspergillus, Penicillium et Fusarium sont présentes dés la
premiére étape du traitement, lorsqu'on traite les cerises, mais ne se multiplient pas durant les
étapes de dépulpage, de fermentation et de lavage. Leur développement ne survient qu'au
moment du séchage. Pendant la fermentation de la voie humide, la microflore reste stable
pendant les dix premieres heures, avec une prédominance de bactéries aérobies, suivies de
bactéries anaérobies, puis de bactéries lactiques et enfin de levures. Par la suite, la microflore
est dominée par les bactéries lactiques et les levures. Vers la fin de la fermentation, les bactéries
non acidophiles diminuent en raison des conditions acides du milieu. Selon Avallone, 2001b la
microflore de la voie humide est plus abondante que celle de la voie séche, mais la microflore
de la voie seche est 46 fois plus variée. Les moisissures proliferent plus facilement dans la voie

seche que dans la voie humide (Silva et al., 2000).

|.6. Techniques permettant d’obtenir les grains du café vert
D’aprés Coste (1989), le traitement des fruits mdrs du caféier est effectué in situ sur les lieux
de production. Un nombre d’opérations est réalisé sur ses fruits afin d’extraire les grains de
leurs enveloppes (Figure 04).
Pour cela, on a recours a deux techniques :
e Par voie humide : Cette technique consiste en une cascade d’étapes, qui sont :
- Dépulpage et démucilagination : cette étape permet d’éliminer la pulpe ainsi que la couche
riche en pectine qui adhére a la parche tout en empéchant le séchage rapide des grains, et
enfin le lavage.
- Séchage du café-parche.
- Déparchage : signifie 1’élimination des enveloppes internes (parche et pellicule).
e Par voie seche : elle se fait en deux étapes :
- Séchage des fruits.

- Décorticage : éliminer les enveloppes desséchées en une seule opération mécanique.

3
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Figure 04 : Présentation des grains de café vert (Rabah et al., 2021).

E
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I1.1. Polyphénols

Les polyphénols, également connus sous le nom de composés phénoliques, sont une
famille de molécules tres répandue dans le regne vegétal. Ils sont produits par les plantes dans
le cadre de leur métabolisme secondaire, ce qui signifie qu'ils ne jouent pas de réle direct dans
les fonctions vitales de la plante, telles que la croissance ou la reproduction, mais sont plutot
présents dans toutes les parties de la plante, des racines aux fruits. Les polyphénols résultent de
la condensation de molécules d'acétyl-coenzyme A et de phénylalanine, et comprennent un
large éventail de substances chimiques qui ont au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs
groupes hydroxyles, ainsi que dautres composants. Il existe au moins 9000 structures
différentes de polyphénols connues. Ces composes jouent un réle crucial car ils contribuent aux
qualités sensorielles (couleur et caractéristiques organoleptiques) et nutritionnelles des plantes,

telles que les légumes, les fruits, les céréales et les fruits secs (Youla et Latrous, 2017).

11.1.1. Classification des polyphénols

Les composés phénoligues peuvent étre classés en différentes catégories en fonction de
plusieurs critéres. Tout d'abord, ils varient en termes de complexité de leur structure de base,
allant d'un simple C¢ a des formes hautement polymérisées. Ensuite, ils se distinguent par le
degré de modifications apportées a cette structure de base, telles que I'oxydation,
I'nydroxylation, la méthylation, etc. Enfin, ces molécules de base peuvent également former des
liaisons avec d'autres types de molécules, tels que des glucides, des lipides, des protéines, ainsi
que d'autres métabolites secondaires, qui peuvent ou non étre des composés phénoliques
(Tableau Il) (Macheix et al., 2005).

Tableau 11 : Principales classes des composés phénoliques (Benhamou, 2012).

Nombre de Classe Squelette carboné Exemple
Carbones
7 Acides phénoliques Ce-C1 Acide gallique
8 Acétophénones Ce-C2 Gallacetophénone
8 Acides phénylacétique Ce-C2 Acides p-
Hydroxyphénylacétique

3
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Tableau Il : Principales classes des composés phénoliques (Benhamou, 2012) (suite).

Nombre de Classe Squelette carboné Exemple
carbon
9 Acides Ce-Cs Acide p-Coumarique

hydroxycinamiques

9 Coumarines Ce-Cs Esculitine
10 Naphtoquinones Ce-C4 Juglone
13 Xanthones Ce-C1-Cs Mangiferine
14 Stilbenes Ce-C2-Cs Resveratrol
15 Flavonoides Ce-C3-Cs Naringénine

11.1.2. Acides phénoliques
Selon Bruneton (2009), les composés organiques qui ont une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique sont appelés acides phénoligues. Ils sont classés en deux groupes dont
les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Manachet al., 2004 ;
Balasundramet al., 2006 ; Lafay et Gil-1zuierdo, 2007).

11.1.2.1. Acides hydroxybenzoiques
Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de 1’acide benzoique et ont une structure
générale de base de type (Cs-C1) (Figure 05). Ces molécules se trouvent souvent sous forme
d’esters ou de glycosides. Les exemples les plus courants sont 1’acide salicylique et 1’acide

gallique. L’acide gallique est 1’acide hydroxybenzoique le plus abondant dans les aliments

3
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courants tels que le riz et le sorgho. Il est également connu pour avoir une activité antioxydante
(Aref et Heded, 2014/2015).

OH

Figure 05 : Acide benzoique (Aref et Heded, 2014/2015)

11.1.2.2. Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinamiques sont une classe trés importante de composés, dont la structure
de base (Ce-C3), dérive de celle de ’acide cinamique. Le degré d’hydroxylation du cycle
benzénique et son éventuelle modification par des réactions secondaires sont des éléments
importants de la réactivité chimique de ces molécules. De plus, I’existence d’une double liaison
dans la chaine latérale conduit & deux séries d’isomeres (cis ou Z et trans ou E) dont les
propriétés biologiques peuvent étre différentes (Bouberki, 2014). Les acides
hydroxycinnamiques sont plus courants que les acides hydroxybenzoiques et comprennent
notamment 1’acide caféique et I’acide férulique (Figure 06) (Aref et Heded, 2014/2015).

CO,H

Z

Ry

R,

Figure 06 : Acide hydroxycinnamique (Bouberki, 2014).

11.1.2.2.1. Les acides chlorogéniques : Les grains de café vert contiennent la plus grande
quantité d’acide chlorogénique, environ 6 a 12% (Farah et al., 2005). Les trois principales sous
classes d’acides chlorogéniques qui ont une activité biologique sont 1’acide 3-di-
caféoylquinique (3-di AQC), les acides caféoylquiniques (AQC) et ’acide féruloyquiniques
(AQF), représentent environ 80%, 15% et 5% des acides chlorogéniques totaux dans le café

Arabica et 67%, 20% et 13% dans le café Robusta, respéctivement. En général, la teneur totale
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en acides chlorogénigues varie en fonction de la variété de café, du degré de maturation et de
I’emplacement géographique ou le café est cultivé (Narita et Inouye, 2015 ; Munyendo et al.,
2021).

11.1.3. Flavonoides
Le terme flavonoide fait référence a une grande variété de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. Les flavonoides sont des pigments que 1’on retrouve dans la plupart
des plantes et qui sont souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. Ces composés se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides et il existe plus de
6400 structures de flavonoides identifiées (Benhamama, 2015).

Environ 4000 composés flavoniques ont été identifiés et ont tous une structure de base
a 15 atomes de carbone arrangés selon une configuration Ce-C3-Cs de type phényl-2-
benzopyrane, également appelé structure 2-phényl chromane (Benhamou, 2011-2012).

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, notamment les
flavonols, les flavones, les flavanones, les flavan-3-ols, les isoflavones et les anthocyanes. Ces
classes de molécules varient dans leurs structures en raison de la diversité fonctionnelle autour

de I’oxygénation de I’hétérocycle (Tableau III).

Tableau 111 : Présentation des principales classes de flavonoides (Chira et al., 2008).
Flavonoides Exemples Aliments Caracteristiques
Flavonols Querceétine Oignon, poireau, Le groupe le plus abondant des composés
Kaempférol | brocolis, pommes, chou phénoliques.

frisé, vin rouge, thé

Flavones Lutéoline Persil, céleri Les flavones se different des flavonols
Apigénine seulement par le manque d’un OH libre en C3
Flavanones | Naringénine Fruits du genre Citrus Ils sont caractérisés par la présence de la
Eriodictyol double liaison C»>-Cs, le plus abondant est la

partir des écorces de Citrus.

naringénine, isolée pour la premiere fois a

glycosylée.

Isoflavones Genisteine Graines de soja et Caractérisés par leur variabilité structurale dont
Daidzeine produits qui en dérivent. | I’attachement du cycle B se fait en Cs. lls sont

présents dans les plantes sous forme libre ou
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Flavan-3-ols Catéchine Vin rouge, thé noir, thé Flavan-3-ols ainsi que flavan-3,4-diols sont
Epicatéchine vert, cacao, chocolat. tous les deux impliqués dans la biosynthése de
Epigallocatéc- proanthocyanidines (tanins condensés) par des
hine condensations enzymatiques et chimiques.
Anthocyanes Cyanidine Raisins, vin rouge, Représentent le groupe le plus important des
Delphénidine certaines variétes de substances colorées. Ces pigments
céréales hydrosolubles contribuent a la coloration des
angiospermes.

11.1.4. Tannins

Les tannins sont des polyphénols que 1’on trouve dans de nombreux veégétaux, comme les
écorces d’arbres et des fruits (raisin, datte, café, cacao, etc). Ce sont des substances
polyphénoliques qui se dissolvent dans I'eau et dont les masses molaires se situent genéralement
entre 500 et 3000. Les tannins possédent des caractéristiques chimiques communes aux phénols
en général. lls ont la capacité de provoquer la précipitation des alcaloides, de la gélatine et
d'autres protéines. La réaction des tannins avec les protéines est responsable de leurs propriétés
tannantes (Stevanovic, 2005).

Ils ont une structure complexe, ils sont composés d’unités monomeériques repétitives qui
varient en fonction de leurs centres asymétriques et de leur degré d’oxydation. Les tannins
peuvent étre classés en deux groupes : les tannins hydrolysables et les tannins non hydrolysables
(condensés), dont les structures sont différentes (Aref et Heded, 2014/2015).

11.1.4.1. Tannins hydrolysables : Ce sont des hétéropolymeres ayant un noyau central
constitué d’un polyol, souvent un D-glucose. lls peuvent étre hydrolysés facilement en milieux
acides et alcalins ou sous I’action d’enzymes (comme la tannase), pour donner des glucides et
des acides phénoliques. Les tannins galliques (Gallo tannins) se scindent en oses et en acide

gallique et les tannins ellagiques (Ellagitanins) se scindent en oses et en acide ellagique.

11.1.4.2. Tannins condensés: Les tannins condensés, également appelés tannins
flavaniques, sont des tannins non hydrolysables (appelés catéchiques et proanthocyaniques) qui
sont plus complexes que les tannins galliques. Ils ont un squelette phényl-2-chromane de
flavonoides. Ces tannins sont constitués d’un mélange de produits de polymérisation oxydative

de catéchines (flavan-3-ols) et de proanthocyanes (flavan-3,4-dioles).
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11.2. Alcaloides

Le terme "alcaloide” a été introduit par Wilhelm Meissner, un pharmacien allemand. Les
alcaloides sont caractérisés par leur godt amer, leur basicite, leur origine végétale et leurs
actions physiologiques. lls sont composés d'au moins un atome d'azote (Dostél, 2000). Les
alcaloides ont des structures chimiques tres variées, notamment des systéemes d'anneaux
hétérocycliques, et il existe plus de 20 000 molécules différentes chez les organismes (Yang et
Stockigt, 2010). Ces composés peuvent étre classés en fonction des substances de départ de
leurs voies de biosynthése, telles que les acides aminés qui fournissent les atomes d'azote et une
partie de leur structure, y compris les terpénoides et les purines (Aniszewski, 2015). Ainsi,
I'identification des substances de départ qui synthétisent une variété d'alcaloides est I'une des
clés les plus importantes pour la classification des composés alcaloides naturels (Roy, 2017).

La caféine (1,3,7-triméthylxanthine) est le composant alcaloide purinique le plus
abondant dans les grains de café verts, représentant 99,78 % des méthylxanthines totales. La
quantité de caféine dans les grains de café verts ne change pas avec le temps. La caféine étant
thermiquement stable, elle ne peut pas étre détruite ou réduite par une torréfaction excessive
des grains (Mussatto et al., 2011). Le café Arabica a une concentration de caféine de 0,8 % a
1,4 %, tandis que le café Robusta a une teneur en caféine de 1,7 % a 4,0 % (Belitz et al., 2009).
La caféine est un antagoniste de I'adénosine ayant des caractéristiques stimulantes (Berlowitz
et al., 2022).

11.3. Effets bénéfiques des métabolites secondaires du cafée

Le café vert contient de I'acide chlorogénique et de la caféine, qui sont réputés avoir des
propriétés anti-obésité, anti-tumorales, antidiabétiques, anti-hypertensives, anti-inflammatoires
et antimicrobiennes. Le café vert et ses constituants actifs peuvent également offrir une option
de traitement et de prévention non pharmacologique et non invasive pour certains troubles
chroniques. Selon Vats (2022), le café vert a des effets sur la masse corporelle, la glycémie et

les taux de cholestérol, la pression artérielle et la prévention des maladies cardiovasculaires.

11.3.1. Activité antioxydante
La caféine, un composant clé du café, est un puissant antioxydant capable de prévenir les
dommages oxydatifs de I'ADN, d'altérer la réponse apoptotique et de réguler la fonction de
contréle du cycle cellulaire (Banerjee et al., 2014). De plus, les constituants du café, le cafestol

et le kahweol, sont deux diterpénes qui ont démontré un large spectre d'activités bioactives,
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entrainant une réduction de la génotoxicité induite par les agents cancérigénes (Ferk et al.,
2014).

Le café vert contient de l'acide chlorogénique, une molécule phénolique dotée de
propriétés antioxydantes et ayant la capacité de piéger les anions superoxydes ou les radicaux
hydroxyles. Cette substance chimique offre de nombreux avantages pour la santé, notamment
la capacité a éliminer les radicaux libres in vitro et a limiter la propagation des processus
oxydatifs (Castro et al., 2018). En outre, les acides chlorogéniques sont d'excellents
éliminateurs d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) (Priftis et al., 2018).

11.3.2. Activité anticancéreuse
Le café est classé comme non carcinogene pour I'homme par I'Agence Internationale de
Recherche sur le Cancer en 2016. Plusieurs études ont établi un lien entre la consommation de
café et un risque plus faible de certains cancers. De nombreuses recherches sur les capacités
anticancéreuses du café ont identifié le kahweol comme l'un des principaux composés
responsables de la prévention du cancer, il protege I'ADN du stress oxydatif causé par les
peroxydes d’hydrogene (Park et al., 2016).

L'hyperméthylation de I'ADN est une caractéristique courante des cellules tumorales et
un mécanisme épigénétique essentiel pour inhiber divers génes, y compris les protéines
suppresseurs de tumeurs, les enzymes de réparation de I'ADN et les récepteurs (Lahtz and
Pfeifer, 2011). L'acide caféique inhibe la méthylation de I'ADN dans les cellules cancéreuses
humaines et est lié a I'inactivation de plusieurs voies liées aux tumeurs, notamment la régulation
du cycle cellulaire, aux réponses inflammatoires, au stress et a I'apoptose (Yu et al., 2011).

D’aprés Happonen et al. (2008), une tasse de café consommée quotidiennement réduit le
risque de déces di au cancer de 3%, tandis qu'une consommation modérée de café protege
contre les cancers du rein (Lee et al., 2017), du foie (Larsson and Wolk, 2007), du pancréas
(Ran, Wang et Sun, 2016), du colon (Schmit et al., 2016), du sein (Jiang, Wu et Jiang, 2013),
et de la prostate (Tverdal, 2015). Le tableau ci-dessous montre les composés bioactifs du café

vert et leurs effets sur la santé humaine.
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Tableau IV : Composés bioactifs du café vert et leurs effets sur la santé humaine (Vats, 2022)

Composés

bioactifs

Fonctions

Références

Cafféine

o Effets ergogéniques,

e Augmentation de lattention et de la
concentration,

e Réduction de la fatigue,

e Réduction de la perception de la douleur,
¢ Anti-inflammatoire (inhibition du TNF-a,
de la synthése de leucotrienes, de I'lL-6 et de
I'IL-8).

Pauwels et Volterrani
(2021) ; Stadheim et al.

(2015).

Acide
chlorogénique

¢ Anti-inflammatoire,

¢ Antioxydant,Hépatoprotecteur,
e Cardioprotecteur,

e Chimiopréventif,

¢ Anti-diabétique,

e Anti-obésité,

e Anticancéreux,

e Effets neuroprotecteurs,

o Effets anti-neurodégénératifs.

Fukutomi et al. (2021) ;
Pauwels and Volterrani
(2021) ; Socata et al. (2020)

; Wasim et al. (2020).

e Anti-inflammatoire,

e Antioxydant,

e Réduction de la

néoangiogenese.

Trigonelline e Anti-obésité, Farias-Pereira et al. (2019)
o Anti-diabétique, ; Mohamadi et al. (2018) ;
« Neuroprotecteur. Sharma et al. (2018)

Cafestol e Anti-inflammatoire,

et Kahweol e Anti-angiogénique, Moeenfard et al. (2016) ;

Pauwels et Volterrani

(2021)
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I11.1. Description des biofilms bactériens
Les biofilms bactériens sont des communautés complexes de bactéries attachées a une surface
les unes aux autres, maintenues ensemble par une matrice polymérique auto-produite,
principalement composée de substances telles que les protéines (la fibrine), les polysaccharides
(I'alginate) ainsi que de I'ADN extracellulaire. En plus de la protection offerte par la matrice,
les bactéries présentes dans les biofilms peuvent utiliser plusieurs stratégies de survie pour
échapper aux systemes de défense de I'organisme hote. En restant dormantes et cachées du
systeme immunitaire, elles peuvent causer des lésions tissulaires locales et ultérieurement
provoquer une infection aigué.

La croissance des cellules bactériennes au sein du biofilm est tres lente et produit des
cellules persistantes capables de survivre dans des conditions hostiles telles que I'exposition aux

antibiotiques et autres biocides (Flemming et al., 2016).

I11.2. Formation des biofilms

Environ 40 a 80 % des cellules bactériennes présentes sur Terre peuvent former des
biofilms (Flemming et Wuertz, 2019). Par exemple, dans les industries alimentaires, des
bactéries pathogenes sont capables de former des biofilms a l'intérieur des installations de
traitement, entrainant la détérioration des aliments et mettant en danger la santé des
consommateurs (Galie et al., 2018). Dans les établissements hospitaliers, il a également été
démontré que les biofilms persistent sur les surfaces des dispositifs médicaux et dans les tissus
des patients, causant des infections persistantes (Dongari-Bagtzoglou, 2008 ; Percival et al.,
2015).

111.2.1. Processus de formation des biofilms Bactériens
Les bactéries forment des biofilms en réponse a des contraintes environnementales telles que
les radiations UV, la dessiccation, la limitation des nutriments, les pH et les températures
extrémes, les concentrations élevées en sel, la pression élevée et les agents antimicrobiens.

La formation de biofilms bactériens implique des processus complexes (O'Toole et al.,
2000 ; Hall-Stoodley et al., 2004 ; Lopez et al., 2010 ; Galie et al., 2018). En général, la
formation du biofilm commence par I'attachement réversible des bactéries a une surface, suivi
par un attachement irréversible facilit¢ par des structures adhésives bactériennes et des
interactions a courte distance. L'attachement réversible se produit grace a la production de

substances polymériques extracellulaires (EPS). Ensuite, les bactéries se développent dans une
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structure organisée emprisonnée dans une matrice EPS. Enfin, les cellules bactériennes peuvent
se libérer du biofilm mature et se disperser dans I'environnement pour coloniser de nouveaux
habitats (Berne et al., 2015 ; Hoffman et al., 2015 ; Limoli et al., 2015 ; Toyofuku et al.,

2016). Ces différentes phases de formation des biofilms sont illustrées dans la Figure 07.

/. Dispersion active : ensemencement \

Cellules ] o Dispersion passive : disquamation et
planctoniques \ érosion
* Production des EPS « Modification des conditions
"‘ « Interactions spécifiques : environnementales
‘—J interactions hydrophaobes, e Inhibition des voies de signalisation c-
"'f "— interactions de pontage ionique, di-GMP
"_ liaisons hydrogeénes. o Propriétés cellulaires inhérentes
. Quorum Sensing vgufnl\minn\
 Motilité - e Messager secondaire c-di-GMP

flagelles,

chimiotactism / \
e.

e Adhésines de surface :

e Accumulation '/'/

des EPS
e Quorum sensing

e Forces Fimbriae/pili, flagelle, capsule,
physiques LPS

non- « Hydrophobicité

spécifiques :

o Charge de surface
e Communication cellule-cellule :
Lactones homosérine acylés,
oligopeptides transformés.

interactions de

T T ey TR ey ey T

Attachement Attachement Croissance Maturation Dispersion
réversible irréversible

Figure 07 : Etapes de la formation du biofilm bactérien (Muhammad et al., 2020)

Le tableau V montre les bactéries d’origines alimentaires capables de former des biofilms.
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Tableau V : Bactéries d’origine alimentaire formatrices des biofilms (Muhammad et al.,

2020).
Organismes Surfaces associées Produits associés Références
Tuyaux d'eaux usees, Produits laitiers, melons,
L sols, bandes salades de chou, produits .
Listeria L . A (Wirtanen et
transporteuses, joints en de viande préts a
monocytogenes . X . Salo, 2016)
caoutchouc, élastoméres | consommer et produits de
et acier inoxydable poisson préts a consommer
. : (Korber et al.,
Pseudomonas Bandes transporteuses, Produits laitiers, viande 2000: Mgretrs

spp.

sols, drains, tranches et
machine a traire

rouge et volaille

et Langsrud,
2017)

Bacillus cereus

Acier inoxydable,
plastique, sol et laine de
verre

Graines germées, jus de
fruits, riz frit, plats de
pates, produits de viande,
Iégumes et produits laitiers

(Korber et al.,
2009; Wirtanen
et Salo, 2016)

Salmonella

Acier inoxydable,
élastomeres, béton,
verre et surfaces
alimentaires (comme la
laitue et la tomate)

Volaille, porc, viande
bovine et produits laitiers

(Wirtanen et
Salo, 2016)

Escherichia coli

Surfaces en acier
inoxydable, surfaces de
contact alimentaire

Produits laitiers, saucisse
de viande fermentée,
viande (produits de
volaille, produits de
poisson, boissons et
Iégumes

(Wirtanen et
Salo, 2016)

Clostridium

Biofilm multi-espéces

Produits laitiers, poisson,
viande bovine, volaille,
Iégumes, miel et conserves

(Wirtanen et
Salo, 2016)

Cronobacter
spp.

Salles de service et
d'emballage de poudre,
zones de séchage par
pulvérisation et salles
d'évaporation

Produits laitiers, légumes,
céréales, pain, herbes,
saucisses, épices et viande

(Wirtanen et
Salo, 2016)

Staphylococcus

Acier inoxydable,
plastiques (comme le
polystyrene et le
polypropyléne) et verre

Produits laitiers, produits
de viande préts a
consommer, produits de
poisson et de fruits de mer
préts a consommer et
produits laitiers préts a
consommer

(Wirtanen et
Salo, 2016)
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111.3. Maladies liées aux biofilms

Les biofilms sont omniprésents dans la nature, les bactéries forment des biofilms dans
le cadre de leurs mecanismes de survie. Déja en 1683, Antoni van Leeuwenhoek a observé et
décrit des biofilms en utilisant son microscope primitif sur des matieres provenant de ses
propres dents. Cependant, le mode de vie en biofilm des microorganismes n'intéressait pas les
microbiologistes médicaux avant le début des années 1970, lorsque Nils Hgiby a observé un
lien entre I'étiologie d'une infection persistante et des agrégats de bactéries chez les patients
atteints de fibrose kystique (Hgiby, 2017). Depuis lors, il a été reconnu que les biofilms sont
impliqués dans de nombreuses infections cliniques (Costertonet al, 1999 ; Hall-Stoodley et
Stoodley, 2009) (Tableau VI)
Tableau VI : Maladies des différents systemes corporels associées aux biofilms et organes
affectés (Vestbyet al., 2020).

Systeme corporel | Organes affectés Maladies
Auditif Oreille moyenne Otite moyenne
Cardiovasculaire Valves cardiaques Endocardite infectieuse
Artéres Athérosclérose
Glandes salivaires Sialolithiase (calculs des canaux salivaires)
Vésicule biliaire Fievre typhoide récalcitrante et prédisposition
Digestif aux cancers hépatobiliaires

notamment l'intestin gréle | colorectal

et le gros intestin

Tégumentaire Peau et tissus sous-jacents | Infections des plaies

Vagin Vaginose bactérienne

Tractus gastro-intestinal, | Maladie inflammatoire de l'intestin et cancer

Utérus et trompes de | Endométrite chronique
Reproducteur Fallope

Glandes mammaires | Mastite

(seins)
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Tableau VI : Maladies des différents systémes corporels associées aux biofilms et organes

affectés (Vestbyet al., 2020) (suite).

Systeme corporel | Organes affectés Maladies

Cavité nasale et sinus | Rhino-sinusite chronique

paranasaux

Gorge  (pharynx avec | Pharyngite et laryngite
Respiratoire amygdales et végeétations
adénoides, et larynx avec

cordes vocales)

Voies respiratoires | Coqueluche et autres infections a Bordetella,

supérieures et inférieures | Fibrose kystique

Prostate Prostatite bactérienne chronique

Urinaire

Urétre, wvessie, uretéres, | Infections des voies urinaires

reins

I11.4. Impact des biofilms sur la résistance aux antibiotiques

Les biofilms bactériens sont des communautés de bactéries qui forment des structures
enchevétrées et résistantes aux antibiotiques. Les biofilms offrent aux bactéries une protection
contre les antibiotiques en formant une matrice polymérique (EPS) qui limite la pénétration des
médicaments et qui restreint la diffusion des antibiotiques (Pinto et al., 2020). De plus, les
bactéries a l'intérieur d'un biofilm subissent des changements physiologiques qui les rendent
plus résistantes aux antibiotiques (Donlan et Costerton, 2002 ; Chadha, 2014).

Les mécanismes de résistance comprennent la production d'enzymes qui inactivent les
antibiotiques, des changements génétiques qui modifient les cibles des médicaments,
I'expulsion des antibiotiques par des pompes a efflux et la présence de structures membranaires
externes (Haiby et al., 2010 ; Singh et al., 2017).

Chez les bactéries formant des biofilms, il existe un taux élevé de mutations qui leur
permet de développer des mécanismes de résistance, cela offre ensuite une opportunité a leurs
genes de produire des enzymes qui inactivent les antibiotiques ou d'expulser les antibiotiques a
I'aide de pompes a efflux (Ciofu et Tolker-Nielsen, 2019).

Les biofilms favorisent également la transmission horizontale des génes de résistance

entre les bactéries (Costerton et al., 2005), ce qui contribue a la propagation de la résistance
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aux antibiotiques (Pinto et al., 2020). Selon Plusa (2019), les biofilms bactériens jouent donc
un role crucial dans le développement de la résistance aux antibiotiques, ce qui pose des défis

importants pour le traitement des infections.
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» Cadre de I’étude

Notre recherche expérimentale a été réalisée au sein des laboratoires pédagogiques
d'analyses microbiologiques (LABAB) et physico-chimiques, du département de Biochimie-
Microbiologie de la Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques de

I'Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

I.1. Matériel
1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végetal est constitué des graines de café vert robusta (Coffea canephora) broyées
(Poudre de café vert) (Figure 08), c’est un bioproduit alimentaire, utilis¢é comme complément
alimentaire destiné a soutenir la perte de poids, en effet, ¢’est un puissant bruleur de graisse
naturelle et un super antioxydant en raison de sa teneur élevée en acides chlorogéniques. De
plus, il a des propriétés stimulantes et énergisantes et il aide a la concentration du
consommateur.

Ce produit est commercialisé, celui testé dans cette étude est obtenu par une commande

en ligne.

g : 3 7
',l i 4

Figure 08 : Graines de café vert (a) : broyées ; (b) : finement broyées
Cette poudre de café vert a été conservée dans un flacon en verre et a été réfrigérée

jusqu’a son utilisation.

1.1.2. Matériel de laboratoire
1.1.2.1. Appareillage et réactifs
Les composants utilisés dans notre travail expérimental, tels que les solvants, les réactifs

chimiques, les milieux de culture et les équipements, sont détaillés dans le tableau VII.
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Tableau VII : Matériel utilisés (appareillage, solvants, réactifs chimique et milieux de culture).

Appareillage Verreries et autres Solvant Colorants et réactifs
matériels chimiques
e Etuve e Becher e Eau distillee e Chlorure  de  fer

¢ Spectrophotomeétre

e pH-metre

e Bain marie

e Autoclave

e Four pasteur

e Four a moufle

e Dessiccateur

e Broyeur

e Agitateur magnétique

¢ Plague chauffante

¢ Balance

e Balance de précision
(0.0001)

e Bec bunsen

e Erlenmeyer

e Fiole jaugee

e Entonnoirs

e Cristallisoirs

e Burette de graduation

e Boites pétri

e Pipettes pasteur

e Ense & boucle

e Micropipette de : 50 uL
1000 pL

e Ecouvillons

e Papiers Wattman

e Papiers filtre

e Seringues de 1ml et
2.5ml

e Capsules

e Capsules en porcelaine

e \Verre de montre

e Spatules

e Passoire

e Tubes & essai a Vvis
stériles

e Tubes a hémolyse

e Eppendorfs

e Barreaux magnétiques

e Pince stérile

(FeCl 3
e Acétate de
(CH3COONa)

sodium

e Magnézium

e Ammoniaque

e Chloroforme

e NaOH

¢ Phénolphtaléine

e HCI

e Acide
(H2SO04)

e Alcool iso-butanol

sulfurique

e Anhydride acétique

e Folin-Ciocalteu

e Carbonate de sodium
(NaC0s)

¢ Acide gallique
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1.1.2.2. Matériel biologique
Les extraits de la plante ont été testes sur des microorganismes (bactéries) provenant du
laboratoire de Microbiologie du département de Biochimie-Microbiologie (LABAB) de

I'université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (Tableau VIII).

Tableau VIII : Souches bactériennes testées.

Espéce bactérienne Type Référence Famille

Escherichia coli Bacille a  Gram | ATCC 25922 Enterobacteriaceae
négatif

Staphylococcus aureus | Cocci a Gram positif | ATCC 25923 Staphylococcaceae

1.2. Méthodes
1.2.1. Analyse physico-chimique
1.2.1.1. Caractérisation physico-chimique de la poudre de café vert robusta

(Coffea canephora)
v' Détermination de la teneur en eau (humidité) (AFNOR, 1986)

%+ Mode opératoire

Cing grammes de poudre de café vert ont été placés dans une capsule en porcelaine.
Ensuite, la capsule est mise dans une étuve pendant 16h a une température de 105 °C + 2 °C.
Apres cela, la capsule est retirée de I'étuve et placée dans un dessiccateur pour empécher la
réhydratation et permettre le refroidissement. L'échantillon est ensuite pesé a l'aide d'une
balance précise en milligramme pres (0.00001 mg). Cette opération est répétée pour le méme
échantillon jusqu'a obtenir un poids constant.

% Expression des résultats

La détermination de la teneur en humidité est calculée selon la formule ci-dessous :

M1 — M2
H%=TX 100

H : Humidité (%)
M1 : Masse de la capsule (tare) + la matiere fraiche avant séchage (poudre) en g.
M2 : Masse de I’ensemble apres séchage en g.

M : Masse de la prise d’essai.
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v" Mesure du pH (NFV 05-101, 1970)

Le pH (potentiel d’hydrogene) permet 1’évaluation de 1’acidité d’un produit donné, la mesure
s’effectue en utilisant un pH-metre.

%+ Mode opératoire

- Peser deux grammes de poudre du café vert, ajouter 15mL d’eau distillé chaude.
- Homogénéiser le mélange et laisser refroidir.
- Calibrer le pH-métre avec une solution tampon (eau distillée).
- Extraire un volume V d’échantillon.
- Immerger I’¢électrode du pH-métre dans I’extrait.
- Noter la valeur affichee.

Remarque : Rincer 1’électrode avant et aprés chaque mesure.

v' Détermination de ’acidité titrable (NF V 05-101, 1974)
L'acidité titrable désigne la quantité d'acide présente dans une solution, déterminée par titrage
avec une solution basique de concentration connue.
% Principe
Ce processus est un titrage de NaOH en utilisant la phénolphtaléine comme indicateur de

pH. Les étapes de la procédure sont les suivantes :

- Peser 2,5 g de la poudre de la poudre de café vert.

- Placer I'échantillon dans un bécher et ajouter 25 mL d'eau distillée chaude, récemment
bouillie, puis mélanger jusqu'a obtention d’un mélange homogene.

- Chauffer au bain-marie pendant 15 minutes.

- Apres refroidissement, transférer le contenu dans une fiole jaugée de 125 mL et compléter
avec de I'eau distillée récemment bouillie et refroidie, homogénéiser, puis filtrer a travers
une passoire et un papier filtre.

- Prélever un volume Vo = 25 mL de la solution filtrée et ajouter 3 & 5 gouttes de
phénolphtaléine.

- Utiliser une burette pour verser la solution de NaOH (0,1 N) tout en agitant le contenu, jusqu'a
ce gqu'une couleur rose persistante apparaisse pendant 30 secondes. Le volume de NaOH est

déterminé en lisant le volume sur la burette graduée.
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s+ Expression des résultats

L'acidité titrable, exprimée en grammes d'acide citrique pour 100 grammes d'échantillon,

est calculée a l'aide de la formule suivante.

A _250><v1><100x007
(%) = Txvox10 '

A (%) = Pourcentage d’acidité titrable.
Vo= Volume de la prise d’essai, exprimé en mL.
V1 =Volume de NaOH (0.1N) versé, exprimé en mL.
M = La masse de I’échantillon a analyser en gramme.
0.07 = Le facteur de conversion de I’acidité titrable en équivalent de 1’acide citrique.
v' Détermination de la teneur en cendres (NFV 05-113, 1972)
% Principe

L'échantillon est soumis a une calcination a une température de 550 °C dans un four a

moufle jusqu'a ce que les cendres obtenues présentent une couleur blanchatre ou grise claire.
% Mode opératoire

La procédure consiste a peser 5 g de I'échantillon dans des capsules en porcelaine, puis a
placer ces derniéres dans un four a moufle a une température de 550 °C pendant 5 heures.
Ensuite, les capsules sont retirées et placées dans un dessiccateur. Apres refroidissement, elles

sont pesees a l'aide d'une balance de précision a une résolution de 0,00001 mg.
s Expression des résultats

Le calcul de la matiéere organique est effectué en utilisant I'équation suivante :

M1 — M2
MO (%) =TX 100

MO : Matiére organique en g.
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M1 : Masse de la capsule + masse de la prise d’essai.

M2 : Masse de la capsule + masse des cendres en g.

P : Masse de la prise d’essai en g.

La détermination de la teneur en cendres (Cd) est réalisée comme suit :
Cd =100 — MO

1.2.1.2. Analyse phytochimique de la poudre de café vert robusta (Coffea

canephora)

Les différentes classes de métabolites secondaires présentes dans la poudre de café vert
robusta (C. canephora) sont identifiées en utilisant les méthodes standards du screening
phytochimique (Dohou et al., 2003 ; Kumar et al., 2010).

» Préparation de I’infusé

Dix grammes de la poudre sont mélangés avec 50 mL d'eau distillée, portés a ébullition
pendant 15 minutes. Apres filtration, le filtrat est ajusté a un volume de 100 mL en ajoutant de

I'eau distillée. L'infusé obtenu est utilisé pour I'analyse phyto-chimique.
v" Anthocyanes

Mettre 5 mL d'infusé dans un Erlenmeyer, puis additionner quelques gouttes d'acide
chlorhydrique (HCI). La détection des anthocyanes se fait par I'observation d'une coloration

rouge qui apparait.
v' Tanins

Ajouter de I’acétate de Sodium (CH3COONa) au filtrat jusqu’a saturation, additionner

quelques gouttes de FeCls. La réaction est dite positive s’il y a une coloration bleu foncée.
v' Tannins galliques

Saturer le filtrat par ’acétate de Sodium (CH3COONa), ajouter par la suite quelques gouttes de
FeCls. Une réaction positive donne une coloration bleu foncée.
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v" Quinones libres

- Peser 2 g de poudre de café vert, ajouter 2 mL d’HCI (IN)
- Ajouter 20 mL de chloroforme et laisser reposer durant 3 heures, ensuite filter.

- Ajouter SmL d’ammoniaque.
Une coloration rouge violette indique une réaction positive.
v' Saponosides

Préparer 2 tubes a essai fermés, mettre, dans le premier, SmL d’acide chlorhydrique (HCI)
0,1N, et 5 mL de solution de soude (NaOH) 0,1N dans le deuxiéeme. Ajouter 2 a 3 gouttes
d’infusé dans chaque tube, agiter les 2 tubes verticalement et vigoureusement pendant quelques
secondes et laisser reposer pendant 15 minutes. L’apparition d’une mousse explique la présence

de saponosides dans 1’échantillon selon deux cas différents :

1) Si les deux tubes produisent la méme quantité de mousse, cela indique la présence de
saponosides stéroidiens.
2) Si une mousse plus abondante par stabilité et par volume se forme dans le tube contenant

la solution basique, ceci implique la présence de saponines tri-terpénique.
v Glucosides

Peser 2g de poudre végétale, additionner quelques gouttes d’H2SOa. La réaction est dite
positive (présence de glucosides) lorsqu’il y a apparition d’une couleur rouge brique qui vire

en violet apres quelques instants.
v" Flavonoides

Mélanger 5mL d’HCl avec 5 mL d’infusé puis ajouter un copeau de magnésium (Mg) et 1 mL
de I’alcool iso-butanol. Lorsqu’une coloration rouge orangé apparait, la réaction est dite

positive, ce qui explique la présence des flavonoides.
v' Coumarines

Prélever 2mL d’infusé, ajouter 3mL de NaOH (10%). Un virement de couleur en jaune

implique une réaction positive.
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v’ Stéroide

Ajouter SmL de I’anhydride acétique puis SmL de I’acide sulfurique & SmL d’infusé. Un

changement de couleur en vert explique la présence des stéroides.
1.2.1.3. Dosage des sucres

A partir de ce dosage, deux catégories de sucres ont été mise en évidence, dont les sucres
totaux et les sucres réducteurs. Pour le réaliser, deux solutions de Fehling A et B ainsi que deux

filtrats (1) et (2) doivent étre préparés.
e Filtrat (1)

- Peser 10g de I’échantillon dans un bécher de 100ml ;

- Ajouter 2,5ml d’acétate de plomb,

- Remplir jusqu’au 2/3 du volume de bécher avec 1’eau distillée ;
- Agiter a plusieurs reprises et laisser reposer pendant 15mn ;

- Ajuster avec de I’eau distillée jusqu’a 100mL ;

- Homogénéiser et filtrer sur un papier filtre et récupérer le filtrat.

e Filtrat (2)
- Prélever 50ml du filtrat (1) et ajouter 5ml d’HCI concentré ;
- Chauffer le mélange au bain marine a 70°C pendant 5 min ;

- Neutraliser avec NaOH (10N) en présence de phénolphtaléine a 1%.
v Dosage des sucres totaux

%+ Mode opératoire

- Prélever 5ml de la solution Fehling A et 5ml de la solution Fehling B ;

- Ajouter de I’eau de robinet jusqu’a atteindre un volume total de 100mL ;

- Chauffer le mélange jusqu'a ce qu’il atteigne le point d’ébullition et la maintenir pendant 2
minutes ;

- Titrer par le mélange en ajoutant progressivement le filtrat (2) jusqu’a ce que la couleur bleue
disparaisse ;

- Ajouter 2 gouttes de bleu de méthyléne jusqu’a ce que la coloration bleue soit remplacée par

une coloration marron cuivrée ;
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- Noter le volume V- de filtrat (2).
s Expression des résultats

La quantité des sucres totaux dans la prise d’essai est déterminée par 1’équation ci-dessous :

500

=— >0 x
St=3 x(V2—0.05)

10

St: Quantité des sucres totaux (g/100mL) ;
V : Volume de la prise d’essai ;

V2 : Volume du filtrat (2) dispensé pour le titrage.
v Dosage des sucres réducteurs
% Mode opératoire

- Dans un bécher de 500 mL, verser 5 mL de la solution Fehling A et 5 mL de la solution
Fehling B ;

- Ajouter de I’eau de robinet jusqu’a atteindre un volume de 100 mL ;

- Chauffer le contenu du bécher jusqu’a ébullition et laisser bouillir pendant 2 minutes ;

- Commencer le titrage en ajoutant le filtrat (1) au mélange chauffé jusqu’a ce que la couleur
bleue disparaisse ;

- Ajouter 2 gouttes de bleu de méthyléne et continuer le titrage jusqu’a ce que la coloration
bleue devienne rouge brique ;

- Arréter le titrage et noter le volume V1 du filtrat (1) dispensé.
“+ Expression des résultats

La quantité des sucres réducteurs dans la prise d’essai est déterminée par 1’équation suivante :

240
"V x(V1-0.05)

Sr
Sr: Quantité des sucres réducteurs (g/100mL) ;

V : Volume de la prise d’essai (mL) ;

V1: Volume du filtrat (1) utilisé dans le titrage.
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1.2.1.4. Détermination de la teneur en polyphénols totaux
v' Extraction aqueuse

Un extrait phénolique est préparé, I’extraction aqueuse a été réalisée en utilisant I’eau distillée
comme solvant a 1’abri de la lumiére en recouvrant toute la verrerie avec du papier aluminium
pour éviter I’oxydation des composés phénoliques de la plante. L’extrait est réfrigéré a 4°C

jusqu'a son utilisation.
v' Préparation de I’extrait

Peser 10 grammes de la poudre de café vert qui a été finement broyé, puis les mettre dans
100mL d’eau distillée, soumettre le mélange a une extraction par macération et agiter en

parallele pendant 24 heures a I’obscurité et & température ambiante.

Apres macération, effectuer deux filtrations pour le mélange, premiérement avec une passoire
pour éliminer les grosses particules ; deuxiemement avec du papier filtre. Un extrait de couleur

brunatre est obtenu.

Aprés évaporation a I’étuve a 40°C pendant 48 heures, 1’extrait sec est récupéré et conservé a

4°C jusqu’a utilisation (Figure 09).

10 g de la poudre vegétale dans
100 mL d’eau distillée

[ Macération et agitation / 24h ]

U

[ Filtration ]

4

Evaporation de 1’eau a 40°C ]

U

[ Récupération de I’extrait sec ]

l

[ Conservation & 4°C ]

)

Figure 09 : Protocole d’extraction aqueuse a 10%. 34
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v Détermination du rendement d’extraction

Le rendement est la quantité d’extrait sec obtenue a partir de 1’ extraction subite pour la poudre
végétale. C’est le rapport de la masse de I’extrait sec sur la masse de la poudre multipliée par
100. 1l est exprimé en pourcentage (Camara et al., 2016), la formule qui permet de le calculer

est la suivante :

R% = °1 % 100
°~ P2

R % : Rendement d’extraction.
P1 : Poids de I’extrait aprés évaporation de solvant.

P2 : Poids de la matiere végétale utilisée pour 1’extraction.

v" Dosage des polyphénols totaux
La teneur en PPT des extraits de la plante a été déterminée selon la méthode colorimétrique

basée sur I’utilisation de réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965).
% Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) est un mélange de couleur jaune composé de deux
acides : I’acide phosphotungstique (H3PW12040) et I’acide phosphomolybdique (HzPM012040).
Au moment de I’oxydation des phénols, il est réduit en un complexe bleu d’oxydes de tungsténe
(Ws0O23) et de molybdeéne (MsO23). La quantité de phénols présents est proportionnelle a la

couleur bleuatre qui en résulte (Boizot et Charpentier, 2006).
% Mode opératoire

Le dosage des polyphénols (PPT) est effectué pour 1’extrait aqueux selon le protocole décrit
par Talbi et al. (2015) (Figure 10), est réalis€ comme suit :

- Ajouter ImL du réactif de Folin (1/10), a 200 pL d’échantillon (solution de 0.5 mg d’extrait
sec dans 1 mL d’eau distillée).

- Aprés 4 minutes, rajouter 800 pL d’une solution de carbonate de sodium avec une
concentration de 75 mg/mL).

- Aprés 2 heures d’incubations a température ambiante et & 1’abri de la lumiére, mesurer

3

I’absorbance par un spectrophotometre a 760 nm.
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Trois répétitions ont été réalisées pour I’extrait. Le blanc a été préparé en remplagant

I’échantillon par 200 pL d’eau distillé.

[ 200 pL d’extrait ou d’acide ]

Z [ 1 mL du réactif Folin-Ciocalteu (1/10) ]

Aprés 4 min l
ﬁ [ 800 pL de carbonate de sodium 75ma/mL) ]
[ Incubation 2h a température ambiante et a I’obscurité ]
[ Lecture des DO a 760 nm ]

Figure 10 : Schéma récapitulatif du protocole de dosage des polyphénols totaux (Talbi et al., 2015).

La concentration des polyphénols totaux est calculée par 1’équation de régression
linéaire de la gamme d’étalonnage établic avec 1’acide gallique (AG) a différentes

concentrations. Les dilutions sont préparées a partir de la solution mére (SM) de 100 pg/mL

(Tableau 1X), (Figure 11).
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Tableau IX : Préparation de la gamme de dilution de I’acide gallique.
Concentration | 0 10 (20 |30 |40 |50 |60 |70 |80 |90 |100

(Mg/mL)
Volume SM |0 100 | 200 |300 |400 |500 |600 |700 |800 |900 | 1000

(kL)
Volume d’ED | 1000 [ 900 [ 800 [ 700 | 600 |[500 |400 |300 [200 |100 |0
(kL)

nn“ - L —
R, WY, i T

Y N -

, b Al b, [l

Figure 11 : Gamme d’étalonnage de I’acide gallique.

1.2.2. Partie microbiologique

1.2.2.1. Evaluation de D’activité antibactérienne

Le test de I’activité antibactérienne de ’extrait aqueux de la poudre de café vert robusta
(Coffea canephora) a été réalisé sur les souches bactériennes provenant du laboratoire
pédagogique de Microbiologie du département Biochimie-Microbiologie de la faculté des
Sciences Biologiques de I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, une souche a Gram

négatif (E. coli ATCC 25922) et une autre a Gram positif (S. aureus ATCC 25923).
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v Revivification et vérification de la pureté des souches

*

+ Revification des souches bactériennes

Pour permettre aux bactéries stressées de récupérer leurs potentialités ; 1 mL de la
suspension bactérienne a été prélevé et additionné a 9 mL du BHIB. Les tubes sont mis a
I’étuve pendant 24 h a 37 °C (Figure 12).

1mL Ensemencement
m en stries
) m . Apres 18h Vérification de
fge-culture U Apres 24 h la pureté des
v souches
\/ Milieu sélectif
\_/ Repiquage
Milieu de
conservation Milieu BHIB

Revivification

Figure 12 : Revivification et repiquage des souches bactériennes.

*

“+ Repiquage des souches bactériennes

Le repiquage des souches a été effectué dans des milieux sélectifs des bactéries a tester,

dont le milieu Hektoen a été utilisé pour la culture d’E. coli tandis que S. aureus a été cultivé
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sur le milieu Chapman, afin d’éviter les contaminations par d’autres souches. La méthode

employée est celle de I’ensemencement en stries (Figure 13).

Escher"ichia coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC 25923

Figure 13 : Repiquage des souches bactériennes.

¢+ Veérification de la pureté des souches Bactériennes

La pureté des souches Staphylococcus aureus et Escherichia coli est vérifiée par la

coloration de Gram et par la détermination de 1’aspect des colonies isolées.
% Coloration de Gram

La coloration de Gram, développée par Hans Christian Gram en 1884, est une technique
de coloration différentielle largement utilisée en microbiologie. Elle permet de distinguer les

bactéries en fonction de leur type de coloration Gram, de leur forme et agencement cellulaire.
% Principe

La coloration de Gram est une méthode utilisée pour classifier les bactéries en fonction de
la composition et de la structure de leurs parois. Les cellules bactériennes réagissent de maniere

distincte lors de cette coloration :

o Les bactéries a Gram négatif se décolorent rapidement. Leur paroi contient moins de

peptidoglycanes et davantage de lipides, ce qui rend leur paroi plus perméable. Ainsi,

ﬁ
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lors du processus de décoloration, les lipides se dissocient, entrainant la perte de
coloration du cytoplasme.

o En revanche, les bactéries a Gram positif conservent leur coloration violette, car leur
paroi contient principalement des peptidoglycanes formant une couche épaisse. Cette
composition riche en peptidoglycanes empéche I'action de I'alcool utilisé lors de la

décoloration, maintenant ainsi la coloration violette de leur cytoplasme.
% Mode opératoire

En suivant la méthode décrite par Delarras (2007), le test est réalisé selon les étapes

suivantes :

1. Préparation du frottis : Une goutte d'eau est déposée sur une lame, et un prélevement
provenant d'une culture jeune est déposé dessus. Le prelevement est ensuite étalé pour
obtenir une couche mince et uniforme. Ensuite, le frottis est fixé en le passant 4 & 5 fois
dans la flamme.

2. Le frottis est recouvert avec le colorant primaire (violet de Gentiane) et laissé agir
pendant 1 minute. Le colorant est ensuite éliminé sans rincage.

3. Le Lugol est verse sur le frottis et laissé agir pendant 1 minute, puis il est rincé a I'eau
distillée.

4. Une décoloration est réalisée en utilisant de I'alcool pendant 15 a 30 secondes, suivi d'un
rincage a l'eau.

5. Le frottis est recouvert de Fushine pendant 1 minute.

6. Le frottis est ensuite lavé a I'eau courante.

7. La lame est séchée, puis I'observation est effectuée a l'aide d'un microscope optique a

un grossissement de x100.
Ce méme protocole est appliqué a I'ensemble des souches bactériennes étudiées.
v Préparation de L’inoculum

Pour préparer la suspension bactérienne, 3a 5 colonies identiques et isolées sont prélevées
dans une culture jeune de 18 heures. Ces colonies sont ensuite mélangées dans 9 mL d'eau
physiologique stérile a 0,9 % pour former une suspension bactérienne homogeéne. Pour évaluer

la concentration bactérienne, I'absorbance (DO) de la suspension est mesurée a l'aide d'un
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spectrophotomeétre réglé sur une longueur d'onde de 620 nm. Une valeur d'absorbance
comprise entre 0,08 et 0,1 correspond & une charge bactérienne ente 107 et 108 UFC/mL. Cette

plage de valeurs est considérée comme standard pour la suspension bactérienne.
v' Aromatogramme
% Principe

Le pouvoir antibactérien de I'extrait de poudre de café vert robusta a été évalué en utilisant
la méthode de diffusion sur milieu solide sur gélose Mueller-Hinton (MH), qui est une
technique congue pour la réalisation des antibiogrammes, mais en utilisant des disques vierges
imprégnés d’extrait de la plante, comme décrite dans les études de Perez et al. (1990) et Nair
et Chanda (2005). Cette méthode de 1’aromatogramme est couramment employée pour évaluer

I'activité antibactérienne de substances bioactives.
% Mode opératoire

La gélose Mueller-Hinton (MH) est versé de maniére aseptique dans quatre boites de Pétri pour
former une couche d'une épaisseur de 4 mm, puis elle est laissée refroidir. Les suspensions
bactériennes sont ensuite ensemencées séparément par écouvillonnage (deux boites pour E. coli
et deux autres pour S. aureus), en faisant tourner la boite d'environ 60° a trois reprises, afin de

garantir une distribution homogéne des souches bactériennes.

Ensuite, des disques vierges sont déposés a la surface de chaque boite de Pétri et sont
imbibés par 15 pL d’extraits pur qui est la solution saturante (90mg d’extrait sec dans 1 mL

d’eau distillée stérile) et dilué (¥2) respectivement.

Un témoin positif d’antibiotique (Gentamicine) et un disque vierge imprégné d’eau
distillée sterile correspondant a un témoin negatif, ont été également utilisés. Puis les boites de
Pétri sont réfrigérées a 4°C pendant 2 a 4 heures afin de permettre une bonne diffusion des

extraits, ensuite, elles sont incubées a 37°C pendant 24h.

La lecture des résultats est effectuée par le calcul du diameétre de la zone d’inhibition
entourant chaque disque a ’aide d’une régle. La réaction des souches testées vis-a-vis des
extraits est déterminée comme ci-dessous :

- Souche résistante ou non sensible (-) : diametre < 8 mm.
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- Souche sensible (+) : diameétre entre 8 et 14 mm.
- Souche trés sensible (++) : diametre entre 14 et 20 mm.

- Souche extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm.

1.2.2.2. Sélection des bactéries formatrices de biofilms

La sélection des souches formatrices de biofilms a été réalisée sur milieu solide Rouge Congo
Agar (RCA) (Figure 14).

Figure 14 : Rouge Congo Agar

% Principe

Le test du Rouge Congo Agar (RCA), développé par Freeman et al. (1989), repose sur la
culture secondaire de souches bactériennes sur un milieu d'agar d'infusion cerveau-cceur
(BHIA), enrichi en saccharose et en colorant rouge Congo auquel se fixent les polysaccharides
extracellulaires « EPS » produits par la souche (Kaiser et al., 2013), cela repose sur 1’affinité
de ce colorant pour les EPS présents dans le biofilm, ce qui engendre une coloration des

colonies.
% Mode opératoire

Les souches standardisées sont ensemencées séparément dans les boites contenant la
gélose Rouge Congo Agar (RCA), qui sont incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24h. Une

coloration noiratre des colonies indique la formation du biofilm.
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1.2.2.3. Evaluation de I’activité antibiofilm
¢+ Mode opératoire

La méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme) a été également utilisée pour déterminer
I’activité antiadhésive de I’extrait aqueux de la poudre de café vert robusta vis-a-vis de S.

aureus, sur le milieu Rouge Congo Agar (RCA).

Deux boites de Pétri contenant la gélose Rouge Congo Agar ont été ensemencées avec
la suspension standardisée de la souche S. aureus ATCC 25923, par stries a 1’aide d’une pipette
Pasteur. Ensuite des disques de papier wattman stériles ont été déposés aseptiquement sur la
surface de la gélose et imprégnés par 15 uL. de I’extrait pur et dilué¢ (Y2) de Coffea Canephora.
Un témoin positif (Gentamicine) et un témoin négatif (eau distillée stérile) ont été egalement

utiliseés.

Les boites ont été mises au réfrigérateur a 4°C pendant 2 a 4h afin de favoriser la

diffusion des extraits tout en empéchant la croissance de la bactérie.

Enfin, les boites sont incubées a 37°C pendant 24h. La lecture des résultats a été réalisée

par la mesure des zones d’inhibition entourant les disques.
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Chapitre 11 Résultats et discussion

I1.1. Résultats des parameétres physico-chimiques de la poudre du café

vert (Coffea canephora)

Les résultats obtenus pour quelques paramétres physico-chimiques de la poudre de café vert
Coffea canephora (robusta) sont résumés dans le tableau X. Le résultat de chaque test est

exprimé sous forme de moyenne de trois essais * I'écart-type.

Tableau X : Résultats des tests physicochimiques caractérisant le café vert.

Tests Résultats
Teneur en eau (Humidité) % 8,50 = 0,04
Matiere seche (%) 91,5+ 0,04
pH & Température ambiante 4,63 + 0,25
Acidité (%) 6,03 £ 0,30
Matiere organique (%) 94,31+ 0,08
Teneur en cendre (%) 5,69 + 0,08

D’aprés les résultats obtenus, la teneur en eau (taux d'humidité) de la poudre de café
vert est de 8,50%, ce qui contribue a une meilleure conservation, car une faible teneur en eau
réduit le risque de détérioration due a la croissance de moisissures ou a l'activité de
microorganismes indésirables. Le résultat obtenu est inférieur a celui énoncé par Bewketu et
al. (2021) dont I'étude portait sur des grains de café vert provenant de différentes régions
d'Ethiopie, leur étude a révélé une teneur en eau allant de 9,8 & 11,2 %, ainsi qu’a celui obtenu
par Silabdi (2010), dont la valeur est de 10,72 % pour les grains de café vert (robusta) et de
11,35 % pour I’arabica.

Le pH est une mesure qui évalue I’acidité d’un produit donné. D’apres les résultats
montrés dans le tableau VII, la valeur obtenue est de 4,63, elle indique un pH acide, elle
contribue également a une meilleure conservation, de plus il favorise la stabilité chimique et il
prévient 1’oxydation et la dégradation des composés sensibles présents dans les grains de café
vert. En comparant nos résultats aux résultats de Kipkorir (2015), dont 1’étude portait sur les
propriétés physico-chimiques du café vert obtenu par différentes méthodes de traitement de
deux saisons de récoltes, ils ont enregistré un pH de 5.95 et 5.92 des deux saisons, qui est

supérieur a celui relevé dans notre étude. Il convient de noter que le pH optimal peut varier en
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fonction de divers facteurs, notamment la variété, les conditions de culture, les pratiques de
traitement et les preférences individuelles.

De méme, I’acidité titrable est un test qui permet la détermination de 1’acidité. La valeur
gue nous avons obtenue est de 6,03 %, qui est une valeur supérieure a celles de Kipkorir
(2015) : 1,37 % et 1,54 %, ce qui explique que la poudre de café vert étudié est acide.

Le test de la teneur en cendres permet d’évaluer le taux de minéraux, un taux de 5,69 %
a éte relevé, qui est Iégérement plus élevé que celui noté par Maysarah et al. (2020) : 4,37 +
0,21 %. Un taux de cendres plus élevé peut-étre associé a une plus grande quantité de matiéres
minérales présentes dans les grains de café.

En analysant nos résultats, on peut constater que le café vert en poudre est riche en
matiére seche (91,5%), et en matiere organique (94,31%) qui peuvent comprendre plusieurs
composés différents, tels que les glucides, les protéines, les lipides, les fibres, les minéraux, les
acides chlorogéniques et d’autres composés organiques naturellement présents dans les grains
de café.

Les antioxydants sont essentiels dans les grains de café pour limiter la formation
d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS). Lorsque la production de ROS dépasse la capacité des
systemes antioxydants, des dommages aux compartiments subcellulaires se produisent,

entratnant la destruction des cellules.

I1.2. Résultats d’analyse phytochimique de la poudre de café vert (Coffea

canephora robusta)

Les résultats des tests phyto-chimiques réalisés sur la poudre de café vert sont représentés dans
le tableau XI.
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Tableau XI : Résultats du screening phyto-chimique de Coffea canephora.

Tests Observation Résulats
Anthocyanes Absence
Tanins Présence
Tanins Présence
gallique
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Tableau XI : Résultats du screening phyto-chimique de Coffea canephora (suite).

Tests Observation Résulats
Quinones
) Absence
libres
Saponosides
Absence
) Présence
Glucosides
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Tableau XI : Résultats du screening phyto-chimique de Coffea canephora (suite).

Tests Observation Résulats
Absence
Flavonoides
Steroides
Absence
Coumarines ,
Présence

Les résultats de 1’analyse phytochimique a permis la révélation de certains composés

dans la poudre de café vert (Coffea canephora robusta) avec une quantité importante tel que

les tannins, tannins galliques, glucosides et en coumarines, ce qui lui confere des propriétés
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biologiques pertinentes et influence la saveur, I’astringence, les caractéristiques sensorielles et
le profil aromatique du café. Quant aux tests réalisés pour la révélation des anthocyanes,
quinones libres, saponosides, stéroides et les flavonoides ont montré des résultats négatifs.

L’analyse phyto-chimique faite par Polamuri et al. (2020) a révélé la présence des
glycosides, des flavonoides, des tannins, des stéroides, des phénols et des terpénoides. De plus,
le screening phyto-chimique qui a été effectué par Kaur et al. (2018) a montré des résultats
positifs dans plusieurs composés, notamment les tannins, les stéroides, les flavonoides, les
alcaloides et les phénols.

Les études qui ont été déja réalisées affirment la richesse du café vert en métabolites
secondaires.

Le résultat négatif du test des stéroides et des flavonoides peut étre di a des facteurs
influengant 1I’expérience, tels que les erreurs de manipulation, les réactifs ainsi que le matériel
utilisé, également différentes méthodes d’analyse phyto-chimique peuvent conduire a des
résultats différents qui peuvent étre en relation avec I’origine de la plante, les conditions

pédagogiques, etc.

I1.3. Résultats du dosage des sucres

Les résultats du dosage des sucres ont révélé un taux de sucres totaux de 3,63 g/mL et 0,64g/mL
pour les sucres réducteurs, qui indiquent la quantité totale des sucres présents dans la poudre de
café vert robusta, cela suggere que cet échantillon contient une quantité significative de sucres.

D’aprés 1’étude de Nemlin et al. (2009) qui portait sur les caractéristiques physico-
chimiques et organoleptiques du café robusta (Coffea canephora L.) en fonction des terroirs et
des techniques culturales en Cote d’Ivoire, il a été démontré que les résultats de la moyenne du
taux des sucres réducteurs en pourcentage dans trois terroirs différents sont de 1’ordre de 1,35
+ 0,3 %. De plus, selon Coste (1989), le café vert contient des quantités variables de sucres
réducteurs, principalement du glucose, généralement autour de 1%.

Conformément a Poisson et al. (2017) les sucres sont parmi les principaux précurseurs
de saveur du café vert, leur étude qui a été réalisée sur les grains de café vert robusta a révélé
les résultats suivants :

e Les monosaccharides tels que le glucose, le fructose, le galactose et l'arabinose
représentent de 0,2 a 0,5 % de la matiére séche.
e Lesoligosaccharides tels que le saccharose, la raffinose et le stachyose représentent de 3

a 7 % de la matiére séche.
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e Les polysaccharides, composés d'hétéro-polymeéres darabinose et de mannose,

représentent environ 3 a 4 % de la matiére séche.

11.4. Résultats d’extraction et de dosage des polyphénols totaux

11.4.1. Rendement en extrait sec

L’extraction des composés phénoliques contenus dans la poudre de café vert Coffea canephora
a été effectuée en utilisant I’cau distillée. Le rendement en extrait sec obtenu est représenté dans
le tableau ci-dessous et dans la figure 15 :

Tableau XII : Résultats du rendement en extrait sec de la poudre de café vert robusta.

Extrait Poids de ’extrait Couleur Rendement (%)
apres évaporation
(9)

Extrait aqueux 2,819 Brune 28,1 %

Figure 15 : Rendement en extrait sec.

D’aprés ces résultats, nous constatons que I’extrait aqueux a donné un rendement
important (28,1%), d'autre part, Desai et al. (2019) ont réalisé une étude sur la micro-
encapsulation des composeés phénoliques antioxydants du café vert décaféiné, avec un
rendement de 23% + 2% de I’extraction aqueuse, il est |égérement inférieur a notre résultat.

Naidu et al. (2008) ont obtenu des rendements de conserves a partir de différents
mélanges de solvants (isopropanol : eau) pour le café robusta qui varient entre 20 % et 29 %.

On peut observer que le rendement de I'extraction aqueuse dans notre étude est légérement
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inférieur au rendement le plus élevé obtenu avec le mélange de solvants 60:40 pour le café
robusta. Cela suggére que l'utilisation de solvants organiques tels que l'isopropanol peut
améliorer le rendement de I'extraction par rapport a une extraction purement aqueuse. L'étude
menée par Diaz-Hernande et al. (2022) a mis en évidence un rendement d'extraction aqueuse
des grains de café verts de l'ordre de 22,17 + 0,39 %, ce qui est légerement inférieur a celui
obtenu dans cette étude.

La différence de rendement peut étre due aux variations dans les protocoles

expérimentaux, les échantillons de café vert utilisés, les méthodes d'analyses, etc.

11.4.2. Dosage des polyphénols totaux

La méthode de Folin-Ciocalteu, basée sur la colorimetrie, est utilisée pour estimer la quantité
de polyphénols présents dans 1'extrait de la plante. L’apparition de la couleur bleue confirme la
présence des polyphénols chez le café vert (Robusta). La couleur obtenue varie en fonction de
la concentration des composés phénoliques contenus dans les extraits.

La concentration de polyphénols pour I’extrait (trois essais) a été déterminée en utilisant
une équation de régression linéaire basée sur une courbe d'étalonnage établie a partir de
concentrations précises d'acide gallique utilisées comme étalon (y = 0,017x — 0,023) et
coefficient de corrélation R?= 0,996 (Figure 016)

2 -
=
£ 15 -
S y =0,0179x - 0,023
2 R? = 0,996
&
@ @ Y DO a750nm
(&)
% 0,5 —— Linéaire (Y DO a 750nm)
2
(@}
8
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0 20 40 60 80 100 120
0,5 - . o )
Concentration d'acide gallique (png/mL)

Figure 16 : Courbe d’étalonnage de ’acide gallique

Le résultat est présenté en milligrammes équivalents d'acide gallique par gramme de

matiere seche (mg EAG/g MS).
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La teneur en polyphénols obtenue pour 1’extrait aqueux est de I’ordre de 64,54 + 0,14
mg EAG/g MS. Ceci indique une concentration plus ou moins élevée de polyphénols totaux
dans I’échantillon étudié (poudre du café vert robusta).

Selon Ali-Rachedi et al. (2018), il a été observé que le contenu phénolique des extraits
varie en fonction de la polarité du solvant utilisé lors de I'extraction. Dans notre étude, le solvant
utilisé (I'eau distillée), est de nature polaire.

La teneur en polyphénols de I'extrait aqueux de la poudre de café vert Robusta était de
64,54 + 0,14 mg EAG/g MS. Cette valeur peut étre comparée aux résultats de I'étude de Perdani
et al. (2019) qui ont examiné les polyphénols totaux présents dans le café vert Arabica et
Robusta provenant de différents lieux dans I'est de Java (en utilisant un extrait aqueux). Selon
cette étude, les teneurs en polyphénols totaux variaient de 3,86 a 33,21 mg EAG/g pour le café
vert Arabica et de 5,24 a 35,67 mg EAG/g pour le café vert Robusta, en fonction des différentes
localisations. Ainsi, la teneur en polyphénols de I'extrait aqueux de la poudre de café vert
Robusta de notre étude est relativement élevée par rapport aux échantillons étudiés par Perdani
et al. (2019) indiquant une forte concentration de polyphénols.

L'étude menée par Siva et al. (2016) sur l'activité antioxydante et les polyphénols totaux
des extraits méthanoliques et isopropanoliques des grains de café vert Robusta, a révélé les
résultats suivants : une teneur en polyphénols de 16,26 + 0,59 mg EAG/g pour l'extraction
méthanolique et une teneur en polyphénols de 30,65 + 0,44 mg EAG/g pour l'extraction
isopropanolique.

D'aprés ces comparaisons, on peut déduire que I'extrait aqueux de la poudre de café vert
Robusta présente une teneur en polyphénols relativement élevée par rapport aux échantillons
étudiés par Perdani et al. (2019) et Siva et al. (2016). Nous constatons que la méthode
d'extraction aqueuse utilisée dans notre étude est efficace pour extraire les polyphénols du café
vert Robusta et obtenir une concentration importante de ces composés bénéfiques.

Le choix du solvant d'extraction joue un réle crucial dans l'activité antioxydante et la
teneur en polyphénols des aliments (Daud et al., 2016). Les antioxydants sont essentiels dans
les grains de café pour limiter la formation d'espéces réactives de I'oxygene (ROS). Lorsque la
production de ROS dépasse la capacité des systémes antioxydants, des dommages aux
compartiments subcellulaires se produisent, entrainant la destruction des cellules (Davey et al.,
2000).

Selon Siva et al. (2016), Ces extraits pourraient étre utilisés comme ingrédients dans
Iindustrie pharmaceutiqgue ou comme compléments alimentaires, car I'acide chlorogénique

(CGA) a démontré des effets positifs sur la perte de poids et I'amincissement.
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I1.5. Résultats de I’évaluation de P’activité antibactérienne
11.5.1. Résultats de la vérification de la pureté de la souche
% Coloration de Gram
Les caractéristiques morphologiques observées sous microscope optique lors de
I'identification bactérienne, sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau X111 : Caractéristiques morphologiques observées chez les bactéries testées.

Espéce Observation sous microscope photonique | Gram Aspect
bactérienne au grossissement x100 morphologique
F.’. x> (3
| & : "
Escherichia coli Rl s A Négatif | Bacille en rose
ATCC 25922

. an '’
- - e
. o -
ey .3 VA
L4 ~
RPN
&A AN

Staphylococcus Positif | Cocci en grappe

aureus en violet

ATCC 25923

Staphylococcus aureus ATCC 25923

11.5.2. Résultats de ’aromatogramme
L'évaluation de l'activité antibactérienne de I'extrait aqueux contre les bactéries E. coli
ATCC 25922 et S. aureus ATCC 25923 a été realisee en mesurant les zones d'inhibition autour

des disques. La Gentamicine a été utilisée comme témoin positif, tandis que I'eau distillée a
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servi de témoin négatif pour les deux souches étudiées. Les résultats obtenus grace a cette

méthode sont présentés dans les tableaux ci-dessous.

Tableau X1V (1) : Résultats de I’activité antibactérienne de 1’extrait de la plante.

Souche
testée
Extrait
étudié

E. coli ATCC 25922

S. aureus ATCC 25923

Extrait agqueux

pur

S. aureus
Pur

Extrait
dilué ()

agueux

S. aureus
Dilué

Tableau X1V (2)

: Résultats de I’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux de la plante.

Souche Diametres des zones d’inhibition en (mm)
testée Escherichia coli Staphylococcus aureus
Extrait ATCC 25922 ATCC 25923
Etudié Extrait pur Extrait dilué (%2) | Extrait pur Extrait dilué (%2)
Extrait aqueux 12 mm (+) O] 20 mm (++) | 15 mm (+)
Témoin négatif | (-) ) ) )
(eau distillé)
Témoin positif 35 mm (+++) 35 mm (+++) 38 mm (+++) | 38 mm (+++)
(Gentamicine)

Résistante (-) ; sensible (+) ; Trés sensible (++) ; Extrémement sensible (+++)
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Les résultats obtenus montrent une variation dans le diametre des zones d'inhibition
entre les deux souches bactériennes. Cette différence dans l'activité antibactérienne met en
évidence la diversité des composés chimiques de I’échantillon testé.

I1 a été démontré qu’il y a une action inhibitrice sur la croissance des deux souches E.
coli ATCC 25922 et S. aureus ATCC 25923.

Il convient de souligner que cet effet inhibiteur est plus prononcé vis-a-vis de S. aureus que
d’E. coli.

Selon Diaz-Hernande et al. (2022) I'extrait aqueux de café vert n'a démontré aucun
effet antibactérien (CMI > 8 mg/mL) contre les souches bactériennes qui ont été testées, dont
E. coli ATTCC 25923, S. aureus ATTCC 25923 ainsi que d'autres, contrairement a notre
échantillon qui a révélé une activité significative. D’autre part, 1’étude de Tasew et al. (2020)
a évalué l'activité antibactérienne de différents extraits de café sur plusieurs souches
bactériennes. Les extraits d'eau froide de café vert et de café torréfié n'ont montré aucune
activité antibactérienne, mais les extraits d'eau bouillie, de méthanol et d'acétate d'éthyle ont
présenté une activité antibactérienne. Les échantillons de café ont montré une activité
antibactérienne significative, avec des variations entre les échantillons et les souches
bactériennes testées.

La recherche d'effets antimicrobiens dans les extraits de plantes a gagné son importance
récemment en raison de l'augmentation de la résistance bactérienne aux médicaments
conventionnels (Stefani et al., 2019). Plusieurs études ont démontré que les extraits de café
présentent des activités antibactériennes contre des pathogénes tels que Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et Enterococcus faecalis (Monenteet al.,
2015 ; Getachew et al., 2018 ; Almeida et al., 2006 ; Torres-Valenzuela et al., 2019).

11.6. Sélection des souches formatrices des biofilms

Les capacités des souches a former des biofilms ont été évaluées par une observation
phénotypique en utilisant la méthode de Rouge Congo Agar telle que décrite par Freeman et
al. (1989). Cette méthode est une technique qualitative classique (Mathur et al., 2006). Les

résultats obtenus sont indiqués dans le tableau XV et dans la figure 17,
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Tableau XV : Formation de biofilm sur milieu RCA.
Souche Couleur des Production des Interprétation

colonies PIA

S. aureus Noire foncee + Fortement formatrice
ATCC 25923
E. coli Translucide - Non formatrice
ATCC 25922

r-'/ .

— g
Escherichia coli ATCC 25922
non formatrice

TS e

Staphylococcus aureus ATCC 25923
formatrice

Figure 17 : Sélection des souches formatrices des biofilms sur milieu Rouge Congo Agar (RCA).

11.7. Résultats de I’évaluation de P’activité antibiofilm

L’activité antibiofilm de 1’extrait aqueux de la poudre de café vert robusta étudiée a été réalisee

sur le milieu solide RCA. Les résultats obtenus aprés 24 heures d'incubation sont présentés dans

les tableaux suivants :
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Tableau XV I : Résultats de ’activité antibiofilm de 1’extrait aqueux de la poudre de café vert

robusta.

Souche
Testée
Extrait
Etudié

Staphylococcus aureus ATTCC 25923

Extrait pur

Extrait dilué
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Tableau XVII : Résultats de 1’activité antibiofilm de I’extrait aqueux de la poudre de café vert

robusta.
Souche Diameétre des zones d’inhibition en (mm)
testée Staphylococcus aureus ATTCC 25923
Extrait étudié Extrait pur Extrait dilué (*2)
Extrait aqueux 18mm (++) 12mm (+)
Témoin négatif ) )
Témoin positif 38mm (+++) 38mm (+++)

Résistante (-), sensible (+), Tres sensible (++), extrémement sensible (+++)

D'aprés I'étude de Duraffourd et al. (1990) une zone d'inhibition inférieure a 8 mm
indique une absence de sensibilité, une zone d'inhibition entre 8 et 14 mm est considérée comme
une sensibilité limitée, tandis qu'une zone d'inhibition entre 14 et 20 mm correspond a une
sensibilité moyenne. Enfin, un diamétre égal ou supérieur a 20 mm indique une forte sensibilite.
Ces résultats confirment I'activité antibiofilm de I'extrait utilisé.

L'étude menée par Sartini et al. (2019) a révélé un résultat positif dans l'activité
antibiofilm du café vert, avec une concentration inhibitrice médiane (ICso) nécessaire pour
inhiber la formation du biofilm de 14,6 mg/mL. De plus les recherches effectuées par Aissaoui
et al. (2021) ont démontré que les extraits de C. canephora ont une activité antiadhésive
supérieure a 70 % contre Staphylococcus aureus ATCC 25923. De méme, le résultat obtenu par
Angcaya et al. (2019) a mis en évidence une concentration minimale inhibitrice de 0,195%
d’extrait d’acide chlorogénique du café vert, contre le biofilm formé par Acinetobacter
baumannii. Selon cette étude I'acide chlorogénique présente une activité antibiofilm potentielle
contre cette souche et qu’il existe une différence significative entre les antibiotiques disponibles

dans le commerce et I'acide chlorogénique extrait des grains de café verts.
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Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales dans le domaine de la santé est une pratique ancienne qui
gagne une popularité aujourd’hui. Elles sont une source importante de composés actifs, tels que
les composés phénoliques (falvonoides, terpénes, acides chlorogénique, etc) et les alcaloides
dont la caféine qui sont avérés avoir des propriétés antioxydants et antimicrobiennes.

Notre étude est menée sur la caractérisation physicochimique, phyto-chimique et
I’évaluation de 1’activité antibactérienne et antibiofilm des extraits d’une plante médicinale qui
est le café vert.

Dans ce présent travail, diverses propriétés ont été examinées :

La partie physico-chimique de I’expérimentation nous a permis de mieux comprendre
sa composition complexe et les molécules actives qui y sont présentes. Les analyses ont revélé
la présence de composés phénoliques, d'autres antioxydants et composants qui conferent au café
vert ses propriétés bénéfiques pour la santé.

Les résultats ont révélé que les grains de café vert robusta (Coffea canephora) possedent
un pH acide, une faible teneur en eau, matiére séche élevée, une teneur en cendres élevée et une
acidité importante.

D’apres le screening phyto-chimique, les grains de café vert contiennent des molécules
bioactives dont les tannins, tannins galliques, glucosides et les coumarines.

Le rendement en extrait sec est de I’ordre de 28,1 %, avec une teneur en polyphénols
totaux de 64,54 + 0,14 mg EAG/g MS.

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne et antibiofilm de I’extrait aqueux sur les
souches Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922, indique que
I’extrait aqueux de Coffea canephora a un pouvoir antimicrobien intéressant vis-a-vis de ces
souches.

Cependant, malgré ces résultats prometteurs, il est important de souligner que des études
supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes d'action des
composés actifs du café vert et pour évaluer leur efficacité in vivo.

En conclusion, la caractérisation physico-chimique du café vert et I'évaluation de ses
activités antibactériennes et antibiofilm ouvrent de nouvelles perspectives dans le domaine de
la recherche antimicrobienne. Le café vert pourrait représenter une source précieuse de
composés actifs pour le développement de nouveaux agents antimicrobiens, complétant ainsi
I'arsenal thérapeutique existant dans la lutte contre les infections bactériennes et les biofilms.
Pour cela nous suggérons de compléter ce modeste travail par :

- Etude antioxydante et anticancéreuse
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- Etude insecticide : grace aux composés phénoliques qui peuvent agir comme insecticide
naturel en tuant ou en repoussant les insectes nuisibles, ce qui permet le développement des
alternatives plus écologiques aux pesticides chimiques.

- Etude des huiles essentiels qui offrent de nombreuses perspectives intéressantes en termes
de bien étre émotionnel, de santé physique, de beauté et de soins personnels, ainsi que de
nettoyage naturel.

- Détermination des principes actifs de la plante.
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