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Introduction

I ntroduction

Ces dernieres années, la consommation d’aliments d’origine végétale suscite un intérét
toujours croissant aupres des consommateurs. Ce phénomene socia est certainement lié a la
prise de conscience quant a larelation de cause a effet entre la qualité des aliments et la santé
(Allane et Benamara., 2010). A la suite des données d'observation, notamment de ce qu'il est
convenu d'appeler le régime méditerranéen et le paradoxe frangais, la notion d'ééments

nutritionnel s protecteurs est apparue (M aataoui et al., 2006).

La perception des propriétés prophylactiques et thérapeutiques des probiotiques est a
I’origine de la consommation accrue des produits laitiers fermentés notamment le yogourt
(Mercenier et al., 2002).

Les prébiotiques et les probiotiqgues ont connus durant la derniere décennie un regain
d’intérét, materialisé par une explosion des publications scientifiques et sous-tendu par le
partenariat avec I’industrie agroalimentaire. Leur utilisation, initialement fondée sur des

observations empiriques, est aujourd’hui plus rationnelle.

Les probiotiques sont souvent des bactéries lactiques (lactobacilles, bifidobactéries) qui
exercent une action benéfique sur la santé de I’héte qui les ingére en améliorant I’ équilibre de
sa flore intestinale (Fuller, 1991). Les probiotiques sont des substances non digestibles qui
induisent un effet physiologique bénéfique sur I’h6te en stimulant de facon spécifique la
croissance et/ou I’activité d’un nombre limité de populations bactériennes déja établies dans
le cblon comme les bifidobactéries (Gibson et Roberfroid, 1995). Cependant, I’effet
probiotique des bifidobactéries dépend de leur taux de survie non seulement dans les aliments
mais également dans le tractus gastro-intestinal (Shah 2000; Marteau et al., 2003; Gagnon
et al., 2004).

Les légumineuses, y compris le caroubier sont de bonnes sources de nutriments ayant un
potentiel bénéfique pour la santé de I’Homme tel que les oligosaccharides et les
polysaccharides incluant quelques fibres alimentaires. Elles contiennent des proténes, des
vitamines et des minéraux ains gque des antioxydants importants au plan nutritionnel, et des

guantités minimes de graisses insaturées (Miller, 2000),

Les légumineuses pourraient donc constituer une tres bonne source de facteurs de
croissance et de composants prébiotiques pour le yaourt et autres aliments contenant des
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probiotiques on offrant la possibilité daméliorer la formulation des laits fermentés d’un point

de vue nutritionndl.

Le caroubier (Ceratonia siliqua L., Fabacae Césalpinoidae) dont I’origine semble étre
I’Est de la méditerranée est domestiqué depuis 4000 ans avant J.C. ; sa culture extensive date
au moins de 2000 ans avant J.C.) et sa longévité est considérable (jusqu’a 200 ans). La
caroube suscite actuellement beaucoup d’intérét en Algeérie. Ses gousses abondantes, plus
riches en sucre que la canne a sucre et la betterave sucriere, sont utilisées en industrie
agroaimentaire et pharmaceutique, notamment comme antidiarrhégque. Les composés
phenoliques qu’elles contiennent sont a I’origine de leur propriété antioxydante (Hariri et al.,
2009).

Notre travail est réparti en deux grandes parties:

» Une premiére partie relative a I’étude bibliographique contenant des donnes générales
sur les métabolites secondaires, sur la plante étudiée, sur les probiotiques et les

prébiotiques.

» Unedeuxiéme partie expé&imentale qui a porté sur deux aspects :

& Extraction et dosage des composés phénoliques de la pul pe de caroube et
activité antioxydante des extraits obtenus au moyen de trois tests :
1. Test de I’activité anti radicalaire du DPPH.
2. Pouvoir réducteur du fer.
3. Chéation du fer ferreux
& Effet delapoudre de caroube sur la viabilité de probiotique et sur I’activité

antioxydante du yaourt au cours du stockage afroid.
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|. Métabolites secondaires des végétaux

|.1.Définition
La plante est le siége d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése de
principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions méme de vie
de la plante : la plante doit en effet faire face a de multiples agressions de I’environnement
dans lequel elle vit comme |les micro-organismes pathogenes. De ce fait, |a plante développe
un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances les plus diverses pour
se défendre : les métabolites secondaires (Wuyts, 2006). Ces derniers ne représentent que
10% du métabolisme total des végétaux (Kintzios et Barberaki., 2004).Ce sont des
molécules d’un poids moléculaire faible qui, présentent une énorme variabilité structurale.
Plus de 200 000 structures de métabolites secondaires sont définies a ce jour. Ces composés
ne sont pas produits directement lors de la photosynthése, mais résultent de réactions
chimiques ultérieures (Patra et Saxena, 2010).
Etant donné le grand nombre de structures existantes, la diversité de leurs propriétés
chimiques et les faibles concentrations rencontrées, leur éude présente des difficultés
spécifiques, didentifications préalables des structures, d'extraction et d'analyse quantitative,

de mise en évidence des voies de biosynthese et de régulation.

|.2. Différentstypesde métabolites secondaires

En fonction de la nature chimique des composeés, les métabolites secondaires peuvent se
classer selon la présence d’azote dans leur structure en : les métabolites secondaires azotés,
les alcaloides étant | es plus abondants et |es métabolites secondaires non azotes, les phénols et

les terpénes, étant les plus remarquables (L afuente, 2006).

[.2.1. Lesterpénoides

Les terpenoides constituant un groupe de molécules tres différentes tant d’un point de
vue structurel que fonctionnel. Ils constituent probablement la classe la plus vaste et la plus
diversifiée de composés organiques. Leur grande diversité trouve son origine dans le nombre
d’unités de base qui composent la chaine ainsi que dans les divers modes d’assemblage. La
formation de structures cycliques, I’addition de fonction comprenant de I’oxygene et la
conjugaison avec des sucres ou d’autres molécules peuvent rendre leurs structures complexes
(Hopkins, 2003).
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Les terpénes sont des hydrocarbures naturels et majoritairement d’origine végétale, de
structure soit cyclique soit a chaine ouverte : leur formule brute est (CsHx)n dont le x est
variable en fonction du degré d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs (1-8)
sauf dans les polyterpenes qui peut atteindre plus de 100( le caoutchouc). La molécule de base

est I’isoprene de formule CsHg (Figure 1) (Benchaar et al., 2006).

H3C CH
Cc—GC
4 \
H,C H

Figure 1. Structure de 1’isoprene (Raven e al., 2003).

Cette familles comprend des hormones (gibbrélines et acides abscissique), des pigments
caroténoides, des stérols, le latex ains que les huiles essentielles qui jouent des roles
écologigues importants, notamment en contribuant aux phénomenes de communication et de
défense (Hopkins, 2003).

On peut classer tous les terpénoides en fonction du nombre de leurs unités isoprene. Les
hémiterpénes (C5), les monoterpénes, avec deux unités isopréne (C10), les sesquiterpénes
(trois unités : C15), les diterpenes (quatre unités terpéne : C20), les sesterpénes (cing unités :
C25), les triterpénes (six unité: C30), les tetraterpenes (C40, exemple des caroténoides)
(Cowan, 1999).

Les huiles essentielles possedent de nombreuses propriétés biologiques. En
phytothérapie, elles sont utilisées (comme antiseptiques) contre les maladies infectieuses
d’origines bactérienne et fongique. Cependant, elles possedent également des propriétés
cytotoxiques qui les rapprochent des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents
antimicrobiens alarge spectre (Billerbeck et al ., 2002).

Elles possedent également des propriétés anti-inflammatoires, antivirales, anti-
tumorales, stimulantes, toniques et méme irritantes/anesthésiantes. Ces propriétés sont
étroitement liées a la nature de leurs constituants et des groupements ou fonctions chimiques
qu’ils possedent (Kaloustian et al., 2008).
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|.2. 2. Lesalcaloides

Les alcaoides sont des substances naturelles organiques qui contiennent au moins un
atome d'azote dans leur structure chimique, I’atome d’azote accepte souvent un proton, ce qui
leur confére un caractere légerement basique en solution d’ou leur nom « acaloides »
(William et al., 2003). Depuis l'identification du premier alcaloide - a savoir la morphine
(Figure 2) - a partir de I’opium en 1806, puis on découvrit la strychnine en 1818, plus de
10 000 acaoides ont été isolés des plantes. IIs sont principaement extraits des plantes
fleurissantes, mais on les trouve également chez quelques champignons et animaux comme

les fourmis, les grenouilles et les coccinelles. (Harborne et Herbert, 1995).

Figure 2: Structure de la morphine (Badiaga, 2011 : Raven et al., 2003).

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie,
ils affectent chez I’Homme le systeme nerveux, particulierement les transmetteurs chimiques.
Bien que beaucoup d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou I'aconitine ), certains
sont employés dans la médecine pour plusieurs fins : anesthésiques ;dépresseurs ; stimulants ;

antitumoraux ; antipaludique ; vasodilatateur cérébral et analgésique (Stockigt et al.,2002).

Le role des acaloides dans les plantes est souvent inconnu, et leur importance dans le
métabolisme de la plante n’est pas trés bien définie (Bhat ef al., 2005) . Une plante peut
contenir plus de cent alcaloides différents, mais en général leur concentration ne représente
pas plus de 10% du poids sec. L’existence de plantes ne contenant pas d'alcaloides démontre
gue ces Composés ne sont apparemment pas essentiels a leur reproduction. Pourtant, plusieurs
alcaloides sont tres toxiques et offrent, par conséquent, un arsena chimique de défense des
plantes contre I'attague des herbivores et des micro-organismes (Mann et al., 1994). La
nicotine empéche la croissance des larves du tabac. En outre, des alcaloides protégent les
plantes contre les dommages provoqués par lalumiére UV (Harborne et Herbert, 1995). IIs
constituent aussi une réserve de substances capables de fournir I'azote ou d'autres fragments

nécessaires au développement de la plante (Bhat et al., 2005 ; Harborne et Herbert, 1995).
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[.2. 3. Les composés phénoliques

|.2. 3.1. Définition

L appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » désigne un vaste ensemble
de plus de 8 000 molécules (Martin et Andriantsitohaina, 2002) divisées en une dizaine de
classes chimiques, qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure
d’au moins un cycle aromatique a six atomes de carbone, lui-méme porteur d’un nombre
variable de fonctions hydroxyles (Hennebelle et al., 2004; Or zechowski et al., 2002)

Les polyphénols sont probablement les métabolites secondaires les plus répandue dans
le regne végétale (Bahorun , 1997) et ce sont les antioxydants les plus abondant dans notre
alimentation (Or zechowski et al., 2002). Ce sont généralement des pigments, responsable des
teintes automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et fruit (jaune, orange, rouge). Ils
sont présent partout dans les racines, les tiges, les fleurs et les feuilles de tous les végétaux
(Middleton et al., 2000) .

|.2. 3.2.Classification des composés phénoliques

IIs peuvent étre réparties en plusieurs classes qui se différencient par le nombre des
atomes et leur arrangement, la nature du squelette de base, la complexité de ce squelette de
base allant d’un simple C6 a des formes tres polymeérisés, par le degré de modification de ce
squelette : degré d’oxydation ; d’hydroxylation et de méthylation, par les liaisons possibles de
ses molécules de base avec d’autre molécules (glucides, lipides et protéines) (Macheix et al.,
2006).

a) Lesacidesphénoliques

= Acides hydroxybenzoiques : ils dérivent de I’acide benzoique ayant une formule de base
de type C6-CL. lls existent fréquemment sous forme d’ester ou de glucosides et peuvent
également étre des constituants de base des structures complexes comme les tannins
hydrolysables. Parmi Les acides hydroxybenzoiques nous citons : I’acide gallique, I’acide
sdlicylique, I’acide gentistique, I’acide vanillique et autres (Figure 3) (Dietrich et
Nikfarjam, 2008).
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RS CO0H | Acide hydroxybenzoiques R2 | R3 R4 | R5
Acide p-hydroxybenzoique H H OH H
Acide protocatéchique H OH OH H
Acide galique H OH OH OH

Rd R) Acide salicylique OH | H H H
Acide gentistique OH | H H OH

R3 Acide syringique H OCH3| OH OCH3

Acide vanillique H OCH3| OH H

Figure 3: Principales structures d’acides hydroxybenzoiques (Laguerre et al., 2007)

= Acides hydroxycinnamiques : ils présentent une classe trés importante a neufs atomes de
carbones (C6-C3) et dérivent de I’acide cinnamique (Figure 4). Ces acides sont rarement
présents a I’état libre et existent généralement sous formes d’esters ou de glycosides. Parmi
ces acides nous citons I’acide caféique qui a une répartition gquasi-universelle chez les
végétaux, I’acide coumarique, I’acide feruliqgue et sinaptique (Bruneton, 1999 ;
Ribéreau-Gayon, 1968).

06 \ COOH Acides hydroxycinnamiques | R2 R3 R4 R5
Acide coumarique H H OH H
acide caféique H OH OH H

ol R acide ferulique H OCH3| OH H
acide sinapique H OCHs| OH OCHz3

Figure 4: Principales structures d’acides hydroxycinnamiques (Naczk et Shahidi, 2004)
b) les stilbenes

Les stilbénes dérivent des acides hydroxycinnamiques ayant une structure en C6-C2-

C6 : deux noyaux benzéniques reliés par un pont méthylene (Jang et al., 1997). Ils existent

sous forme de monomeéres ou d’oligomeres et sont produits par les plantes en réponse a des
attaques fongiques, bactériennes ou virales (Guignard, 2000)

IIs sont présents dans notre alimentation en quantité faible et le compose le plus connu

dans cette classe est le resvératrol (Figure 5) (Han, 2007). Il est synthétise par la

condensation du 4-coumaryl, avec 3 malonyl CoA donnant chacun 2 atomes de carbone. La

réaction est catalysée par la stilbene synthase, les produits impliqués étant les mémes que pour

7
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la synthese des flavonoides, la seule différence concernant I’enzyme catalysant la réaction
(Chiraet al., 2008).

Le resvératrol se trouve sous forme cis et trans, et est présent dans les tissus végétaux
principalement sous forme de trans-resveratrol-3-O-glucosides. C’est la forme trans qui
confere des propriétés biologiques importantes. Cette molécules attire beaucoup de chercheurs
et promettes divers applications en industrie pharmaceutique et alimentaire car plusieurs
propriétés on lui été attribué : anticancéreuse, cardioprotectrice et anti-inflammatoire (Pando
et al.,2015)

HO
O \ O
OH
HO
Figure 5 : Structure chimique du resvératrol (Mulvihill et Huff , 2010 ; Cheynier, 2005)

c) Lesflavonoides

Les flavonoides (du latin flavus : jaune) constituent un groupe de plus de 6000 mol écules
naturelles qui sont quasiment universelles chez les plantes (Badli et al., 2012 ; Hennebelle et
al., 2004). Ce sont des pigments responsables des colorations jaunes, oranges et rouges des
fruits, feuilles, fleurs et autres organes végétaux (Atanasova et Ribarova, 2009).

Les flavonoides furent découverts en 1936 par le Hongrois Swent-Gyorgyi dans le zeste
du citron (Brad, 2006) et figurent parmi les composeés les plus exploité en phytothérapie. Des
travaux relatifs a ces composeés se sont multipliés ces derniéres années depuis la découverte
du «french paradoxe », correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé
chez les populations méditerranéennes associant une consommeation de vin rouge a une prise

importante de graisse saturées (Rodrigo et al., 2011)

Ils comprenant 15 atomes de carbone et forment une structure de base C6-C3-C6, cette
structure comprend : deux noyaux aromatiques (A) et (B) liés par trois atomes de carbones
qgui forment un composé hétérocyclique oxygéné (C) (figure 6). Le noyau B et le pont
carboné constituant une unité phénylpropanoide synthétisee a partir de la phénylaanine
provenant de la voie de I’acide shikimique, alors que le noyau A vient de la condensation de 3

motifs acétate via la voie de I’acide malonique (Haliwell, 2007).
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Figure 6: structure de base des flavonoides (EI Kabouss et al. , 2001)

Cette grande classe contiens plusieurs types de molécules qui différent dans leur

structure chimique par le mode d’hydroxylation ou de méthylation, le type du sucre substitué

sur le noyau (C), la présence ou non de ladouble liaison C2-C3 et le positionnement du noyau

(B). Ces facteurs constituant le principe de base de la classification des flavonoides dont les

principaux sont les flavones, les flavonals, les anthocyanidines, les flavans, les flavan-3-ols
(catéchine) et flavan-3-4-diols (Figure 7).
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Figure 7 : structure de base des différentes classes de flavonoides (Cushnie et Lamb, 2005)
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d) Lestannins

Les tannins sont des composés phénoliques de structure large et variée ayant en commun
la capacité de former des complexes avec les protéines et avec d’autres polymeéres organiques
tels que les glucides, les acides nucléques, les stéroides et les alcaoides (Zhu et al., 1997).
IIs sont souvent polymeérisés avec un poids moléculaire allant de 500 a 3000 Da (Cai et al.,
2004)

Le go(t astringent des fruits et |égumes est du en grande partie a la présence des tannins
(Haslam, 1974) ; la sensation tactile de se gout se manifeste par la complexassions de ces
derniers avec les protéines salivaires et les glycoproténes produisant un dessechement de la
bouche (Peronny, 2005). La capacité a se lier et a précipiter les protéines est a I’origine des
effets antinutritionnels des tannins. En effet plusieurs études ont rapportés que les tanins ont
des activités inhibitrice sur les a-amylase, la pepsine, la trypsine est quelques lipase (He et
al., 2006). Cette propriété physique des tannins est a l’origine de leurs importances
économiques et écologiques : ils sont utilisés pour transformer la peau fraiche en matériaux
imputrescibles: le cuir (Bruneton, 1999).

En général, les tanins sont subdivisés en deux groupes distincts en fonction du type de
I”acide phénolique qui les composent et du type de liaisons (Cai et al., 2004). On distingue
les tannins hydrolysables (groupe principalement responsable des effets toxiques pouvant
apparaitre lors de la consommation de certaines plantes) et les tannins condensés ou
proanthocyanidines (ils ne traversent pas la barriere intestinale, ils sont donc beaucoup moins

toxiques).
» Lestanninshydrolysables

Ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique
(acaine ou acide) ou enzymatique. Ils libérent alors une partie phénolique qui peut ére un
acide gallique, c’est le cas des gallotannins (Figure 8) ou un dimere de ce méme acide,
I’acide ellagique, c’est le cas de tannins ellagique et une partie non phénolique souvent du

glucose ou de I’acide quinique (Macheix et a.l, 2006).

10
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OH
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Pentagalloylglucose

Figure 8: Exemple d’un tannin hydrolysable (pentagalloyglucose) (Cheynier, 2005)

» Lestannins condensés (proanthocyanidines)

lIs résultent de la polymérisation de molécules éémentaires de flavan-3-ols ou de
flavan-3,4-diols (Figure 9). lls résistent a I’hydrolyse et seules les attaques chimiques fortes
permettent de les dégrader. Ainsi, par traitement acide a chaud ils se transforment en

pigments rouges et, pour cette raison, ils sont dénommeés proanthocyanidines (Macheix et

al., 2006)

Figure 9: Structure chimique de tannin condensé (Smith et al., 2007).

1.2. 3.3. ROle et intéré des polyphénols
a) Dansle végétal

On attribue aux polyphénols plusieurs roles dans le végétale :

= Roéle physiologique: ils sont impliqués dans le contrdlent la croissance cellulaire, la
floraison, la pigmentation et la stimulation des nodules de fixation de I’azote
(legrand, 1977). Une des propriétés mageure des polyphénols précisement les
flavonoides est d’exercer un effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateur,
assurant par ce biais une éapes fondamental de la reproduction (Kaiserova et al.,

2007).
11
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» Rodledansladéfense: ils sont synthétises en réponse aux agressions et aux conditions
de stress biotique et abiotique tels que les infections, les blessures et les radiations
UV. En effet la capacité d’une espéce végétale a résister a I’attaque des insectes et
microorganisme est souvent corrélée a la quantité en composés phénoliques qu’elle
synthétise (Bahorun, 1996).

= Rodlestructurale: lalignine on relation avec larigidité des parois cellulaires, permet
la conduction de la séve brute et participe au port dressé des veégétaux ligneux
(Dietrich et pour-Nikfardjam, 2009)

b) Chez ’'Homme

Actuellement, les études portant sur les polyphénols connaissent un grand essor et un
intérét explosif. Leur bienfaits suggerent un rdle protecteur a I’encontre de plusieurs
pathol ogies dégénératives incluant les maladies cardiovasculaire ; I’athérosclérose et le cancer
(Scalbert et Mazur , 2000). Les effets bénéfiques sur la santé de I’Homme sont illustrés dans

lafigure suivante :

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant \—/
Wz

Détoxifiant 4——_2_POLYPHENOLS<—1- Anti-inflammatoire

W iNOs
/ s‘ Anti-agrégant

NF-xB

Vasodilatateur Anti-thrombotique

T
eNOSs NO

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 10: propriétés biologiques attribué aux composés phénoliques (Alén-Ruiz et al., 2009)
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II. Lesradicaux libres et les antioxydants

| .1. Lesradicaux libres

Un radicale libre est une espéce chimique (molécule ou atome) qui possede un éectron
ou plus non apparié dit “‘célibataire’” sur son orbitale externe (Judde, 2004). Celalui confere
une grande réactivité et une instabilité énergétique et cinétique et donc une demi-vie trés
courte. En effet ce radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un
électron d’une autre espece chimique pour devenir plus stable (Davasagayam et al., 2004).
L’espéce agressée devient a son tour radicalaire initiant de cette fagon un processus de
réaction en chaine qui se caractérise par trois étapes ; initiation, propagation et terminaison
provoquant enfin une perturbation de la cellule vivante (Kocchilin-Ramonatxo, 2006 ; Van
Antwerpen et Neve, 2004). Les différentes voies de formation des ERO sont illustrées dans

la figure 11.

[1.2. Nature desradicaux libres

Les especes radicalaires sont produites en permanence par les systémes biologiques.
L’appellation especes oxygénées réactives (ERO) inclut les radicaux libres de I’oxygene
(radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc...) mais aussi certains dérivés
réactifs non radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que le peroxyde d’hydrogéne

et le peroxynitrite (Halliwell et Whiteman, 2004) (Tableau 1).

Tableau 1: Les principaes espéces oxygénées réactives générées dans les systemes

biologiques (Bartosz, 2003).

L es espéces oxygenéesr éactives (EOR)

Espécesradicalaires Espéces non radicalaires

Anion superoxyde (O2e) Peroxyde d’hydrogéne (H202)
, Acide hypochlorique (HOCI)

Radical hydroxyle (OHe)
Oxygénesingulet (102)

Monoxyde d’azote (NOe ) "
Peroxynitrite (ONOO )

13
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Figure 11 : les différentes voies de formation des ERO (Valko et al., 2007).
| .3. ROle biologique des radicaux libres

Le role des radicaux libres est complexe est mal connu, ce sont des produits normaux du
métabolisme des cellules vivantes. 1ls sont reconnues d’avoir un double réle ; un bénéfique
guand ils sont présent en quantités modérées et le néfaste quand ils sont abondants
(Sarmiento et al., 2015). Les espéces réactives d’oxygene (ERO) sont impliques dans les
défenses naturelles contre les agents pathogenes et leur toxique, et la régulation de la
dilatation des capillaires (Pincemail et al., 2002).

Le NO par exemple a des rbles physiologiques importants. Il joue le rdle d’un
neurotransmetteur ; régulateur de la pression artérielle et vasodilateur. Dans I’endothélium
vasculaire, il est produit a partir de la L-arginine par I’enzyme nitrique oxyde synthase (NOS)
pour provoquer la relaxation des muscles lisses. Le NO est aussi produit par |es macrophages

et les granulocytes ou il réagie avec I’anion superoxyde pour former le radicale hydroxyle.
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Les cellules phagocytaires synthétisent aussi I”acide hypochlorique (HOCI) par I’oxydation de
I’ion chloride par I’hydrogene peroxyde et la réaction est catalysé par la myeloperoxidase
(Ceconi et al., 2003).

I1.4. Effets négatifs associés aux radicaux libres

Les ERO sont impliqué dans plusieurs pathologies les effets négatifs qui leur sont
associés  varient en fonction de leur concentration (Nishikawa, 2008). Leur présence en
exces provoque des dommages cellulaires, soit par oxydation des lipides membranaires et les
acides gras essentielles mono ou polyinsaturé ; soit I’oxydation des protéines et des enzymes
ou oxydation de I’ADN et I’ARN (Figure 12). Ces effets sont impliqués dans I’apparition de
pluseurs pathologies chroniques tel que le cancer, I’athérosclérose et les maladies

cardiovasculaires (Hussin et al., 2007 ; Ceconi et al., 2003).
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Figure 12 : Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les ERO
(Kohen et Nyska, 2002).

[1.5. Le stresse oxydant

Dans un systeme biologique normal, les radicaux libres sont produits en permanence et en
faible quantité par les organismes aérobiques comme sous produit de leur métabolisme
énergétigue normale, ou ils exercent leurs réles physiologiques (Nishikawa et al., 2008 ;
Ceconi et al., 2003). Cette production est parfaitement métrisée par les systemes de défenses
incluant les enzymes tel que le superoxyde dismutase, la catalase, e glutathion peroxydase et
les non enzymes tel que le glutathion, I’ascorbate, le tocophérol ou rétinol (Antwerpen et
Neve, 2004).
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Dans des circonstances normales ont dit que la balance antioxydant/pro oxydants est en
equilibre, cet équilibre est tres important pour la survie des cellules (Valko et al., 2007). Dans
certaines situation cet équilibre est rompus gue ce soit par surproduction de radicaux libres ou
par déficit on antioxydants on parle alors de “’stresse oxydant’’, ce qui a pour conséquence

I’apparition de dégats souvent irréversibles pou les cellules (Aravodis, 2005)

Notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi
nos mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de fagcon anormale la production des EOA
dans notre organisme. A long terme, ces facteurs contribuent a I’apparition de diverses
pathologies liées au vieillissement comme les cancers ou les maladies cardio-vasculaires.
Dans un souci de prévention, il conviendra donc de disposer d’outils performants permettant
d’évaluer correctement le statut de stress oxydant chez un individu afin d’apporter les
corrections nécessaires pour optimaliser nos défenses antioxydantes et diminuer les
dommages oxydatifs induits par les EOA au niveau de I’ADN, des protéines et des lipides
(Haleng et al., 2007).

I1.6. Systémes de défense contre le stresse oxydatif

L’ exposition des cellules aux radicaux libres provenant de plusieurs sources oblige
I’organisme a développer une stratégie de défense antioxydante que se soit par les
antioxydants enzymatiques incluant le superoxyde dismutase (SOD), le glutathion peroxydase
(GPx), le glutathion réductase(GR) et la catdase (CAT) ou les antioxydants non
enzymatiques qui sont représentés par la vitamine C, lavitamine E et les tocophérols (a, B, y
et 0), les caroténoides et | es flavonoides (M or ales, 2012)

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder
ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Berger, 2006). Les cellules utilisent de nombreuses
stratégies antioxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour contrdler leurs niveaux
d’especes réactives de I’oxygene (Figure 13). La nature des systémes antioxydants differe
selon les tissus et les types cellulaires et selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou

extracellulaire (Goudable et Favier, 1997).
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Figure 13 : Régulation de la production d’especes réactives de I’oxygéne par les systéemes de
défenses antioxydants (Pincemail et al., 2002).

[1.7. Activité antioxydante des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont les antioxydants les plus abondants dans notre
alimentation (Orzechowski et al., 2002). De nombreux composés dont les flavonoides
(flavonols, flavanols,...), les isoflavonoides (génistéine...), les acides phénoliques, en
particulier les dérivés de I’acide caféique, (Derbel et Ghedira 2005 ; Marcheix et al., 2005),
les tanins (Zhu et al., 1997 ; Hagerman et al.,1999) présentent une activité antioxydante
marquée. L’effet protecteur dépend de leurs concentrations et de leurs structures chimiques.
L’activité antioxydante des composés phénoliques augmente avec le degré de polymérisation
et diminue avec le degré de méthylation et de glycosylation au niveau des groupements
hydroxyles (Marcheix et al., 2005).

IIs peuvent piéger les radicaux libres, inhiber les enzymes responsables de leur formation
ou participer ala chélation de certainsions métalliques (El-Haci et al., 2012).

|.7.1. Piegeage desradicaux libres

Les flavonoides réagissent avec de nombreux radicaux libres tels que le radica
superoxyde (O2° ), peroxyle (ROO°), akoxyle (RO°) et hydroxyle (OH®), par transfert
d’hydrogene de la fonction acool (Figure 14).

> L’anion superoxyde (O2¢ ) est neutralisé par les flavonol par la double liaison du

cycle C quand celle-ci est substituée par un groupe hydroxyle (Toumaire et al.,
1994).
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> lalutéoléine qui est un flavone est un piégeur puissant du radica DPPH et un
inhibiteur de la xanthine oxydase (Kaiserova et al., 2007). les anthocyanines ont un
pouvoir antioxydant trés élevé (20 fois plus important que la vitamine E et 50 fois
plus éevé que la vitamine C) Cela permet d’économiser les antioxydants exogenes
(vitamine E, vitamine C, 3-carotene...) et endogenes (superoxyde dismutase, catalase,

glutathion peroxydase) (Rodrigo et al., 2011).
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Figure 14 : Piégeage des radicaux libres par les flavonoides (M arfak, 2003)

[1.7. 2. Chélation de certainsions métalliques

Le cuivre et le fer libre sont des promoteurs important qui générent des radicaux
hydroxyles a partie du peroxyle d’hydrogene par la réaction de fenton. Les flavonoides

inhibent la formation des radicaux libres par la chélation de ces métaux de transition (Figure

15)(Milane, 2004).

Figure 15: Chélation des métaux de transition par les flavonoides (Pietta, 2000).

[1.7. 3. Inhibition d’enzymes

Les polyphénols en particulier les tanins ont une affinité significative pour les protéines et
pour les peptides (figure 16). Cette propriété est exploitée dans I’industrie du cuir qu’on
appelle le tannage qui est 1a conséquence de la formation d’une liaison entre les tannins et le
collagéne de lapeau (Ribéraux-Gayon et al., 1982 ; Marcheix et al., 2005).
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Ces liaisons affectent I’activité de nombreuses enzymes impliquée dans le stress oxydant.
En effet certains flavonoides comme I’apigénine, la quercétine et la myricétine inhibent la
xanthine oxydase par formation de liaison avec elle, celle-ci est considérée comme source
importante du radical superoxyde lors de I’oxydation de I’hypoxanthine en acide urique
(Nijveldt et al., 2001).
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Figure 16 : Les différents types de liaison des polyphénols-protéines (Simon, 2003).
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[11. Lesprobiotiques et les prebiotiques

[11.1.Lesprobiotiques
[11.1.1. Définition d’un probiotique

Le mot probiotique dérive du langage grecque qui signifie ‘pour la vie’ .Ce terme a
bénéficié de plusieurs définitions qui ont évolué dans le temps en fonction des connai ssances
scientifigues et des avancées technologiques (L ourens-Hattingh et Viljoen, 2001, Vasiljevic
et Shah, 2008).

La notion de probiotiques s’est développée principalement grace aux travaux de
Metchnikoff, chercheur a I’ Institut Pasteur et Prix Nobel en 1908 (Drider et Prévost, 2009).

Le terme « probiotique » fut introduit pour la premiere fois en 1954 par Vergio qui a
comparé dans son manuscrit ““‘Anti- und Probiotika’’ les effets des antibiotiques et les autres
substances antimicrobienne sur la flore intestinale (Holzapfel et Schillinger, 2002). En 1965
Lilly et Stillwell les ont définies comme des facteurs microbiologiques capables de stimuler
la croissance d’autres organismes comme ceux composant la flore intestinale. Ensuite, Parker
(1974) élargit cette définition a des « organismes et substances qui contribuent a I’équilibre de
la flore ». Cette définition inclut potentiellement des produits métaboliques microbiens y
compris les antibiotiques (Kipnis et al., 2012).

Plus tard, Roy Fuller en 1989 propose une définition tres proche du sens actuel : «
supplément alimentaire microbien vivant qui affecte de facon bénéfique I’hdte en améliorant
I’équilibre de sa flore intestinale » (Agrawal, 2005).

Par opposition aux précédentes définitions, la définition suivante introduit la notion de
souche définie bien caractérisée d’un point de vue taxonomique ainsi que la notion de quantité
apporté a I’Homme. |l s’agit de la définition universelle éablie par I’'OMS/FAO : « micro-
organismes vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantités adéquates, exercent une action

bénéfique sur la santé de I’h6te qui les ingere»

111.1.2. Lesdifférentstypes de probiotiques

Les microorganismes reconnues d’étre probiotiques sont généralement des bactéries
lactiques appartiennent au genre Lactobacillus et Bifidobacterium mais certaines bactéries
appartenant a d’autres genres et quelques levures et moisissures présentent également des

fonctions probiotiques (River a-Espinoza et Gallardo-Navarro, 2010 ; Kruger, 2009).

20



Synthese bibliographique

Les probiotiques et les prébiotiques

Ces bactéries peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé en contribuant a la

protection contre certaines maladies ou a prévenir certaines carences nutritionnelles. C’est

pourquoi ils sont tres éudiés et recherchés. (Rouhi et al., 2013).

Les types microorganismes reconnus d’étre probiotiques sont illustrés dansle Tableau ||

Tableau Il : Micro-organismes reconnues d’étre probiotiques (Tripathi et Giri., 2014; Saad

etal., 2013).
Lactobacillus | Bifidobacterium | Autresbactérieslactiques | Autresmicro-organismes
L. acidophilus | B. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus spp,
L. Smyl OVIrUS | B animalis Enterococcus faecium Escherichia coli strain Nissle
L. brevis . . o :
L . B. bifidum Lactococcus lactis Propionibacterium
L. cellobius B. breve Leuconstoc mesenteroides freudenreichii
L. crispatus B. infantis Pediococcus acidilactici Clostridium butyricum
L. curvatus . : - .
L delbrueckii B. lactis Sporolactobacillusinulinus | Saccharomyces cerevisae
L. farciminis B. longum Streptococcus thermophilus | Saccharomyces bourlardii
L. fermentum B. thermophilum Streptococcus diacetylactis
L. gall nqrum Streptococcus intermedius
L. gasseri
L. johnsonii Streptococcus salivarius
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus

a) Lesbactérieslactiques

Les bactéries lactiques sont des hétérotrophes dont les caractéristiques sont les

suivantes: bacilles ou coques Gram positif,

généralement

immobiles, asporulées,

aérotol érantes, chimiotrophes et ne possedent ni catalase, ni nitrate-réductase et ni cytochrome

oxydase (Drider et Prévost, 2009). Elles sont classees selon deux criteres leur morphologie et

leur voie de fermentation (Rivera-Espinoza et Gallardo-Navarro, 2010).

Elles représentent 1% de la flore fécale d’un adulte (Buddington et al., 2002). Elles

forment un groupe de bactéries extrémement important et intéressant du fait de leurs
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nombreuses activités métaboliques qui contribuent aux caractéristiques organoleptiques tres
appreéciées des produits fermentés, notamment la flaveur, la saveur, la texture ains que les

attributs nutritionnel s et technol ogiques (Nout, 2009).

Elles sont désignées par le statue de GRAS (Generally Recognized As Safe) et
largement exploité dans la conservation des aiments pour leur aptitude a produire des
substances antimicrobienne provenant de leur activité fermentaire (Stoyanova et al., 2012).
Elles ont la capacité de dégrader une large gamme de sucres comme le lactose et le galactose
pour les produits laitiers, mais aussi |e saccharose, le maltose, le glucose, |e fructose et des a-

galactosides pour les produits d’origine végétale (Goulet 2009).

Les genres les plus importants en alimentation humaine sont Lactobacillus, Lactococcus,
Enteroccocus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc et Bifidobacterium (Rivera-
Espinoza et Gallardo-Navarro, 2010 ; Vasiljevic et Shah., 2008).

» LelLactobacillus

Lactobacillus a fort probablement la plus longue histoire en matiere de bienfaits santé
associés aux microorganismes. C'est d'ailleurs ce genre qui fut a l'origine des premiéres
théories probiotiques énoncées par Metchnikoff (Sharma et Mridula., 2013).

Ce genre comprend au moins 145 especes reconnues pour -contrairement aux
bifidobactéries - présenter une diversité phylogénétique, phénotypique et écologique
extrémement variés. Lactobacillus rhamnosus GG est la souche probiotique la plus étudiée,
environ 200 références (AFSA, 2005).

Lactobacillus acidophilus est le genre le plus dominant du tractus intestinal de I’Homme
sain. Il résiste aux enzymes digestifs et aux sels biliaires et tolere I’acidité jusqu'a un pH de
3,6 (soit 0.3% a 1.9% d’acidité titrable) ; c’est pour quoi il est considéré comme probiotique.
Sa température optimale de croissance est comprise entre 35 et 40°C (Rivera-Espinoza et
Gallardo-Navarro, 2010).

> LeBifidobacterium
Le Bifidobacterium est un composant normal du tractus gastro-intestinal de I’Homme et
des animaux . C’est un gram positif non sporulé a une morphologie particuliére, en forme de
Y, immobile, catalase négatif et anaérobie (Chitapanarux et al, 2015; Martinez et al.,

2013). Son pH optimum est compris entre 6 et7 et sa croissance est faible au pH inferieur a
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4,4, Sa température optimum de croissance est comprise entre 37 et 42 (Rivera-Espinoza et
Gallardo-Navarro, 2010)

Cette bactérie serait notamment prédominante chez les enfants nourris au lait maternel
(Agrawal., 2005). Lors d’un episode infectieux tel que la diarrhée, le nombre de ces bactéries
diminue dans les selles (Colarelli., 2010)

L’espéce Bifidobacterium animalis initialement nommée Bifidobacterium bifidum avant
d'étre reclassée, est |I'une des souches probiotiques ayant regu le plus d'attention; elle est bien

caractérisée et arécemment été sequence, ce qui en facilite I'étude (Lelvers et al., 2011).

[11.1.3. Forme de commer cialisation des probiotiques

Les probiotiques sont consommés sous deux principales formes : les suppléments en
capsules et les aliments (Champagne et Gardner, 2005).

L’encapsulation (ou microencapsulation) qui est une nouvelle technologie, permet
d’augmente la survie des probiotiques en leur offrent un maximum de protection contres les
agents physico-chimiques et les macrophages (M artine et al., 2008). Cependant, |es bénéfices
apportés par les probiotiques sous cette forme n'égalent pas ceux d'un aliment probiotique. En
effet, le peu de temps passé dans l'intestin pourrait Savérer insuffisant pour I'activation

meétabolique des souches lyophilisée (encapsul és) (Ejtahed et al., 2011).

En outre, les aiments constituent la forme la plus appréciée et la plus répandue pour la
consommation de probiotiques. Pour ces aliments, dont la quantité et la variété explosent sur
les marchés, le défi réside principalement dans le maintien de la survie des microorganismes
(Saran et al., 2012). En effet pour qu’un aiment confére des effets thérapeutiques, il doit
contenir plus de 10° UFC/ml de probiotiques et doivent étres vivantes jusqu'a sa date limite

de consommation (Colombo et al., 2014).

[11.1.5. Criteresde Sélection d'un probiotique

Le choix d’un microorganisme comme probiotique est delicat puisque celui-ci devra
démontrer certaines caractéristiques pour étre considéré comme tel. Les critéres les plus
abordés en littérature sont résumés dans le tableau suivant :
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I nnocuité et

7z

séeurité

¢ souche non pathogene et identifié par des méthodes appropriées caractérisée
par des techniques phénotypiques et génotypiques.

e pas de transmission possible de génes de résistance aux antibiotiques.

Criteres
technologiques

e Stabilité au cours des procédés de production par résistance aux conditions de
fabrication du produit (Température, pression, oxygene).

e Survie dans I’aliment jusqu’au délai de sa consommation.

e Posséder des caractéristiques organoleptiques intéressantes et ne devra pas

altérer le produit.

Criteresfonctionnels

e Tolérance a I’acidité gastrique (pH aussi bas que 1,5 a jeun).

¢ Résistance alabile et aux enzymes digestives.

e Capacité d’adhésion aux cellules épithéliales et au mucus

o Affronter le microbiote autochtone par production de substances
antimicrobiennes et antagonisme vis-avis des pathogénes (bactériocines;
H20,).

Criteres physiologiques
désirables

¢ Production de vitamines et acides gras essentiels

eEffet positif sur le systéme immunitaire et réduction des réponses
inflammatoires digestives

¢ Réduction des diarrhées et constipation et métabolisme du cholestérol.

e Diminution du risque du cancer du colon

e Atténuation des symptémes dus a I’intolérance au lactose.

Tableau |11 : Les principaux critéres de sélection des probiotiques (Tripathi et Giri., 2014 ;

Gaggia et al., 2010 ;Vasiljevic et Shah, 2008).

[11.1. 6. Survie des probiotiques dansletube digestif

La quantité de probiotiques vivants dans I’intestin dépend de la souche, de la dose

ingérée, des facteurs liés a I’hdte et de I’aliment vecteur. De nombreuses souches de

bifidobactéries et de lactobacilles survivent bien pendant le transit intestinal pour arriver en

grande quantité dans les selles. L’acidité gastrique et les sécrétions bilio-pancréatiques
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constituent les principaux mécanismes endogenes d’inactivation des bactéries ingérées
(AFSA, 2005).

La protection contre I’acidité gastrique peut se faire par un passage rapide dans I’estomac
ou en protégeant les bactéries par le pouvoir tampon de I’aliment vecteur ou par des systémes
gal éniques de protection tels que la micro-encapsulation (Drider et Prévost, 2009).

La dose ingérée de probiotiques est un facteur important pour obtenir les effets désirés.
On recommande que le produit doive contenir au moins 10° UFC/ml de probiotiques vivants
au moment de sa consommation (Lamsal et Faubion, 2009). A titre d’exemple, cette quantite
devait étre consommée pour que Lactobacillus rhamnosus GG soit détecté dans les feces. Il
est aussi souvent cité que les concentrations de probiotiques doivent étre supérieures ou égales
a10° UFC/mL dans I'intestin gréle (iléon) et & 10® UFC/g dans e colon (AFSA, 2005).

[11.1.7. Mécanismes d’action des probiotiques

Les effets les plus documenté sont sur le tube digestif ; le systeme immunitaire et sur le
métabolisme de I’h6te (Piquet et al., 2007).

[11.1.7.1. Effet sur letube digestif

Les bienfaits des probiotiques pour la santé digestive peuvent comprendre :

* La réduction de I’incidence de la sévérité des diarrhées (diarrhées infantiles, diarrhées
associés aux antibiotiques, diarrhées des voyageurs), pathologie la plus universellement
reconnue bénéficier de I’usage des probiotiques (Ducrotté, 2010 ; Agrawal., 2005).

* Le traitement de la constipation, des ballonnements et du Syndrome de I’intestin irritable en
participant aramollir les selles et a faciliter leur passage a travers le cdlon. Les probiotiques
peuvent favoriser la régularité et le contrdle du temps de transit intestinal, et peuvent aider a
augmenter lafréguence des selles (Waikar, 2013 ; Ducr otté, 2007).

* La prévention et le traitement de la pochite qui est une inflammation du réservoir iléal chez

les patients ayant subi une ablation du colon (Drider et Prévost, 2009).

» Réduction du risque du cancer du colon dans le modele animal, probablement parce qu’ils
réduisent I’activité de certains enzymes bactériennes qui pourraient augmenter les niveaux de

procarcinogenes (Goulet, 2009).

» On parle de réel « effet barriere » : le probiotique empéche la fixation de I’agent pathogeéne,
par sa fixation au niveau des récepteurs ou de molécules d’adhésion, par conséquence il
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renforce la sécrétion de mucus des cellulesintestinales afin de fortifier la barriére naturelle de
laparoi vis-avisdesagressions (Drider et Prévost, 2009).
Les mécanismes impliqués dans la modulation de I’effet barriere sont illustré dans la

figure suivante:

A / e I c
pv g N 4 w Too -

Figure 17 : Modulation de I’effet barriére par les probiotiques (Alexandre et al., 2014)
A. Production de molécules antibactériennes. B. Inhibition du quorum-sensing et des facteurs de virulence. C.

Compétition a I’adhésion cellulaire.

[11.1.7.2. Effet sur le métabolisme de I’hdte

L es effets métaboliques |l es plus remarqués sont :

*Favoriser la solubilisation des différents constituants de I’aliment qui les contient,
améliorant ains leur biodisponibilité. A cet égard, les yoghourts présentent des taux de Ca,
Mg et K superieurs d’environ 30% a ceux des laits d’origine (Ngounou et al., 2003).
L’amélioration de I’absorption de ces minéraux est favorisée par la production accrue
d’acides dans le colon. Cet effet peut influer de maniere positive sur le risque d’ostéoporose et

augmenter larésistance des os (Kruger, 2009 ; Delzenne et Cani, 2008)

*Réduction des effets du a I’intolérance au lactose car la digestibilité du lactose du yaourt
peut aler jusqu’a 90%. La lactase du yaourt serait protégée de I’acidité gastrique et libérée
dans le duodénum sous I’action des acides biliaires (Sharma et Mridula, 2013).

eL.’amélioration de la digestibilité de I’amidon, grace a I’activité amylolytique de certaines
bactéries lactiques amylolytiques (BLA) (Ouattara et al., 2008)

*Apporter des vitamines du groupe B, notamment en riboflavine, niacine et thiamine
(Holzapfel et Schillinger, 2002).
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*Métabolisme du cholestérol et par conséquences réduction du taux ce dernier dans le sang

(Rivera-Espinoza et Gallardo-Navarro, 2010).

eLa réduction des facteurs antinutritionnels tels que :
& |es a-galactosides (stachyose et raffinose responsables du phénomeéne de flatulences),
& |es phytates
& |es composés phénoliques qui diminuent |a biodisponibilité des minéraux (fer, zinc et
calcium) en particulier lestanins
& |es inhibiteurs de protéases (facteur inhibiteur de la trypsine), (Lestienne et al.,
2005).

eLa réduction de composes toxiques comme les amines biogénes et les composes

cyanogeéniques (linamarine) (Cor setti et Settanni, 2007).

111.1.7. 3. Effets sur le systémeimmunitaire

Leurs effets positifs sont attribués au fait qu’ils modulent la composition de la microflore
naturelle de I’intestin. Ces effets immunomodulateurs sont varies :
& activation des macrophages locaux et augmentation de la présentation des antigenes
aux lymphocytes B (M or eau, 2001),
& production accrue d’immunoglobulines A sécrétoires et diminution de réponse
immune aux antigénes aimentaires (Kipniset al., 2012) .
& production de Cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-B) (Ribeiro et al., 2011)

& Réduction de la perméabilité intestinale (Goulet, 2009)

La capacité d’inhibition des souches pathogenes sont I’'un des critéres fréqguemment
utilisés pour sélectionner des souches probiotiques. La méthode la plus utilisée est la co-
incubation sur un milieu gélosé ou liquide permettant la croissance du probiotique et de
I’agent pathogéne appartenant le plus souvent aux genres Bacillus, Clostridium,
Enterococcus, Escherischia coli, Listeria, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus et
Yersinia (Dunne et al., 2001). Les probiotiques peuvent inhiber le développement de ces
bactéries pathogenes en produisant des facteurs antibactériens comme le H2O; et le NO, en les
agglutinant ou par compétition envers les nutriments (Rivera-Espinoza et Gallardo-
Navarro, 2010).

Plusieurs bactéries lactiques peuvent aussi détoxiquer efficacement les mycotoxines

contenues dans des aliments d’origine végétale, généralement synthétisées par les moisissures
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comme Aspergillus, Byssochamys ou Penicillium. Les mycotoxines sont reconnues comme
mutagenes, carcinogenes, et immunosuppresseurs. La patuline (PAT) et I’ochratoxine (OTA)

sont dégradées par quel ques bactéries lactiques (Speijers, 2003).

111.1.8 Quelques effets positifs prouvés par quelques souches a potentiel probiotique

Les effets bénéfiques attribués au probiotiques sont nombreux. La plus part ont étés
établies suite a des études cliniques ou a des testes in vitro. Quelques effets prouvés sont

illustré dans le tableau V

Tableau 1V : effets positifs prouvés par quelques souches a potentiel probiotiques (Saad et
al., 2013)

Souche Effet observé

e Réduction du syndrome de I’intestin irritable

e Réductiondu LDL-cholestérol

e Réduction de la diarrhée induite par Clostridium
difficile

Lactobacillus plantarum 299v

e Traitement de I’infection dus au rotavirus et la
diarrhée associé au antibiotiques

e Modulation du systeme immunitaire

e Prévention de la pochite poste-chirurgicale

e Tratement desallergies

L. rhamnosus GG

e Traitement de I’infection dus au rotavirus et la
L. acidophilus La5 diarrhée associé au antibiotiques

e Réduction du taux de cholestérol sanguin

e Activation du systeme immunitaire chez les patients
L. acidophilus M92 atteints du syndrome de I’intestin irritable

e Réduction du LDL-cholestérol

e Réduit I’'inflammation du colon

L. salivarius UCC118 : . . .
e Modulation delamicrofloreintestinale

L. reuteri DSM 12246 e Réduction deladiarrhée dus au rotavirus

e Stimulation du systéme immunitaire

Bifidobacterium breve e Traitement du syndrome de I’intestin irritable
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e Traitement de I’allergie
B. longum BB536 e Traitement de I’infection du au rotavirus

¢ Inhibition d’ Helicobacter pylori
B. lactis Bb12 e Traitement de I’infection du au rotavirus

e Modulation du systéme immunitaire

Escherichia coli Nissle 1917 e Exclusion de I’agent pathogene E. coli
e Réduction de I’ulcere colique

. Augmente la sécrétion des |
B. animalis * g 9A

e Réduction de ladiarrhée induite par Clostridium
Saccharomyces boulardii difficile
e Réduction de ladiarrhée du aux antibiotiques

I11.2. Lesprébiotiques

[11.2.1. Définition

Le concept prébiotique est lié au développement des aiments fonctionnels depuis les
années 1990 (Dupont, 2000). C’est a Gibson et Roberfroid (1995) que revient la premiere
définitionde cette nouvelle catégorie d’aliments dont la caractéristique est d’étre « des
substances non digestibles qui induisent un effet physiologique bénéfique sur I’héte en
stimulant de fagon spécifique la croissance et/ou I’activité d’un nombre limité de populations
bactériennes déja établies dans le colon comme les bifidobactéries et les lactobacilles »

Ainsi, le principe des prébiotiques repose sur la stimulation sélective de ces micro-organismes
coliques capables de dégrader ces prébiotiques en monomeres d’hydrates de carbone qu’ils

utilisent pour leur croissance (Kruger, 2009).

Pour qu’un ingrédient alimentaire soit classé comme prébiotique, il doit alafois:

1. Résister a I’acidité gastrique et a I’hydrolyse enzymatique et ne pas étre absorbé dans la
partie haute du tube digestif ;

2. étre un substrat sélectif de fermentation d’une ou plusieurs bactéries bénéefiques,
commensales du colon ;

3. stimuler sélectivement la croissance et/ ou I’activité des micro-organismes intestinaux
qui procurent des effets bénéfiques sur la santé, en conségquence, induire une composition plus
saine delaflore coligue (Gibson et al., 2004) ;
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4. Etre stables pendant le processus de traitement de I’aliment qui le contient (Wang et al.,
2009) .

Un probiotique peut étre associé a un substrat, qui lui est spécifique, appartenant a la
classe des prébiotiques. Le mélange ainsi constitué est alors appelé symbiotique : un fructo-
oligosaccharide peut étre associé de cette maniere a une souche de bifidobactéries ou bien du
lactitol aun lactobacille (Rodrigues et al., 201; Gibson et Roberfroid, 1995).

[11.2. 2. Nature des prébiotiques

Les prébiotique sont des hydrates de carbone et spécifiquement des oligosaccharides ou des
polysaccharides incluant quelques fibres alimentaires (Lamsal et Faubion, 2009 ; Gibson et
al., 2004). On distingue les fructooligosaccharides, les galacto-oligosaccharides, les
arabinogal actooligosaccharides, les gluco-oligosaccharides et I’inuline (Boual et al., 2011).

De nombreux autres glucides peuvent intégrer le groupe des prébiotiques tel que les
xylo-oligosaccharides, les isomalto-oligosaccharides, les manno-oligosaccharides, les
oligosaccharides du soja, les oligosaccharides pectiques, les sucres acools, le lactulose, voir
méme le lactose chez les déficitaires en lactase (Wang et al., 2009 ; Zeanandin et al., 2011).

Quel ques exemples de prebiotiques commercialisés sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau V : Exemples de composeés préebiotiques commercialises (Grizard et Barthomeuf,
1999 ; Franck, 2002).

Prébiotiques Nom Structure
Oligofructoses Raftilose® Fru-Frun + Glc-Frun
Fructo-oligosaccharides Actilight® Glc-Frun
Galactooligosaccharides Oligomate® Glc-Galn
Lactulose MLS-50% Ga-Fru
oligosaccharides de soja Soya-Oligo Galh-Glc-Fru
Isomaltooligosaccharides IMO 900 Glca
Glucooligosaccharides Bioecolia® Glca
Mannooligosaccharides Bio-MOS® Mann
Xylooligosaccharides Xylo-oligo Xyln
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Les recherches menés sur les prébiotiques sont focalisées principalement sur I’inuline,
les fructo-oligosaccharides (FOS) et les gaacto-oligosaccharides / transgalacto-
oligosaccharides (GOS/ TOS) (Macfarlaneet al., 2008).

» LesGalacto-oligosaccharides (GOS)

IIs sont produits par trans-glycosylation du lactose par les -galactosidase prévenant des

levures, moisissures et bactéries (Figure 18). Il résulte un complexe d’oligosaccharides avec
différentes dégrée de polymérisation (DP). Le DP varie entre 2 et 8 et les liaisons possibles
sont de type B(1-1), B(1-2), B(1-3), B(1-4) et B(1-6) (Figure 18) . Du a cette variation de
liaison, plusieurs types d’isoméres peuvent se présenter. Cette liaison 3 est hydrolysée dans le
colon par les bifidobactéries et les lactobacilles.
Ladiversité danslestypes de liaison et dans le degré de polymérisation fait en compte que les
bactéries ont des préférences pour quelques molécules pour leur fermentation. En effet il a
été prouvé que la souche Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697preferre le
GOS avec un DP=4 par contre la souche Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703 utilise
de préférence le GOS avec un DP=3(L adirat et al., 2014)

Figure 18 : Structure de gal acto-oligosaccharides (GOS) detype- 1,4 (Sako et al., 2011).

» L’inuline
C’est un polymere de fructose qui se trouve a I’état naturel. 1l n’est pas hydrolysé par
les enzymes digestives de I’homme mais par la [3-fructosidase des bifidobactéries (Aryana et

McGrew, 2007). Les radicaux fructosyl sont unis entre eux avec des liaisons 3 (1-2) (Figure
19).
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mn

Figure 19: Structure de I’inuline (Sako et al., 2011).

» lesfructo-oligosaccharides (FOYS)

Les FOS Actilight et FOS Raftilose appartiennent alafamille des fructanes. Ce sont des
polymeéres de fructose de longueur variable qui peuvent étre dérivés de simples polymeéres de
fructose ou d’éléments de fructose attachés a une molécule de saccharose par liaison -(2- 1).
Ils existent a I’état naturel dans un certain nombre de plantes dont I’oignon, la chicorée,

I’artichaut, I’ail, le topinambour et I’endive (Grizard et Barthomeuf., 1999).

[11.2. 3. Effets bénéfiques des prébiotiques

Des données expérimentales montrent que I’administration de prébiotiques de type
fructanes, arabinoxylanes, glucanes, caractérisés par leur fermentation bactérienne in vivo,
permet de diminuer I’adiposité, la stéatose, la glycémie, et I’endotoxémie chez plusieurs
sujets. L’administration de prébiotiques révéle une augmentation pratiqguement systématique
du nombre de bifidobactéries, qui apparaissent comme la « signature bactérienne » de leur
effet sur le microbiote (Delzenne et al., 2012). Les résultats de quelques éudes montrent les

effets bénéfiques des prébiotique sont résumeés dans le tableau suivant :
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Tableau V1 : Quelques effets positifs prouves par |es prebiotiques

Prébiotique Résultats Références
»  Augmentation de la masse fécale totale,
FOS (Raftilose) » Amélioration de I’absorption des minéraux | (Delzenneet al.,
telsqueleca Mg, Feet Zn 1995)
> Augmentation de I’absorption de
I’énergie totale et réduction de I’excrétion de
I’azote par I’organisme
> Augmentation du nombre de
fructooligosaccharide | pifidobactéries (Bouhnik et al.
acourtes chaine (SC- | » Réduction du pH colique 1008)
FOS)
. . > Augmentation du nombre de
J ucfggioigj”de bifidobactéries dans e colon et les selles (2(5;29 e; 1'06:
transoligosaccharides 2'002)
(TOS)

» Réduction de I’agent pathogéne Candida
albicans dans I’intestin

(Buddington et

> Réduction des activités fécales de deux | 3+ 2002)
FOS (Actilight) enzymes impliquées dans la
cancérogenése (B-glucuronidase et de
I’acide glycocholique hydroxylase) de
75 et 90 %, respectivement
améliorer les paramétres métaboliques; la
_ dyslipidémie et les anomalies métaboliques dans
Arabino- . iy < i ouf (Koppe et
xylooligosaccharide un modéle expérimental de souris qui soufrant al., 2011)
(AXOS, d’une IRC (insuffisance rénale chronique) ;
Opti’Flor®). > Réduction du taux d’urée plasmatique

» Diminution du taux du cholestérol total
plasmatique et de triglycérides
» Réduction du tau de glycémie
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V. Données générales sur le caroubier

IV.1. Description botanique

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) est une légumineuse pérenne, a feuillage abondant
et persistant et pouvant croitre en tant qu’arbrisseau ou arbre (El Hajaji et al., 2010). Il peut
atteindre dans des conditions propices une hauteur de 6 a 12 meétres et parfois dépasse les 20
metres (Ben hsouna et al., 2011a). Sa longévité est considérable (jusqu’a 200 ans), il donne

desfruits 5 ou 6 ans apres son implantation (Kolyva et al., 2012 ; El Hajaji et al., 2011).

Les feuilles sont alternées et mesurent 3 a 7 cm de long (Figure 20) ; contiennent 4 a 6
paires de folioles. Cesfeuilles sont |uisantes sur la face dorsale, plus claire et mate sur laface
ventrale (Bruneton, 1999).

Le fruit se développe trés lentement nécessitant 9 a 10 mois pour atteindre la maturité
(Batlle et Tous, 1997). Il est sous forme de gousse. Chaque gousse peut contenir entre 8 a
16 haricots (Lizardo, 2002). Elles sont réunies en grappes simples et sont de grande taille
avec une longueur variable de 10 a 18 cm, I’épaisseur étant de 0,3 a 0,9 cm. Le poids du fruit
entier varie entre 5 et 20 g, aors que le poids de sa pulpe seul varie entre 4 a 16 g. Le
nombre de graines contenue dans chaque fruit varie entre 7 et 13 avec un poids compris entre
1 et 3g chacune (Konatéet al., 2007).

Figure 20 : Photographie des feuilles, fleure et fruit du caroubier

IV.2. Dénomination et classification botanique
Ceratonia siliqua L. dérive du grec Keras, qui désigne corne et du latin siliqua, désignant une

silique ou gousse, et faisant alusion a la dureté et a la forme du fruit (Karababaa et
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Coskuner, 2013 ; Battle et Tous, 1997). Il est connu auss sous le nom de pain de St. Jean-
Baptiste (Debuigne et Couplan, 2009).

Sdlon Tuker (1992), la classification botanique de Ceratonia siliqua L. est donnée comme
suit :

Régne: végétd

Embranchement : Spermaphytes

S/embranchement : Angiospermes

Classe : Magnoliopsida

Ordre: Rosales

Famille : Fabacées

S/ famille: Césalpiniacées

Genre: Ceratonia

Nom binominal : Ceratonia siliqua

V. 3. Origine et répartition du caroubier

Le caroubier est une espece typique du bassin méditerranéen qui pousse en basse
altitude (0-300m et parfois 500m) (Cavdarova et Makris, 2014) et ayant d'énormes intéréts
socio-économiques et écologiques grace a son aptitude a développer différentes stratégies
d'adaptation aux sols pauvres ou marginaux, ala sécheresse, au calcaire et alasainité (Sidina
et al., 2009). Son origine semble étre la péninsule arabique (Barracosa et al., 2007 ;
Talhouk et al., 2005). Ce sont les Arabes qui I’on introduit en Afrique du nord et dans la
péninsule ibérique (Espagne et Portugal). On le rencontre a I’état naturel principalement en
Espagne, Portugal, Maroc, Gréce, Italie, Turquie, Algérie, Tunisie, Egypte, et Chypre.
(Figure 21). Il a éé introduit auss en Australie, en Afrique du Sud, aux Etats-Unis et en
Amériquedu Sud (Kolyva et al., 2012 ; El Hajaji et al., 2010)
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Figure 21 : Répartition du caroubier dans le monde (Batlle et Tous, 1997)
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V. 4. Production mondiale
La Production mondiale de la caroube est estimée a environ 400 000 tonnes par année
(Ayaz et al., 2009). Cette quantité est produite dans une surface de 200 000 hectares (M akris
et Kefalas, 2004).
Les principaux producteurs sont I’Espagne, avec 135 000 tonnes par an soit 28 a 36%
de la production mondiale, le Maroc (24%, 38%), I’ltalie, le Portugal, la Gréce, la Turquie
et I’Algérie (El Batal et al., 2013).

V. 5. Composition chimique et principes actifs

Les deux constituants principaux de la gousse de caroube sont la pulpe, composée de

I’épicarpe et du mésocarpe (90%) et la graine (10%) (Bernardo-Gil et al., 2011).

» Lapulpe

La composition chimique de la pulpe dépend en général, du cultivar, de I’origine et
parfois de la période de récolte. En effet une gousse verte immature contient jusqu'a 75%
d’eau et environ 20 % de sucres, aprés sa maturité la teneur en eau est réduite a moins de
20% et celle des sucres est augmentée au-dela de 50% (M acleod et Forcen, 1992).

La pulpe est tres riche en sucres solubles (48 a 57% du poids sec) notamment en
saccharose, fructose et glucose (Bernardo-Gil et al., 2011). Cette pulpe est en paraléle
pauvre en lipides ainsi qu’on protéines (Roseiro et al., 2013 ; Lizardo, 2002).

Elle constitue une ressource importante en minéraux, en particulier le calcium, le fer et
le potassium (EI Hajaji et al., 2013). Cette pulpe présente aussi une teneur €élevée en fibres
qui varie de 27 a 40 % du poids sec (Lizardo, 2002). Ces fibres sont représentées par la
lignine, la cellulose et I’némicellulose (EI Batal et al., 2013 ).

(Bernardo-Gil et al., 2011), ont établie la composition moyenne de 100g de poudre de

caroube qui est illustrée dans e tableau suivant :
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Tableau VIII: Composition moyenne dela pulpe de caroube (Bernardo-Gil et al., 2011)

Teneur en ¢g/100 g de
Composé matier e seche
Saccharose 42,68
Glucose 8,54
Fructose 5,97
Pinitol 5,22
Lignine 18,86
Cellulose 7,64
Hémicelluloses 0,26
Protéines 4,70
Lipides 0,61
Minéraux 311
Autres composes 2,41

» Lescomposés phénoliques

Les composés phénoliques de la pulpe de caroube sont variables. On retrouve des acides
phénoliques (acide gallique ; acide cinnamique, acide p-coumarique, acide ferulique, acide
syringique et méthyle galate), des flavones (apigénine), des flavanones, des flavonols

glycosilés, des isoflavones, des flavonones et des gallotannins (Owen et al ., 2003).

V. 6. Domaines d’utilisation

Le caroubier est cultive depuis tres longtemps en méditerranée pour I’alimentation
humaine et animale ; il connait actuellement un regain d’intérét trés large (El Hajaji et al.,
2013). La présence de grande quantité de sucres, fibres et polyphénols dans le fruit du

caroubier sont & I’origine de cet intérét (Barracosa et al., 2007)
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V. 6.1. En alimentation humaine

La poudre de caroube est utilisée comme un substitut au cacao dans plusieurs produits
alimentaires comme les boissons, le chocolat et les biscuits (Carrieri et al., 2013).
Contrairement au cacao, la pulpe de caroube ne contient ni théobromine, ni caféne, deux

alcaloides al'action excitante sur I'organisme (M acleod et For cen, 1992).

Les gousses de caroube sont utilisées pour extraire la mélasse ou débés. Un traitement
mécanique (broyage) puis plusieurs séries de décantation permettent d’obtenir un jus sucré.
Ce jus subit une ébullition pour obtenir la méasse de caroube. Le tourteau de caroube broyé
ou hache, un sous-produit de I’industrie du débés, fut testé comme substitut de la tourbe

pour les plantes en pépiniere (Rishani et Rice, 1988)

Lagraine, qui initialement fut un résidu difficile a éliminer, renferme une gomme qui est
un galactomanane exploité pour produire un additif alimentaire, connu sous le code normalisé
E 410 (Barak et Mudgil, 2014). Cette gomme a propriété épaississante, emulsifiante et
stabilisante est utilise pour produire les crémes glacées (car il prévient la cristallisation du
sucre), les boissons sucrés, les biscuits et les soupes, (Ben hsouna et al., 2011; Bernardo-Gil
etal., 2011).

Les cotyléedonnes de la graine contiennent une protéine «la caroubine», avec des
propriétés similaires au gluten, il est utilise alors comme un aternatif aux proténes des
céréaes pour lesindividus atteints de lamaladie céliaque (Custodio et al., 2011).

V. 6.2. En alimentation animale

Le remplacement du dextrose, de la poudre de lait ou des céréales par de la poudre de
caroube permet d’obtenir des performances de croissance similaires chez le porcelet aussi
bien que chez le porc en croissance-finition. Les sucres apportés par la caroube contribuent a
la palatabilité des régimes et aucun effet antinutritionnel des tanins sur |es parameétres mesurés
n’est observe (Lizardo et al., 2002).

V. 6.4. Autres utilisation

» Substrat pour la production du bioéthanol (160g d’éthanol/Kg de poudre séche) et de
I’acide citrique (Karababaa et Coskuner, 2013 ; Naghmouchi et al., 2009 ; Makris
et Kefalas, 2004).

» Encosmétique,
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» Dans I’industrie du papier et textile (Talhouk et al., 2005)

V. 6.3. Action pharmacologique

Le fruit est d'une importance économigue considérable. Les gousses sont plus riches en

sucre que la canne a sucre et la betterave sucriére, leur richesse en fibres et en polyphénols

leur confére plusieurs vertus thérapeutiques (Hariri et al., 2009). Quelques unes sont

illustrées dans | e tableau suivant :

Tableau IX : propriétés pharmacologiques du fruit du caroubier

Propriété

Référence

Antioxydante

Antibactérienne

Antifongique

Laxatif

Diurétique

Antidiarhéeique

hypochol estérolémiantes

Anticancéreuse

Traitement des gastroentérites des nourrissons
Hypoglycémiante

Traitement de la tubercul ose pulmonaire et les

affections des bronches

(Bastida et al., 2009)
(Cavdarova et Makris, 2014).

(Fadel et al., 2011).

(Karababaa et Coskuner, 2013).

(Ben hsouna et al., 2011)
(Owen et al., 2003)
(Cors et al., 2002)
(Owen et al., 2003)
(Ben hsouna et al., 2011)

(Mokhtari et al., 2011)

(Rejeb, 1995)
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. Matériel et méthodes

I.1. Préparation de I’échantillon
a) Récolte

Le fruit de Ceratonia siliqua L est utilise comme matériel végétal ; il est récolté dans la
région d’Ait Idriss commune de Taskriout (Begjaia) a fin du mois d’Aout, la période qui
correspond a la maturation totale des gousses.

Les gousses sont nettoyées puis décortiqués manuellement (séparation de la pulpe et la
graine) et séché.

b) Séchage

Les gousses décortiquées sont sechées a I’air libre, dans un endroit sec, ventilé et ombragé
pendent 1 mois. Le suivi du séchage est réalisé par la mesure du taux de matiere seche a

différents temps.

= Détermination dela matiére seche

1 g d’échantillon frais broyé est introduit dans des creusets : c’est le poids P ; ces creusets
seront ensuite placé dans une étuve réglée a 105 C°; jusqu’a ce que la masse de I’échantillon

demeure constante. La teneur en eau est donnée par la formule suivante :

P—-P1
Teneur en eau (%) = : X 100

P1: poids de I’échantillon aprés séchage (g)
P : poids de I’échantillon avant séchage (g)

Le taux de matiére seche est déduit selon la formule suivant :

Teneur en matiére seche (% du poidsfrais) = 100 - teneur en eau (%)

c) Broyage, tamisage et conservation

Apres sechage, |a pulpe a été broyée a I’aide d’un broyeur électrique. La poudre obtenue a
éé en suite tamisé (0,5 mm de diametre des mailles du tamis) a I’aide d’un tamiseur
électriqgue “ Relesch-AS200 ”. Les poudres ains obtenues sont conservées dans des sacs en

plastique et gardés au réfrigérateur.
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|. 2. Composition chimique

l.2. 1. Teneur en matiére minérale

La teneur en matiere miné&rale est déterminée selon la méthode AOAC (1990) par
incinération de 1g de poudre dans un four a moufle a 550 °C pendant 5 heures. La teneur en
cendres est exprimée en g/ 100g de matiére seche et calculé selon larelation suivante :

P2 — P1
C%) = —5— x 100

C : teneur en cendres
P1 : poids du creuset vide (Q)
P2 : poids du creuset avec I’échantillon apreés incinération(g)

P : poids de la prise d’essai (g)

|. 2. 2. Teneur en matiere grasse

L’extraction des lipides a été réalisée par la méthode de Soxhlet en utilisant I’hexane
comme solvant d’extraction. 3 g d’échantillon sont introduites dans la cartouche d’extraction
de I’appareil contenant 100 ml d’hexane. L’extraction dure 6 heures. Le solvant est récupéré
par distillation et I’extraction est arrétée lorsque le solvant entourant la cartouche devient clair.
Le balon contenant la matiere grasse et le résidu de solvant est traité au rotavapor pour
éliminer le solvant puis mis dans I’étuve a 105°C pendant 3 heurs pour enlever le résidu de
I’hexane et pesé afin de déterminer lateneur en lipides (Boudhioua et al., 2008)

Lateneur en lipides est exprimé en g/ 100g de matiére séche et déterminée a partir dela

relation suivante :
MG (%) = Poids d,uxt]_ait“pldlque

100
Poids d’echanti]]on

I. 2. 3. Teneur en sucres solubles

Le dosage des sucres totaux est effectué par la méthode de Dubois et al (1956). Cette
derniére nécessite une hydrolyse acide qui permet la rupture de toutes les liaisons
glucidiques dans |e polyoside.

Le principe du dosage se base sur la condensation des produits de déshydratation des oses
avec un chromogeéne qui est le phénol. A ce moment- |3, il se forme des chromophores de

couleur jaune-orange mesuré au spectrophotometre a 490nm.
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a) Extraction

0,5 g de poudre végétale est extraite trois fois avec 5 ml d’éthanol 80 %, en faisant
bouillir les tubes fermés dans un bain marie a 95°C pendant 10 minutes. Aprés chague
extraction les tubes sont centrifugés a 2500 tours/10 mn. Les surnagents des trois extractions
sont filtrés a I’aide d’un papier Wattman et les filtrats sont combinés (Chow et L andhausser,
2004)

b) Dosage

1ml d’extrait est introduit dans un tube auquel sont ajoutés 1ml de solution phénol 5% et 5
ml d’acide sulfurique a 95 %. Les tubes sont agités puis introduits dans un bain marie a 100°C
pendant 5 minutes. Les tubes sont ensuite incubés a température ambiante pendant 30 minutes a
I’obscurité. Les absorbances sont lues a 490 nm et la teneur en sucres est déterminée par
référence a une courbe d’étalonnage realisée avec une solution de glucose a différentes
concentration.

Les résultats sont exprimés en g équivalent de glucose par 100g de matiére séche.

|. 2. 4. Teneur en protéines
a) Extraction
L’extraction des protéines est obtenue selon la méthode rapportée par L epengue et al

(2012). 1g d’échantillon est mis en contact de 10 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6,5) en
présence de 0,5 g de PEG. Aprés agitation et centrifugation pendant 15 min a 15 000 rpm, le
surnagent est récupéré, precipité avec 5 ml de sulfate d’ammonium 80% et centrifugé a
nouveau. Le culot protéique obtenu a été repris dans 5 ml de tampon d’extraction, homogénéisé
et dosé au spectrophotometre par réaction au bleu de coomassie selon la méthode de Bradford
(1976).

Dans la méthode Bradford, le bleu de coomasie cationique forme avec les protéines un
complexe coloré présentant un maximum d’absorption & 595 nm. Le changement
d’absorbance est proportionnel a la quantité de colorant lié, indiquant donc la concentration en

protéine dans I’échantillon.

b) Dosage
10 pl d’extrait de protéines sont prélevés, on leur gjoute 90 ul de tampon d’extraction et 5 ml
de réactif de bleu de coomasie. Le mélange est bien agité puis incubé pendant 2 min a

I’obscurité. L’absorbance est mesuré a 595nm.
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Une courbe d’étalonnage est tracée, en utilisant la BSA (Bovin Sé&rum Albumin), dont la
concentration varie de 0 a 1500 pug/ml, préparée dans les mémes conditions opératoires que les
échantillons. Lateneur en protéines est rapportée a une gamme éalon (annexe |) et exprimée en
mg Eq BSA/ gMS

|.2.5. Teneur en cellulose brute

Cette méthode consiste a traiter I’échantillon deux fois : une hydrolyse acide puis basique
pour pouvoir solubiliser la quasi-totalité du contenu cellulaire a I’exception des fibres
alimentaires et des sels minéraux.

1g (P) de poudre est introduit dans un ballon contenant 100 ml d’acide sulfurique a
0,225N. Le contenue est chauffé sous reflux pendant 30 minutes a partir du début de
I’ébullition. Aprés filtration sur creuset (éviter le papier filtre pour ne pas contaminer
I’échantillon avec la cellulose du papier), le résidu est rincé 3 fois avec I’eau distillée chaude.
Puis ce résidu est introduit dans un autre ballon contenant 100 ml du NaOH a 0,313 N et
bouillis, aprés 30 minutes d’ébullition le contenu du ballon est filtré sur creuset et rincé 3 fois
avec I’eau distillée chaude puis avec I’eau distillée froide.
Le résidu est ensuite lavé 3 fois avec 25ml d’acétone et séché a I’étuve a 100°C jusqu'a un
poids constant. Le résidu sec est pesé, c’est le poids (P1) puisincinéré a 550°C pendant 5h et

repesé apres refroidissement dans un dessiccateur (P2)

P1 - P2
9% Cellulose brute = —5 x 100

P : poids de I’échantillon (g)

P1 : poids du résidu sec avant incinération (g)

P2 : poids du résidu sec aprésincinération (Q)

|.3. Extraction et dosage des composés phénoliques

|.3.1. Extraction

L’ extraction des composés phénoliques est réalisée par macération selon la méthode
d’Oomah et al. (2010) en utilisant I’eau et le méthanol (100%, 80 % et 60%) comme solvants

d’extraction.
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Principe

Quand une matrice est au contact avec un solvant, les composants solubles dans le
matériel migrent vers le solvant ; Aingi, I'extraction est un transfert du principe actif de la

matrice vers le solvant, selon un gradient de concentration (Handa et al., 2008).

Mode opératoire

1g de poudre et 40 ml de chacun des quatre solvants sont macérés pendant deux heurs a
température ambiante sur une plague chauffante agitatrice a I’abrie de la lumiére. Les extraits
sont filtrés sous vide puis centrifugés a 2500 trm/10mn. Le surnagent obtenue est filtré sur

papier filtre puis conservés a4°C pour des analyses ultérieurs.

1.3.2. Dosage

Pour quantifier les différentes classes de composés phénoliques dans la pulpe de caroube, la
méthode de Shetty et al., (2005) est utilisée pour évaluer le contenu en phénols totaux
solubles et la méthode de Lamaison et Carnet (1990) est utilisée pour doser les flavonoides.
Les tanins précipités par la BSA sont déterminés par la méthode décrite par Hagerman et
Butler (1978). Le dosage des tanins condensés est rédise par la méthode décrite par
Desphande et al., (1986) et les tanins hydrolysables par la méthode de Mole et Waterman,
(1987).

1.3.2.1. Dosage des phénolstotaux solubles

Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo012040). Il est réduit, lors de I’oxydation
des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéene. La coloration bleu
produite dépond des groupements hydroxyles, dont I’absorption maximum lue a 760 nm, est
proportionnelle a la quantité de polypheénols présents dans les échantillons (Ribéreau-Gayon,
1968).

Mode opératoire
1ml d’extrait dilué est mélangé avec 5ml d’eau distillée. A ce mélange sont ajouté 500 pl
defolin-ciocalteu dilué avec de I’eau distillée (1 :1). Le tous est agité puis incubé a température

ambiante pendant 5 minutes. 1ml de NaxCO3z a5% fraichement préparée est g outé au mélange,
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les tubes sont incubés pendant 1 heure a température ambiante et a I’obscurité. L’absorbance

est mesuré au spectrophotometre a 760 nm.

Les teneurs en phénols totaux solubles sont déterminés par référence a une courbe
d’étalonnage obtenue avec de I’acide gallique utilisé comme standard (annexes).

Les résultats sont exprimeés en mg d’équivalent d’acide gallique par g de matiére seche (mg
EqAG/ gMS).

|.3.2.2. Dosage des flavonoides

Principe

Les flavonoides possedent des groupements hydroxyles libres, en position 5 et 3 dans la
mesure ou il n’est pas engagé dans une liaison hétérosidique. Ces groupements sont
susceptibles de former des complexes avec le chlorure d’aluminium AICI3 (I’aluminium perd
deux électrons pour s’unir a deux oxygenes de la molécule phénoliques agissent comme
donneur d’électron) (Figure 24). Cette réaction s’accompagne d’une coloration jaunétre qui a
son maximum d’absorbance a 430 nm (Naczk et Shahidi, 2004 ; Ribéreau- Gayon, 1968).
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Figure 22 : Réaction du chlorure d’aluminium avec les flavonoides (Ribéreau- Gayon,1968).

Mode opératoire

A 2ml de chlorure d’aluminium (AICls, 6H20) a 2% sont gjouté 2 ml d’extrait. Le mélange
est homogénéisé au vortex puis incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 10
minutes. L’absorbance est lu au spectrophotomeétre 4430 nm.

La teneur en flavonoides est déterminee a partir d’une courbe d’étalonnage realisé de la
méme maniére avec la Quercetine utiliste comme standard (Annexes). Les résultats sont

exprimés en mg d’équivalent en Quercetine par gramme de matiere séche (mg EQ/gMS).
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1.3.2.3. Dosage des tanins condensés

Principe
Cette méthode est basée sur la capacité de lavanilline aréagir avec les unités des tanins
condensés dans un milieu acide pour produire un complexe rouge (figure 26) mesuré a 500 nm

(Hager man, 2002).
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Figure 23 . Réaction de lavanilline avec la catéchine (Heger man, 2002).

Mode opératoire
Iml d’extrait sont mélangé avec 5ml de vanilline-Hcl. Les tubes sont ensuite incubés a
30°C pendant 20 minutes. L’absorbance est lue a 500 nm contre un blanc préparé dans les

mémes conditions.

Les teneurs en tanins condensés sont déterminées par référence a une courbe
d’étalonnage obtenue avec de la Catéchine utilisée comme standard (annexe). Les résultats sont

exprimeés en mg équivalent de Catéchine par gramme de matiere seche (mg Eq Cat/g M S).

|.3.2.4. Dosage des tanins hydrolysables
Principe
Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent une coloration

bleue mesurée par spectrophotométre (M amadou, 2002).
Mode opératoire

3,5 ml du chlorure ferrique (FeCl3 40,01M dans Hcl a0,01M) sont ajouté & 1ml d’extrait.
Aprés homogeénéisation, I’absorbance est mesuré a 660 nm contre un blanc préparé dans les
mémes conditions.

La teneur en tanins hydrolysables est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage
obtenue avec de I’acide tannique (annexe).
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Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide tannique /g de matiére seche (mg
EgAT/gMS).

1.3.2.5. Dosage des phénols solubles non attachés la BSA

Principe
Une des caractéristiques des tanins est leur capacité a précipiter les protéines en solution

dans un milieu acide. Cette méthode permet ains la séparation des tanins des autres

polyphénols présents dans I’extrait, leur quantité peut alors étre estimé.

Mode opératoire

1ml d’extrait est mélange avec 2ml de BSA (2mg/ml dans un tampon acétate pH=4,9 ; 0,
2M). Les tubes sont incubés a 4°C pendant 24H puis centrifugé a 14000tr/mn pendant 15
minutes.

Le dosage des phénols solubles non attachés la BSA du surnagent est réaisé par la
méthode du folin.

La teneur en phénols non attachés a la BSA est déterminé en se référant a une courbe
d’étalonnage obtenue avec de I’acide gallique (Annexes). Les résultats sont exprimés en mg
équivalent d’acide galique /g de matiere seche (mg EQAG/g MS). La différence entre les PTS

et les phénols non attaché ala BSA donne les valeurs des phénols attachés ala BSA.

|.4. Mise en évidence de la présence d’autres métabolites secondaires dans les extraits

> Ladéection des saponines est réalisée au moyen du test de Yadav et Agarwala (2011).
A 1ml d’extrait, sont ajoutés 3ml d’eau distillée. Le tube est bien agité pendant 2
minutes. La formation d’une mousse persistante a la surface indique la présence de
saponines

» La détection des Alcaloides est effectuée selon la méthode d’Amana (2007). A 2ml
d’extrait sont ajoutées quelques gouttes du réactif de Bouchardat. La formation d’un
précipité de couleur brun-noir, brun-terne ou jaune- brun indique la présence des
alcaloides dans |es extraits.

» Lamise en évidence des terpenoides est réalisée par laméthode d’Aziman et al. (2012).
A 2,5 ml d’extrait sont ajoutées 1ml du chloroforme. Aprés homogeénéisation, 1,5 ml
d’acide sulfurique (H2SOa4) concentré sont gjoutés au mélange. La formation d’une

couleur brun-rouge al’interface indigque la présence des terpenoides dans les extraits.
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|.5. Etude de I’activité antioxydante des extraits bruts

Elle est réalisée au moyen de trois tests. Le pouvoir antiradicalaire du DPPH, est mesuré
selon laméthode de Behrad et al (2009) et le test de chéation du fer ferreux selon la méthode
d’Ersoy et al (2011). Le test du pouvoir réducteur du fer est évalué selon la méthode d’Oyazu
et al (1986).

|.5. 1. Pouvoir antiradicalaire du DPPH

Principe

Le compose chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) fut I’un des premiers
radicaux libres utilise pour étudier la relation structure-activité antioxydant des composé
phenoliques. 1l posséde un électron non apparie sur un atome d’azote (Figure 30). Du fait de
cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des dimeéres. Le DPPHe reste dans
sa forme monomere relativement stable a température ambiante. La délocalisation provoque
aussi la couleur bleue violette bien caractéristique de la solution. La mesure de I’efficacité d’un
antioxydant se fait en mesurant la diminution de cette coloration pour donner une couleur
jaunétre, due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a
515-518 nm (Popovici et al., 2009). Plus la décoloration est importante plus le donneur

d’hydrogene est considéré comme antioxydant puissant.
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Figure 24 : Réactions de réduction du radical DPPHe en DPPH-H par un antioxydant
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Mode opératoire

Un volume de 250ul d’extrait est mélangé avec 3 ml de la solution éthanolique du
DPPH (60uM) fraichement préparée. Le mélange est bien homogénéisé au vortex puisincubé a
I’obscurité et a température ambiante pendant 20 minutes. L’absorbance est lue a 517 nm. Un
témoin positif est réalisé dans les mémes conditions avec le BHT et I’acide ascorbique.

La pouvoir antioxydant est exprimé en pourcentage d’inhibition du radicale DPPH selon la

relation suivante :

% A IL_"I“._‘rq.)l(: — Abs échantillon % 100
d'inhibition —  aAbs controle 100

Abs : Absorbance

| .5.2. Pouvoir réducteur du fer
Principe

Le Principe repose sur la présence d’un composé réducteur dans les extraits
d’échantillons qui entraine la réduction du fer ferrique (Fe*") du complexe ferricyanure en fer
ferreux (Fe?). Cette réduction se traduit par le virage de la couleur jaune de ferricyanure de
potassium vers la couleur bleu verte dont I’intensité dépond du pouvoir réducteur (Li et al.,
2009).

Mode opératoire

200l d’extrait sont mélangés avec 500u1 de tampon phosphate (0.2 M, pH6.6) et 500ul
d’une solution aqueuse de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN) 6] a 1%. Le mélange est
incubé a 50°C pendant 20min. A ce mélange, 500ul d’une solution aqueuse d’acide
trichloracétique (TCA a 10 %) sont rgjoutés. Apres centrifugation a 500tpm pendant 10 min. 1
ml de surnageant est mélangé avec 1 ml de I’eau distillée et 200u! de chlorure ferrique FeCI3
(0.1%, P/V).L’absorbance est lue a 700nm. Un témoin positif est réalisé de la méme
maniere avec le BHT. Une augmentation de I’absorbance se traduit par une augmentation du
pouvoir réducteur du fer.
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|.5.3. Chélation du fer ferreux (Fe*?)

Principe

Le principe de cette réaction repose sur la complexassions desions ferreux (Fe*?) avec un
compose ligand : 3-(2-pyridyl)-5, 6-diphényl-1, 2, 4 triazine-4’, 4’’-disulfonate de sodium
(ferrozine).  Le complexe ferrozine-Fe*? se caractérise par sa couleur violette présentant un
maximum d’absorption & 562 nm. Plus la réduction de cette couleur est importante plus
I’échantillon & un pouvoir de chélation de F*2plus fort.

Mode opératoire

50 pl de FeClz (2mM) sont gjoutés a 1ml d’extrait. 200pl de ferrozine (5 mmol/L) sont
goutés au mélange et le tout est bien homogénéisé puis incubé a température ambiante
pendant 20 minutes et I’absorbance est lue a 562nm.

Un témoin positif avec 'EDTA est réalisé de la méme maniére. Le pourcentage de

chéation du fer est calculé sdlon laformule suivante :

% Ak c’“""_l-ol — Abs Echantillon % 100
de chelation du fer A bs Control 100

Abs : Absorbance

II. Effet de la poudre de caroube sur la viabilité de probiotique et sur I’activité

antioxydante du yaourt

Il. 1. Lescultures microbiennes

Les cultures microbiennes utilisées sont sous forme de poudres | yophilisées comprennant
deux ferments lactiques (Streptococcus thermophilus et Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus) et une souche de probiotique Bifidobacterium animalis ssp.lactis (Bb12) : (Chr.
Hansen).

Les ferments lactiques sont gjoutés au lait comme indiqué par le fournisseur a raison de
2¢g/l et le probiotique a 0,1g/1.
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I1. 2. Préparation du yaourt
Mode opératoire

Dans un erlenmeyer du lait a 12% de matiere seche est préparé avec 1000ml d’eau
distillée est 120g de poudre de lait écrémé. Le lait est pasteurisé a 90°C pendant 15 minutes
sur une plaque chauffante puis refroidie a 42°C dans un bain marie. 2g de poudre de yaourt
contenant nos ferments lactiques sont ajoutés et I’ensemble est agité puis versé dans des
flacons de 100 ml (Paseephol et Sherkat, 2009).

La poudre de caroube est incorporée a 4% (m/v) au méme temps que le probiotique (le
contréle doit étre a 16% de MS) et les flacons sont bien agité pour homogénéiser et dissoudre
les poudres. Le dispositif expérimental suivi est résumé dansle Tableau X.

Tableau X : Dispositif expérimental

Code Composition

Y Y aourt simple

v+C | Yaourt avec poudre de caroube

Y+pro | Yaourt avec probiotique

Y+C+pro Y aourt avec probiotique et poudre de caroube

Les lots du yaourt ont été préparés en triples et incubés a 40 °C pendant 24h. Aprés
incubation les yaourts sont conservés au réfrigérateur a 4°C pendant 28 jours pour des

analyses ultérieurs.

I1.3. Analyses microbiologiques

Le dénombrement des colonies est déterminé en triple et effectué au 1% 78, 14°me, pgéme
et 28%™ jour pour chague lot & différentes dilutions (quatre & cing séries de dilutions stériles de
1/10). 100ul de chacune des trois dernieres dilutions ont été étalées par la méthode des stries
sur des boites de pétri.

Pour le dénombrement des ferments on utilise la gélose MRS (pH=6,2) et en incube a40°C
pendant 24 h. Pour le dénombrement des probiotiques on utilise la gélose MRS au
chlorohydrate de cystéine (Cy-Hcl) a0,5¢/l qui est un agent réducteur qui inhibe la croissance
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des ferments du yaourt mais offre une mellleure croissance pour les bifidobactéries.
L’incubation se fait a 40°C pendant 72 heures dans une jarre d’anaérobiose (Rodrigues et al.,

2012). Lenombre de colonie UFC/ml est calculé puis converti en log UFC/ml

I1.4. Analysesdu pH et de I’acidité titrable
11.4.1. Mesuredu pH

Le pH par définition est une mesure de I’activité des ions H* contenus dans une solution.
Lesvaleurs du pH ont éé mesurées avec un pH metre (211 HANNA) chaque semaine jusqu’au
28°Me jour.

[1.4. 2. Mesure de I’acidité titrable
Principe
L’acidité titrable représente la somme des acides minéraux et organiques présents dans le

produit. Elle est exprimée en fonction de I’acide dominant et titrée avec une solution

d’hydroxyde de sodium (0.1N) en présence de la phénolphtaléine comme indicateur coloré.

Mode opératoire

Dans un bécher, nous avons versé le contenue du tube (10°%), puis ajouté quel ques gouttes
de phénolphtaléine. Nous avons titré ensuite avec une solution de NaOH (0,1N) jusgu'a la
persistance de la couleur rose et noté |le volume du NaOH.

L’acidité titrable (TTA%) est calculée chaque semaine jusqu’au 28%™ jour, elle est

exprimeée en pourcentage, et calculée selon laformule suivante :

TTA(%) = VNaornx0,1x 100 x0,009 x10

VnaoH : Volume de NaOH en ml utilisé pour latitration.
0,1 : représente la concentration du NaOH (0,1N).

10 : est le facteur de dilution (10%).

100 : le pourcentage.

0.0090 : Cceefficient correspondant a I’acide lactique

52



Partie expérimentale Matériels et méthodes

I1.5. Mesuredela synérése

La synérése est un phénomene physique fréquent au cour du stockage du yaourt qui affecte
I’acceptabilité de celui-ci par le consommateur. Il est défini comme étant |a séparation de petit
lait (lactosérum) du gel ou du caillé (Tseng et Zhao., 2013). Quand le phénomene de la
synérese est important cela implique que la capacité de rétention de I’eau du gel est faible. Elle
est mesurée selon laméthode de Purwandari et al (2007)

Mode opératoire

5g du yaourt sont introduites dans un tube a centrifuger. Ce tube est ensuite centrifugé a
5000 tours pendant 20mn et & 5°C. Le surnageant est collecté puis son poids est mesuré. La

synérése est exprimée en pourcentage selon larelation suivante :

O =

(S %) = poia all lactoserum collecté

poid du yaourt 100

I1.6. Quantification desphénolstotaux solubles du yaourt au cours du stockage
Les composes phénoliques des yaourts sont d’abord extraits avec I’eau puis dosés par la
méthode de Shetty et al., (2005) , décrite précédemment.

10 g de yaourt sont gjoutés a 2,5 ml d’eau distillée. Le mélange est bien agité puis son pH
est gjusté a4 avec du Hcl (0,1 M). Les tubes sont ensuit mis dans un bain marie agitateur a 45°
C pendant 10 mn et centrifugé a 5000 tours pendant 10 mn. Aprés récupération du surnagent,
son pH est gusté a 7 avec du NaOH a 0,1 M. Le surnagent est centrifugé de nouveau a 5000
trp pendant 10 mn puis conservé a -4°C pour I’utiliser ultérieurement (Amirdivani et Baba.,
2011).

Tous les dosages sont réalisés chague semaine pendant 28 jours du stockage du yaourt a
4°C.

[1.7. Activité antioxydante du yaourt

L activité antioxydante des extraits aqueux du yaourt est mesurée au moyen des mémes
tests cités précédemment et utilisés pour les extraits de poudre de caroube. Ces activités sont
mesurées aux jours 1, 7, 14, 21 et 28.
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I11. Analyses statistiques

Toutes les déterminations sont menées en triple et les résultats sont exprimeés par la
moyenne + écart type.

Le traitement statistique des résultats est réalisé par I’analyse de la variance : ANOVA et
comparaison multiple des moyennes a I’aide du logiciel statistica. Ces résultats sont considérés
significatif a p<0,05.
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V. Résultats
IV.1. Composition chimique

Notre echantillon frais montre un taux d’humidité faible (12,17%) et en paralléle un taux de
matiere seche trés éleve (87,83%). La composition chimique globale de la pulpe de caroube est
illustrée dans lafigure 25.

Notre pulpe se caractérise par sa richesse en sucres solubles (65,649/100 MS) et sa pauvreté
en lipides (0,84 g/100 MS). Les cendres représentent 3,66% du poids sec et |a cellulose 8,57%,

les protéines sont aussi présentes en faible quantité (4,45g/100g MS).
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Figure 25: Composition chimique global e de la pul pe de caroube

IV.2. Teneur en composés phénoliques

L’ expérimentation a mis en jeu un seul facteur : solvant d’extraction (eau distillée, méthanol
60%, méthanol 80%, méthanol 100%).

IV.2.1. Teneur en phénolstotaux solubles (PTS)

Les résultats du dosage des phénols totaux solubles obtenus sont illustrés par la figure 26. Ces
résultats montrent une variabilité de teneur entre les différents extraits bruts.

L’analyse de la variance révéle un effet significatif (p<0,05) du facteur solvant. La plus grande
teneur en PTS est obtenue avec le méthanol 60% (8,90 mg EqQAG/g MS) et la plus faible est
obtenue avec I’eau distillée (6,1 mg EGQAG/g MS).
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La substitution partielle ou totale de I’eau s’accompagne d’une meilleure solubilisation des
phénols totaux solubles. Nous enregistrons des augmentations de 3,67 a 45,85%.

Les solvants binaires permettent une solubilisation plus marquée (p<0,05) des PTS (29,6 a
45,85%). Le méthanol absolu améliore faiblement (p>0,05) cette solubilisation (3,67%).

4 d
_ I I

Met 60% Met 80% Met 100%

=
o
)

mg Eq AG/g MS
O P N W b U1 OO N 0 O

Extraits bruts

Figure 26 : Teneursen phénols totaux solubles

Met : méthanol. Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05).

1V.2.2. Teneur en flavonoides

Les résultats de dosage des flavonoides (Figur e 27) montrent une variabilité de teneur entre
les extraits et un effet significatif (p<0,05) du facteur solvant.
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Figure 27: Teneursen flavonoides

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
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L’effet de I’incorporation du méthanol dans le solvant dépend de son taux d’incorporation.
L’optimum d’extraction des flavonoides (0,11 mg Eq Q/g MS) est observé (p<0,05) avec le
méthanol 60% alors que I’usage du méthanol absolue réduit significativement (p<0,05) de 12,1%
I’extraction de ces constituants. Le méthanol 80% donne une vaeur similaire (p>0,05) a celle de

I’extrait aqueux (0,0788 contre 0,0781 mg Eq Q/g M S respectivement).

1V.2.3. Teneur en tanins hydrolysables

Les résultats de dosage des tanins hydrolysables (Figure 28) révélent une variabilité de
teneur entre les différents extraits. L’analyse de la variance montre un effet significatif (p<0,05)
du facteur solvant. Le contenu en tanins hydrolysables des extraits varie de 1,58 a 3,1 mg Eq AT/
g MS avec un optimum obtenue avec le méthanol 60%.

La substitution partielle de I’eau par le méthanol (60% et 80%) améliore significativement
(p<0,05) [I’extraction des tanins hydrolysables de 37,29 et 50,61 % respectivement. La
substitution de I’eau par le méthanol absolue réduit significativement (p<0,05) la solubilisation de
tanins hydrolysables de 23,11 %.

4 -
3,5 - o
C
3 .
2
{D 2,5 T b
g 2 - a
g -
w 1,5 -
€
11 |
0,5 -
0 | Extraits bruts
Eau Met 60% Met 80%  Met 100%

Figure 28 : Teneur en tanins hydrolysables

Les valeurs suivies de la méme | ettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)

IV.2.4. Teneur en tanins condensés

Les résultats de dosage des tanins condensé (Figure 29) révélent une variabilité de teneur
entre les différents extraits. L’analyse de la variance de la teneur montre un effet significative

(p<0,05) du facteur solvant.
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La teneur en tanins condensé varie de 1,06 42,26 mg Eq CAT/ g MS. C’est I’extrait aqueux
qui affiche la teneur la plus faible (1,06 mg Eq CAT/ g MS). L’utilisation du méthanol
s’accompagne d’une amélioration significative (p<0,05) de la solubilisation des tanins condensés,
I’amplitude de ces augmentations dépend de son taux d’incorporation, soit 112,9% pour le
méthanol 60% contre 81,44 et 37,88 % respectivement pour le méthanol 80% et 100%.

2,5 A

2

1,5 A
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mg Eq CAT/g MS

Extraits bruts

Figure 29 : Teneur en tanins condensé

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05).

IV.2.5. Teneur en phénolstotaux solublesnon liésala BSA

Les résultats des dosages des phénols totaux solubles non attachés ala BSA sont illustrés par

lafigure 30. L analyse de la variance révéle qu’il n’ya pas d’effet significatif (p>0,05) du facteur
solvant.

La substitution partielle de I’eau par le méthanol s’accompagne d’une augmentation
significatif (p<0,05) de la solubilisation des PTS non attachés ala BSA. Cette augmentation est
de 18,97% pour le méthanol 60% et de 20, 43% pour le méthanol 80%. La substitution totale
s’accompagne d’une augmentation de 9,16%.
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Figure 30 : Teneur PTSnon liésalaBSA

Les valeurs suivies de la méme | ettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)

Résultats

Les teneurs en phénols non attachés alaBSA sont faibles dans tous les extraits, elles varient
de 2,29 a 2,76 mg Eq AG/g MS. Ces teneurs représentent 30,65 a 39,57% des phénols totaux

solubles (Figure 31).
120 ~
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Figure 31 : Teneurs en phénols attachés et non liesalaBSA en % des PTS
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IV.3. Résultats du screening chimique
Alors que la présence des saponines est révélée dans tous les extraits, les alcaloides et les

terpénoides ne semblent pas solubilisés par I’eau. IIs ne sont révél és que dans les extraits

méthanolique (figure 32).

Eau distillée Met 60 Met 80 Met 100

Eau distillée Met 60 Met 80 Met 100

b: Mise en évidence des alcaloides dans les extraits

Eau distillée Met 60 Met 80 Met 100

C : Mise en évidence des terpénoides dans les extraits
Figure 32 : Photos de mise en évidence des métabolites secondaire dans les extraits.
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Les résultats du criblage phytochimique qualitatif sont résumeés dans le tableau I X

Tableau X1 : Résultats du screening phytochimique des extraits.

Extrait Saponines Alcaloides Terpenoides
Eau distillée + _ _
Met 60% ++ + +
Met 80% ++ + +
Met 100% + + ++

- : absence de compose + : présence de compose ; ++ : présence en abondance,

IV.4. Activité antioxydante

IV.4.1. Activité antiradicalaire du DPPH

Nos données expérimentales (figure 33) montrent que tous les extraits testés manifestent un
pouvoir antiradicalaire du DPPH. Les valeurs de ce pouvoir antiradicalaire sont toutes inferieures a
celle retrouvée par le BHT (77,45%) et de I’acide ascorbique (89,92%) utilisée a une concentration
de 25 pg/ml. Ce pouvoir varie de 57,23% a 71,26% et dépend (p<0,05) du solvant d’extraction
utilisé.

Nous notons que la substitution partielle ou totale de I’eau par le méthanol induit une
augmentation du pouvoir antiradicalaire de 5,02% a 24,51%. En effet I’optimum de cette activité
(71,26%) est observé avec un taux d’incorporation de I’éthanol de 60%. Au dela de se seuil
d’incorporation, I’activité diminue mais reste significativement (p<0,05) supérieur a celle de

I’extrait aqueux.
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Figure 33 : Activité antiradicalaire du DPPH des extraits bruts
Les valeurs suivies de la méme | ettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
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IV.4. 2. Pouvoir réducteur

L’analyse statistique de nos donnés a mie en évidence un effet significatif (p<0,05) du
solvant d’extraction. Le pouvoir réducteur de nos extraits (mesuré par I’absorbance a 700nm) est
inferieur a celui du BHT (100pg/ml) utilise comme standard (figure 34). Nous notons que la

présence du méthanol dans le solvant s’accompagne d’une variation de I’activité de I’extrait.
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T
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Met 60 Met 80 Met 100 BHT
(100pg/ml)

Figure 34: Pouvoir réducteur des extraits bruts

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)

La substitution partielle ou totale de I’eau par le méthanol s’accompagne d’une augmentation
du pouvoir réducteur des extraits de 10,01% a 98,47%, nous hotons une augmentation de
I’absorbance de 98,47% pour le méthanol 60%, 47,27% pour le méthanol 80% et 10% pour le
méthanol 100%.

IV.4.3.Chélation du fer

L’analyse de la variance révéle un effet significatif du facteur solvant (p<0,05), les résultats
obtenus sont représentés dans la figure 35.

Le pouvoir chélateur du fer des extraits varie de 43,88 % a 58,40%. Le % de chélation du fer
par ’EDTA (20ug/ml) est supérieur a celui de tous les extraits. L’extrait au méthanol absolu
affiche le plus faible pouvoir. La substitution partielle de I’eau par le méthanol s’accompagne
d’une nette augmentation (p<0,05) du pouvoir chélateur du fer avec le méthanol 60% : 25,84
contre 1,64% pour le méthanol 80%. La substitution totale s’accompagne d’une réduction de

5,44% du pouvoir chélateur del’extrait.
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Figure 35 : Pouvoir chéateur du fer des extraits bruts
Les valeurs suivies de la méme | ettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)

IV.5. Effet de poudre de caroube sur la viabilité de probiotique et sur I’activité antioxydante
du yaourt

IV.5.1. Evolution du pH et de I’acidité titrable

IV.5. 1.1. Evolution du pH

Les valeurs du pH des yaourts au cours du stockage a 4°C sont représentées dans la figure 37.
L analyse statistique des résultats montre un effet significatif (p<0,05) de chacun des facteurs:
présence ou absence de poudre, présence ou absence de probiotique et le facteur durée de

conservation (figure 36) avec une interaction (p<0,05) entre eux.
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Figure 36: Résultats de I’analyse statistique de I’évolution du pH en fonction de la présence ou
I’absence de poudre (a), présence ou absence de probiotique (b) et en fonction de la duré de
conservation (c). CO : sans poudre, C1 : avec poudre, PO : sans probiotique ; P1 : avec probiotique

L’addition de la poudre de caroube s’accompagne d’une diminution du pH dés le premier
jour. Les valeurs du pH diminuent progressivement d’une semaine a une autre, cette diminution

varie de 9,77% a11,77%. Les courbes de diminution du pH décrivent deux phases :

» Une premiére phase au cours de laquelle nous enregistrons des fortes baisses de pH (7,82
a9,33%) et qui s’étale sur les deux premiéres semaines.

» Ladeuxiéme phase se caractérise par une baisse du pH moins importante varient de 0,33

a4,28 % et s’étend entre les deux derniéres semaines.

4,5
4,4
4,3
4,2
4,1 -y
== Y+pro
Y+C

==Y +pro+C

Jour1l jour?7 jourl4d jour21 jour28

Figure 37: Evolution du pH des yaourts

Y : yaourt contrdle; Y+pro : yaourt au probiotique ; Y+C yaourt avec poudre de caroube ; Y +pro+C :
yaourt avec poudre de caroube et probiotique
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IV.5. 1. 2. Evolution de I’acidité titrable

L’evolution de I’acidité des yaourts au cour du stockage a 4°C est représenté dans la figure 39.
L’analyse de la variance montre un effet significatif des facteurs mis en jeu (figure 38) et une

interaction entre eux (p<0,05).
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Figure 38: Résultats de I’analyse statistique de I’évolution de I’acidité en fonction de la présence ou
I’absence de poudre (a), présence ou absence de probiotique (b) et en fonction de la duré de

conservation (c). CO : sans poudre, C1 : avec poudre, PO : sans probiotique ; P1 : avec probiotique

Quelgue soit le temps considéré, nous notons que les yaourts renferment de la poudre de
caroube affichent des valeurs en acidité nettement supérieur a celle retrouvé dans les yaourts sans

caroube.

t ——Y
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Figure 39 : Evolution de I’acidité titrable des yaourts
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Au cour du stockage, nos donnés analytiques révélent une augmentation de I’acidité pour
chacun des quatre yaourts préparés (5,45% a 40,75). L’amplitude des variations de I’acidité révélée

au cour du stockage permet de distinguer deux phases :

> Une premiére phase qui s’établie du 1% jour au 14°" jour avec de fortes augmentation de

I’acidité pour tous les échantillons.

» Une deuxieme phase allant du 14°" au 28 “" jour avec de faibles augmentations de

I’acidité titrable.

IV.5. 2. Evolution dela synérése

La synérese des yaourts dépond (p<0,05) des trois facteurs mis en jeux avec une interaction

entre eux (figure 40). Les résultats obtenus sont illustrés dans lafigure 41.
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Figure 40: Résultats de I’analyse statistique de I’évolution de la synérése en fonction de la
présence ou I’absence de poudre (a), présence ou absence de probiotique (b) et en fonction dela
duré de conservation (c). CO : sans poudre, C1 : avec poudre, PO : sans probiotique ; P1 : avec

probiotique

Nos résultats montrent pour tous les yaourts une augmentation progressive de synérese quelque
soit le temps de stockage considéré. Les yaourts renfermant de la poudre de caroube affichent des

valeurs de synérese nettement supérieure (p<0,05) a celle des yaourts sans caroube.
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Nous notons que I’augmentation de la synérése est plus importante dans les deux dernieres

semaines du stockage dans tous les échantillons. Les valeurs les plus élevées sont atteintes au 28 "
jour.
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Figure 41: Evolution de la synérése des yaourts
V.5. 3. Evolution du nombre des colonies

IV.5.3.1. Evolution du nombr e des colonies de probioctique (Bifidobacterium animalis ssp.lactis
(Bb12)

Le nombre de colonies viables de Bifidobacterium animalis ssp.lactis (Bb12) exprimé en log
UFC/ml est représenté dans la figure 43. L’analyse statistique des résultats montre que chacun des
facteurs absence ou présence de poudre (figure 42a) et duré de conservation (figure 42c) affecte

significativement (p<0,05) laviabilité de probiotique ne interaction entre eux (p<0,05)
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Figure 42: Résultats de I’analyse statistique de I’Evolution des colonies de probiotique en fonction

delaprésence ou I’absence de poudre (a) et en fonction de la duré de conservation (c). CO : sans

poudre, C1 : avec poudre

Pour le yaourt contenant seulement le probiotique le nombre de colonies augmente

progressivement avec un maximum atteint au jour 14 (7,98 log UFC/ml). Au jour 7 on enregistre

un taux d’augmentation de 15,96% et au jour 14 un taux de 1,73%. Au dela du 14" jour on

enregistre des diminutions progressives du nombre de colonies, pour ateindre 7,59 UFC/ml au

28" jour.
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Figure 43 : Evolution du nombre des colonies de Bifidobacterium animalis ssp.lactis (Bb12)

dans les yaourts
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Pour le yaourt contenant la poudre de caroube, le nombre de colonie augmente
progressivement avec un maximum atteint au jour 7 avec un taux d’augmentation du nombre de
colonies de 13,88%, en suite, le nombre de colonies diminue pour atteindre 8,26 UFC/ml au 28"

jour.

IV.5 2.2. Evolution du nombre des colonies des ferments (Streptococcus thermophilus et

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus)

Les résultats du dénombrement des colonies des ferments du yaourt au cours du stockage a
4°C sont illustrés dans lafigure 45. L’analyse de la variance révéle que les facteurs poudre et duré
de conservation (figure 44) affectent la viabilité des ferment (p<0,05) du yaourt avec une
interaction entre eux (p<0,05).
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Figure 44: Résultats de I’analyse statistique de I’Evolution des colonies des ferments en en fonction
de laprésence ou I’absence de poudre (a), présence ou absence de probiotique (b) et en fonction de
laduré de conservation (c). CO : sans poudre, C1 : avec poudre, PO : sans probiotique ; P1 : avec

probiotique
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Figure 45 : Evolution du nombre des colonies de Streptococcus thermophilus et Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus dans les yaourts

Au cour des 28 jours de stockage, le plus faible nombre de colonies est enregistré dans le
yaourt simple. Le maximum de cellules viables est observé au jour 1 et 7. Pour le yaourt contenant
la poudre de caroube et Ile probiotique (Y +pro+C) le maximum de cellules viable est observé aux
jours J1 et J7. Dans le yaourt contenant seulement le probiotique (Y +pro) I’optimum est observé
aux jours J14, J21 et J28.

A lafin de la période de stockage nous notons que le nombre de colonies est plus important
dans les yaourts contenant le probiotique : 8,13 UFC/ml pour Y +pro et 8 UFC/ml pour Y +pro+C
contre 7,10 UFC/ml pour Y+C et 6,94 pour Y.

IV.5. 3. Evolution desteneurs en phénolstotaux solubles

L’analyse statistique des résultats montre que les facteurs poudre (figure 46a) et durée de
conservation (figur e 46b) affectent significativement (p<0,05) lateneur en phénols totaux solubles

des yaourts.
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Figure 46: Résultats de I’analyse statistique de I’Evolution des teneurs en phénols totaux solubles
en fonction de la présence ou I’absence de poudre (@) et en fonction de laduré de conservation (b).

CO0: avec poudre, C1 : sans poudre

Lafigure 47 montre que les quatre yaourts renferment chacun des phénols totaux solubles.
Au cours du stockage lateneur en PTS diminue progressivement et les pertes varient de 4 229,32
%. La valeur maximale des PTS (0,31 mg Eq AG/g MS) est enregistrée dans le yaourt contenant
la poudre et le probiotique (Y +pro+C) au 1% jour et lavaleur minimale (0,019 mg Eq AG/g MYS)

est enregistré au 28em jour dans le yaourt au probiotique (Y +pro).
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Figure 47: Evolution des teneurs en phénols totaux solubles dans les yaourts
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Partie expérimentale Résultats

IV.5. 4. Activité antioxydante

IV.5.4.1. Activitéantiradicalaire

L analyse statistique des résultats révele un effet significatif de chacun des facteurs poudre,

probiotique et jour (figur e 48) avec une interaction entre eux (p <0,05).
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Figure 48 : Résultats de I’analyse statistique de I’Evolution de Activité antiradicalaire en fonction
de laprésence ou I’absence de poudre (a), présence ou absence de probiotique (b) et en fonction de
laduré de conservation (c). CO : sans poudre, C1 : avec poudre, PO : sans probiotique ; P1 : avec

probiotique

Tous les extraits des yaourts manifestent un pouvoir antiradicalaire variable au cours du
stockage. Quelque soit le temps de stockage considéré, I’analyse de nos données expérimentales
(figure 49) montre que I’incorporation de la caroube dans les yaourts s’accompagne d’une
augmentation significative (p <0,05) de I’activité antioxydante des extraits testés (62,8 a 74,96%).
Cet effet est observeé dans le premier jour.

Au cours du stockage, nous relevons des baisses plus marqués de I’activité antiradicalaire en
absence de poudre de caroube. Cette diminution varie de 10,94 a 15,96 a %
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Figure 49 : Evolution de I’activité antiradicalaire des yaourts
IV.5. 4.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits des yaourts varie au cour des 28 jours du stockage et
dépond de la présence ou non de la poudre, présence ou non du probiotique et varie en fonction des

jours (p <0,05). Les résultats de I’analyse de la variance sont représentés par lafigure 50.
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Figure 50: Résultats de I’analyse statistique de I’Evolution du Pouvoir réducteur en fonction de la
présence ou I’absence de poudre (a), présence ou absence de probiotique (b) et en fonction de la
duré de conservation (c). CO : sans poudre, C1 : avec poudre, PO : sans probiotique ; P1 : avec

probiotique
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Pendant toute la période de stockage, nos données analytiques (figure 51) montrent que le

pouvoir réducteur de tous les yaourts est supérieur a celui du yaourt simple.

Nous notons que I’incorporation de la poudre de caroube et la souche du probiotique dans le
yaourt améliore son potentiel réducteur. Au premier jour le pouvoir réducteur du yaourt a la
caroube est augmenté de 136,8% et de 139,26% pour le yaourt contenant la poudre et le
probiotique.

L’optimum d’activité est révélé au premier jour pour le yaourt &la caroube (0,245), au 7™ jour
pour le yaourt &la caroube et le yaourt symbiotique (0,586 et 0,593 respectivement) et au 14°™ jour

pour le yaourt renfermant seulement le probiotique.

A lafin de la période de stockage |e pouvoir réducteur des yaourts renfermant la poudre (0,528

a0,543) est nettement supérieur aux yaourts sans poudre (0,198 a0,212).
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Figure 51 : Evolution du pouvoir réducteur des yaourts

IV.5.4.3. Chélation du fer

Tous les extraits manifestent un pouvoir chéateur du fer. Ce dernier varie de 32,61% a 54,25 %
et dépend (p <0,05) des facteurs poudre, probiotique et durée de conservation (figure 52) avec une

interaction entre eux. Les résultats obtenus sont représentés par la figure 53.
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Figure 52: Résultats de I’analyse statistique de I’Evolution du Pouvoir réducteur en fonction
de laprésence ou I’absence de poudre (a), présence ou absence de probiotique (b) et en fonction de
laduré de conservation (c). CO : sans poudre, C1 : avec poudre, PO : sans probiotique ; P1 : avec
probiotique

Pendant les quatre semaines du stockage, le yaourt symbiotique enregistre le plus grand

pouvoir chélateur du fer, par contre le yaourt contréle affiche le plus faible pouvoir pendant cette

période.
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Figure 53 : Evolution du pouvoir chélateur du fer des yaourts
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Au premier jour I’augmentation de la chélation du fer induite par la présence de la caroube
s’éléve a30% (Y +C) et 35,8% pour le yaourt symbiotique (Y +pro+C).

Au cours du stockage les différents extraits manifestent une baisse d’activité ; cette derniere est

plus marquée pour les yaourts sans poudre de caroube, particulierement pour le yaourt ssmple.

Pour le yaourt smple (Y) et le yaourt avec poudre (Y +C) le maximum de chéation du fer est
atteint au 1% jour (39,4 et 51,24% respectivement). Pour le yaourt au probiotique il est atteint au
14 ®™¢jour (41,76%) et pour le yaourt contenant la poudre et |e probiotique au 7°" jour (54,25%).
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V. Corréations

Dans le but de déterminer les éventuels corrélations entre les différents constituants de la pul pe
de caroube et afin d’évaluer la contribution des différentes classes de composés phénoliques a
I’efficacité antioxydante, une matrice de corrélations est réalise.

Des corrélations positives significatives (p<0,05) sont observés entre le pouvoir antiradicalaire
du DPPH et la teneur en phénols totaux solubles (r=0,984), en flavonoides (r=0,781), en tanins

condensés (r=0,974) et en tanins précipité par laBSA (r=0,896).

Nous notons aussi une corrélation hautement significatif entre le pouvoir réducteur et les phénols
totaux solubles (r=0,975), les flavonoides (r=895), les tanins condenses (r=925) et les tanins attaché
a la protéine (r=964). Une corréation hautement significative est en paralléle observée entre le
pouvoir chélateur du fer et la teneur en polyphénols totaux solubles, les flavonoides ainsi que les
tanins precipités par la BSA, les coefficients de corrélations sont de 0,850; 0,978 et 0,873

respectivement.

Des corrélations positives tres hautement significatif existent entre les différentes activités
antioxydantes. Le pouvoir antiradicalaire et le pouvoir réducteur avec un coefficient r= 0,964 ; le
pouvoir chéateur du fer et le pouvoir réducteur avec un coefficient r= 0,913.

Pour les yaourts, des corrélations positives trés hautement significatif (p<0,001) sont observés
entre la teneur en phénols totaux solubles et le pouvoir antiradicalaire du DPPH (r=0,980), le
pouvoir réducteur (r=0, 0,992) et lachéation du fer (r=0,838).

L analyse statistique des donnés montre une corrélation hautement significatif négative entre le
pH et I’acidite titrable (r=--0,898; p < 0.001). Nous avons notés aussi des corrélations positives
significatives (p<0,05) entre les colonies des ferments et le pouvoir chélateur du fer (r=0,455,
p<0,001) et aussi entre les colonies du probiotique et le pouvoir chéateur du fer (r=0,379, p=0,03).

Il existe des corrélations positives tres hautement significatif entre les différentes activités
antioxydantes des yaourts. Le pouvoir antiradicalaire et le pouvoir réducteur avec r= 0,995, le
pouvoir chélateur du fer et le pouvoir réducteur avec r= 0,885. Le pouvoir antiradicalaire et la
chélation du fer r=0,911.
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Tableau X1 : matrice des corréations

Tanins
PTSnon lié |attachésala |DPPH Pouvoir | Pouvoir Chédation
Variables PTS FLAV T/Hydrolysables| T/Condensés |ala BSA BSA antiradicalaire |réducteur | Fer
PTS
1

FLAV 0,816** 1
T/Hydrolysables 0,892+ * 0,750 1
T/Condenses 0,058%** 0,703* 0,770* 1
PTS non attache
2 laBSA 0,654* 0,425 0,527 0,719* 1
DPPH Pouvoir . . .
antiradicalaire 0,984* ** 0,781 0,836 0,974*** 0,689 0,896*** 1
Pouvoir
r éducteur 0,976*** 0,895*** 0,842* 0,925*** 0,620* 0,939*** 0,964*** 1
Chélation Fer

0,850*** 0,978*** 0,776* 0,752 0,404 0,873*** 0,803* | 0,913*** 1

(*) : Lacorréation est significative (p<0,05).
(**) : Lacorréation est hautement significative (p<0,01).
(***) : Lacorréation est trés hautement significative (p<0,001).
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Tableau X111 : matrice des corrélations pour lesyaourts

Pouvoir
SYNEREgY Colonies dg Coloniesde antiradicalair Pouvoir Chéation du
Variable PH ATT E ferments | probiotique PTS du DPPH réducteur fer
PH 1
ATT -0,898* ** 1
SYNERESE | .0598*** | 0,800*** 1
Colonies des
ferments 0,307* -0,218 -0,058 1
Coloniesde
probiotique -0,089 0,076 -0,030 0,7*** 1
PTS -0,431* 0,694 0,952+ ** 0,065 0,0194* 1
Pouvoir
antiradicalaire 0,110
du DPPH -0,306 0,592*** | (,891*** 0,211 0,980* ** 1
Pouvoir
réducteur -0,373* 0,647*** | (0,922*** 0,152 0,079 0,992* ** 0,995*** 1
Chélation du
fer -0,155 0,418* 0,698* ** 0,455*** 0,379** 0,838*** 0,9171*** 0,885*** 1

(*) : Lacorréation est significative (p<0,05).
(**) : Lacorrélation est hautement significative (p<0,01).
(***) : Lacorréation est trés hautement significative (p<0,001).
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V1. Discussion générale

La pulpe de caroube se caractérise par sa richesse en sucres solubles (65,64g/100 MS)
qui dépasse les valeurs retrouvées dans la littérature : Avallone et al.(1997)(45 g/100 MS),
Ayaz et al., (2009) (24,5 g/100 MS), Bernardo-Gil et al. (2011) (51 ¢g/100 MYS) ; par contre
la teneur en lipides est faible (0,84%), €elle est inferieur a celle notée par Ayaz et al.(2009)
(4,44%) et supérieur a celle de Bernardo-Gil et al. (2011) (0,61%) et Avallone et al. (1997)
(0,6%). Les cendres représentent 3,66% du poids sec et la cellulose 8,57%, ces valeurs
regjoignent celles retrouvé par Bernardo-Gil et al. (2011) : cendres (4,44%), celulose
(7,64%). Les protéines sont aussi présentes en faible quantité (4,459/100g MS) et rejoint la
valeur retrouvée par Bernardo-Gil et al. (2011) (4,79/100gMS) et Avallone et al. (1997) (3
0/100g MS).

L’extraction a pour but de faire diffuser dans la phase liquide les composés phénoliques
présents dans la matrice veégétale (Escribano-Baillon et Santos-Buelga, 2003). Cette
extraction des composés phénoliques de leur matrice naturelle est compliquée du fait de leur
grande diversité structurale et leur sensibilité a I’oxydation et a I’hydrolyse (Bruneton et al.,
1996). Dans nos conditions expérimentales, I’eau n’est pas le solvant idéal pour I’extraction
des composés phénoliques de la pulpe de caroube. L’utilisation d’un solvant binaire
s’accompagne d’une augmentation globale du taux des phénols totaux soluble de 3,67% a
45,85%. Pour les flavonoides cette amélioration varie de 0,92% a 51,75%. Pour toutes les
classes de composés phénoliques dosées le méthanol 60 % s’est avéré plus efficace pour
solubiliser ces constituants. En revanche la substitution totale de I’eau par le méthanol
s’accompagne d’une diminution des teneurs en flavonoides de 12,1%, des tanins
hydrolysables de 23,11% et des tanins précipités par laBSA de 15,84%.

Les différents dosages réalises confirment la présence de plusieurs classes de composés

phénoliques (phenols totaux solubles, flavonoides, tanins condensés, tanins hydrolysables,...).

Globalement, les teneurs en phénols totaux solubles s’intégrent dans I’intervalle des
valeurs retrouvées dans la littérature : Cavdarova et Makris. (2014) (3,67 a 11,31 mg Eq
AG/gMS) ; Corsi et al. (2002) (1.36 mg Eq AT/g MS) Roseiro et al. (2013) (5,8 a mg Eq
AG/g MS), Makris et Kefalas (2004) (0.19 a 9.28 mg Eq AG/g MS) et Avallone €t al.
(1997) (2 a 19,5 mg Eq AG/g MS) . Les teneurs en flavonoides aussi s’integrent dans
I’intervalle des valeurs retrouvés par Benchikh et al. (2014) (0,105 40,175 mg Eq Q/g MS).
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Notre caroube s’avere plus riche en tanins hydrolysable (1,58 a 3,1 mg Eq AT/g MS) comparé
aux données d’Avallone et al.(1997). Les teneurs en tanins condensés (1,06 a 2,26 mg Eq
CAT/gMYS) serapprochent de celles du méme auteur (2,75 a2,26 mg Eq CAT/gMS).

La comparaison des teneurs en composés phénoliques avec les donnés de la littérature
demeure difficile. Les différences peuvent étre attribués a plusieurs parametres qui
interviennent (origine géographique de I’échantillons et condition d’extraction) Benchikh et
al .,(2014).

Nos données suggerent que les systemes de solvants binaires sont plus performants et
favorables que les systemes de solvants purs et s’accordent avec les résultats de Wang et
al.(2009) travaillant sur les algues islandais, Turkmen et al. (2006) sur le thé et Cavdarova
et Makris (2014) sur la caroube. Des améliorations avec du méthanol aqueux peuvent étre

dues a I’augmentation de sa polarité avec I’eau sachant qu’il est le solvant le plus polaire.

L’activité antiradicalaire des extraits de caroube est inferieur a celle retrouvé par
Roseiro et al. (2013). Des corrdlations positives trés hautement significatives (p<0,05) sont
observeés entre le pouvoir antiradicalaire du DPPH et la teneur en phénols totaux solubles
(r=0,984), en flavonoides (r=0,781) et en tanins condenses (r=0,974). Une corréation linéaire
positives trés hautement significatif est observée par plusieurs auteurs entre la teneur en
phénols totaux solubles et pouvoir antiradicalaire du DPPH (Wang et al., 2009; Tawaha et
al., 2007; Turkmen et al., 2006; Djeridane et al., 2006).

En accord avec les résultats de Benchikh et al. (2014) (ayant travaillés sur les changements
phytochimiques et activités antioxydantes de la caroube au cour de sa maturation), nous avons
noté une corrélation hautement significative entre le pouvoir réducteur et les phénols totaux
solubles (r=0,975) et les flavonoides (r=0,895) ; et une entre le pouvoir chéateur du fer et la
teneur en polyphénols totaux solubles et les flavonoides, les coefficients de corrélations sont
de0,850; 0,978 respectivement.

Des corrélations positives trés hautement significatif existent entre les activités
antioxydantes. Le pouvoir antiradicalaire et le pouvoir réducteur avec un coefficient r= 0,964 ;
le pouvoir antiradicalaire et la chélation du fer (r= 0,803) ; le pouvoir chélateur du fer et le
pouvoir réducteur avec un coefficient r= 0,913. Benchikh et al., (2014) rapportent aussi une
corrélation tres hautement significative entre le pouvoir réducteur et le pouvoir antiradicalaire
du DPPH (r=0,996) ; lachélation du fer et le pouvoir antiradicalaire (r=0,739) ; la chélation du
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fer et le pouvoir réducteur (r=0,739).Cela implique qu’il ya une similitude entre les
mécanismes antioxydants étudiés dans les extraits bruts et que les molécules responsables de
ces effets antioxydants peuvent étre les mémes.

Des yaourts probiotiques aux fruitstels que lafraise, la banane et I’acai ont été préparés
par plusieurs auteurs. Des yaourts probiotiques sont aussi préparés avec des |égumineuses
(Agil et al., 2012 ; Zare al., 2012), par contre un yaourt probiotique avec de la poudre de
caroube n’as jamais été précédemment étudié.

Le pH du yaourt est un facteur important qui renseigne sur I’activité acidifiante des
bactéries lactiques. L’acidité produite permet d’assurer la qualité hygiénique et organoleptique
du produit et réduire le développement des contaminants tel que les bactéries pathogénes et les
moisissures. Dans nos conditions expérimentales, I’incorporation de la poudre de caroube
s’accompagne d’une réduction du pH et d’une augmentation de I’acidité. La production
d’acides organiques (lactique, acétique, butyrique, formique, citrique) est en relation linéaire
avec I’augmentation de I’ATT. La production d’acide lactique est supérieure a celle rapportée
par Almeida et al. (2008) pour la pulpe d’acai et llupapalayam et al. (2014) pour le yaourt
aux herbes fines. En présence de poudre les bactéries sont potentiellement plus actives et
produisent plus d’acide lactique. D’autre métabolites (lactate et éthanol) sont des produits de
fermentation du glucose qui n’affectent pas le pH mais exercent un effet positif sur la viabilité
des cellules, en plus la production de composeés volatils augmente la viabilité de ces cellules

sans affecter le pH (Agil et Hosseinein, 2012).

La synérése ou la séparation du lactosérum du gel protéique est un phénomene physique
visible qui affecte I’acceptabilité du yaourt par le consommateur. La synérese d’un yaourt au
lait de vache entier est comprise entre 43 to 47% (Zanhi et Jideani., 2012). En accord avec
Aryana et McGrew (2007) la synérese augmente dans nos échantillons au cour du stockage du
yaourt. Dans nos conditions expérimentales, I’incorporation de la poudre de caroube augmente
ce phénomene de 32,67 %. Srisuvor et al., (20013) ont justifié sa par I’activité protéolytique

des bactéries lactiques qui hydrolysent les micelles de caséines au cour du temps.

Pour réduire le phénomene de synérése des yaourts supplémentés, les industries utilisent
les concentrés de protéines lactosériques ou les caséines (Ramirez-Sucre et al., 2013);
d’autres utilisent des stabilisants et des agents de textures qui augmentent la viscosité en
augmentent la rétention de I’eau du gel comme les polydextroses (Ye et al.,2013 ; Srisuvor et
al., 2013).
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Nous avons noté aussi que notre souche de probiotique diminue la synérése de 2,97 %. En
effet quelques souches de hifidobactéries sont connues par leur capacité a produire des
exopolysacharides (EPS) molécules a caractére épaississant capables de retenir I’eau (Liu et
al., 2014)

Le dénombrement des probiotiques et des ferments est |égérement difficile. Ces bactéries
ont des exigences similaires pour leur croissance et elles ont des caractéristiques biochimiques
proches, mais I’anaérobiose permet de sélectionner les bifidobactéries (Tabasco et al., 2007).
Le codex aimentaire, relatif aux laits fermentés établit que le nombre des ferments du yaourt
doit étre au moins 10’ UFC /g. Le nombre de colonies des ferments (S thermophilus et L.
delbruekii ssp. bulgaricus) de nos yaourt a dépasse cette valeur et elle est maintenue pendant

toute la période de stockage.

La présence de la caroube et |e probiotique ont affecté la viabilité des ferments. Nous avons
observé que le nombre maximum de colonies est obtenu avec le yaourt contenant le
probiotique. Vasiljevic et Shah (2006) ont rapporté, aussi que la viabilité de Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus est augmentée significativement en présence d’un mélange de
souches de probiotique : Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis et Lactobacillus
paracasei. Cela peut étre exprimé par une compétition entre les ferments et les probiotiques en

augmentant le nombre de cellules bactériennes.

Nous notons que c’est en présence de poudre de caroube que le nombre de colonies du
probiotique est plus important. La croissance bactérienne s’établit dans une gamme comprise
entre 6,76 a7,59 Log UFC/ml dans le yaourt simple (témoin) et 7,25 47,88 Log UFC/ml dans
le yaourt contenant la poudre. Des observations similaires sont rapportées par Esperito Santo
et al. (2010) travaillent sur les poudres d’acai et Agil et Hosseinein (2012) pour les lentilles et
Boudjou et al. (2014) pour lafeve.

Cette meilleure croissance des microorganismes en présence de poudre s’explique par un
apport éevé en hydrates de carbone et en micronutriments contenus dans la poudre. Bomba et
al. (2002) rapportent que certains ééments chimiques tels que le fer et le magnésium
permettent I’augmentation de la viabilité des probiotiques. Les produits finaux du métabolisme
des glucides (acide gras a courte chaine) conferent un effet positif sur les probiotiques en leur

servant de source d’énergie (Koplan et Hutkins, 2000).
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Ce résultat indique que la caroube peut avoir un effet sélectif sur la stimulation de la
croissance des probiotique ; cet effet peut étre du aux ééments apporté par la caroube qui
fournit un milieu sélectif favorisant la production d’acide lactique.

Le nombre de probiotique exigé dans un produit finie varie d’un pays a un autre. Selon
Saran et al., (2012), il doit étre supérieur & 10° CFU/g pour qu’il puisse conférer des effets de
santé bénéfiques pour le consommateur . Pour nos yaourts ce nombre est maintenu pendant
toute la période du stockage. Le nombre initial de bactéries commence a baisser a partir du 21
jour. La réduction de la quantité de prébiotiques et de micronutriments dans le yaourt serait a
I’origine de ce phénomene.

Les bienfaits des composés phénoliques suggérent des effet bénéfique et varié sur la
santé de I’Homme : activité antioxydante, anti-inflammatoire et antibactérienne, effet cardio-
protecteur et neuro-protecteur (Selma et al., 2009). Ces effets ont été corrélés avec une
réduction de pathologies dégénératives ou chroniques tel que les maladies cardiovasculaires et
le cancer (Karaadlan et al., 2011). Il est important de suivre et de comprendre I’évolution des
composes phytochimiques du yaourt pendant sa durée de vie afin de prédire les effets

bénéfiques réel de sa consommation sur la santé de I’Homme (Oliveira et al., 2015).

Les teneurs en composés phénoliques des yaourts a la caroube sont plus éevées que celle
du yaourt controle. La présence de composes phénoliques dans le yaourt non supplémenté et
du aux polyphénols liés aux protéines du lait de vache (Amirdivani e Baba, 2011). A lafin
de la période de stockage nous avons noté des diminutions quantitative en PTS dans les quatre
yaourts (Y, Y+pro, Y+C, Y+pro+C) varient de 3,43% a 29,32%. Selon Oliveira et al. (2015)
(ayant travaillés sur le yaourt a la fraise) les diminutions en composés phénoliques dans le
yaourt pendant son stockage sont du a leur complexassions avec les protéines sériques tel que
la B-lactoglobuline (B-LG) et I’a-lactalbumine. Ces protéines sont dotés d’une grande affinité
aux polyphénols; les interactions sont des liaisons d’hydrogene entre le OH du noyau
aromatique et le groupement carboxyle de la chaine latérale de I’acide aminé. La formation du
complexe protéines-polyphénols est influencée par la nature de la protéine (nombre de résidu
proline) et la structure des polyphénals.

Nos résultats permettent de prévoir des possibilités dans I’avenir, dans le but de réduire le
phénomene de complexassions des protéines avec les différentes classes de composés
phénoliques et par conséquences augmenter leur biodisponibilité dans le yaourt. Cette

possibilité suggeére I’adition de substances hydro-colloidale neutre tel que les xanthanes
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(Oliveira et al., 2015). En effet plusieurs études ont demontré I’habilité de quelque
polysaccharides tels que la pectine, les xanthanes et les cyclodextrines a interagir avec les
polyphénols (Marcheix et al., 2005). Ces carbohydrates, ont la capacité de développer la
structure en gel dans la solution, qui est capable d’encapsuler les polyphénols et d’empécher

leur interaction avec les protéines (De Freitas et al., 2003).

Pendant toute la période du stockage, I’activité antioxydante des yaourts est supérieure a
leur contréle. Nos résultats de I’activité antiradicalaire sont supérieur a ceux d’ llupapalayam
et al., (2014). L’incorporation de la poudre permet d’augmenter le pouvoir antiradicalaire de
62,8% ; ces résultats sont en accord avec Najgebauer-Legko et al,. (2011) qui ont rapportés
que I’incorporation des extrait de feuille de thé vert dans le yaourt augment son pouvoir
antiradicalaire de 31%. La présence de la poudre a auss augmenté le pouvoir réducteur de
136,82% et le pouvoir chélateur du fer de 30%.

En parallele; nous avons observé que notre souche de probiotique augmente aussi |e pouvoir
antioxydant du yaourt. Dans le test du DPPH, il est augmenté de 3,58% et de 4,07% pour le
pouvoir réducteur et de 5,15 % pour la chélation du fer. Li et al., (2014) ont rapporté que
Bifidobacterium animalis ssp.Lactis (Bb12) a un potentiel antioxydant important. Cet effet a
été attribué aux exopolysacharides (EPS) qu’elle produit et quelques peptides bioactifs qui

proviennent de son activité protéol ytique.

Les grandes capacités antioxydantes des yaourts ont été enregistrés la ou on a eu le
maximum de colonies bactériennes, ces résultats suggérent que cet effet antioxydant est du a
I’effet combiné de la caroube et les métabolites actives des bactéries lactiques vivantes. Cette
constatation est aussi rapporté par llupapalayam et al. (2014) pour le yaourt probiotique aux
épices. Ladiminution du pouvoir antioxydant dans les yaourts au cour du stockage est peut étre
du a la dégradation des composés phénoliques par les bactéries ou a I’augmentation des
interactions protéines-polyphénols (Amirdivani et Baba, 2011).

L’analyse statistique des donnés montre une corréation significative négative entre le pH
et I’acidité (r=-0,8985 ; p < 0.01). La méme observation est constaté par Boudjou et al 2014 (r
=-0.77 a-0.99, p < 0.01) pour le kéfir alafeve.

Des corrélations positives trés hautement significatives (p<0,001) sont observés entre la
teneur en phénols totaux solubles et le pouvoir antiradicalaire du DPPH (r=0,980). Ce résultat
est en contraste avec celui de McCue et Shetty (2005) qui ont rapporté une corrélation
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significative mais négatif (r =-0.79) ; ils ont expliqués cela par le fait que les bactéries lactique
dégradent les polymeéres de composés phénoliques et libérent en paralléle d’autres composés

solubles & potentiel antioxydant.

La corrédation positive trés hautement significative (p<0,001) entre les teneurs en PTS et
le pouvoir réducteur (r=0,992) ainsi que la chéation du fer (r=0, 0,838) suggére que les
composes phénoliques apportés par la poudre de caroube participent activement au potentiel
antioxydant du yaourt supplémenté. Nous avons noté des corrélations positives significatives
entre le pouvoir chéateur du fer et les colonies des ferments (r=0,455, p<0,001) ainsi que les
colonies de probiotique (r=0,379, p<0,01), celaimplique que nos bactéries lactiques participent

au pouvoir antioxydant du yaourt par leur métabolites actifs qu’elles produisent.

Il existe des corrélations positives tres hautement significatives entre les différentes
activités antioxydantes des yaourts. Le pouvoir antiradicalaire et le pouvoir réducteur (r=
0,995), le pouvoir chélateur du fer (r= 0,911). Cela indique qu’il ya une similitude entre les

mécani smes antioxydants étudiés.

Notre yaourt ala caroube se caractérise par son pH faible et son acidité élevée et sa charge
microbienne élevée pendant la période de stockage. Ces conditions permettent d’augmenter
I’effet bifidogénique tel que la résistance a I’acidité gastrique, I’amélioration de la digestion des
protéines et la résistance aux infections par les agents pathogenes. Les résultats de ce travail
offrent une alternative importante pour I’utilisation de la caroube dans la formulation

d’aliments fonctionnels avec des effets bénefiques sur la santé de I’Homme.
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Conclusion

Les différents dosages réalisés sur la pulpe ont révélé la présence de plusieurs classes de
composés phénoliques : Phénols totaux solubles (6,10 a 8,9 mg EQAG/g MS) ; flavonoides
(0,06 a 0,11 mg EqQQ/gMS) ; tanins hydrolysables (1,58 a 3,1mgEq AT/g MS) et tanins
condensés (1,06 42,26 mg Eq CAT/g MS). Les teneurs en ces composes dépendent bien du
solvant d’extraction utilisé. Les extraits hydro-alcooliques sont plus riches en composés

phénoliques queles extraits agueux et acooliques.

Les différents extraits testés ont manifestés une activité anti oxydante mesurée in vitro
par le test du DPPH, le pouvoir réducteur et le pouvoir chélateur du fer. Le pouvoir
antiradicalaire varie de 57,2 a 71,26% et le pouvoir réducteur (mesuré par I’absorbance a
700nm) varie de 0,26 a 0,52 ; le pouvoir chélateur du fer est compris entre 43,88 a 58,4 %.
L’extrait méthanolique 60% a manifesté la plus forte activité antioxydante pour tous les tests.

Nos résultats statistiques ont montré I’implication des mémes composés phénoliques
aussi bien dans I’activité antiradicalaire que le pouvoir réducteur et le pouvoir chéateur du
fer. Les phénols totaux solubles et les flavonoides semblent les participants majeurs dans

I’activité anti oxydante des extraits bruts.

Une concentration de 4% de poudre de caroube est incorporé dans le yaourt contenant
des ferments lactiques, avec ou sans probiotique. L’incorporation de cette poudre a permit
d’augmenter son acidité de 42,5% et de diminuer son pH de 11,77%, les bactéries sont
potentiellement plus actives et produisent plus d’acide lactique. Le nombre de colonies de

probiotiques est aussi augmenté de 7,2%.

L’activité antioxydante du yaourt est augmentée en présence de poudre, cette
augmentation varie de 30,6% a 136,82% en fonction du test effectué.
Les teneurs en composés phénoliques des yaourts diminuant au cours du stockage. La
complexassions de ces composés avec les protéines du lait serait responsable de cette
diminution. Le phénomene de la synérese est plus important dans le yaourt contenant la

caroube ; la présence du probiotique a permis de réduire ce phénomene de 3%.
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Conclusion

Les résultats de cette étude montrent que la poudre de caroube (riche en sucre et
composés phénoliques) peut servir de nouveau prébiotique dans la formulation d’aliments
fonctionnels sachant qu’elle offre un milieu favorable ou sélectif au développement de

probiotique. Nos résultats méritent d’étre complétés et il serait dors intéressant de:

> ldentifier et quantifier les différents constituants phénoliques de la pul pe de caroube

> Evaluer le potentiel antimicrobien des extraits bruts

» approfondir I’étude des polysaccharides autant que facteur de croissance des
probiotiques et d’évaluer leur activité antioxydante.

> Faire une évauation sensorielle pour les échantillons de yaourt

> Evaluation de I’activité antibactérienne des échantillons des yaourts.
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Aneexesl : préparation des solutions

Solution Réactifs

Solution NaOH (0,1N) 4 g de soude dans 1000 ml d’eau distillée

Phénolphtaléne a 0,5% 0,5g de phénol phtal é ne dissoute dans 100 ml
d’éthanol

Solution DPPH (60uM) 0,00023g de DPPH dans 100 ml d’éthanol a 95%

Ferrozine a5mm 0,123 g de ferrozine dans 50 ml d’eau distillée

FeCl2 (2mM) 0,025 g de FeCl, 2H,0 dans100 ml d’eau distillée

NaCO3 (5%) 5g de NaCOs3 dans 100 ml d’eau distillée

Solution phénol 5% (p/v) 5g de phénol sont dissoute dans 100 ml d’eau

ditillée jusqu’a ladissolution totale (solution incolore)

Folin ciocalteu dilué (1 :1) 10ml de Folin ciocalteu +10ml d’eau distillée

Chlorure d’aluminium (AICl3 2%) | 2 g d’AICI3, 6H20 dans 100 ml du méthanol, agitez

jusqu'a ladissolution totale

HCI 24% 24 ml d’HCI concentré ajusté a 100 ml avec du
méthanol
Vanilline 25,8% 5,8 g de vanilline dans 100 ml de méthanol

o . Il se répare juste avant son utilisation en mélangeant
Réactif Vanilline-HCI o . .
deux volumes équivalents de HCl a24% et de Vanilline

a5,8%

HCl (0,01M) 0,085 ml d’HCI & 36% est ajuste a 1 litre avec I’eau
Distillée
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Dissoudre 1,629 de FeClzdans 1 litre de la solution

FeCls (0,01M dans HCI 0,01M) préparé d’HCI 4 0,01M

0,68 g de KH2PO2 dans 100ml d’eau distillée
0,87 g de K2HPO2 dans 100ml d’eau distillée
Lasolution acide est gjusté avec la solution basique

Tampon phosphate (0,2M, ph6,6)

jusqu’au ph 6,6

Ferricyanure de potassium 1g de K3Fe(CN)e est dissoute dans 100 ml d’eau distillée
K3Fe(CN)s a1%

Acide trichloracétique (TCA) 10 % | 10 g de TCA dans 100 ml d’eau distillee

FeCls (0,1 %) 0,1 g de FeClzdans 100ml d’eau distillée
BSA 1mg de BSA dans 1ml du tampon acétate
50 ml de TEA (Triéthanolamine+ 10 g de SDS gjusté a
SDS/TEA , N
1l avec I’eau distillée
11,4 ml d’acide acétique + 9,86 g NaCl + 880 ml d’eau
Tampon acétate (ph 4,9 a0,2M) distiliée
Le Ph est gusté a4,9 avec du NaOH (4N)
Le volume est ajuste a 1l avec I’eau distillée
NaOH (4N) 160 g de NaOH dans 1 litre d’eau distillée
Sulfate d’ammonium 80% 80 g de (NH4)2S04dans 100 ml d’eau distillée
2,5 g debleu de Coomassie
455 ml d'éthanol
Réactif bleu de BRADFORD 455 ml d'eau distillée

90 ml d'acide acétique glacial
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Préparation des milieux de cultures

Dissoudre 6,2 g de MRS agar dans 1000 ml d’eau distillée, agitez sur

MRS agar - . .
d une plaque chauffante, stérilisez al’autoclave a 120°C pendant 15 minutes

MRS agar au Dissoudre 6,2 g de MRS agar dans 1000 ml d’eau distillée, ajoutez 0,5 gde

chlorhydratede | chlorhydrate de cystéine agiter sur une plaque chauffante, stérilisez a

cystéine I’autoclave & 120°C pendant 15 minutes

Composition du milieu (gélose MRYS)

Pour 1 litre de milieu :

B 0 Y01 ] 10,00¢g

= EXErait A VIANAE ..ottt s nn e nre s 10,009

- Extrait autolytique delevure ...........ocoo i e 0,00 0
] 8 o0 = S 20,009
V== I O RSP RS 1,089

- Phosphate dipOtaSSIQUE ..........ccviiiiiiieiieeesiee e 2,00g

B AN = = (=Y 0 S0 o U oIS 5009

- Ctrate 0 amMIMONTUML .. .c.eiieiiee e e sttt et et e eesee e e eneesaeeneeneesseeneeseeseeneeseeennens 20049

- Sulfate de MagNESIUM ..........iiiitiiiie e e neenenen: 0,20 O
- SUITELE 0 MANQANESE........cveuieeieteirieteet ettt sttt b bt e b e st e et et eb e ene e 0,059

- Agar agar bactériologiqUE. ..........oov i 10,00 O
pH du milieu gustéa 6,2+ 0,1
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Résumé

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) est un arbre typique du climat méditerranéen, ayant d’énormes intéréts
économiques et écologiques. Cultivé pour ses gousses, abondantes et riches en sucre a maturité, elles sont
utilisées en industrie agroalimentaire et pharmaceutique, notamment comme antidiarrhéque.

Les dosages réalisés sur la pulpe montrent la présence de puiseur classe de composés phénoliques. Les teneurs
en ces composés dépendent bien du solvant d’ extraction. Les extraits hydro-alcooliques ont révélé des teneurs
plus élevée que les autres extraits. Les différents extraits testés ont manifestés une activité anti oxydante
mesurée in vitro par le test du DPPH, le pouvoir réducteur et le pouvoir chélateur du fer. L’ activité antioxydante
dépend aussi bien du solvant d'extraction utilisé.

Une concentration de 4% de poudre est incorporé dans le yaourt contenant des ferments lactiques avec ou
sans probiotiques. L’incorporation de la poudre a permit d’ augmenter son acidité de 42,5%; diminuer son pH de
11,77% et augmenter le nombre de colonie de probiotiques de 7,2%. L’ activité antioxydante du yaourt est aussi
augmenté, cette augmentation varie de 62,8% a 136,82% en fonction du teste.

Les résultats de cette étude montrent que la poudre de caroube (riche en sucre et en composés phénoliques)
peut servir de nouveau prébiotique danslaformulation d’aliments fonctionnels sachant qu’ elle offre un milieu
favorable ou sélectif au dével oppement de probiotique.

M ots clé : Composés phénoliques, activité antioxydante ; Ceratonia siliqua L, ferments lactiques, probiotiques

Abstract

The carob tree (Ceratoniasiliqua L.) isatypical tree of the Mediterranean climate, with enormous economic and
ecological interests. Cultivated for its pods, abundant and rich in sugar at maturity, they are used in food and
pharmaceutical industry, notably as antidiarrhéque.

The determinations carried out on the pulp show the presence of whelk class of phenolic compounds. The levels
of these compounds depend of the extraction solvent. The hydro- alcoholic extracts revealed higher levels than
the other.The various extracts tested have exhibited an antioxidant activity measured in vitro by the test of
DPPH, reducing power and power iron chélater. The antioxydant activity depends on both the extraction solvent
used.

A concentration of 4% of powder is incorporated in the yoghurt containing starter culture with or without
probiotics. The incorporation of the powder was allowed to increase its acidity of 42.5 % ; reduce its pH of 11,77
% and increase the number of probiotic colony of 7.2%. The antioxidant activity of the yoghurt is also increased
, thisincrease ranged from 62.8% to 136.82 % depending on the test .

The results of this study show that carob powder (rich in sugar and phenolic compounds ) can be used again in
the prebiotic formulation of functional foods knowing that it offers a favorable selective medium or probiotic
development .

Key words: phenolic compounds, antioxydant activity, Ceratonia siliqua L, Starter culture, probiotics.
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