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RESUME

Le caroubier « Ceratonia siliqua L » caractéristique des régions méditerranéennes,
est un arbre -cultive pour ses fruits et qui suscite dénormes intéréts

socioéconomiques.

Le présent travail, vise a étudier la composition biochimique de la caroube récoltée
de la région de Soumaa (Blida), ainsi qu’une extraction de la fraction lipidique de
pulpe et graines en vue d’une caractérisation physicochimique, de la détermination

du profil en acides gras, et I'étude de ses activités biologiques.

Les résultats montrent que la pulpe et les graines sont caractérisées respectivement
par des teneurs en eau 9,1% et 6,26%, matiére minérale 3,33% et 4,64%, matiere
azotée totale 7,88% et 19,25%, sucres totaux 51,57% et 30,39%, matiére grasse
1,03% et 1,82%, et enfin fibres insolubles 29,82% et 15,34% avec des différences

hautement significatives.

Les acides gras majoritaires détectés par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CGSM) sont l'acide myristique 8.40%, caprique 8.04%,
oléique 15.92% et linoléiqgue 43.09%, pour I'huile de pulpe. Celle des graines est
composée essentiellement d’acide linoléique 45.61%, oléique 40.58% et myristique
10.43%. Par ailleurs, les caractéristiques physicochimiques de ces fractions des
graines et pulpe sont respectivement : indice de réfraction 1.472 et 1.446, densité
relative 0.86 et 0.81, indice d’acide 0.69 et 0.51, indice de saponification 169.14 et
177.09, indice d’ester 168.45 et 176.58.

Les résultats de I'étude de I'activité antioxydante in vitro montrent que I'huile de

pulpe a une ICso proche a celle des graines (10.9 et12.83 respectivement)

D’autre part, I'huile de pulpe semble avoir un effet inhibiteur de la croissance de
toutes les souches microbiennes utilisées. Par contre I'huile des graines a un effet

antifongique seulement, et cela vis-a-vis Candida albicans.

Mots clés : Caroube Ceratonia siliqua L, composition biochimique, fraction lipidique,

CGMS, activités biologiques.



ABSTRACT

Carob tree “Ceratonia siliqgua L.”, is one of the characteristic vegetation of the
Mediterranean area which has socioeconomic importance. It has been widely

cultivated especially for its fruits.

The aim of the current study was to evaluate the biochemical composition of carob
(seeds and pulp). Then, the lipid extract was analyzed chromatographically and

evaluate the physicochemical characteristics and biological activities.

Pulp and seeds of carob are characterized respectively by: moisture 9.1%+0.18 and
6.26%, ash3.33% and 4.64%, proteins7.88% and 19.25%, sugar51.57%and 30.39%,
lipids1.03% and 1.82%, and finally insoluble fiber 29.82% and 15.34%. The

difference has been widely significant.

The GCMS analyze indicate that the oil oh pulp is composed of myristic acid 8.40%,
capric acid 8.04%, oleic acid 15.92% linoleic acid 43.09%. The other oil (of seeds)
contains linoleic acid 45.61, oleic acid 40.58% and myristic acid 10.43%.

The physicochemical characteristics of these oils (seeds and pulp) are respectively:
refraction index 1.472 and 1.446, density 0.86 and 0.81, acid index 0.69 and 0.51,
saponification index 169.14 and 177.09, ester index 168.45 and 176.58.

The results of antioxidant activity indicate that both of seed and pulp oil have

comparable ICso which are respectively 12.83 and 10.91.

On the other hand, pulp oil seems have antibacterial and antifungal activity on all
microorganisms used. The other oil has only an antifungal effect on the growth of

Candida albicans.

Keywords: carob Ceratonia siligua L, biochemical composition, lipidic fraction,

GCMS, antioxidant and antimicrobial activities.
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INTRODUCTION

Le caroubier est un arbre caractéristique apprécié depuis des milliers
d’années par les habitants des pays méditerranéens, puisque considéré comme
étant 'un des arbres fruitiers et forestiers qui présente le plus grand potentiel de

valorisation [1].

Le caroubier ou Ceratonia siliqua L, est une espece agro-sylvo-pastorale qui
présente d’énormes intéréts socioéconomique et écologique [1] dont toutes ses

composantes (feuilles, fleurs, bois, écorce, racine et fruits) sont exploitées [2].

C’est une essence qui a été cultivée depuis I'ére néolithique ayant en outre un
intérét de plus en plus grandissant en raison non seulement de sa rusticité, de son
indifférence vis-a-vis du sol, de son bois de qualité, sa valeur ornementale et
paysagere, mais surtout pour ces fruits ; la caroube. Ces derniers font I'objet de

nombreuses transactions commerciales [1].

La caroube, étant une gousse composée d’'une pulpe sucrée (90%) englobant
des graines (10%) [3], présente des propriétés assez importantes leurs conférant
laptitude a étre utilisée dans plusieurs domaines (agroalimentaire, chimie,

pharmacie, alimentation du bétail,... [4-9].

De nos jours, la caroube est principalement exploitée pour la production de la
gomme ; Sin410 provenant de I'endosperme de ses graines [2]. C’est un additif
d’autant utilisé dans l'alimentation humaine, confiserie, domaine cosmétique et

pharmaceutique comme agent épaississant, stabilisant, gélifiant et liant [1, 10].

Pendant le processus d’extraction de la gomme, des sous-produits sont
obtenus : la pulpe et la farine du germe. Cette derniere tres riche en protéines
(jusqu’a 50%) est principalement utilisée dans la formulation d’aliments infantiles
[11]. D’'une autre part, dépourvue de caféine et théobromine et sa saveur sucrée, la
pulpe est utilisée en industrie agroalimentaire soit un remplagant idéal du cacao.
Actuellement, elle est utilisée principalement pour I'alimentation du bétail [11].Afin de
déterminer sa composition, plusieurs études ont été menées [3, 12, 13, 14]. Cette
pulpe est trés riche en sucre (de 40% a 60%) en particulier saccharose, fructose et

glucose, ce qui lui vaut sa saveur sucrée. C’est pour cette raison qu’elle est utilisée
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pour la production d’'un sirop appelé mélasse [15]. Elle constitue aussi une
alternative pour la production du saccharose étant plus riche en sucre que la canne a

sucre et la betterave sucriere.

Elle présente également une teneur assez importante en fibre (de 4.2 a
39.8%) [11, 16, 17]. Une étude a été réalisée sur cette fraction fibre de la caroube a

montré que celle-ci pourrait réduire le taux de cholestérol sanguin [18, 19].

De méme, plusieurs travaux ont été effectués afin de déterminer sa

composition en acides aminés, les minéraux et les vitamines [14, 20, 21].

Sa richesse en composés phénoliques est a l'origine de ses remarquables
propriétés antioxydantes [22, 23].

Par ailleurs, la fraction lipidique que ce soit de la pulpe ou des graines, méme
a des teneurs tres faibles par rapport aux autres constituants, reste faiblement
étudiée et caractérisée, et trés peu d’informations sont disponibles. Ainsi, la
caractérisation de ces lipides (huile végétale) en termes de composition et leurs roles

biologiques sont intéressants a déterminer.

C’est dans cette optique que s’articule notre travail qui présente deux
principaux volets. D’une part, une étude de la composition chimique des deux
composantes de la caroube (pulpe et graines) a été menée. D’'une autre part, nous
avons extrait I'huile végétale de ces deux matrices afin de les caractériser sur le plan

physicochimique, ainsi que la détermination de leurs réles biologiques.
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CHAPITRE 1:
LE CAROUBIER ET LA CAROUBE
1.1.0Origine :
Le caroubier est domestiqué depuis le néolithique 4000 ans avant J.C [24], et

sa culture extensive date au moins de 200 ans avant J.C [25].

Ses origines ne sont pas précises. Pour certains auteurs, elles semblent étre
de [I'Est de la méditerranée (Turquie et Syrie) [2, 4, 26, 27, 28]. Par contre,
Schweinfurth a insinué qu’il est originaire des pays montagneux du Sud d’Arabie
(Yémen) [29, 30]. Tardivement, il a été considéré par Zohary comme originaire de la

flore d’Indo-Malaisie, groupé avec l'olivier, le laurier et d’autres plantes [31].

1.2. Taxonomie :
Scientifiquement, le caroubier est appelé Ceratonia siliqua L. [32] dérive du
grec Keras qui veut dire corne et du latin siliqua désignant une silique ou gousse et

faisant allusion a I'extréme dureté des graines et a la forme du fruit [2, 4]

Cette espéce appartient au genre Ceratonia qui possede un nombre total de
chromosome 2n = 24 [33, 34], de la sous-famille des Caesalpinioideae, de la famille
des Fabaceae (Légumineuses), qui fait partie de l'ordre des Fabales (Rosales),

Classe des Magnoliopsida [35].

1.3.Noms communs :

Le nom dialectal kharouv, originaire de I'hébreu, a donné lieu a plusieurs
dérivés tels que Kharroub en arabe, algarrobo en espagnol, carrubo en italien,
caroubier en francais, [35] Karubenbaum en Allemand, alfarrobeira en Portugais,
charaoupi en Greque, charnup en Turque [4].

Il est aussi appelé Carouge, Pain de saint Jean-Baptiste, figuier d'Egypte, feve
de Pythagore [2, 4].

1.4.Description botanique :

Le caroubier est un arbre ou arbuste sclérophylle sempervirent, qui peut
atteindre 12 a 15 m de hauteur [36] et parfois jusqu’a 20m [37] avec une
circonférence a la base du tronc de 2 a 3 m. Il a une écorce lisse et grise lorsque la

plante est jeune, brune et rugueuse a I'dge adulte. Son bois de couleur rougeatre
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est trés dur (Figure 1.1). Sa longévité est considérable, dépassant souvent les 200
ans [1, 4, 38, 39, 40].

Figure 1.1: L’arbre du caroubier Ceratonia siliqua L. (Photo originale)

1.4.1.Feuilles:

Les feuilles de cet arbre, de 10 a 20 cm de longueur, sont persistantes,
coriaces et caractérisées par un pétiole sillonné sur la face interne et un rachis
portant 8 a 15 folioles, opposées, de 3 a 7 cm de longueur, avec ou sans foliole
terminale, de forme ovale ou elliptique, de couleur vert luisant sur la face dorsale et
vert pale sur la face ventrale [1, 4, 38, 41, 42] . Le caroubier ne perd pas ses feuilles
en automne sauf en juillet chaque deux ans, lesquelles sont renouvelées au

printemps de la méme année, en avril et mai [1, 4].

1.4.2.Fleurs :

Le caroubier est une espéce dioique [1, 43] dont les fleurs sont regroupées
en grappes latérales, habituellement dressées ou ascendantes, brievement
pédonculées [1]. Elles sont initialement bisexuelles puis deviennent habituellement
unisexuées au cours du développement floral [4, 44, 45] et l'une des fonctions

sexuelles male ou femelle est supprimée [46]. Par conséquent le semis donne des
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plants avec un ratio de 50% de femelles et 50% des males improductifs [1]. Ce
rapport est modifié par greffage et bouturage [47] et il existe quelques formes
hermaphrodites [25, 48, 49, 50, 51].

Selon Ait Chitt et al. [1], la morphologie florale est complexe et varie

largement d’une référence a une autre, par exemple il existe des:

» Inflorescences males a fleurs caractérisées par des étamines a longs
filaments et a pistil non développé.

> Inflorescences méales a fleurs caractérisées par des étamines courtes et
un pistil non développé.

» Inflorescences hermaphrodites a fleurs avec des étamines et un pistil
bien développés.

> Inflorescences femelles avec un pistil bien développé et des étamines
rudimentaires.

» Inflorescences polygames comportant des fleurs femelles, des fleurs

males et des fleurs hermaphrodites.

1.4.3.Fruits :

Le fruit du caroubier, appelé caroube ou carouge, est une gousse
indéhiscente a bords irréguliers, de forme allongée, rectiligne ou courbée et groupée
en grappes. Il est de grande taille, 10 a 20 cm de longueur, 1,5 a 3 cm de largeur et
de 1 a 2,5 cm d’épaisseur [1, 4, 41, 52]. Il se développe trés lentement nécessitant 9
a 10 mois pour atteindre la maturité. Il est vert puis brun, et, au moment de la
maturité, brun foncé a noir. Il est sinueux sur les bords, aplati et présente un tissu

pulpeux, sucré, rafraichissant renfermant des graines [1, 41]. (Figure 1.2).
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Figure 1.2 : Les gousses de caroube (Originale 2014).

Chaque gousse contient de 12 a 16 graines soit 10 a 20 % du poids de la
gousse en fonction de cultivar et du climat [41, 53, 54, 55]. Ces graines sont ovoides,
rigides, d’'une couleur qui dépend la variété, elles peuvent étre marron, rougeéatre, ou
noir dont la longueur et la largeur sont respectivement de 8 a 10 mm et de 7 a 8 mm
[4]. (Figure 1. 3).

Figure 1.3: Les graines de caroube (Originale 2014).

1.4.4.Systéme racinaire :

Cet arbre développe un systéme racinaire pivotant, qui peut atteindre 18m de
profondeur [26, 56].

1.5. Reproduction biologique :

De nombreux aspects liés a la reproduction biologique du caroubier, telles que
la floraison, la pollinisation, la compatibilité entre les différents sexes ou encore entre

les cultivars, ainsi que la fructification, restent largement inconnus [4].
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La floraison du caroubier apparait sur le bois de deux ans et les vieux bois [1,
4].

Il est considéré comme le seul arbre méditerranéen qui fleurisse en été :

d’aodt a octobre [56] ou en automne, de septembre a novembre [4, 57].

Les fleurs males apparaissent d’aolt a septembre et la durée d’émission du
pollen semble dépasser celle de la réceptivité des stigmates. Certains ont observé
des antheres mares de juillet & décembre. Cette période de floraison dépend surtout
des conditions climatiques, car dans certaines régions chaudes, la floraison peut

avoir lieu méme au mois de juin [1].

La fleur femelle apparait a partir de juillet et est adaptée a une pollinisation

aussi bien anémophile qu’entomophile [38, 51, 58, 95].

Les fleurs sécrétent des substances nectariferes dont la quantité et la
contenance en sucre sont élevées dans la fleur femelle par rapport a son homologue
male [58].

Les inflorescences productives (femelles et hermaphrodites) portent plusieurs

fleurs, mais seul un faible pourcentage porte plus de deux fruits [1].

La croissance de la caroube (fruit) n’est pas rapide, elle passe par trois stades
de développement suivant une courbe de croissance, comme la plupart des espéces

fruitieres. Ainsi ces stades sont bien distingués [1].

e Le premier stade correspond a une croissance lente en automne et en hiver

durant lequel la gousse montre une Iégére augmentation du poids.

e Le deuxieme stade correspond a une croissance rapide entre avril et aot

caractérisé par une peériode d’activité de la gousse en début printemps.

e Au troisieme stade la gousse s’accroit lentement, marit et se durcit en juin,

change de la couleur verte en brun. Ainsi, la gousse devient mire aprés dix mois.

Le caroubier est un arbre alternant (Une année de forte production succéde
une année de récolte faible ou nulle, c’est un phénomeéne naturel mais il peut se

produire a la suite d’accidents physiologiques).
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Cette alternance est contrblée génétiguement, mais elle peut étre accentuée

par des facteurs climatiques et de stress ou des pratiques culturales inadéquates.

1.6. Répartition géographique :

Le caroubier, dont I'aire de répartition s’étend dans les secteurs des plateaux
et en moyennes montagnes jusqu’a 1700 m d’altitude, est indifférent a la nature du
substrat. Il toléere les sols pauvres, sableux, limoneux lourds, rocailleux et calcaires,
schisteux, gréseux et des pH de 6,2 jusqu’a 8,6, mais il craint les sols acides et trés
humides [5, 60, 61]. Il fait preuve de qualités d'adaptation en terrains et se
développe mieux dans les creux et les vallées abritées avec un sol profond et

modérément asséchées [62].

Cératonia siligua L a été cultivé depuis longtemps pour ses produits dérivés
mais aussi pour sa résistance au manque deau. C’est une espéce agro-
sylvopastorale qui peut étre utilisée pour la réhabilitation des sols dégradés et qui
s’installe favorablement dans les zones arides et semi arides grace a son aptitude a

développer différentes stratégies d’adaptation aux contraintes hydriques [1, 63, 64]

1.6.1.Dans le monde :

Le caroubier est un arbre essentiellement méditerranéen d'importance
écologique, industrielle et ornementale indiscutable [4, 15, 65, 66, 67, 68]. Il occupe
le thermo méditerranéen aride supérieur a semi-aride supérieur [62]. On le rencontre
a I'état naturel principalement en Espagne, Portugal, Maroc, Gréce, ltalie, Turquie,
Algérie, Tunisie, Egypte, et Chypre [4, 5]. Il a été introduit avec succés dans
plusieurs autres pays ayant un climat méditerranéen. C’est le cas en Australie, aux
Etats-Unis (Californie et Arizona)), Mexico,... [4, 69]. On le trouve également aux

Philippines et en Iran [2, 4] (Figurel.4).
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Figure 1.4: Centre d’origine et distribution du caroubier dans le monde [4].

1.6.2.En Algérie :
En Algérie, le caroubier (Ceratonia siligua L.) est fréquemment cultivé dans

I'Atlas Saharien et il est commun dans le tell [70]. On le trouve a I'état naturel en
association avec I'amandier, l'olivier et le pistachier, dans les étages semi-aride
chaud et subhumide, avec une altitude allant de 100m a 1300m dans les vallons frais
qui le protégent de la gelée. Cette espéce tolére des températures allant de 5°C

jusqu’a 20°C et une pluviométrie de 80 mm a 600 mm/an [71].

Suivant ces criteres climatiques ; on a établi l'aire de répartition du caroubier
en Algérie (figurel.5). Ses lieux de prédilection sont les collines bien ensoleillées des
régions littorales ou sublittorales : Sahel algérois, Dhahra, Grande—Kabylie et Petite—
Kabylie, vallée de la Soummam (1074 ha) et de 'Oued-Isser, collines d’Oran et des
coteaux Mostaganem a étage semi-aride chaud, plaines de Bbéne, Mitidja et les
vallées intérieures (1054 ha). Il descend jusqu’a Bou—Saada, mais n'y porte pas de

fruit, et dans la zone de Traras au Nord de Tlemcen (276 ha) [72].
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Figure 1.5: Répartition du caroubier en Algérie suivant les domaines

bioclimatiques [72].

1.7. Aire de production :

Selon les données du FAOSTAT. (2010), laire totale de la production

hY

mondiale du caroubier est estimée a 10293%ha (Tableaul.l). La plus grande

superficie, 83574ha, est celle de I'Europe, contre une superficie estimée a 1000ha

pour I'Algérie et 13460ha pour les pays d’Afrique du Nord [73].

Tableau 1.1 : Superficie occupée par le caroubier [73].

Pays Superficie (ha) en 2004 Superficie (ha) en 2008
Algérie 1066 1000

Afrique du Nord 13526 13460

Europe 92218 83574

Monde 112711 102939
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1.8. Propriétés et utilisation :

Le caroubier se présente comme une essence a la fois forestiere et arboricole.
Il est d’'une grande importance économique, écologique et sociale [36]. Il est
considéré comme I'un des arbres fruitiers et forestiers les plus performants puisque
toutes ses parties (feuilles, fleurs, fruits, bois, écorces et racines) sont exploitées
[56].

1.8.1. Arbre:

En raison de sa rusticitt et de son adaptation aux contraintes de
'environnement, le caroubier est souvent utilisé, pour le reboisement et la
reforestation des zones affectées par I'érosion et la désertification [35, 38, 74], pour
lutter contre I'érosion des sols, comme brise vent et comme arbre ornemental compte
tenu de sa couronne sphérique, et de son feuillage persistant, dense et brillant [1].
Les pieds males, qui ne fournissent pas de gousses sont les plus préférés dans le

domaine d’ornementation [4].

1.8.2. Autres parties:

L’écorce et les feuilles du caroubier ont été utilisées en médecine comme
laxatif, diurétique, anti diarrhéique, ainsi que pour le traitement des gastroentérites

des bébés en période de lactation [75].

1.9. Production mondiale de la caroube:

La production mondiale de caroube est estimée a 191355.64 tonnes. Elle est
essentiellement concentrée en Espagne, lItalie, Maroc, Portugal, Gréce, Turquie,
suivie de Chypre, Algérie, Liban, et en dernier la Tunisie (Tableau 1.2) [73].
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Tableau 1.2 : Production mondiale de la caroube [73].

Pays Production en Production en
tonnes (2004) tonnes (2008)
Espagne 67000 72000
Italie 24000 31224
Maroc 40000 25000
Portugal 20000 23000
Grece 19000 15000
Turquie 14000 12100
Chypre 7000 3915
Algérie 4600 3600
Liban 3200 2800
Tunisie 1000 1000
Monde 182680 191167

Durant le siecle dernier, la production mondiale de caroube a connu une chute
dramatique. Elle est passée de 650.000 t en 1945 [76], a 408500 t en 1997 [1]. La
grande perte a été enregistrée en Espagne ou la production a chuté de 400.000t en
1930 a 150.000t en1990 [77].

1.10. Composition chimique de la caroube:

La gousse de caroube, fruit du caroubier, se compose d’'une cosse appelée
pulpe de caroube, enveloppant une graine, qui servait d’étalon de mesure pour les
joailliers et les orfévres dans les précédents siécles et qui est a 'origine du fameux
‘carat’ [1]. Cette pulpe représente de 73% jusqu’'a 95% du poids total de la gousse.
[78, 16] avec une moyenne de 85.2% [14].
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Il a été observé que la composition chimique de la caroube dépend non
seulement des facteurs technologiques; comme les méthodes d’extraction et
d’analyses, mais aussi du génotype de la plante (cultivar), origine géographique, les
conditions climatiques et les procédures de récolte et de stockage [3, 4, 74, 79, 80,
81].

La valeur nutritionnelle de la gousse du caroubier est considérée similaire a
celle de la plupart de céréales [82, 83]. Ce fruit présente une valeur énergétique
importante (17,5 KJ/g de M.S) [67].

1.10.1. Pulpe :
La farine de cette pulpe ; comestible et délicieuse, a été considérée depuis

longtemps comme un supplément alimentaire [13, 39, 67].

La composition chimique de la pulpe provenant de 'Egypte a été évaluée par

kamal et al. [21] et est comme montre le tableau 1.3.

Tableau 1.3 : La composition chimique de la pulpe de caroube [21].

Composition chimique Pourcentage %
Humidité 5.29
Protéines 6.34
Matieres grasses brutes 1.99
Cendres 3.16
Fibre brute 7.30
Hydrates de carbone 75.92
Valeur énergétique, Kcal. / 100 g. 346.95
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1.10.1.1. Sucres totaux :

La pulpe est trés riche en en sucre (48- 56%) [4, 84], en particulier saccharose
(32 a 38%), glucose (5 a 6%), fructose (5 a 7%) et maltose [85, 4]. Cette proportion
se differe selon la région géographique de récolte: les gousses d’Espagne

présentant un taux plus élevé que les autres [1].

1.10.1.2. Fibres :
De 4.2 a 39.8% selon la méthode d’extraction [16, 17]. La fraction des fibres
insolubles est composée de cellulose, hémicellulose et lignine [79, 86]. Des études
récentes ont prouvé que les fibres de caroube diminuent le taux de cholestérol des

sujets souffrant d’'une hypercholestérolémie [18, 19].

1.10.1.3. Lipides :
Avec une teneur moyenne de 1.15% [14], I'huile de la poudre de caroube est
constituée de 17 acides gras dont les majoritaires sont : I'acide oléique, linoléique,

palmitique et stéarique [13, 21].

Ainsi, le taux des acides gras insaturés est de 66.98% alors que celui des

acides gras saturés est de 29.46% [21].

1.10.1.4. Minéraux :
Les travaux les plus récents montrent que la pulpe contient une variabilité de

minéraux. Elle est principalement trés riche en calcium, phosphore et potassium [20].
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Tableau 1.4 : Valeurs moyennes des minéraux de la pulpe [21].

Minéraux Teneur (mg/kg)
Mn 10.24
Zn 24.71
Fe 381.80
Cu 4.84
Se 9.79
Ca 2123.00
Na 505.97
K 8637.67
P 2255.21
S 17577.80

1.10.1.5. Vitamines :
La pulpe de caroube contient les deux groupes de vitamines a savoir

liposolubles et hydrosolubles (Tableau 1.5).
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Tableau 1.5 : Teneur en vitamine de la pulpe [21].

Vitamines liposolubles Teneur en ug /100 g.
A 1.407
E 5.377
D 4.9
Vitamines hydrosolubles mg /100 g
C 830.08
B2 0.38
B3 185.68
B6 23.80
B9 41.97
B12 1.30

Aussi La pulpe de caroube est une bonne source de poly phénols (surtout
tannins 16-20%) [4, 21, 67, 74, 79, 86, 87, 88].

1.10.2. Graine:
Il a été déterminé que les graines de la caroube n'ont aucune toxicité ou

limitation pour la consommation [55, 89].

Quelques propriétés physiques de ces graines ont été évaluées par Karababa
et Coskuner. tels que la teneur en eau et le poids de 1000 graines qui sont 13.8%
et 158.56 g respectivement [36].

Sa composition chimique a été évaluée par Bouzouita et al. qui ont
démontré qu’elle est pauvre en minéraux, en fibres et en protéines, par contre elle
contient une quantité appréciable de lipides [90]. Ces derniers sont tres importants et

sont classés comme étant des constituants structuraux et de réserve [91, 2, 93].
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La graine extrémement dure, est composée de 30 a 33% d’enveloppe
tégumentaire, 42 a 46% d’endosperme (albumen) et de 23 a 25% d’embryon (le
germe) [4]. (Figure 1.6).

Enveloppe tégumentaire
Embryon

Endosperme

Figure 1.6 : Composition d’'une graine de caroube (Originale).

L’enveloppe tégumentaire est considérée comme étant une source naturelle
pour la production de poly phénols antioxydants [22, 94].

L’albumen est essentiellement constitué de gomme ou galactomannane (30 a
40%), qui est une molécule polysaccharidique composée de deux unités de sucre,
mannose et galactose, a une proportion de 4:1, (Figure 1.7) [4, 36]. Ainsi, 100 kg de
graines donnent en moyenne 20 kg de gomme pure et seche ; appelée Sin 410. Les
travaux d’El Battal et al. montrent que cette gomme renferme trés peu de minéraux
et de protéines (<2%) [95].

D’une autre part, le germe contient une proportion tres élevée en protéines
insolubles (96) et une teneur assez importante en arginine et glutamine [97].L’étude
menée par Dakia et al. indique clairement que les acides aminés essentiels sont

présents en quantités satisfaisantes a I'exception du tryptophane [13].
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Figure 1.7 : La gomme de caroube [4].

1.11. Intéréts et utilisation de la caroube:

1.11.1. Pulpe :

La farine, obtenue en séchant, torréfiant et moulant les gousses apres les
avoir débarrassées de leurs graines, est employée en alimentation humaine surtout
en agro-alimentaire, dans la préparation de jus sucrés et de biscuits, pains,
bonbons,... [5].

A des fins économiques, elle est trés utilisée pour la préparation du chocolat,
soit un remplacant idéal de cacao [2], de part de sa composition chimique [98]. Elle
est moins calorifique et ne contient ni caféine ni théobromine : deux alcaloides a
action excitante sur I'organisme [99, 100]. Elle est aussi utilisée pour la production

industrielle d’alcool par fermentation [1]. C’est le cas d’éthanol [6, 7, 8].

De ses sucres est issue une valorisation traditionnelle, communément
consommeée dans les pays de I'Orient tels que la Syrie et le Liban: la mélasse de
caroube. Elle est utilisée comme sirop en alimentation humaine [1]. Par exemple en

Egypte, ce sirop est employé pour confire les fruits [9].
En Portugal, la pulpe est utilisée pour préparer une boisson fermentée [101].

En outre, cette pulpe sucrée est employé depuis longtemps, comme nourriture

de bétail (produit énergisant) a cété d’autres aliments comme la farine d’orge [1].

Selon les travaux de Lizardo et al. il semble que la farine de la caroube soit

un produit parfaitement adapté a I'alimentation des porcelets. Son incorporation dans
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les régimes s’avere trés utile dans le soutien de la consommation, de la croissance
et de la santé en post-sevrage. Par conséquence, elle a une influence positive sur

la performance et la santé des animaux soumis a un régime alimentaire [11].

Des études récentes démontrent que la présence des poly phénols et des
fibres dans des préparations a base de pulpe de caroube a divers bénéfices pour la

santé humaine [84].

Etant riche en ces composés polyphénoliques, la pulpe posséde un pouvoir

nématocide démontré par les travaux d’El Allagui et al. [102].

Dans le méme contexte, une expérimentation animale sur des souris a
démontré la capacité, que posséde des extraits de pulpe de caroube, d’inhiber la
prolifération cellulaire des carcinomes hépatocellulaires [68] et les adénocarcinomes
du colon [103].

Par ailleurs, elle joue un réle effectif dans la suppression des parasites

intestinaux [104], et dans le traitement des diarrhées [105].

1.11.2. Graine :

Etant donné que la gomme est le produit le plus pré pondéralement contenu
dans la graine, et pendant le processus d’extraction de ce dernier, un sous-produit
est généré : le germe. La farine de ce dernier est trés riche en protéines (jusqu’a
50%) et est tres utilisée dans le domaine de l'alimentation du bétail au niveau
mondial [1], ainsi qu’en alimentation humaine comme ingrédient dans les
préparations infantiles [11]. Cet usage en cours présente de nouveaux

développements, tout particulierement pour son absence en gluten [1].

La gomme ; extraite de 'endosperme blanc et translucide de la graine, est un
polysaccharide naturel qui est doté de diverses propriétés importantes, a savoir une
haute viscosité dans I'eau, méme a température et a pH variables [106], et une

capacité de former a partir d’'une solution trés diluée de stable solution visqueuse [1].

Ce polysaccharide est exploité voir ses propriétés synergiques avec d’autres
polysaccharides d’origine végétale ou marine, comme les carraghénanes, agar et le

xanthan. Il a la capacité de former des gels plus fermes et plus élastiques [107].
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Ainsi, cette gomme est utilisée dans I'industrie agro-alimentaire comme additif
naturel, Sin 410 [1, 84, 108]. Elle est extrémement employée dans la fabrication des
glaces, dont elle améliore la texture, la tenue dans le temps a la température, la

tenue a l'acidité tout en réduisant les effets de cristallisation de I'eau [1].

Aussi en industrie pharmaceutique [10] elle est principalement utilisée contre
les diarrhées. En effet dans une étude, il a ét¢ montré que I'administration de jus
des graines de caroube en association avec la solution de réhydratation orale a des
enfants souffrant de diarrhée aiglie et agés de 4 a 48 mois, raccourcissaient la durée
de I'épisode diarrhéique et diminuait la fréquence des selles et les besoins en

solution de réhydratation [109].

Cette gomme est aussi utilisée dans le domaine cinématographique, textile et

cosmétique [1].
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CHAPITRE 2:
LIPIDES ET HUILES VEGETALES

2.1. Les lipides :

Les lipides forment un groupe tres hétérogéne de composeés, de structure trés
différente, mais que I'on a réuni en raison de leur insolubilité dans I'eau et leur
solubilité dans les solvants apolaires (éther, acétone,...) [131]. Aussi, La grande
majorité des lipides alimentaires sont sous forme de glycérides qui sont les

principaux vecteurs des acides gras [132, 133].

2.1.1. Définition des acides gras :

Les acides gras, composés d'une chaine hydrocarbonée de diverses

longueurs [133] ont un caracteére structural commun ; tous constitués :

- d’'un groupement carboxyle —COOH, responsable du caractére acide et

polaire au pH de la cellule.

- d'une chaine linéaire hydrocarbonée de 2 a 22 atomes de carbones
hydrophobe (Figure 2.1) [134].

Gras Acide
H H H H H H
I I I I I I =0
H—C—C—C—C—C—C-—C
| I I I I I OoO—H
H H H H H = |
Groupe 7 Longueur variable - Groupe
méchyle de la chaine carbonée (CH3). carboxyle

allant de 2 a 22 carbones

Figure 2. 1: Structure générale d’un acide gras [134].

lls se définissent par leur nombre de carbone, le degré d’insaturation et la

position des doubles liaisons si elles existent [135].

Ce critere a permis de distinguer deux catégories d’acides gras : saturés et

insaturés.
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2.1.2. Les acides gras saturés :

La formule chimique générale des acides gras saturés est la suivante :
CH3 - (CH2) n — COOH
lls sont appelés ainsi, car les atomes de carbones sont saturés en hydrogene.

La plupart des acides gras retrouvés a I'état naturel sont a nombre pair de
carbones et a chaine linéaire. Il en existe néanmoins quelques-uns a nombre impair
de carbones et a chaine ramifiée. Le point de fusion des acides gras augmente avec
la longueur de la chaine carbonée ; ainsi, les acides gras a courte chaine sont
liquides a température ambiante, alors que les acides gras pourvus de 10 atomes de

carbone ou plus sont solides [132].

lls assurent une grande partie de la dépense énergétique, mais lorsque
consommeés en exces, ils pourraient augmenter le taux des LDL (cholestérol

sanguin) et peuvent durcir les arteres [133].

2.1.3. Les acides gras insaturés :

Au sein de cette catégorie, on distingue les acides gars mono insaturés

(acides mono éniques) et polyinsaturés (poly éniques).

2.1.3.1. Les acides gras mono insaturés : (AGMI)

Les acides gras monoinsaturés sont caractérisés par la présence d’une

double liaison au niveau de la chaine carbonée [136].

lls diminuent le cholesterol total et le mauvais cholésterol (LDL) et augmentent
le taux du bon cholesterol (HDL) [133].

2.1.3.2. Les acides gras polyinsaturés: (AGPI)

Les acides gras appartenant a ce groupe sont caractérisés par la présence

d’au moins deux doubles Liaisons dans la chaine carbonée.

Quelques-uns sont classés comme essentiels car I'organisme humain ne
peut pas les synthétiser et donc doivent étre obligatoirement apportés par voie
exogene [132, 137].
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lls ont des fonctions importantes, mais le terme « essentiel » est appliqué
seulement aux acides gras polyinsaturés (AGPI) qui sont nécessaires pour une
bonne santé [134]. En effet, ils maintiennent les lipides sériques a des niveaux
adéquats. Par exemple, I'acide linoléique abaisse le taux des LDL. Mais lorsque
consommé en exces, cet acide augmente la fragilité de ces lipoprotéines pour la

peroxydation [138].

Les AGPI sont une part intégrale de la membrane cellulaire ; ils impactent
significativement sur la fluidité membranaire et la fonction cellulaire. Les AGPI
servent de constituants majeurs des phospholipides, des triglycérides et des esters

de cholestérol.

Dans un autre contexte, il a été démontré que les AGPI sont biologiqguement

actifs contre les bactéries [139] surtout les Gram™ [140].

La regle générale est de dénommer un acide gras par le nom de
I'hydrocarbure dont il dérive [141].

2.1.3.3. Nomenclature officielle :

La numérotation officielle numérote la chaine carbonée a partir de 'atome de
carbone du groupement carboxyle. Ainsi, la position de la double liaison est définie

par le numéro du premier atome de carbone qui en est porteur [119].
Exemple: CHgz-(CH)4-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,),-COOH

C’est I'acide octadécadiene 9-12 oique. En abrégé, on le note C18:2 ; 9, 12
[142, 143)].

2.1.3.4. Nomenclature oméqa :

Si la nomenclature officielle apporte une information précise et compléte, elle
peut se révéler un peu lourde a l'usage et peu complexe a la lecture. C’est pourquoi,
lorsque le détail dans un sujet est inutile et que I'on souhaite essentiellement
évoquer les filiations dans les différentes familles d’acides gras polyinsaturés.
Certains auteurs préférent utiliser la nomenclature w. La désignation w tend a étre
remplacée dans I'usage par la dénomination n-. Ainsi, la série w-6 correspond a la
série n-6 [144].
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La nomenclature oméga numérote la chaine a partir du groupement méthyl
(CH3) terminal et non plus a partir du groupement carboxyle. L'intérét de cette
numérotation réside dans la distinction de quatre familles d’acides gras dont seule la
derniere (série n-9) peut-étre synthétisée par les mammiféres sans I'apport d’'un des

acides gras de la famille considérée. Ces familles sont [133]:
- La famille w3 : I'acide linolénique.
- La famille w6 : I'acide linoléique.
- La famille w7 : 'acide palmitoléique.
- La famille w9 : I'acide oléique.

2.1.4. Les vitamines et les lipides:

Selon Gunstone [137], les lipides en général sont sources des vitamines

liposolubles qui sont :

-Vitamine A : rétinol, essentiel pour la vision.
-Vitamine D : vitamine anti rachitisme.

-Vitamine E : tocophérol, antioxydant trés puissant.
-Vitamine K : nécessaire pour la coagulation du sang.

2.1.5. Besoins nutritionnels en lipides :

La fonction principale des lipides consiste a fournir une quantité d’énergie
suffisante pour le métabolisme cellulaire. Parmi les nutriments, ce sont les lipides qui

ont le plus fort rendement calorique [133].

Ainsi, la plupart des graisses alimentaires s’accumulent sous forme de

réserve, dans le tissu adipeux [133].

Les acides gras sont aussi, les composants de base des phospholipides (PL)
membranaires qui jouent un rble structural et fonctionnel majeur dans les

membranes [133].

Les acides gras interviennent également dans les voies de signalisation
cellulaire notamment celle des eicosanoides. Depuis les années 90, ils sont aussi

considérés comme des molécules de signalisation impliqguées dans la régulation de
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la transcription de génes, notamment des génes clés du métabolisme lipidique et
glucidique [145].

Dans le contexte alimentaire, ils ajoutent une composante trés indispensable ;

la palatabilité et la flaveur [137].

2.2. Les huiles végétales :

Le mot « huile » se rapporte aux triglycérides qui se trouvent dans leur état
liquide a température ambiante. Les parametres qui différencient les huiles et
affectent leurs propriétés physiques et chimiques sont le nombre de carbones qui
composent les acides gras, le degré d’insaturation et enfin, la stéréochimie des

doubles liaisons [110].

2.2.1. Types des huiles :

La détermination du degré d’insaturation, obtenu par la mesure de l'indice

d’iode permet de diviser les huiles en trois catégories :
* Les huiles siccatives : indice d’'iode au-dessus de 150 (huile de lin).

* Les huiles semi-siccatives : indice d’'iode compris entre 125 et 150 (ex : huile

de soja ou de tournesol),

* Les huiles non-siccatives : indice d’'iode en dessous de 125 (ex : huile de

palme, de canola, d’olive ou de colza) [110].

2.2.2. Composition des huiles végétales :

Les corps gras d’origine végétale sont essentiellement des glycérides [111]
dont la composition dépend de la nature de la plante, de ses conditions de culture,

du sol et de la saison [110].

Une fraction quantitativement mineure, appelée fraction insaponifiable, est
également présente dans ces corps gras. D’autres composés n’appartenant pas a

ces deux catégories peuvent y étre présents a de faibles proportions [111].

2.2.2.1. La fraction saponifiable :

De 98,5 jusqu’a 99,5% des huiles sont des composants saponifiables. Cette

fraction renferme en majeure partie des triglycérides, mais des mono et des
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diglycérides. Ainsi, des acides gras libres et des phospholipides y sont présents en
faibles quantités [111, 112].

2.2.2.1.1. Triacylglycerols :

Représentent 98 & 99% des huiles. Ce sont des acides gras estérifiant un
alcool ; le glycérol. Généralement, les acides gras occupant le deuxieme carbone de
ce dernier sont insaturés. Mais d’autres acides saturés peuvent I'occuper lorsque le

taux des saturations de I'huile est élevé [113].

2.2.2.1.2. Mono et diacylglycerols:

Les mono et les diacylglycerols représentent 0.2 et 1.3 % du total des acides

gras, respectivement [113].

2.2.2.1.3. Phospholipides:

Les phospholipides présents dans les corps gras végétaux bruts (jusqu’a 2%
de certaines huiles), sont essentiellement des phosphoglycérides (c’est a dire des
dérivés du phosphoryl 3 glycérol). Il existe aussi une fraction des phospholipides

comportant des motifs glucidiques [111].

2.2.2.1.4. Cérides:

Les cérides sont des esters d’acides gras et d’alcools de masse moléculaire
suffisamment élevée pour qu’ils soient insolubles dans I'eau (de Cis & Cgg). Parmi
eux, on compte : les cires naturelles (esters d'acides gras et mono alcools
aliphatiques) [111].

2.2.2.1.5. Stérides:

Ce sont des esters de stérols, de méthyl-stérols ou d’alcools triterpéniques),
les caroténocérides (esters d’acides gras et dhydroxycaroténoides ou

xantophylles),...[111].

2.2.2.2. La fraction insaponifiable :

Elle représente 0,2 a 2% d’un lipide non raffiné. Ses constituants chimiques
sont extrémement variés en nature et en proportions. Les principaux sont des

hydrocarbures divers, des composés terpéniques (alcools triterpéniques, 4-
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méthylstérols, stérols,...), des alcools gras, des vitamines liposolubles (A, D, E
(tocophérols), des pigments, et des constituants extrémement divers [111, 113].

2.2.2.2.1. Pigments :

Les principaux pigments présents dans les huiles végétales sont les
caroténoides [113,114] dont les principaux sont B-carotene et lutéine, xanthophylles
[115].

Ainsi, la couleur verte de certaines huiles est principalement due a la présence
d’'un autre type de pigment: les chlorophylles. La phéophytine a est la plus
abondante quoi que d’autres pigments chlorophylliens sont présents ; chlorophylle a,
chlorophylle et la phéophytine 8 [113].

2.2.2.2.2. Composés volatiles et aromatigues:

Ce sont les principaux responsables de I'ardme et de la flaveur des huiles
végétales. Il existe plus d’'une centaine de composés, dont on peut citer les alcools,

aldéhydes, phénols, terpénes [116].

2.2.2.2.3. Protéines:

Il a été prouvé que les huiles végétales contiennent des fractions protéiques.
Mais leurs teneurs varient largement tous dépend de Il'huile et sa méthode
d’extraction [113, 117].

2.2.2.2.4. Tocophérol :

Les antioxydants sont pour la plupart synthétiques (hydroquinone,
pyrogallol, acide gallique,...) et sont rajoutés aux huiles dans l'industrie alimentaire.
Mais ils peuvent étre présents a |'état naturel dans les huiles végétales (vitamine E,
polyphénols de l'olivier et du chéne, sésamol, flavonoides, certaines huiles

essentielles,...).

Les huiles peuvent renfermer une quantité plus ou moins importante de
vitamines liposolubles. Plus particulierement, la vitamine E, présente dans tous les
lipides naturels sous différentes formes moléculaires, est constituée des tocophérols

et des tocotriénols.
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C'est l'anti-oxydant majeur des milieux lipidiques [118]. Les tocophérols
quoigu’en fraction mineure, sont intéressants en raison de leurs pouvoirs anti-
oxydant et contribue a la stabilité des huiles [119, 120, 121] et aussi vitaminique
principalement (vitamine E). Cette derniere, dont les propriétés biologiques sont
nombreuses, est utilisée dans plusieurs domaines notamment en cosmétologie et
dans plusieurs domaines relevant de la médecine : cardiologie [122, 123], dans des
anti-inflammatoires [124, 125], en cancérologie [126, 127] et en gériatrie [128, 129].

2.2.3. Caractéristiques des huiles végétales :

Les huiles végétales sont caractérisées par la détermination de leurs
propriétés physicochimiques : densité, viscosité, teneur en eau, fraction
insaponifiable, couleur, indices d’iode, d’acide, de saponification, et d’autres [130].
Quelques propriétés et leurs principes de déterminations seront brievement définis
dans le troisieme chapitre.
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CHAPITRE 3 :
MATERIEL ET METHODES

Ce chapitre rapporte 'ensemble de matériel utilisé, des techniques adoptées
pour la caractérisation des matiéres premiéres et les huiles végétales ainsi que les
tests in vitro dont le but est de mettre en évidence les activités biologiques de ces

derniéres.

3.1. Matériel :

3.1.1. Matériel biologigque:

3.1.1.1. Matériel véqgétal:

Notre étude a été réalisée sur des gousses de caroube mures Ceratonia
siliqua L. Environ 10 kg ont été récoltés au mois de septembre 2013, de la région de

Soumaa a Blida.

"/

Figure 3.1: (A) gousses de caroube et farine de la pulpe. (B) graines et farine
des graines de caroube.

3.1.1.2. Microorganismes :

Les souches bactériennes et fongiques sont des souches identifiées (ATCC ;
American Type Cultur Collection). Elles ont été fournies aimablement par les

responsables de laboratoire de microbiologie de l'institut Pasteur de Dely Brahim.

Le choix des bactéries a été porté sur quatre souches fréquentes en

pathologie humaine. Ces espéeces sont souvent responsables de toxi-infections
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alimentaires et d’intoxination constituant un probléme majeur de santé publique. les

souches bactériennes et fongiques sont mentionnées le tableau 3.1.

Tableau 3.1 : Codes de références des souches microbiennes.

La souche Le code de référence
Staphylococcus aureus ATCC 28923
Escherichia coli ATCC 25922
Salmonella typhimurium ATCC 4404540
Candida albicans ATCC 1023

3.1.2. Matériel non biologigue :

L’ensemble des appareils, verrerie, réactifs, produits chimiques et milieux de

culture sont présentés dans I'appendice A.

3.2. Méthodes :

3.2.1. Identification de I'espéce :

Au cours de cette étude, nous avons utilisé de la caroube provenant d’un
caroubier spontané de la région de Soumaa. Cet arbre se trouvant en association
avec quelques arbres d’oliviers et d’eucalyptus, a été identifié par des botanistes du
département des sciences agronomiques ; université de Blida 1 et de linstitut

National d’agronomie (El-Harrach).

3.2.2. Préparation du matériel végétal :

Les gousses mures fraichement récoltées ont été débarrassées manuellement
de leurs graines. Les deux sous-produits (pulpe et graines) ont été broyés
séparément a I'aide d’'un broyeur de type Retsch Mihle, puis passés sur un tamis de
250 ym. [146]. Ensuite, les deux moutures sont conditionnées dans des flacons en

verre, et conservés au réfrigérateur pour des analyses ultérieures.

Dans notre étude, nous avons réalisé un ensemble d’analyses et qui sont

récapitulées dans la figure 3.2
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Figure 3.2 : Schéma général de I'étude expérimentale (Original).
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3.2.3. Détermination de la composition chimigue de la caroube:

Il est a signaler que pour chaque détermination, on a effectué trois répétitions.

Le résultat représente la moyenne de ces trois essais.

3.2.3.1. Pulpe :

3.2.3.1.1. Détermination de la teneur en eau:

>

Principe :

On procede a une dessiccation de I'échantillon a analyser dans une étuve a

une température de 103% 2 °C, sous la pression atmosphérique jusqu’a I'obtention

d’une masse pratiquement constante. Pour éviter toute reprise d’humidité, il convient

d’'opérer dans des vases de tare, placés dans un dessiccateur.

>

Mode opératoire : [147]

Introduire dans chaque vase de tare 1+0.01g de I'échantillon frais : c’est le
poids P1.

Placer les dans une étuve réglée a 103+ 2 °C pendant trois heures.

Peser les vases de tare et répéter 'opération avec une heure d’intervalle entre
chaque pesée jusqu’au poids constant ou a une différence de 2mg entre deux
pesées successives.

Expression des résultats :

La teneur en eau (%) du matériel végétal est donnée par la formule suivante:

(M1 — M2)

H% = P

100

Soit :

H % : Humidité.

M; : Masse de la capsule + matiére fraiche avant étuvage.
M, : Masse de I'ensemble apres étuvage.

P : Masse de la prise d’essai.

A partir de la teneur en eau, on détermine le taux de matiére séche (MS%) qui

est donné par la formule suivante :
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MS% =100 - H%

3.2.3.1.2. Détermination de la teneur en cendres :

» Principe :

La poudre est calcinée a 550 °C dans un four a moufle jusqu’a obtention

d’'une cendre blanchatre de poids constant.

» Mode opératoire :
- Ce dosage est effectué selon la méthode NF V05-113,01972.

- Dans des capsules en porcelaine, peser 2+0.01 g d’échantillon broyé ;

- Placer les capsules dans un four réglé a 550 £ 15 °C durant 5 heures jusqu’a
I'obtention d’une couleur grise, claire ou blanchatre;

- Retirer les capsules du four et les mettre a refroidir dans le dessiccateur, puis
les peser.

» Expression des résultats :

_ (M1-M2)
MO% = ~———— x 100

Soit :

MO % : Matiére organique.

M1 : Masse de la capsule contenant la prise d’essai.

M2 : Masse de la capsule contenant les cendres.

P : Masse de la prise d’essai.

La teneur en cendres (C%) est obtenue en appliquant :
C% =100—- MO%

3.2.3.1.3. Dosage des protéines brutes :

» Principe :

Pour déterminer la quantité des protéines contenues dans un échantillon, on

procede a un dosage de l'azote total par la méthode de Kjeldahl qui a été



51

développée en 1883 par un chimiste danois « Johan KJELDAHL ». Cette derniére

s’effectue en trois phases [148] :
- Digestion (minéralisation).
- Distillation.
- Titration.

» Mode opératoire :

- Minéralisation :

- Dans un matras de Kjeldahl, on introduit :

- 1 £0.01g du matériel biologique broyé.

- 2 £0.01g de catalyseur (appendice B)

- 25 ml d’acide sulfurique concentré a 97 % (H2SO,).
- 2 ml d’eau oxygénée a 30 % (H20y).

On chauffe le matras jusqu’a ce que la couleur noire se transforme en une

couleur limpide, a ce moment-la I'azote organique est transformé en azote minéral.

Ensuite, on laisse refroidir et on transverse I'échantillon minéralisé dans une

fiole, on lave le matras avec I'eau distillée tout en ajustant le volume jusqu’a 100 ml.
- Distillation :
Elle se fait dans une unité de distillation Velp scientifica UDK 127.

-Dans un matras, on introduit 10 ml du contenu de la fiole auquel on

additionne 20 ml d’eau distillée et 30 ml de la soude a 35 %.

-En paralléle, on prépare une solution d’acide borique a 0,1N avec 10
gouttes d’'Indicateur de Tashiro (de couleur rose- violette en présence
d’'un milieu acide et verte dans le cas d’un milieu alcalin) (appendice C)
-Cette phase est arrétée au bout de 4 minutes a compter du début de

I’ébullition.
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- Titration :

Puisqu’on utilise I'acide borigue comme solution de récupération, on va alors
titrer I'excés des anions de borate avec la solution de NaOH a 0,1N jusqu’a
changement de la coloration du vert au rose-violet di au virage de l'indicateur de

Tashiro.

> Expression des résultats :

L’azote total est calculé suivant la formule représentée ci- dessous :

(VB- VE )><0.0014-><10><
M

100

(% N total) =

Dont :

%N total : Pourcentage d’azote total.

VB : Volume de NaOH 0.1N utilisé pour un essai blanc (ml).

VE : Volume de NaOH 0.1N utilisé pour la titration de la solution a doser (ml).
0.0014 : Facteur de correction.

100 : Coefficient du pourcentage.

10 : Coefficient du volume total de la solution a doser.

M : Masse de la prise d’essai.

Le taux d’azote total est converti en taux de protéines brutes selon la formule

suivante :
Protéines brutes (%) = %N total X 6.25

Ou 6,25 est le facteur de conversion basé sur le taux moyen d’azote des

protéines.
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3.2.3.1.4. Dosage des sucres totaux :

» Principe :

Le dosage des sucres totaux est effectué par la méthode de phénol / acide

sulfurigue selon la méthode décrite par Dubois et al. [149].

Cette derniere nécessite une hydrolyse acide qui permet la rupture de toutes
les liaisons glucidiques dans le polyoside.

Le principe du dosage se base sur la condensation des produits de
déshydratation des oses avec un chromogéne qui est le phénol. A ce moment- 13, il
se forme des chromophores de couleur jaune-orange, leur apparition est suivie en

mesurant 'augmentation de la densité optique a 490nm.

La teneur des sucres est exprimée en ug / ml (convertie en grammes / litre) de

a D (+) Glucose a partir d’'une courbe d’étalonnage.

» Mode opératoire :
- On additionne a 0,5+0.01g d’échantillon, 20 ml d’acide sulfurique (H.SO,) 0,5

M, puis on place I'ensemble dans une étuve réglée a 105°C pendant 3 heures.

- On transverse la solution dans une fiole de 500ml tout en ajustant le volume
par de I'eau distillée jusqu’a 500ml.

- Onfiltre la solution puis on réalise trois dilutions au 1/3.

- Dans des tubes, on met 1ml de chaque dilution, ensuite on ajoute dans
chaque tube 1ml de phénol a 5 % et 5ml d’acide sulfurique a 98 %.

- Les tubes sont maintenus dans I'étuve pendant 5 minutes a 105°C, puis
laissés a I'obscurité pendant 30 minutes.

- Enfin, a l'aide d’un spectrophotométre, on lit la densité optique a une longueur
d’onde de 490 nm.

- D’une autre part, on trace la courbe d’étalonnage comme s’est décrit dans

'appendice D.
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3.2.3.1.5. Fractionnement et dosage des polyosides pariétaux :

Nous avons opté comme méthode celle de VAN SOEST [150].

>

Principe :

Le principe consiste a fragmenter les différents constituants de la paroi

végétale grace a des détergents appropriés.

Cette méthode constitue une amélioration de dosage des structures

chimiques de la cellule végétale. De ce fait elle tend a s'imposer au niveau

international.

>

Sur le méme échantillon, elle permet de doser :

- NDF (Neutral Détergent Fiber) ou paroi végétale totale. C'est le
résultat de I'hydrolyse de I'échantillon en milieu neutre avec une solution
détergente. Ce résidu renferme encore, néanmoins, des matiéres azotées et
des matiéres minérales emprisonnées dans les parois ; (NDF= cellulose brute

+ hémicellulose + lignine) ;

- ADF (Acid DetergentFiber) C’est le résultat de I'hydrolyse de
I'échantillon ou du résidu NDF, en milieu acide, en présence de cétyl-triméthyl-
ammonium-bromide (CTAB). Ce détergent solubilise le contenu cytoplasmique
du végétal et les hémicelluloses. En regle générale, ce résidu contient la
totalité de la cellulose vraie, de la lignine en majeure partie, une fraction
variable des hémicelluloses, des substances pectiques et une fraction des

matiéres minérales (ADF= cellulose + Lignine).

- La lignine : estimée aprés destruction, par H,SO,4 a72 %, de la
cellulose vraie. Le résidu appelé ADL (Acid Detergent Lignin) contient de la
lignine et de la cutine.

Préparation des détergents :

Les détergents utilisés ont été préparés comme montre le tableau 3.2, pour deux

litres.



Tableau 3.2 : Composition des détergents (2 litres).
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NDF 60 g de sodium lauryl sulfate.

37.2 g de dissodium ethyléne diamine tétra-acétate dihydraté (EDTA).

13.62 g de sodium borate decahydrate.

9.16 g de dissodium hydrogene phosphate anhydre.

ADF 40 g de cethyle trimétyle amonium bromide.

55.54 ml d’acide sulfurique.

» Mode opératoire :

- 1+0.01 g d’échantillon est mis dans 100 ml de NDF, le mélange est
porté a I'hydrolyse pendant 1 heure.

- Apres filtration et lavage du produit obtenu, ce dernier est porté a
I'étuve réglée a 105°C pendant 24 heures. Et ceci dans des creusets filtrants
pesés au préalable (Po). Le total est pesé comme P;.

- on gratte le creuset et on met le produit dans le ballon. Ensuite, on
verse 100ml d’ADF-.

- Une fois filtré, nous procédons au lavage de I'’échantillon avec de I'eau
chaude, puis I'étuver a 105°C pendant 24 h.

- On pése ensduite le creuset ; P, (cellulose, lignine et matiére minérale).

- Aprés l'attaque du produit pendant trois heures avec H,SO4 a 72%, le
produit est lavé avec I'eau distillée et étuvé a 105 °C pendant 24h. le résidu pesé
P3 (lignine et matiére minérale) est incinéré pendant trois heures a 550 °C pour
déterminer les cendres insolubles obtenues P,.

> Expression des résultats :

Les résultats sont exprimés par rapport a la matiere seche et sont calculés a

partir des formules suivantes :

P; — Py

NDF = X 100

P, — P,

ADF = x 100
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Hemicellulose = NDF — ADF

P, —P3
Cellulose = x 100
.. — Py
Lignine = x 100
— PO
Cendres = x 100

Avec :

E : la prise d’essai.

Po : poids en g de creuset vide.
Py : Potrésidu.

P, : poids en g de creuset apres lavage a I'eau chaude (cellulose, lignine,

matiéres minérales).
Ps : poids en g de creuset aprés 'attaque acide (lignine et matiére minérale).
P4 : poids en g de P3 aprés incinération.

3.2.3.1.6. Dosage et extraction de la matiére grasse :

» Principe :

L’extraction se fait a I'aide d’un extracteur de type soxhlet (figure 3.3). Cette
technigue consiste a utiliser un solvant organique apolaire (éther de pétrole, I'hexane

ou I'acétone). L’appareil contient :

. Un ballon contenant le solvant qui doit étre porté a ébullition.
. Une partie intermédiaire dans laquelle est placée une cartouche
en papier filtre épais contenant le corps a épuiser.
. Un tube siphon et un tube d’adduction.
. Un réfrigérant.
Les vapeurs chaudes du solvant passent par le tube adducteur se condensent
plus haut dans le réfrigérant et retombent dans la cartouche contenant la mouture a

épuiser. Il y a alors macération et extraction des huiles de mouture.
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Le solvant condensé s’accumule dans la partie intermédiaire jusqu’a atteindre
le sommet du tube siphon, qui provoque le siphonage et le solvant retombe dans le
ballon d’ébullition. Le cycle continue jusqu’a l'extraction compléte de la matiére
grasse. Le solvant contenu dans le ballon est alors saturé en huile extraite. Il suffit
alors d’évaporer le solvant a I'aide d’un appareil évaporateur rotatif pour recueillir les

huiles et récupérer le solvant qui pourrait étre réutilisé plusieurs fois.

» Mode opératoire : [151]

- a laide d'une balance de précision, nous avons pesé 50+0.01g de la
mouture, la placée dans une cartouche en papier filtre épais. Elle est ensuite
placée dans la partie intermédiaire de I'appareil.

- Un ballon rodé a fond plat d’'une capacité de 1000 ml est rempli par 550
ml de solvant (I'éther de pétrole) [152].

- Ce ballon est inséré a I'extracteur, ensuite I'appareil est placé sur une
plaque chauffante avec une alimentation continue du réfrigérant par I'eau froide.

- six heures d’extraction seront suffisantes pour extraire toute la quantité
d’huile de nos échantillons.

- Le solvant est éliminé a 'aide d’un évaporateur rotatif.

> Expression des résultats :

Le rendement en huile déterminé apres extraction, et calculé selon la formule

suivante :

P1— P2
PE

%R =
Soit :
P: : poids du ballon apres extraction contenant huile en gramme.
P, : poids du ballon vide ().
PE : prise d’essai (Q).

Remarque : aprés le calcul du rendement en matiére grasse, I'extraction est

poursuite de la méme maniere et dans les mémes conditions expérimentales.
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Figure 3.3 : Appareil a soxhlet (Photo originale).
3.2.3.2. Graines :

De la méme facon, et afin de déterminer la composition chimique des graines
de caroube, nous avons opté pour les mémes protocoles que ceux décrits

précédemment (ceux de la pulpe).

- Détermination de la teneur en eau

- Détermination de la teneur en cendres

- Dosage des protéines brutes

- Dosage des sucres totaux

- Fractionnement et dosage des polyosides pariétaux

- Dosage et extraction de la matiére grasse

3.2.4. Analyse des huiles végétales (de pulpe et des graines):

3.2.4.1. Caractérisation par chromatographie gazeuse/spectrométrie de masse
« CG/SM » :

La Chromatographie en phase gazeuse (CPG) est la technique la plus
couramment utilisée pour lidentification des acides gras en les transformant en

méthyl esters [137].
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3.2.4.1.1. La transesterification :

C’est la transformation des triesters du glycérol qui constituent un corps
gras en des mono esters du méthanol ayant des points d’ébullition moins élevés.

L’analyse par CPG peut se faire alors a des températures plus basses.

3.2.4.1.2. Chromatographie en phase gazeuse :

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux
composés gazeux ou susceptibles d’étre vaporisé par chauffage sans
décomposition. Les progres technologiques réalisés dans le domaine des colonnes
capillaires, des phases stationnaires et des détecteurs ont contribué a rendre la CPG

incontournable pour la caractérisation des huiles.

Le chromatographe en phase gazeuse est constitué de trois modules :
injecteur, colonne capillaire dans le four et un détecteur. Le mode d’injection le plus
répandu est l'injection en split ou avec division en flux. Il est utilisé pour 'analyse de
solution concentrée. L'’injection se fait a haute température. L’échantillon est
rapidement introduit dans l'injecteur ou il est instantanément vaporisé et mélangé au
gaz vecteur (hélium). Une électrovanne permet de régler le débit de fuite. Ce
procédé permet de faire en sorte qu’'une fraction importante de flux gazeux soit
évacuée, diminuant ainsi la quantité d’échantillon qui pénétre dans la colonne et

évitant de saturer la phase stationnaire [153].

Le four contient I'élément clé de la séparation chromatographique, la colonne
analytique. Elle peut étre de 2 types : colonne remplie ou capillaire. Les substances
de [I'échantillon traversent la totalité de la colonne ou est placée la phase

stationnaire.

Les constituants d’'un mélange sont séparés en fonction de leur polarité si la
phase stationnaire est polaire. De leur volatilité si cette derniere est apolaire. Leur
différence de propriétés physicochimique leur confére des vitesses d’élution et ils
sont donc séparés en fonction du temps. lls arrivent a I'extrémité de la colonne, ils
sont alors détectés et enregistrés. La CPG permet donc de séparer un mélange
gazeux complexe par succession continue d’équilibre entre phase mobile, gazeuse

et phase stationnaire [154].
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3.2.4.1.3. Spectrométrie de masse (SM):

Le spectrométre de masse permet l'identification et la quantification des
composés. Il existe de nombreux spectrométres de masses ; tous ont en commun
trois éléments : une source, un analyseur et un détecteur. La source est la partie du
spectrometre de masse ou sont produit des ions gazeux a partir des molécules
introduites. En couplage avec la CPG, ou les composés sont élués arrivent au
spectrométre a [|'état gazeux, les sources utilisées sont dites a ionisation
électroniques (IE) ou a ionisation chimique (IC). La source est maintenue a une
température élevée (généralement comprise entre 100 et 250 °C) pour éviter la

condensation des substances [153].

Les ions sont ensuite dirigés vers la partie analytique de l'appareil. Dans le
spectrometre de masse, les ions sont séparés selon leurs ration « masse/charge » a
I'aide d’'un champ magnétique ou électrique [154]. Le faisceau d’ion ayant traverseés

I'analyseur de masse est détecté et transformé en un signal utilisable.

3.2.4.1.4. Couplage chromatographe gazeuse/spectrométrie de masse :

Le couplage CPG/SM est aujourd’hui une des techniques parmi les plus
utilisées de la chimie analytique. L’association des deux techniques fournit un

instrument d’analyse particuliérement performant.

La principale difficulté rencontrée lors de ce couplage est due a la grande
différence de pression. En effet, la SM requiére un niveau de pression trés bas,
alors que la CPG se déroule a un niveau de pression plus élevé. Ainsi le couplage
CPG/SM en mode impact électronique (SM-IE) est la technique la plus utilisée dans
le domaine des huiles et huiles essentielles [155]. Le bombardement de substance
par un faisceau d’électrons d’énergie de I'ordre de 70Ev provoque leur ionisation et
leur fragmentation. Les fragments ioniques positifs forment alors le spectre de masse
caractéristique du composé. Les spectres de masses ainsi obtenus sont ainsi
comparés avec ceux des produits de références contenus dans des bibliotheques

informatisées contenant plusieurs milliers de spectres [153].

» Mode opératoire :

- Préparation des esters méthylés [156, 157] :
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-préparer une solution de 0.2+0.01g d’huile dans 4ml d’hexane et agiter.
-A I'aide d’une pipette, prendre 0.2ml de soude méthanolique 2N.
-Boucher le tube et agiter pendant 10 secondes.

-Agiter puis neutraliser avec 0.2ml d’acide chlorhydrique 2N dans du

méthanol.
-Agiter et laisser décanter.

L’analyse est réalisée dans des conditions opératoires déterminées, résumées

dans le tableau suivant :

Tableau 3.3: Conditions opératoires pour la CG/MS.

Conditions opératoires de la CG

Passeur d’échantillon Automatique

Volume injecté 1L

Gaze vecteur Hélium

Colonne utilisée ELITE-5MS (langueur 30m,

diameétre 0.25mm)

Température d’injection 250°C
Température de la ligne de 200°C
transfert

Conditions opératoires de MS

Mode d’ionisation Impact électronique(+)
Potentiel d’'ionisation 70eV
Température de la source 200°C

Balayage et scan (m/z) 25-500UMA
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- Injection :
- a l'aide d’'une seringue de 10ul, prélever 1ul du surnageant.
-Injecter et démarrer la programmation.
-Rincer la seringue a 'hexane.

3.2.4.2. Caractéristiques physicochimiqgues des deux huiles :

3.2.4.2.1. Détermination de I'aspect et la couleur a 20°C pendant 24 heures :

» Principe : (selon la méthode COI-T20-DOC n°5)

La détermination de I'aspect et la couleur consiste a observer I'aspect

d’'une huile aprés 24 heures a une température de 20°C.

» Mode opératoire :

- Peser quelques grammes d’huile dans une fiole conique en verre
transparent bien nettoyé et séché.

- Laisser la fiole a une température de 20°C a l'abri de la lumiére et 'air
pendant 24 heures.

- Aprés ce temps écoulé, noter I'apparence et la couleur en utilisant un

arriere-plan blanc.

3.2.4.2.2. La densité relative :

» Principe : (Pharmacopée Européenne 1997)
La densité relative d’'une substance est le rapport entre la masse d'un
certain volume de cette substance a 20°C et la masse d’'un volume égale

d’eau a la méme température.

D = pechant/Peau

3.2.4.2.3. L'indice de réfraction :

> Définition :

L’indice de réfraction noté n? d’'une substance est rapport de vitesse
de la lumiere (a une longueur d’'onde définie) dans le vide a sa vitesse dans la

substance.
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» Mode opératoire : (Pharmacopée Européenne 1997)

- Soulever la partie mobile de réfractométre avec un chiffon doux, puis a
I'aide d’un tampon d’ouate mouillé avec quelque goutte d’éthanol.

- Etaler quelques gouttes d’huile a l'aide d’une pipette pasteur sur la
plaque du prisme de fagon qu’elles emplissent entierement I'espace entre le
prisme.

- Déplacer la lunette dévissée de maniere a ce que la ligne de
séparation entre les plages sombres et claire soit placée a la croisée des fils du

réticule.

Note : le prisme doit étre nettoyé avant et aprés la mise d’huile, il faut veiller a

ne pas rayer les plages du prisme au moment d’étaler I'huile par la pipete pasteur.

Pour s’assurer de la fiabilité des résultats et la reproductibilité de I'appareil, il
est nécessaire d’étalonner le réfractométre a I'aide d’'un corps de référence d’indice

de réfraction connu n%, = 1.5163

» Expression des résultats :

Lire avec précision la valeur indiquée par le refractométre sur I'échelle a la

ligne de séparation a une température de 20°C.

3.2.4.2.4. Indice d’acide :

> Définition :

Selon la pharmacopée européenne, l'indice d’acide (l») est le nombre
qui exprime en miligrammes, la quantit¢é d’hydroxyde de potassium
nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans un gramme
d’huile.

> Réaction :
R —COOH + KOH - R—-COOK + H,0

> Mode opératoire:

- dissoudre 2.5+0.01g d’huile, pesée a l'aide d’'une balance analytique,
dans 50ml d’un mélange a volumes égaux d’alcool et d’éther. Le solvant doit étre
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neutralisé au préalable par I'hydroxyde de potassium 0.1M en présence de 0.5ml
de phénolphtaléine.

- aprés dissolution, titrer par 'hydroxyde de potassium 0.1M. Le titrage
est terminé lorsque la couleur rose persiste pendant 15 secondes au moins.

> Expression des résultats :

L’indice d’acide (la) est exprimé selon la formule suivante :

5.61xV
==

Sachant que :
V : volume de KOH 0.1M consommé.
M : masse de la substance a examiner.

3.2.4.2.5. Indice de saponification :

» Définition : (pharmacopée européenne 2001)

L’indice de saponification |5 est le nombre qui exprime en milligramme,
la quantité d’hydroxyde de potassium nécessaire la neutralisation des acides

libres et a la saponification des estes présents dans 1g de substances.

» Mode opératoire :
- Dans une fiole de 250ml de verre et munie d’'un réfrigérante a reflux,

introduire la prise d’essai de 2+0.01g d’huile.

- Ajouter 25ml d’hydroxyde de potassium alcoolique a 0.5M.

- Adapter le réfrigérant et chauffer a reflux pendant 30 min.

- Ajouter 1ml de la solution phénolphtaléine et titrer immédiatement (alors
que la solution est encore chaude) par I'acide chlorhydrique 0.5M.

- effectuer un essai a blanc dans les mémes conditions.

> Expression des résultats :

Soit :

V1 : le volume d’acide chlorhydrique, utilisé pour I'échantillon exprimé en ml.
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V> : le volume d’acide chlorhydrique, utilisé pour I'essai a blanc.
M : la prise d’essai, exprimée en g.

3.2.4.2.6. L’'indice d’ester :

» Définition : (pharmacopée européenne 2001)

L’'indice d’ester est le nombre qui exprime en mg la quantité
d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libérés par

I'nydrolyse des esters contenus dans 1g d’huile.

» Expression des résultats :

Il est calculé a partir de l'indice de saponification et I'indice d’acide selon
la formule suivante :
IE = IS - IA

3.2.4.3. Etude des activités biologiques des huiles végétales :

3.2.4.3.1. Etude de l'activité antioxydante in vitro :

> Définition :

Les antioxydants sont des composés chimiques capables de minimiser
efficacement le rancissement, retarder la peroxydation lipidique, sans effets sur les
propriétés sensorielles et nutritionnelles du produit alimentaire. lls permettent le

maintien de la qualité et d’augmenter la durée de conservation du produit.

En outre, I'antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble dans les
graisses, efficace a faible dose, et non toxique, et n’entraine ni coloration, ni d’odeur,
ni saveur indésirables et résistant aux processus technologiques ; donc stable dans
le produit fini [158].

» Principe :

Pour étudier I'activité anti radicalaire de nos fractions lipidiques, nous
avons opté pour la méthode qui utilise le diphényl picryl-hydrayl ; DPPH comme un
radical libre relativement stable.

Dans ce test, les antioxydants réduisent le DPPH ayant une couleur
violette, en un composé jaune, le diphényl picryl-hydrazyl, (figure 3.4) dont l'intensité
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de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents

dans le milieu & donner des protons [159].

NO, NO;
H
0N N—N 0N N—N
NO, NO,
La forme libre du DPPH La forme réduite du DPPH

Figure 3.4 : la forme libre et réduite du DPPH [160].

» Mode opératoire :

- Préparation de la solution du DPPH:

4+0.001lmg de DPPH sont pesés a l'aide d'une balance de précision et
dissouts dans 100ml de Méthanol absolu, la préparation est conservée a I'abri de la

lumiére jusqu’a utilisation.

- Préparation des dilutions des HV :

Pour les deux HV que ce soit des graines ou de pulpe, on a préparé des une

série de dilutions ; dans du méthanol absolu, a 'ordre de 20, 16, 12, 8 et 4mg/ml.

- Test proprement dit :

Dans des tubes secs stériles, on a introduit :

- 1ml de chaque dilution.

- 2ml de la solution DPPH.

- On laisse incuber pendant 30 minutes a température ambiante et
a I'abri de la lumieére.

- Pour chaque concentration, le test est réalisé trois fois de suite.

- Pour chaque série, on a préparé un blanc constitué de 1 ml du
méthanol absolu et 2ml de la solution DPPH.

- une solution standard de la a Tocophérol (Vitamine E) est

préparée en suivant les mémes étapes et les mémes conditions opératoires
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avec les concentrations suivantes: 0.2, 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125 et
0.006mg/ml.

- La lecture est effectuée par la mesure de I'absorbance a la
longueur d’'onde de 515nm par spectrophotométre [161].

> Expression des résultats :

Les résultats sont exprimés en activité antiradicalaire qui définit la capacité
de piéger le radical libre, elle est estimée par le pourcentage(%) de décoloration
du DPPH, elle se calcule selon la formule suivante :

DO — DO ;
9% Inhibition = Control échantillon % 100

DOControl

Les résultats ont été exprimés par la moyenne des trois mesures * écart type.

Le parametre 'ECso appelé aussi I'lCsp, est déterminé pour chaque HV. Elle
est définie comme étant la concentration de substrat qui cause la perte de I'activité
du DPPH de 50% [162, 163].

Les résultats de la ICsp moyenne ont été calculée par les courbes de

régressions linéaires y= ax +b, ou’ y=50%.

3.2.4.3.2. Etude de l'activité antimicrobienne in vitro :

Il existe plusieurs méthodes employées pour mettre en évidence les activités
antimicrobiennes classées selon la nature du contact de I'extrait avec le germe
(Aromatogramme, Micro-atmosphére, méthode de dilution a partir des disques,
méthode des puits ainsi que les méthodes sur milieu liquide ...etc.), mais dans notre
étude nous avons choisi I'aromatogramme (test qualitatif) suivi par la méthode de

dilution (test quantitatif).

3.2.4.3.2.1. L’'aromatogramme : (test qualitatif)

La méthode de diffusion sur gélose appelée aromatogramme est I'équivalent
de l'antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par d’autres extraits, les

huiles végétales dans notre cas.

Le contact se fait par I'intermédiaire d’'un disque de papier Wattman sur lequel

on dispose une quantité donnée d’huile.
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Cette méthode utilisée par certains auteurs [164, 165, 166, 167] est la

technigue que nous avons utilisée.
La technique d’aromatogramme s’effectue selon les étapes suivantes :

Préparation du milieu de culture :

Le milieu de culture utilisé est gélose Muller-Hinton, qui doit étre fondue et
coulée en boite de Pétri sur une épaisseur de 4 mm et puis laissée se solidifier.

Les geéloses doivent étre séchées avant I'emploi pour éliminer toute trace

d’humidité qui favorise.

Préparation de I'inoculum

- A partir du milieu de conservation contenant la souche conservée a +4°C et
a l'aide d'une pipette Pasteur, ensemencer une boite Pétri contenant une gélose
nutritive puis incuber (24h, 37°C).

- A partir d’'une culture pure sur milieu d’'isolement et a l'aide d’'une anse de

platine, racler quelgues colonies identiques.

- Préparer une suspension bactérienne en déchargeant I'anse de platine dans

I'eau physiologique stérile 0.9%, homogénéiser (vortex).

Ensemencement

A laide d’une pipette Pasteur, prélever environ 0.1ml de la suspension

bactérienne, I'étaler sur toute la surface de la gélose a 'aide d’'une pipette rateau.

Application des disques

Des disques de papier Wattman n°3 de 6 mm de diameétre sont stérilisés

précédemment a la chaleur humide.

Apres les avoir imprégnés par les deux HV, déposer ces derniers sur la gélose
déja ensemencée par I'inoculum avec une répétition ; chaque boite doit contenir trois

disques du méme produit antibactérien testé.

Incubation :



Incuber les boites a 35-37°C pendant 18-24 heures.

Lecture

A Tlaide d’'un pied a coulisse métallique (ou d'une régle), on mesure les

diametres des zones d'inhibition (zone circulaire stérile autour du disque) (figure 3.5),

et puis on calcule la moyenne des diamétres d’inhibition de chaque trois disques

identiques (répétitions), et en se basant sur cette moyenne, la souche étudiée est

alors classée (tableau 3.4).

Milieu MH ensemencé
en nappe

Disque imbibé d'HV

>
La zone d’inhibition

Figure 3. 5 : lllustration de la technique d’aromatogramme utilisée (Original 2014)

Tableau 3. 4 : Transcription des diametres des zones d’inhibition.

Diamétre de la zone d’inhibition (mm) | Sensibilité du germe

<9 Résistant
9-14 sensible
15-19 Assez sensible

>20 Tres sensible
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3.2.4.3.2.2. Technigues a base de dilutions : (test quantitatif)

Cette méthode consiste a mettre en évidence I'activité antimicrobienne de 'HV
aprés une série de dilutions, en mettant cette derniére en présence des germes.
C’est une variante de 'aromatogramme en imprégnant le disque avec les différentes
dilutions en HV [168].

La préparation des dilutions a été réalisée selon les étapes suivantes : [146]

- D’abord, une solution de Tween 80 (2%) est préparée a base de
I'eau physiologique stérile.

- A base de cette solution, une série de dilution est préparée pour
les différentes HV utilisées. Dans notre étude nous avons préparé trois
dilutions de chacune des huiles végétales. (50%, 25% et 12.5%) comme
suite :

- 0.5 ml de I'HV est introduite aseptiquement a l'aide d’'une pipette
stérile dans un tube stérile contenant 0.5 ml de Tween 80 (2%). Cette
suspension constitue la dilution mére (DM) qui correspond donc a la dilution
1/2 ou 50%.

- Le tube contenant la DM doit étre agité pour homogénéiser les
deux phases du milieu.

- Ensuite, 0.5 ml de la DM est introduite aseptiquement, a l'aide
d’'une pipette Pasteur stérile, dans un tube stérile contenant 0.5 ml du méme
diluant. Cette dilution nouvellement obtenue correspond a la dilution 1/4 ou
25 % (D2).

- 0,5 ml de la dilution D2 est dilué dans 0.5ml de Tween 80 (2%)

dans un troisieme tube stérile, ce qui donne une dilution 1/8 ou 12.5% (D3).
Nous avons répété cette procédure avec les deux HV.

Pour réaliser le témoin positif on a utilisé des disques d’antibiotiques qui seront

mentionnés dans le prochain chapitre.
- Dépbt des disques :

Les différentes dilutions obtenues seront imprégnées sur des disques de
papier Wattman qui seront déposés a la surface d'un milieu gélosé (MH)

préalablement ensemencé avec la suspension bactérienne.
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- Lecture :
Elle se fait de la méme maniére que celle d'aromatogramme.

3.2.4.3.2.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice « CMI » (test

quantitatif) :

Aprés incubation, I'observation de la gamme permet d’accéder a la CMI, qui
correspond a la plus faible concentration en huile capable d’inhiber la croissance

bactérienne.

3.2.4.3.2.4. Test de contrble :

C’est un test qui sert a controler la fiabilité du matériel utilisé tels que les

disques et le Tween 80 en les utilisant comme témoins lors de la manipulation.

3.2.5. Analyse statistique:

L’ensemble des résultats obtenus des differents paramétres testés ont fait I'objet
d’'un traitement statistique d’analyse de variance a un seul facteur (ANOVA) type
GLM (General Linear Model).
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CHAPITRE 4 :
RESULTATS ET DISCUSSION

Le présent travail avait comme premier volet la quantification des métabolites
primaires de nos échantillons de pulpe et de graines de caroubes. Puis cette étude
s’est étendue vers l'extraction d’huile végétale par solvant a partir de ces deux

matrices.

Cette fraction lipidique a été identifiee par CG/SM en premier temps. Ensuite,
caractérisée sur le plan physicochimique. En dernier, une étude de ces activités

biologiques a été menée.
Les résultats que nous avons obtenus sont représentés ci-dessous :

4.1. Résultats de la détermination de la composition chimique de C siliqua L :

4.1.1. Teneur en eau :

Les résultats obtenus aprés la dessiccation de la poudre de caroube et
celle des graines sont représentés par la figure 4.1 et répertoriés dans le tableau

de I'appendice E.

9,1+0.18
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graines pulpe

Figure 4.1 : Teneur en eau de la pulpe et des graines de caroube.
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La détermination du taux d’humidité permet d’exprimer les résultats obtenus

en fonction de la matiére séche.

Comme le montre la figure 6.1, la teneur en eau des graines de caroubes est
inférieure a celle de la pulpe conformément a la bibliographie. La différence entre les

deux valeurs est hautement significative avec une probabilité P=0.009.(Appendice F)

D’aprés la méme figure 6.1, la moyenne de la teneur en humidité de notre
premiere matrice (les graines) est de 6.26%+1.01. Selon Alvarez-Fuentes et al.

(2012) une valeur de 8.2% a été signalée [12].

Les résultats de la deuxiéme matrice étudiée (pulpe) de 9.1%+0.18, sont
comparables a ceux de Khlifa et al. (2013), et de Vekiari et al. (2011) de l'ordre de
10.2 et 10.9% respectivement [14, 169]. Or, d’autres pulpes de Liban sont plus
humides et présentent des valeurs un peu plus élevées et qui varient entre 13.54%
et 17.05%, selon les travaux de Haddarah et al. (2013) [3]. Dans une autre étude
menée sur des caroubes de I'Egypte, Kamal et al. (2013) ont trouvé des valeurs
plus faibles (5.29%) [21].

Ces différences sont probablement dues a [lorigine géographique, les
conditions climatiques, les procédures et la période de récolte et de stockage ainsi
que les méthodes d’analyses [4, 74, 79, 80, 81].

4.1.2. Teneur en cendres :

Aprés calcination de nos échantillons, nous avons obtenu les résultats illustrés

par la figure 4.2 et regroupés dans I'appendice E.
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Figure 4.2: Teneur en cendre de la pulpe et des graines de caroube.

La teneur en cendres représente la quantité totale des sels minéraux présents

dans I'’échantillon analysé.

La figure 4.2 montre clairement que les graines contiennent plus de minéraux
que la pulpe. Une différence hautement significative est signalée dans ce cas
(P=0.004<1%). (Appendice F)

D’aprés la figure ci-dessus, les minéraux des graines représentent une
moyenne de 4.64%=0.38. Cette valeur se rapproche a celle trouvée par Alvarez-
Fuentes et al. (2012) [12] qui est de 4.1% et de Bouzouita et al. [90]

Il ressort de la figure 4.2 que le taux de cendre de la pulpe est de 3.33%+0.03.
Cette valeur est en concordance avec celles trouvées par Youssef et al. (2013) [21],
Khlifa et al. (2013) [14] et Haddarah et al. (2013) [3] qui sont de I'ordre de 3.16%,
3% et jusqu’a 3.36% respectivement. Mais ces valeurs peuvent étre totalement
différentes dans des échantillons de provenances géographiques différentes,

notamment les conditions climatiques et les caractéres édaphiques des sols.
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D’aprés Kamal et al. (2013), les différents minéraux se trouvant dans la pulpe
de caroube qui sont en quantité dominante sont le potassium, phosphore et calcium
avec 8637.64 mg/kg; 2255.21mg/kg, 2123.00mg/kg. D’autres éléments sont présents

en traces [21].

De plus, la proportion inégale au niveau de la pulpe et de la graine dépend de

I'activité biologique des deux parties de la plante [170].

4.1.3. Dosage des protéines brutes :

Le dosage des protéines est I'un des critéres utilisés pour évaluer la valeur

nutritive d’'un aliment.

Le dosage du nitrogéne pour les deux matrices, effectué par la méthode
Kjeldahl, multiplié par le facteur 6.25 nous a donné les résultats enregistrés dans la
figure 4.3.

19,25+0.45
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Figure 4.3 : Teneur en protéines brutes de la pulpe et des graines de caroube.

Ce qui ressort essentiellement des résultats illustrés dans la figure ci-dessus
est que I'évaluation du taux des protéines révele des quantités appréciables pour les
deux composantes de la caroube. On remarque notamment que les graines sont
d’autant plus riches en ces composés que la pulpe. La différence entre les deux

moyennes est trés hautement significatives (P=0.000<0.1%).
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Le taux de protéine de la pulpe de l'ordre de 7.88%+0.04 se rapproche de
celui obtenu par Kamal et al. (2013), qui ont trouve une valeur de 6.43% [21].

Or, d'autres auteurs comme Khlifa et al. (2013), Vekiari et al. (2011) et
Haddarah et al. (2013), ont trouvé des valeurs plus inferieures: 2.74%, de 3.6
jusqu'a 4.8%, et 3.61 jusqu’a 5.62% respectivement [14, 169, 3]. La teneur en
protéines dépend sans aucun doute des conditions pédoclimatiques ainsi que le
stade de développement de la plante [169].

Sur cette méme fraction protéique, d’autres travaux ont été réalisés afin de
déterminer sa composition en acides aminés et ils ont prouvé qu’elle varie d’un fruit
a lautre suivant l'espéce, l'origine géographique, le stade de maturation et la
méthode de culture. Ayaz et al. (2007), [98] trouvaient que la pulpe de caroube
contenait 18 acides aminés représentés en majeur partie par I'acide aspartique
suivi de l'alanine, I'acide glutamique, la leucine, la valine et l'arginine ; la cystéine et

le tryptophane sont les acides aminés qui ont montré les plus faibles concentrations.

Une étude complémentaire s’est poursuite ultérieurement pour comparer ces
derniers résultats avec le taux standard des protéines selon 'organisation mondiale
de la santé (OMS). Ayaz et al. (2009) ont tiré conclusion que cette pulpe contient un

taux d’acides aminés essentiels bien raisonnable a I'exception de la lysine [171].

Concernant notre deuxieme matrice (graines), elle contient une quantité de
protéines appréciable, déja plus élevée par rapport a la pulpe, comme montre la
figure 4.3. Les travaux menés par Alvarez-Fuentes et al. (2012), ont rapporté
des valeurs comparables (18.4%). Ces derniers ont étudié la composition des
graines en acides aminés et ont montré qu’elles renferment 5.9% de lysine, 1.3%
d’arginine, 1.4% de cystéine, 1% de tryptophane et 0.7% de méthionine [12]. Dakia
et al. (2007) ont poussé plus loin leur investigation, pour déterminer la qualité
nutritionnelle des protéines de germe en les comparants avec les normes standard
de la FAO et prouvaient qu’elles renferment des acides aminés essentiels en
quantités satisfaisantes, a I'exception de tryptophane qui a présenté les plus faibles

concentrations [13].
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4.1.4. Dosage des sucres totaux :

Les résultats du dosage des sucres totaux des graines et de la pulpe sont

représentés dans la figure 4.4.
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Figure 4.4: Teneurs en sucres totaux des pulpe et graines.

D’aprés la figure 4.4, on remarque que la pulpe est trés riche en sucres. Elle
peut contenir jusqu’a 51.57g+0.08 par rapport a 100g de matiere seche. Cette valeur
concorde celles dictées par la littérature. ElI Battal et al. (2011) ont trouvés des
valeurs jusqu’a 50.1% [15]. De méme, Santos et al. (2005) [85], Bernardo-Gil et
al. (2011) [84] et Battle et Tous. (1997) [4] ont obtenu des moyennes entre 48 et
57%. Alors que des valeurs atteignent 89.46% selon les travaux menés par Haddarh
et al. (2013) [3], pour la caroube de la Jordanie. La caroube d’Espagne contient un
taux de sucre de 46.95% selon Albanell et al. (1991) [172].

On remarque donc que la localisation géographique affecte le taux de sucres.
En outre, les études de Khlifa et al. (2013) ont montré que ces sucres sont
représentés majoritairement par le saccharose, fructose et glucose avec des
moyennes de 44.64%, 7.18% et 2.2% respectivement [14]. Biner et al. (2007) et
Battle et tous. (1997) ont rapporté presque les mémes résultats [74, 4].
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Toutes ces valeurs nous amenent a conclure que la pulpe est tres riche en
sucre, ce qui lui vaut sa saveur sucrée. C’'est pour cette raison qu’elle est utilisée
comme substituant de chocolat sucré naturellement, ingrédient en biscuiterie et
patisserie,... Aussi, l'utilisation de ce fruit comme source de sucre, aura un grand
intérét économique de part de son prix, ainsi que sa teneur plus élevée que la canne

a sucre et la betterave sucriére.

D’une autre part et en la comparant avec la pulpe, les graines de la caroube
contiennent moins de sucre (30.39%+0.52). Cette différence est trés hautement

significative avec une probabilité P=0.000<0.1%.

Cette valeur que nous avons obtenue est un peu plus élevée par rapport a
celle trouvée par Dakia et al. (2007) [13]. Plus tard, Dakia et al. (2008) ont évalué la
composition en sucres ; elle est représentée par le mannose, le galactose, le

glucose, I'arabinose, le xylose et le rhamnose [173].

4.1.5. Fractionnement et dosage des polyosides pariétaux :

Afin de doser tous les composés poly osidiques constituant la paroi végétale
des graines et de la pulpe des fruits de Ceratonia siliqua L. nous avons opté comme
méthode d’analyse celle de Van Soet décrite précédemment. Les résultats qu'on a

obtenus rapportés a la matiere seche sont indiqués dans la figure 4.5.

Il est a noter que I'hémicellulose insoluble, la cellulose ainsi que la lignine
sont les trois composés de la fraction fibres insolubles, et se sont regroupés dans

I'appendice G.
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Figure 4.5: Les différents constituants de la paroi végétale des graines et
pulpe de la caroube.

D’aprées les résultats indiqués dans I'appendice F et la figure 4.5, les valeurs
d’NDF obtenues de la pulpe et celles des graines sont de I'ordre de 49,7%+0.87 et
27,68%+1.19 respectivement avec une différence trés hautement significative
(P=0.000). De méme pour 'ADF, ou on a signalé des valeurs de 41,74%+0.14 pour

la pulpe et 14,54%0.17 pour les graines. La différence entre ces deux derniéres
valeurs étant tres hautement significative (P<0.1%).

Ainsi, la pulpe de la caroube comporte moins d’hémicellulose par rapport aux

graines (7,96%+1.03 et 13,14%+0.81). Une différence hautement significative a été
noté (P=0.004).



80

Or, 'analyse statistique montre une différence trés hautement significative
(P=0.000) entre les valeurs de cellulose et de lignine des graines et pulpe.
On remarqgue aussi que la pulpe renferme plus de fibres insolubles (29.82%) que les
graines (15.34%).

La figure 4.5 montre que pour la pulpe, la cellulose est la fraction dominante
(11.92%=0.44), suivie par la lignine et I'hnémicellulose respectivement, (9.94%+0.2 et
7.96%+1.03). De méme, il a été confirmé que la pulpe comporte aux environs de

18% de cellulose et d’hémicellulose [36], ce qui est le cas pour notre échantillon.

Plusieurs auteurs affirment que la pulpe contient une quantité appréciable en
fibre qui varie de 4.2 jusqu’a 39.8% et cela dépend de la méthode d’extraction [16,
17]. Les teneurs en fibres trouvées par plusieurs auteurs sont variables : 7.74% [3],
7.30% [174], 6.9% [14].

Par contre, pour les graines, la fraction la plus prépondéralement contenue
est représentée en majeur partie par 'hémicellulose (13,14%+0.81). Le seul travail
effectué en suivant la méme méthode que nous avons opté est celui d’Alvarez-
Fuentes et al. (2012) [12] qui ont obtenu comme résultats des taux de NDF de
42% et 15.6% d’ADF. Dans ce présent travail, nous avons eu des résultats
comparables concernant 'ADF (14.54%). Alors que nous avons signalé des résultats
plus inferieurs pour le NDF (27.68%).

4.1.6. Teneurs en matiére grasse :

Aprés six heures d’extraction continue, avec un solvant approprié (éther de

pétrole), le rendement en huile enregistré estillustré dans la figure 4. 6.
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Figure 4.6: Taux de matiére grasse des graines et pulpe.

D’apres les résultats cités dans la littérature, il est clairement rapporté que les
composantes de la caroube (graines et pulpe) renferment peu d’huile [14, 21, 146,
152].

La figure ci-dessus montre que la pulpe renferme trés peu d’huile
(1.03%=0.04) par rapport aux graines (1.82%+0.01). L’outil statistique révéle une tres
haute significativité entre ces deux valeurs (P<0.1%).

Les résultats obtenus dans ce travail sont presque similaires aux autres
résultats cités. Toujours par rapport a la matiére séche, on a eu 1.03% d’huile pour la
pulpe. Cette valeur concorde ceux de Khlifa et al. (2013) [14], qui sont de 1.15 *
0.07%. Youssef et al. (2013) [21], ont eu des résultats un peu plus supérieurs
(1.99%).

Du méme graphique, il ressort que le rendement d’huile des graines est
del.82%. Ce taux est comparable avec celui dicté par de nombreux auteurs. De
1.73% jusqu'a 1.84% pour les travaux de Matthaus et Ozcan. (2011) [152].

Fadel et al. (2011) ont rapporté une valeur de 2.1% [146]. Cette différence
serait liée a de nombreux facteurs; méthode d’extraction, cultivar, localisation
géographique, nature du sol, etc. Dakia et al. (2007) ont trouvé des valeurs tres

distantes (de 6.6 jusqu’a 8.2%) car le dosage a été fait sur le germe pur [13].
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Le méme graphique illustre que les graines de caroube contiennent plus de
matiére grasse par rapport a I'autre matrice. C’est tout a fait normal comme la graine

est un organe utilisé par la plante pour le stockage des nutriments [4].

4.2. Analyse des huiles de caroube par CG/SM :

Nos échantillons d’huile (transesterifies) ont été analysés par CGMS au
niveau de I'Unité de Recherche et de Développement (URD), a DAR ELBEIDHA.
C’est une technique trés utilisée pour I'analyse quantitative et qualitative des

composés volatiles ou qui sont rendus volatiles.

Apres injection de nos échantillons, on a eu les chromatogrammes

représentés dans les figures 4. 7 et 4. 8.
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Figure 4.7 : Chromatogramme de I'huile des graines de caroube.
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Figure 4.8 : Chromatogramme de I'huile de pulpe de caroube.

Les résultats de [lidentification qualitative et quantitative des composés

chimiques par CG/SM sont représentés dans le tableau 4.1.
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Tableau 4.1 : Profil et composition en acides gras des huiles de graines et de

pulpe de caroube.

Ecriture %AG (HVQ) | %AG (HVp)

symbolique
Acide Butyrique Cc4 0.2 0.46
Acide Caproique C6 - 1.71
Acide Caprylique C8 - 0.25
Acide Caprique C 10 - 8.04
Acide Myristique C14 10.43 8.40
Acide C15 0.18 0.21
Cyclopentanondécanoique
Acide Arachidique C 20 0.14 -
Acide 4-octénoique C8:1(4) 1.79 -
Acide Oléique C18:1(9 40.58 15.92
Acide Vaccénique c18:1(11) 0.13 -
Acide Linoléique C18:2(9,12) 45.61 43.09
Acide Linolénique C18:3(9, 12, 15) - 2.14
Acide 9,15 C18:2 (9, 15) - 11.44
octadécadiénoique
Total inconnu 0.94 8.34
Total des « AGS » 10.95 19.07
Total des AGIS » 88.11 72.59
AGS/AGIS 0.12 0.26
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Les résultats obtenus montrent que 16 composés rentrent dans la composition
de l'huile des graines. Les acides gras les plus prépondéralement détectés sont
I'acide linoléique, oléique et I'acide myristique avec des pourcentages de I'ordre de
45.61%, 40.58% et 10.43%. Les valeurs des deux premiers acides sont proches a
celles de Maza et al. (1989) et Dakia et al. 2007 [175, 13]. Aussi Fadel et al.
(2011) ont obtenu des valeurs similaires, 45.0% et 33.7% [146]. Les spectres de

masses de I'acide oléique et linoléique sont représentés dans I'appendice H.

Or Matthaus et Ozcan. (2011) n’ont pas détecté I'acide myristique, mais des
valeurs proches concernant I'acide oléique et linoléique de 26.5 jusqu’a30.4% et de
49.1 jusqu’a 51% respectivement [152]. Une autre étude effectuée par Tlili et al.
rapporte que cette huile peut contenir jusqu'a 32.49% d’acide oléique, et jusqu’a
45.43% l'acide linoléique [176]. Alvarez-Fuentes et al. (2012) ont eu des résultats

comparables a ceux de ces derniers auteurs [12].

En plus, notre huile des graines est trés riche en acides gras insaturés. Un
taux aux environs de 88.11% est un peu supérieur a celui rapporté par Fadel et al.
(2011) (80.53%) [146].

A la lumiére de tout ¢a, on peut conclure que les graines de caroube
contiennent un taux trés élevé d’acides gras insaturés ; jusqu’a 88.11%. Cette valeur
rejoint celle de Fadel et al. (2011). Par conséquent, elle doit étre conservée a des
températures trés basses et a I'abri de la lumiére pour éviter toutes réactions de

peroxydation [146].

En plus, les travaux menés par Matthaus et Ozcan. (2011)[152] ont
démontrés que I'huile des graines de caroube contient une quantité appréciable de
tocophérol (vitamine E) avec une valeur de 208.45 jusqu’a 223.14mg/100g d’huile.
C’est un antioxydant naturel trés puissant et sa présence dans les graines est
souvent liée a I'abondance des acides gras insaturés. Bada et al. (2004)[177],

limitant ainsi les risques de peroxydation [178].

Pour la pulpe, d’aprés le tableau 4.1 et la figure 4.8, il a été détecté 17
composés dont les principaux sont l'acide linoléique, oléique, l'acide 9, 15
octadécadiénoique, myristique, caprique et I'acide linolénique. Le spectre de masse

de l'acide oléique est présenté dans I'appendice I. Un taux d’acide linolénique de
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2.14% concorde celui de Youssef et al. (2013). Mais concernant les autres AG nous
avons des résultats totalement différents. Par contre nous avons enregistré un total

d’AGI qui corrobore a celui des derniers auteurs [21].

Par la suite, de quelques données du tableau 4.1, on a fait ressortir la figure
4.9
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50 - H Graine
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30 A
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20 -

AGS AGI

Figure 4. 9 : Le total des acides gras saturés et insaturés des huiles de
graines et de pulpe.

Ce qui ressort essentiellement de la figure est que les deux fractions lipidiques
que ce soit des graines ou de pulpe renferment plus d’acides gras insaturés par
rapport aux acides gras saturés. L’analyse statistique montre que la différence entre
les valeurs des AGS des graines et de pulpe est non significative (P=0.11). De
méme pour les AGlI, la différence est non significative (P=0.94).

A la base de tous ces résultats, on peut tirer trois conclusions :

" Le taux des acides gras insaturés que ce soit dans la pulpe ou
dans les graines, est tres élevé, conférant a la caroube une propriété trés

importante, notamment contre les maladies cardiovasculaires.

" La composition en acides gras d’'une huile de la méme espéce
difféere d’'une région a une autre selon des facteurs surtout édaphoclimatiques,

sans oublier le facteur cultivar.
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" En outre, et au sein de la méme espece, et dans les mémes
conditions climatiques, plusieurs plantes montrent une composition différente

des lipides dans ses différentes parties [179].

A la lumiére de tous ces résultats, on peut dire que la composition chimique
de la caroube dépend de la provenance géographique, les conditions climatiques,
période de récolte, procédures de conservation, partie de la plante utilisée et des
méthodes d’analyses [4, 179].

4 .3. Caractérisation physicochimigue des huiles :

4.3.1. Détermination de I'aspect et la couleur a 20°C pendant 24 heures :

Figure 4. 10 : A droite : huile de pulpe. A gauche : huile des graines.

Tableau 4.2 : Aspect et couleur des huiles.

Huile des graines Huile de pulpe

Aspect Liquide Liquide

Couleur Jaune doré Vert foncé
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4.3.2. Caractéristigues physicochimiques des huiles de caroube:

Pour les HV de la caroube, nous n’avons pas trouvé d’étude sur la
caractérisation physicochimique de ces huiles. Les résultats obtenus dans notre
étude sont mentionnés dans le tableau 4.3.

Tableau 4.3 : Caractéristiques physicochimiques des huiles de caroube

Huile des graines Huile de pulpe
D 0.86 0.81
n2 1.472 1.446
Ia 0.69 0.51
ls 169.14 177.09
le 168.45 176.58

La densité constitue un critere trés important pour évaluer la qualité d’'une H.V
dans différents domaines (cosmétique, pharmacie, agroalimentaire, chimie, etc.,).
Elle peut facilement donner un apercu sur la naturalité du produit ainsi que les
tentatives de fraudes et d’adultération. Dans le cas de la caroube, nous avons
signalé une valeur de 0.86 pour 'HV des graines qui est un peu supérieure a celle de

I'HV de pulpe (0.81) comme montre le tableau 4.3.

Pour I'HV des graines, un indice de réfraction de I'ordre de 1.472 et un indice
d’acide de 0.69 sont supérieurs a ceux de la pulpe qui sont 1.446 et 0.51

respectivement.

Par contre, 'HV de la pulpe posséde des indices de saponification et d’ester

de l'ordre de 179.09 et 176.58 et qui sont supérieurs a ceux des HV des graines.

4.4. Activités biologiques :

4.4.1. Résultats de 'activité antioxydante :

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir piégeur

du DPPH (1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) selon la méthode décrite précédemment.
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Le DPPH est un radical libre trés stable et tres utilisé pour évaluer la capacité
anti radicalaire de divers échantillons. Cette activité a été évaluée par
spectrophotomeétrie a une longueur d’onde caractéristique de 515nm. En présence
d’antioxydants donneurs d’hydrogéene au DPPH, l'absorbance diminue. Cette
réduction s’accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune
[162] (Appendice J). Ces antioxydants jouent un réle majeur dans la stabilité des
HV.

A des fins comparatives, linhibition du DPPH par la vitamine E (la a

tocophérol) a été également analysée.

Puis, on a déterminé les paramétres de calcul de I'activité antioxydante pour la
vitamine E et pour les deux extraits lipidiqgues (Pourcentage d’inhibition, I'index IC50,

et I'efficacité antiradicalaire).

Dans un premier temps, nous avons tracé les courbes du pourcentage
d’inhibition en fonction des concentrations des extraits. Les résultats qu’on a obtenus

sont représentés dans les figures 4.11 et 4.12 et 4. 13.
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Figure 4.11 : Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en
vitamine E.
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Figure 4.12 : Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en HVg.
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Figure 4.13 : Pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en HVp.
D’aprés les figures 4.11, 4.12 et 4.13, il semble que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente exponentiellement avec I'augmentation de la

concentration que ce soit pour la vitamine E ou pour les HV.
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En comparant les trois courbes entre elles, on constate que la vitamine E agit
a de tres faibles concentrations et arrive a réduire presque la totalité du DPPH a une
dose de 0.05mg/ml. Pour les deux autres HV, il s’avére qu’elles provoquent la
réduction du DPPH dans le milieu réactionnel, mais a des concentrations beaucoup

plus élevées.

Pour mieux caractériser I'efficacité (ou pouvoir) anti radicalaire, un paramétre
essentiel est introduit: I'ICso. Il se définit comme étant la concentration
d'antioxydant (ou d’extrait) requise pour diminuer la concentration du DPPH initiale
de 50 % [163]. Les valeurs de l'ICsy des différents extraits ont été estimées en

utilisant la courbe de régression linéaire :
Y=ax+b
Ou Y=50% [180].

Les valeurs des ICsp de chacun des extraits ont été déterminées et sont
indiquées dans la figure 4.14. Aussi, I'IC50 est inversement proportionnelle a
I'efficacité antioxydante d'un composé. Cela veut dire que plus la valeur d’'ICs est

basse, plus l'activité antioxydante (pouvoir antiradicalaire) d'un composé est grande.
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Figure 4.14 : (A) : ICso des différents extraits. (B) :Pouvoir antiradicalaire.
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Il ressort de la figure 4. 14 (A) que le standard positif (vit E) présente une 1Csg
trés faible. C’est a la concentration de 0.018mg/ml qu'’il provoque la réduction de
50% du DPPH présent dans le milieu. C’est un antioxydant trés puissant qui possede
une efficacité antiradicalaire tres élevée a une dose infiniment petite, comme montre
la figure 4. 14 (B).

A titre comparatif, il s’avére que les deux HV de la caroube présentent une
efficacité antiradicalaire trés faible et qui reste vraiment distante par rapport a celle
de la vit E.

De la méme figure (4.14), et en comparant les deux extraits lipidiques entre
eux, on remarque que 'HVp présente une ICso un peu plus faible par rapport a I'autre
(10.91 et 12.83mg/ml respectivement). Et par conséquent, elle a I'activité antioxydant

la plus élevee.

N’ayant pas trouvé de travaux réalisés sur cette thématique de recherche, on
déduit de nos résultats que les HV de la caroube ont une activité antioxydante trés
faible par rapport au standard positif, mais qui reste remarquable. Elle est
probablement due a la teneur en vitamine E que peut contenir la caroube. En effet,
les travaux de Youssef et al. (2013), montrent que la pulpe contient de la vit E
jusqu’a 5.377 ug / 100 g de matiere seche [21]. Cette propriété va lui conférer une

plus grande stabilité vis-a-vis les problémes d’oxydation lipidique.

De plus, les travaux effectués par de nombreux chercheurs ont montré que la
pulpe et l'enveloppe tégumentaire des graines de caroubes contiennent des
antioxydants naturels et qui peuvent étre a l'origine de cette activité antioxydante.
[22, 94] conférant ainsi a la caroube entiére ou a ses fractions lipidiques un grand

potentiel d’exploitation en industrie agro-alimentaire.

Afin de caractériser ces biomolécules actives, plusieurs études ont démontré
que l'activité antiradicalaire manifestée par I'huile brute a été interprétée par une
action combinée des différents antioxydants endogénes contenus dans I'huile et elle
est corrélée avec la teneur en acides gras polyinsaturés d’une part [181, 182, 183,
184, 185]. D’'une autre part, cette activité peut étre a I'origine aussi aux constituants
mineurs de la fraction insaponifiables ; comme les tocophérols et les composés

phénoliques [186], de méme que la valeur peroxyde initiale de I'huile brute [187].
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En effet, et comme il a été signalé par de nombreux auteurs, il est vraiment
difficile d’attribuer I'effet antioxydant d’'une huile a un ou a un certain nombre de
molécules actives car cette HV est une mixture de différents constituants chimiques

et qui peuvent aussi agir d’'une maniere synergique [188].

4.4.2. Activité antimicrobienne « test in vitro »:

Dans la recherche de méthodes alternatives de lutte antibactérienne, le regne
végétal offre beaucoup de possibilités. De nombreuses études se développent
actuellement pour isoler et identifier des composés de plantes qui ont une activité
antibactérienne, antioxydante, antifongique et insecticide [189, 190, 191]. A cet
effet, nous avons testé les HV de la caroube vis-a-vis quelgues microorganismes

trés impliqués dans I'altération des denrées alimentaires.

L’activité antimicrobienne des HV de Ceratonia siliqua L, a été effectuée en

suivant deux étapes: aromatogramme puis la méthode par dilution.

4.4.2.1. Antibiogramme :

Avant d’arriver aux extraits lipidiques (de caroube), nous avons tout d’abord
recherché la sensibilité de ces microorganismes vis-a-vis des antibiotiques
standards ; c’est lantibiogramme. Nous avons testé Il'action des trois (03)
antibiotiques suivants, le Chloramphénicol, 30ug (CHL), l'acide Pipémidique, 20ug
(PI), et I'acide Fucidique, 10ug (AF) sur chacune des souches. Les résultats qu’on a

obtenus sont représentés dans la figure 4. 15.



Escherichia coli

| Salmonella typhimurium |

Figure 4. 15: Antibiogramme des souches testées.
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A l'aide d’un pied a coulisse, on a mesuré le diamétre des zones d’inhibition
(21) et on les a répertoriés dans le tableau 4.4

Tableau 4.4 : Résultats de l'antibiogramme (diamétres moyens des zones

d’inhibitions £ écarts types en mm).

La souche CHL Pl FA
S. aureus 26.45+0.015 9.86+0.01 29.88+0.05
E. coli 27.53+0.01 23.7£0.17 7.96+0.01
S. typhimurium 26.93+0.015 22.1+0.1 6.15+0.02
C. albicans 6.1+0.1 7.45+0.05 7.11+0.09

Pour mieux caractériser I'action des trois antibiotiques, et choisir 'ATB le plus

actif sur chaque souche, a partir du tableau 4.4, nous avons élaboré I'histogramme

représenté dans la figure 4. 16.
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Figure 4. 16 : Diamétres moyens des ZI des ATB standards vis-a-vis chaque

souche.

Il ressort de la figure 4. 16 que la plus part des souches bactériennes ont

montré une sensibilité vis-a-vis deux antibiotiques (Pl et CHL).

L’AF et le CHL sont trés actifs sur la souche Staphylococcus aureus qui était
extrémement sensibles surtout vis-a-vis I'AF avec un diamétre moyen de
29.88+0.05mm.

En outre, la croissance d’E. coli a été stoppée par les trois antibiotiques mais
parmi eux, le plus efficace est le chloramphénicol ou le diamétre de la zone
d’inhibition est de 27.53+0.0mm.

L’autre bactérie « S.typhimurium » a été principalement inhibée par le

chloramphénicol ou on a enregistré une zone d’inhibition de 26.93+0.015mm.

Concernant la levure Candida albicans, les trois ATB n’ont présenté aucun
effet sur cette derniére. Elle est trés résistante.
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4.4.2.2. Aromatogramme :

Il est bien a signaler qu'aucune étude n’aurait été menée sur l'activité

antibactérienne des huiles de caroube. Les observations effectuées sur leurs effets

sur la croissance des souches microbiennes testées sont mentionnées dans les
figures 4.17 et 4.18.

Escherichia coli

Staphylococcus aureus Salmonella typhimurium

Figure 4. 17 :Aromatogramme de I'HVg.
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Candida albicans Escherichia coli

Staphylococcus aureus Salmonella typhimurium

Figure 4.18 : Aromatogramme de I'HVp.

La sensibilité des bactéries aux HV est déterminée selon le diamétre de I'halo
d’inhibition par la méthode de diffusion sur gélose et les résultats sont consignés

dans les tableaux 4.5 et 4.6.
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Tableau 4.5 : Diameétres des zones d’inhibition provoquées par 'HVg et degré
de sensibilité des souches.

S. aureus E. coli S. typhimurium | C. albicans
Diametres (mm) 7 10.5 8.00 24.77
Sensibilité Résistante Sensible Résistante Tres sensible

Tableau 4.6 : Diameétres des zones d’inhibition provoquées par I'HVp et degré
de sensibilité des souches.

S. aureus E. coli S. typhimurium | C. albicans
Diametres (mm) 25 22.5 27.5 47.5
Sensibilité Trés Trés Trés Trés
sensible sensible sensible sensible

NB : Les diametres des disques (6mm) sont inclus dans les mesures des

diameétres de la zone d’inhibition.

Les résultats ci-dessus concernant l'activité antimicrobienne « in vitro »
obtenus par la méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme), montrent que les
extraits par Soxhlet ont un effet inhibiteur sur la croissance des souches. Et cet effet

est en fonction de la bactérie cible et varie d’'un extrait a 'autre (de graines et de

pulpe).
- Pour'HVg:

En prenant en considération les diametres d’inhibitions (Tableau 4.5), il est
remarquable que toutes les souches bactériennes ont manifesté une résistance
relative vis-a-vis I'huile des graines. En comparant ces résultats aux antibiotiques
standards, il s’avere que l'extrait lipidique des graines n’a presque aucun effet

antibactérien ni sur la croissance des S. aureus ni S.typhimurium ni E.coli.

En revanche, cet extrait a montré une activité antifongique trés élevée avec
un diamétre d’inhibition moyen de 24.77 mm, vis-a-vis la levure C.albicans. Ce taux

d’inhibition sur la croissance fongique est hautement distant a celui des ATB

standards utilisés. Donc, on peut déduire que I'huile des graines de caroube a une
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tres forte activité antifongique, corroborant ainsi les résultats de Fadel et al. (2011)
qui ont testé cette activité sur la croissance mycélienne de Penicillium digitatum.
Pour ces auteurs cette activité pourrait étre attribuée a I'acide oléique qui exerce
une action antifongique tres remarquable [146]. Ca se justifie dans notre cas, car
I'HVg contient jusqu’a 40.58% de cet acide. Dans le méme contexte, il a été déclaré
gue les acides gras insaturés en général comme I'acide linoléique et linolénique sont
rapportés comme source de métabolites nommeés oxylipines qui peuvent inhiber la

croissance des champignons pathogenes [192].

Cette propriété confere a notre huile un potentiel a étre valorisée en industrie

agroalimentaire comme agent antimicrobien naturel.

- Pour'HVp :

Il est bien remarquable que 'HVp se comporte différemment. D’aprés les
résultats mentionnés dans le tableau 4.6, il est a noter que toutes les souches ont
montré une extréme sensibilité vis-a-vis cette huile et I'effet antimicrobien le plus
éleveé a été enregistré sur Candida albicans avec une valeur moyenne de l'auréole
d’inhibition de 47.5mm. Comme déja cité, cela peut étre di a la richesse d’huile en
acide oléique (15.92%) [146] et linoléique (43.09%) [192].

Par ailleurs, on a révélé une importante activit¢ de 'HVp contre les autres
bactéries a savoir S.aureus, E.coli et S.typhimurium ou les diametres des ZI sont
25, 22.5 et 27.5mm respectivement. Cette forte inhibition du développement
bactérien est due probablement, aux acides oléique et linoléique qui possedent un
effet inhibiteurs surtout vis-a-vis les Gram® (S.aureus) [193], mais aussi aux AG a
longues chaines qui sont l'élément clé des additifs et des herbes a effet

antibactériens [140].

Par ailleurs, et dans le but de comparer I'effet antimicrobien des HV le plus
élevé, d’aprés les tableaux 4.4, 4.5 et 4.6 nous avons fait ressortir un histogramme

comparatif, noté dans la figure 4. 19.
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Figure 4.19: Histogramme comparatif de I'effet antimicrobien des deux
extraits et ATB.

Selon la figure 4.19, et en comparant les deux HV de caroube entre

elles, il est bien remarquable que l'huile de pulpe a une action antibactérienne et
antifongique la plus forte.

Pour chaque souche, on a établi le pouvoir antimicrobien par ordre
décroissant de chaque échantillon, et on admet que :

L’action antibactérienne vis-a-vis la souche S. aureus a été enregistrée par

ordre décroissant par AF, HVp puis HVg (les diamétres des ZI sont 29.88+0.05, 25
et 7mm respectivement).

Vis-a-vis la souche E.coli, le plus fort pouvoir antibactérien a été enregistré
par le chloramphénicol, I'HVp puis par I'HVg et les diamétres des ZI sont
respectivement 27.53+£0.01, 22.5 puis 10.5 mm.
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Pour la souche S.typhimurium, 'HVp est I'extrait qui présentait le plus grand
effet antibactérien, suivi par le chloramphénicol puis par 'lHVg avec des diamétres
des ZIl de 'ordre de 27.5, 26.93+0.015 et 8+00 respectivement.

Le plus fort pouvoir antifongique vis-a-vis la souche C. albicans a été
enregistré par I'HVp (47.5mm) puis par I'HVg (24.77mm) et enfin par PI
(7.45+£0.05mm)

4.4.2.3. Concentrations minimales inhibitrices (CMI):

Dans cette partie-la, nous avons effectué une série de dilution a base de
Tween 80 afin de déterminer la CMI pour chaque extrait sur le développement de
chaque souche. Par définition la CMI est la plus petite concentration d’un extrait

capable d’'inhiber la prolifération bactérienne.

Les CMI ont été calculées uniqguement pour les HV qui ont préalablement
montré un effet antibactérien important. Ainsi, et pour des raisons de performance
antimicrobienne, les deux HV ont été sélectionnées. Candida albicans est la seule
souche, parmi 'ensemble des microorganismes testés qui a révélé une sensibilité

importante envers 'HVg.

Les résultats des diametres des ZI sont mentionnés dans I'appendice G, et les

CMI de chaque HV sont représentées dans le tableau 4.7:

Tableau 4.7 : les CMI de chaque extrait en %.

La souche Huile des graines Huile de pulpe
S. aureus ND 12.5%

E. coli ND 12.5%

S. typhimurium ND 25%

C. albicans <12.5% <<<12.5%

ND : non déterminer.

Il ressort du tableau ci-dessus que I'HVg exerce un effet antifongique a la
dilution 12.5% ; soit 125ul/ml. Ainsi, la CMI de 'HVg est aux environs de 125pl/ml.
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Pour l'autre huile (de pulpe), il est a noter qu’elle exerce un effet antibactérien
et antifongigue méme a des dilutions de l'ordre de 12.5%. On a observé un effet
inhibiteur contre S. aureus a raison de 7.6mm comme zone d’inhibition, selon

'appendice G. Cette concentration correspond a une CMI de 125pul/ml.

En outre, a la dilution 12.5%, 'HVp a inhibé la croissance bactérienne d’E.coli
ou le diamétre de la ZI est de 10mm. On peut déduire donc que la CMI de I'HVp vis-

a-vis cette bactérie se situe aussi aux environs de 125pul/ml.

D’'une autre part, cette huile a montré aussi un effet inhibiteur vis-a-vis
S.typhimurium au bout de la dilution 25%. Le diameétre de la ZI est de 8mm. A cet

effet, on retient la dilution 25% soit la concentration de 250ul/ml comme étant la CMI.

Ainsi, il est également trés intéressant de noter qu’a la dilution 12.5%,
correspondant a la concentration 125ul/ml, y a eu une inhibition de la croissance de
C.albicans avec un halo de 15.0mm. La CMI correspondante donc serait inférieur a
cette concentration. Et en raison du manque des extraits, nous n’‘avons pas pu

réaliser d’autres essais avec des dilutions moins inférieurs.
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CONCLUSION

Le lien entre I'alimentation et la santé n’est aujourd’hui plus a démontrer. Et
cette préoccupation santé est de plus en plus mise en avant par les professionnels
de l'agroalimentaire, de la santé et les consommateurs eux-mémes. Il devient des
lors nécessaire d’apprendre a connaitre les aliments et de s’intéresser aux bases de

nutrition.

Le caroubier qui semble originaire des régions méditerranéennes est
actuellement répandu dans de nombreux pays. Cet arbre reste trés négligé et n’a
pas eu encore la place qu’il mérite bien qu’il constitue 'une des ressources multi-

usages a retombés socioéconomique et écologiques tres intéressants.

De ses gousses, sont extraits deux produits différents, la pulpe et les graines,
exploitées et utilisées dans de nombreuses industries (agroalimentaire,

pharmaceutique, cosmétique,...).

De part de ses vertus, la caroube est tres utilisée. En thérapeutique, elle est
connue pour son effet régulateur sur la fonction intestinale, son effet

hypocholestérolémiant, antiprolifératif, anti diarrhéique,....

Notre étude a été consacrée en premier temps pour évaluer la composition de
la caroube. En vue de cette détermination, tous les métabolites primaires des graines
et de la pulpe ont été dosés, a savoir 'eau, les cendres, les sucres totaux, la matiére
azotée totale, les fibres et la matiére grasse. L'’ensemble de ces parametres testés
pour nos deux matrices (graines et pulpe) ont montré des différences hautement

significatives.

La fraction lipidique, de la pulpe et des graines a été caractérisée sur le plan
composition en acides gras par le biais de la CGMS. Une différence non significative

a ete signalée pour le total des acides gras saturés et insaturés des deux fractions.

Par la suite, une caractérisation physicochimique et étude des activités

antioxydante et antimicrobienne, ont été évaluées de cette méme fraction lipidique.
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La pulpe de la caroube a présenté un taux trop élevé de sucres totaux
comparée avec les graines (51.57%+0.08 et 30.39%+0.52 respectivement) avec une
différence trés hautement significative (P<0.1%). De méme pour les fibres ou la
pulpe est d’autant plus riche que les graines avec de différences significatives
(P<5%).

Par contre, les graines ont d’autant de protéines, de lipides et de cendres que

la pulpe.

D’'une autre part, la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse montre que cing acides gras connus sont présents dans
I'huile des graines dont les principaux sont I'acide oléique et linoléique. Pour la pulpe,
le profil chromatographique révele huit acides gras représentés majoritairement par

I'acide oléique, linoléique, myristique et caprique.

Par ailleurs, et tenant compte de la composition en vitamines de la caroube
surtout la vitamine E, nous avons estimé le pouvoir antioxydant des huiles végétales.
A titre comparatif, il s’avére que I'HV des graines présente une activité anti
radicalaire proche de celle de la pulpe mais qui reste tres faible comparée a la

vitamine E.

Les résultats obtenus lors de [I'évaluation de [Iactivité antimicrobienne
montrent que I'extrait lipidique des graines a un effet antifongique trés puissant vis-a-
vis de la levure Candida albicans. Cet extrait s’est révélé presque inactif sur les

autres souches bactériennes.

Par contre, I'huile de la pulpe s’est révélée trés active en inhibant la

croissance de toutes les souches bactériennes et fongiques.

A la lumiére des résultats obtenus, nous pensons que d’autres recherches
peuvent s’orienter vers l'analyse détaillée de l'huile de caroube, notamment le
dosage des composés mineurs tels que polyphénols totaux (et leur caractérisation),
des vitamines liposolubles, et autres métabolites. Aussi, I'étude de la composition en
acides aminés, minéraux, vitamines et polyphénols que renferme la caroube serait
également intéressante. Des essais d’incorporation de la farine de caroube en
chocolaterie, biscuiterie ou en couscouserie constituent également de bonnes pistes

de valorisation de ce fruit.
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APPENDICES

APPENDICE A

Réactifs, produits chimigues et consommables :

- Acide sulfurique.

- Eau oxygénée.

- Eau distillée.

- Hydroxyde de sodium.

- Hydroxyde de potassium.
- Acide borique.

- Phénol.

- Ether de pétrole.

- Hexane.

- Méthanol.

- Ethanol.

- Ether.

- Phénolphtaléine.

- Acide chlorhydrique.

- DPPH.

- Vitamine E.

- Eau physiologique stérile 0.9%.
-  Tween 80.

- Boites de pétri.

- Pipettes pasteurs.

- Disque de papier Wattman N°3
- Pince métallique.

- Papier filtre.

Milieux de culture :

- Muller Hinton.

- Gélose nutritive.



Appareils :

- Broyeur type Retsch Muhl.
- Tamis de 250um.

- Etuve.

- Balance de précision.

- Four a moufle.

- Minéralisateur Kjeldahl.

- Unité de distillation type Velp-scientifica UDK 127.
- Spectrophotometre.

- Appareil a soxhlet.

- Plagque chauffante.

- Evaporateur rotatif.

- Appareil CGMS.

- Micropipette.

- Refractometre.

- Vortex.

- Bain marie.

- Autoclave.

- Pied a coulisse.

- Appareil photo.

Verrerie :

- Creusets en verre.

- Capsules en porcelaine.
- Dessiccateur.

- Fiole de 100, 250, 500ml.
- Tube en verre.

- Cuve en quartz.

- Pipettes de 1, 5, 10 ml.
- Creuset filtrant N°3.

- Spatule métallique.

- Ballon de 100 et 500ml.
- Réfrigérant a reflux.



APPENDICE B

Le catalyseur est préparé en mélangeant :

- 209 de sulfate de potassium (K>SO,
- et 1g d’'oxyde de mercure (HgO).

APPENDICE C

L’indicateur de TASHIRO :

Mélanger 10ml de méthyle rouge a 0.03% dans I'éthanol 70% et 1.5ml de bleu de
méthyléne a 0.1% aqueux.

APPENDICE D

Afin de tracer la courbe d’étalonnage, on suit les étapes suivantes :

-Une solution mére de a D (+) glucose est préparée a une concentration de 1%. A
partir de cette derniére, on prend 1ml et on ajuste le volume par I'eau distillée jusqu’a
100ml.

-Ensuite, on prépare des dilutions de différentes concentrations: 10, 25, 40, 60, 75 et
100 (ug/ml).

-De chaque concentration, on prend 1ml auquel on ajoutera 1ml de phénol a 5% et
5ml d’acide sulfurique a 98%.

-On maintient les tubes dans une étuve pendant 5min a 105°c, ensuite on les laisse
a I'obscurité pendant 30min.

-Enfin, on lit la densité optique, de chaque concentration, a 490nm et on trace la
courbe d’étalonnage DO = f (C).

Dont:
C: est la concentration en pg/ml

DO: est la densité optique



DO 3 490 nm

-
(9]

[Eny

o
)

Courbe d'étalonnage

y = 0,3745x - 0,3043
R? = 0,9978

10 25 40 60 75
D (+) Glucose (ug/ml)

100

Figure : La courbe d’étalonnage.

APPENDICE E

H% | C% | protéine | sucres | MG |NDF | ADF |HEM | CELL | LIG
totaux

E1l 5,09 | 4,2 19,065 |30,07 |1,81 |27,32 14,36 |13,05|1,97 |0,2
o | E2 6,96 | 4,9 18,91 31 1,81 | 26,71 | 14,56 | 14,00 | 1,93 | 0,2
§ E3 6,73 (4,82 | 19,77 30,1 1,84 | 29,01 |14,7 |12,37 | 2,07 |0,23
El 9,06 |33 |7,84 51,5 1,00 | 50,64 |41,88|7,26 | 12,06 |9,76
v E2 8,94 | 3,35 | 7,87 51,67 |1,01 (489 |416 |7,15 |11,8 |9,89
§ E3 9,3 3,36 | 7,93 51,54 | 1,08 |49,56 (41,74 9,47 |11,2 |10,17




APPENDICE F

Résultats de I’analyse statistique

Analysis of Variance: Teneur en eau

Source Sum-of-Squares df Mean-Sguare  F-ratio P
FRUITS 12.098 1 12,098 22.540 0.009
Error 2.147 4 0.537

Analysis of Variance: Teneur en cendres

Source Sum-of-Squares df Mean-S5quare F-ratio P
FRUITS 2548 1 2.348 34471 0.004
Error 0.2%6 4 0.074

—

Analysis of Variance: Teneur en protéines

Source Sum-of-Squares df Mean-5guare  F-ratic P
FRUITS 193.859 1 193.859 1827.058  0.000
Error 0.424 4 0.106

Analysis of Variance: Teneur en sucres totaux

Source Sum-of-Squares df Mean-Square F-ratic F

FRUITS 672.889 1 6©72.889 4685.854 0.000

Error 0.274 4 0.144



Analysis of Variance: Teneur en matiére grasse

Source Sum-of-Squares df Mean-Square F-ratio P
FRUIT$ 0.936 1 0.936 851.045 0.000
Error 0.004 4 0.001
One-way ANOVA =T
Sum of sqrs df Mean square F p{same)
Between groups: 426932 1 426932 §5.66 0,0175
Within groups: 153,402 2 76,7012
Total: 442272 3
Levene's test for homogeneity of variance, based on means: p(same) = 2 638£-30
Based on medians: p(same) = 2 888E-30

Welch F test in the case of unequal variances: F=5566. df=1.509, p=00355¢

Tukey's pairwise comparisons:
Q\p(same)

[aci |
i0.01777

Sum of sqrs df Mean square F pisame)
Between groups: 13,69 1 13,69 0,005821 09444
Within groups: 4409 03 2 2204 51
Total: 4472 72 3
Levene's test for homogeneity of variance, based on means: pisame) = 1,255E-21
Bazed on medians: plsame) = 1,255E-21

Welch F test in the case of unequal variances: F=000821, df=1781, p=0,5451

Tukey's pairwise comparisons:
Q' pizame)

graine pulpe |
= F hd AC
graing (0, 5eaz

pulps 01114




APPENDICE G

Tableau : Pourcentage des différentes fractions des fibres de caroube.

Pulpe Graines
NDF 49,7+0.87 27,68+1.19
ADF 41,74+0.14 14,54+0.17
Hémicellulose (1) 7 96+1.03 13,14+0.81
Cellulose (2) 11,92+0.44 1,990.07
Lignine (3) 9,94+0.2 0,21+0.01
Fibres insolubles 29 82 15.34

NB : (1) +(2) +(3)= les fibres insolubles.

APPENDICE H

Hitz:2 Entry:66048 Library NIST107LIB SI:28 Formula:C18H3402 CAS:112-80-1 MolWeight:282
CompName:Oleic Acid 33 9-Octadecencic acid (Z)- 33 delta (Sup9)-cis-Oleic acid 35 cis- delta (Supd)-Octadecenoate 55 cis- delta (Sup
100-—
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Hitz:] Entry:69887 Libeary:NIST107LIB SI93 Formula:C19H3402 CAS:2566-974 MolWeight:294
CompName:9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester, (E.E)- 35 Linolelaidsc acid, methyl ester $$ Methyl linolelaidate $$ Methy trans trans
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Spectre de masse de I'acide linoléique de I'HVg
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Hitz:4 Entry-66048 LibraryNIST107LIB SI.84 Formula:C18H3402 CAS:112-80-1 MolWeight 282
CompName:Oleic Acid $5 9-Octadecencic acid (Z)- $5 delta (Supd)-ciz-Oleic acid 35 cis- delta.(Sup)-Octadecenoate 3 cis- delta (Sup
10—
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Spectre de masse de I'acide oléique de 'HVp
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Photo de I'activité antioxydante de I'huile des graines.

Photo de I'activité antioxydante de I'huile de pulpe.



