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Introduction

Introduction

Le caroubier est un arbre d’importance écologique, industrielle et ornementale
indiscutable. Il est considéré comme 1’un des arbres fruitiers et forestiers les plus performants
puisque toutes ses parties (feuilles, fleurs, fruits, bois, écorces et racines) sont utiles et ont des
valeurs dans plusieurs domaines (Mhirit et Et-Tobi, 2002). Grace a son aptitude a développer
différentes stratégies d'adaptation aux contraintes hydriques (résistance a la sécheresse et
adaptation aux sols pauvres et salins), cet arbre s'installe favorablement dans les zones arides et
semi-arides (Mahdad, 2013).

Le caroubier est utilisé non seulement dans 1’alimentation animale mais aussi dans la
médecine et I’alimentation humaine (Sallouh et Nouioui, 2019). La farine de caroube est
employée dans D’industrie pharmaceutique, principalement contre les troubles gastro-
intestinaux (diarrhées) et contre la tuberculose pulmonaire et les affections des bronches
(Serairi-Béji et al., 2000). La farine est également employée surtout en agro-alimentaire comme
ingrédient pour la préparation de certains produits, tels que les gateaux, les bonbons, les cremes
glacées, les sauces et mayonnaise et comme substituant du cacao pour la fabrication du chocolat
(Ben Khaldi, 2013). On tire de la caroube un autre produit essentiel qui est la gomme, extraite
a partir de I’albumen des graines. Cette derniére est utilisée dans 1’agro-alimentaire comme
épaississant connu sous le code normalisé E410, elle substitut la pectine et la gélatine (Maameri
et Said, 2018). La gomme de caroube est utilisée notamment dans le secteur pharmaceutique
dans les préparations alimentaires diététiques, pour diminuer 1’apport alimentaire dans le

traitement de 1’obésité (Sallouh et Nouioui, 2019).

En Algérie, le caroubier reste tres négligé et il n’a pas encore eu la place qu’il mérite dans
les programmes de reboisement, malgré les retombées socio-économiques que cette plante peut
avoir a I’échelle nationale et surtout régionale. Le caroubier pourrait constituer des plantations
de choix dans les programmes de reforestation pour garantir un développement durable des
zones rurales. Sa valorisation sur tous les plans : médicinal, agroalimentaire et industriel, jouera

sans doute un role majeur dans 1’amélioration de son exploitation (Mhirit et Et-Tobi, 2002).

Peu d’¢études ont été réalisées, jusqu’a présent, sur les graines de caroubes, notamment
sur leurs valeurs nutritives et anti oxydantes. Les thématiques traitées concernent

particuliérement 1’extraction et I’identification des gommes, 1’analyse de la composition

1
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chimique, la détermination de la valeur énergeétique et du potentiel antimicrobien de la pulpe du
fruit. Notre intérét pour ce produit vient suite a ces constatations et le présent travail consiste
a combler le manque d’information sur les propriétés nutritives des graines. Notre travail a

comme objectif la valorisation du caroubier par la valorisation de ses graines.

Le présent travail est divisé en deux parties :

(O Une partie théorique qui comporte des généralités et des définitions sur 1’activité anti-
oxydante, ainsi des généralités sur le caroubier et des notions sur la composition

chimique et anti oxydante de ses graines.

(O Une partie pratique qui précise la démarche expérimentale et donne les méthodes

d’analyses et les résultats correspondants.
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I.1. Activité Anti-oxydante

1.1.1. Stress oxydant

Les especes réactives d’oxygenes (ERO) sont présentes dans la cellule a des doses
raisonnables. Leur concentration est régulée par I’équilibre entre leur taux de production et leur
taux d’élimination par les systémes antioxydants. Ainsi, a 1’état quiescent, on dit que la balance
antioxydants/pro-oxydants (balance rédox) est en équilibre. Cependant cette homeéostasie rédox
peut étre rompue, soit par une production excessive d’ERO (comme dans le vieillissement ou
I’athérosclérose, ...etc.), soit par une diminution des capacités anti-oxydantes (comme chez les
personnes souffrant d’obésité et les fumeurs) ; On parle alors de stress oxydant (Camille et
Mireille, 2011).

Le stress oxydant peut étre provoqué de facon régulée par I’activation de systemes de
production d’ERO. La réponse anti-oxydante est alors efficace pour compenser cette production
et le désequilibre est transitoire. En revanche, dans certaines situations pathologiques (comme
le cancer par exemple), la production d’ERO est plus importante et prolongée, la réponse anti-

oxydante est insuffisante et le deséquilibre est durable.

Un état de stress oxydant existe lorsqu’au moins une des trois conditions suivantes est

présente :

= Exces des especes réactives d’oxygene et des especes réactives azotées ;
= Défenses insuffisantes (endogénes et exogenes).
= Meécanismes de réparation insuffisants (Camille et Mireille, 2011).

1.1.2. Espéces réactives d’oxygene et espéces réactives azotes

1.1.2.1. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique possédant un ou plusieurs électrons non appariés
sur sa couche externe. La présence d'un électron célibataire confere a ces molécules, la plupart
du temps, une grande instabilité, ce qui signifie qu'elles ont la possibilité de réagir avec de
nombreux composés dans des processus le plus souvent non spécifiques, et que leur durée de

vie est trés courte (Strang, 2006).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A8ce_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89lectron
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1.1.2.2. Espéces réactives de I’oxygeéne (ERO)

Les espéces réactives de I’oxygene sont une famille d’entités chimiques regroupant les
radicaux libres oxygénés (RLs) [I’anion superoxyde (O2*), le radical hydroxyle (HO®) et le
monoxyde d’azote (NO®)] et les dérivés non radicalaires dont la toxicité est importante [1’anion
peroxyde (O22), le peroxyde d’hydrogéne (H202), le peroxynitrite (ONOO)] (Novelli, 1997)
(Figurel).

Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe* : Cu-) Glutathion peroxydase
N i N .
Oxygéne Radical 'Peroxyc{e Radical £Eau
superoxyde d’hydrogéne hydroxyd
O, e O, .—-oe G20 H O, = OH .—oe G H. O
Redu:t;c;:\ot;;ttr:::lcntc O,+4e «4H —> 2 H,0
0, Anion superoxyde 1 O,«1le — 0,
H.0. :::;f:;ne 2 0,7« 0, (= 2 H") —> H,0, + O,
3 O, - Fe*" —> "OH - Fe™ « OH"
"OH Radical hydroxyle 4 O, « H;0;, — 2H,0 - O;
S H.O. « 2GSH — 2 H.0 - GSSG
RO," Radical peroxyle 6 R"+« 0,— RO,
RO H Hydroperoxyde 7 RO, « RH—> RO,H - R-
RO Radical alkoxyle 8 RO,H « Fe®~ —> RO" + Fe* +« OH"-

Figure 1: Origine des espéces réactives de I’oxygene et stress oxydant (Camille et Mireille,
2011).

On peut distinguer les radicaux primaires et les radicaux secondaires, issus de la réaction
des radicaux primaires avec des entités biochimiques cellulaires tels que les lipides, les
protéines, les glucides...etc. (Figure 2) (Favier, 2003).
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Figure 2: Production des RLs oxygénés et azotés et autres ERO impliquées en biologie (Fang

et al., 2002).

1.1.2.3. Espéces réactives azotées (ERN)

Les ERN proviennent de la réaction des ERO avec le monoxyde d’azote NOe. Ces

réactions sont catalysées par la NO synthase et plusieurs enzymes, notamment la NADPH

oxydase, la Xanthine oxydase, la lipoxygénase et la cyclo-oxygénase (Favier, 2003 ; Fridi et

Taif, 2018).

Le monoxyde d’azote est faiblement réactif. C’est I’action de 1’anion superoxyde sur ce

dernier qui entraine la formation de réactifs ayant une réactivité élevée. Le monoxyde d’azote

radicalaire peut aisément réagir avec la plupart des especes oxygénées et se transformer en
dioxyde d’azote (NO2) (2NO " + O>— 2 NO), lequel peut donner du trioxyde d’azote (N2O3)
(NO* + NO2,—N03) pour enfin aboutir a un ion nitrate stable (NO2") (N203 + H2O — 2 NO3 -

+ 2H"). De plus, le monoxyde d’azote forme avec I’ion superoxyde le peroxynitrite (ONOO)

(NO" + O2"— ONOO), moins réactif que son précurseur azoté, mais responsable de 1’oxydation

de nombreuses biomolécules (protéines, lipides et acides nucléiques) (Dakia et al., 2007).
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1.1.3. Production des radicaux libres

1.1.3.1. Production intracellulaire
La production des ERO découle de plusieurs sources essentiellement d’origine

enzymatique (Figure 3). Les oxydases (NADPH oxydase) constituent un "point d’entrée" en
produisant I’anion superoxyde (O2") dont dérivent d’autres espéces réactives d’oxygene. La
NO synthase produit le monoxyde d’azote (NO®) indépendamment de O." et constitue un autre
"point d’entrée". La myélopéroxydase (MPO) produit I’acide hypochlorique (HOCI) qui
amplifie la production des ERO (Fridi et Taif,2018).

1.1.3.2. Production extracellulaire
Les radicaux libres sont également produits par des phénomenes extérieurs a notre

organisme (dits exogénes) comme I'exposition aux rayons ultraviolets ou aux rayons X, la
pollution présente dans l'air que nous respirons, dans l'eau et dans les aliments que nous
consommons ou encore l'exposition a la fumée de cigarette. Les aliments trop cuits ou brdlés
contiennent également beaucoup de radicaux libres. Le stress, physique ou psychique, agit

¢galement sur les mitochondries qui en produisent d’avantages (Favier, 2003).

Réactions oxydatives Respiration
de détoxification

mb interne mitochondriale

R E - mononml\n:ox_vdaso
mb nucléaire (
péroxysomes

Phagocytose NO synthases

(NO)

mb plasmique
phagosomes ——
lysosomes

molécules exogénes
(médicaments, pesticides...)

Figure 3: Sites de production intracellulaire des RLs (Serteyn et al., 2003).

1.1.4. Mécanismes de neutralisation des radicaux libres

1.1.4.1. Systemes enzymatiques

Les systemes enzymatiques sont des moyens endogénes considérés comme la premiére

ligne de défense contre les ERO tels que la Superoxyde dismutase SOD et la catalase (Cat) qui
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ont un role de protection, ainsi que les glutathions peroxydases (GPx) et réductases (GR) qui

ont un rdle de détoxification (Figure 4) (Federico, 2006).

O5
l l Catalase
H>O +3204
) SOD =
NO -
0—\—00_ 02 | e— S— + H:O
. \ 21,0 + GSSG
Feom. GSH-Peroxydase
/ cu* +GSH
4
‘OI RH R+ H20
O
vitamine E
ROO ——— ROOH
-
———————> Réaction de détoxification des ROS i GSH-Peroxvdase
— = Réaction aboutissant & des ROS i +GSH
]
ROH + HO + GSSG

Figure 4: Les especes réactives oxygénées et leur systeme de détoxification (Federico, 2006).

1.1.4.2. Systemes non enzymatiques

A. Vitamine C

Le radical libre (R°) est neutralisé par le transfert d’un électron provenant de I’acide
ascorbique (Asc). Il résulte un produit détoxifié (R) et un radical libre ascorbyl (RLA). Deux
molécules de ce dernier peuvent réagir entre elles pour donner une molécule d’acide ascorbique
et une molécule d’acide déshydroascorbique (ADHA) qui peut étre transformé en acide
ascorbique par I’ADHA réductase ou se transforme en produit stable ; I’acide dicétoguronique
(Figure 5) (Rose et Bode, 1993).

:

2(R°+Asc) . ZIT—ERLA

J RLA reductase

Acide dicétogulonique

e ADHA __ | As

ADHA reductase

Figure 5: Action de I’acide ascorbique (Asc) sur un radical libre (R°) et les voies de sa
régénération (Rose et Bode, 1993).




Chapitre | Partie théorique

L’acide ascorbique (Asc) agit également en piégeant directement les ERO et/ou les ERN
(majoritairement 'O~ et le ONOQO"). 1l est aussi capable de recycler I'a-tocophérol (T-OH)
de facon a agir en synergie avec ce dernier dans la prévention de la peroxydation lipidique
(Oueslati, 2017) (Réactions 1 et 2) :

T-OH + AGPI-O0°*— T-O*+ AGPI-OOH....... (1)
Asc-H+ T-O°*—> T-OH+ AsC®.........coenennnn. (2)
Avec : AGPI : Acide Gras Polyinsaturé

B. Caroténoides

Les caroténoides sont capables d’inactiver 1’oxygéne singulet (1O,) et les RLs. D’apreés
Burton et Ingold (1984), I’effet antioxydant du B-caroténe serait dii a une interaction entre le
radical et le systeme de doubles liaisons conjuguées de la chaine insaturée du piégeur (Réaction
3). Le B-caroténe est particulierement réactif vis-a-vis des lipoperoxydes ; le radical peroxyde
se fixerait sur un carbone de la chaine polyinsaturée et serait stabilisé par résonance (Réaction
4). L’effet antioxydant des caroténoides serait dépendant de la pression d’oxygene.

Les caroténoides (Car-H) neutralisent les RLs (R°) par le transfert d’hydrogene, via la
réaction suivante (Dutta et al., 2005) :

R® + Car-H » RH+Car®....... (3)

La propriété anti-radicalaire des caroténoides la mieux décrite est leur capacité a inhiber
le radical peroxyle (ROO°®) selon la réaction :
Car-H + ROO » ° Car°+ROCH ......... 4)

Les caroténoides jouent un réle important dans la protection des membranes cellulaires
et des lipoprotéines contre les dommages de la peroxydation (Beutner et al., 2001 ; Stahl et
Sies, 2003).

C. Composes phénoliques
Les propriétés anti-oxydantes des composés phénoliques sont attribuées a : leur capacité
a piéger directement les RLs, d’inhiber quelques enzymes en particulier les oxydases, de

chélater les ions métalliques impliqués dans la production des ERO, d’activer les enzymes anti-

oxydantes et de réduire les radicaux a-tocophéryl (Cotelle et al., 2002).
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.2. Caroube

1.2.1. Présentation du caroubier

1.2.1.1. Description botanique

Le caroubier est un arbre ou arbuste sclérophylle, sempervirent, qui peut atteindre 7 a 20 m de
hauteur et une circonférence a la base du tronc de 2 & 3m (Figure 6). 1l a une écorce lisse et grise lorsque
la plante est jeune et brune et rugueuse a 1’age adulte. Son bois de couleur rougeatre est trés dur (Thomas
et Metha, 1983). Les feuilles persistantes, de 10 a 20cm long, se caractérisent par un pétiole sillonné sur
la face interne et un rachis portant 8 a 15 folioles, opposées, de 3 a 7 cm (Figure 7), elles sont coriaces,
entiéres, ovales a elliptiques, paripennées, légérement échancrées de couleur verte. Les fleurs sont
verdatres, de petite taille (6 a 16 mm de longueur), spiralées et réunies en un grand nombre pour former
des grappes droites et axillaires, plus courtes que les feuilles a 1’aisselle desquelles elles se sont

développées (Figure8. A) (Batlle et al., 1997).

Figure 7: feuilles de caroubier (Thomas et Metha, 1983).
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Le développement du fruit est trés long. Pour arriver a maturité en été, il met généralement entre
9 et 10 mois. Il est de grande taille : de 10 a 20 cm de longueur, et de 2 & 3 cm de largeur. 1l est vert puis
brun, et, au moment de la maturité, brun foncé a noir (Figure 8.B). Il est sinueux sur les bords, aplati et
présente un tissu pulpeux, sucré, rafraichissant renfermant de 12 a 16 graines brunes soit 10 a 20 % du

poids de la gousse en fonction de cultivar et du climat (Rejeb, 1995).

Figure 8: (A) inflorescences (B) Fruits (gousses vertes et gousses murs respectivement)
(Ait Chitt et al., 2007).

1.2.1.2. Taxonomie et terminologie commune

Le nom scientifique du caroubier, Ceratonia siliqua L., proposé par Linné est dérivé du mot grec
““Keras’’ (= corne) et du latin “‘siliqua’’ (gousse), en allusion a la dureté et la forme de la gousse. Cette
derniére est connue aussi sous le nom de pain de Saint Jean-Baptiste. Par ailleurs, le nom dialectal
kharouv, originaire de I’hébreu, a donné lieu a plusieurs dérivés tels que Kharroub en arabe, algarrobo

en espagnol, carroubo en italien, caroubier en frangais, ...etc. (Boudy, 1950). Cette espece appartient au
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genre Ceratonia de la sous-famille des Caesalpinioidae, de la famille des Fabaceae (Légumineuses),

qui fait partie de I'ordre des Fabale (Rosales), Classe des Magnoliopsida (Quezel et Santa, 1963).

Le caroubier existe sous forme de plus de 80 clones. Les différents cultivars recensés actuellement
dans le monde se distinguent entre eux par leur vigueur, leur taille, leur qualité de gousse, leurs graines,
leur productivité et leur résistance aux maladies. Le tableau (Tableau 1) résume les sept variations (Battle
etal., 1997).

Tableau 1: Différentes variétés du caroubier (Battle et al., 1997).

WVariété Propriétés
Amele (ancienne variété Les gousses de couleur marron clair,
commerciale de 1'Tralie) droites ou légérement incurvees (14-16

cm) de long et (2-2.5 cm) de large; tenenr

en sucre de 53.8%. Bomne saveur.

Les gousses de couleur brune, 1a plopart

Casuda (cultivar trés ancien du temps sec; (12 cm) de long; (1.5 cm) de
de I'Espagne) large, le sucre est de 51, 7%.
La gousse brun clair, légérement incurveée,
Arbre de 1a mue Clifford (13 cm) de long. (2 cm) de large; teneur en
sucre est de 52,9%.

La gousse rouge-brun, droites on
Sfax (de Menzel-bou Zelfa, Tunisie) | légérement incurvées; (15 cm) de long, (2
cm) de large. le sucre est de 56,6%.

La gousse brun clair, légerement meurve,
Santa Fe-semis (de Santa Fe Springs, | souvent tordu, (18-20 cm) de long, (2 cm)

en Californie) de large, le sucre est de 47 5%. Excellente
saVvelur.
Tantillo (de Sicile, Italie) La gousse brun fonce, 1a plopart du temps

sec; (13-15 cm) de long (2 cm) de largenr.

la gousse sombre brun acajon, légérement
meurvée, (15 cm) de long (2-2.5 cm) de
Tylliria (de Chyvpre) large, le sucre de 48 8% . Bonne saveur.
La pulpe contient 51% de sucre et les

graines 49% de gomme.

1.2.1.3. Reproduction
Le caroubier est dioique, parfois hermaphrodite. Les pieds males sont stériles et improductifs. Il

est considéré comme le seul arbre méditerranéen qui fleurisse en été : d’aofit a octobre (Aafi, 1996) ou
en automne : de septembre a novembre (Fournier, 1977). Cependant, le temps et la durée de la période

de floraison dépendent des conditions climatiques, ce qui est le cas pour la plupart des arbres fruitiers
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(Batlle et al., 1997). La pollinisation des fleurs du caroubier est, en grande partie, assuréee par les insectes
(Retana et al., 1990; Rejeb et al., 1995 ; Ortiz et al., 1996) mais aussi par le vent (Passos de Carvalho,
1988; Batlle, 1990). Les fleurs sécrétent des substances nectariferes dont la quantité et la contenance en
sucre sont élevées dans la fleur femelle par rapport & son homologue male. La fructification, chez le
caroubier, se situe entre juillet et décembre de 1’année qui suit la floraison, selon les régions et les

cultivars (Ortiz et al., 1996).

1.2.1.4. Ecologie
Le caroubier tolére 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 trées humides (Baum, 1989 ; Zouhair,
1996 ;Sbhay et Abourouh, 2006). Il s’adapte a plusieurs types de sols a I’exception des sols hydro
morphes et salés et les crodtes schisteuses. On le rencontre sur sols marneux, sur sols pauvres superficiels
et rocailleux calcaires, sur des pentes rocheuses, des escarpements peu accessibles et des collines incultes
(Nabli, 1989).

Le caroubier est une espece typique de la flore méditerranéenne, bien définie dans I'étage humide,
subhumide et semi-aride. Il croit généralement a 1’état disséminé dans 1’étage du thuya et du genévrier
de Phénicie, dans les peuplements de chéne vert et en association avec Olea europaea L. et
PistacialentiscusL. (Boudy, 1950 ; Rejeb et al., 1995). La sécheresse cyclique a révélé que le caroubier
résiste mieux au manque d’eau que le chéne vert, le thuya et 1’oléastre qui lui sont associés.

Selon (Rejeb et al., 1995), I’aptitude du caroubier a I’adaptation aux stress abiotiques est due a
plusieurs raisons : les stomates sont situés sur une seule face, le nombre de stomates est assez élevé et
ils sont de petite taille, le systéme racinaire est développé, la présence d’un dépot de cire important et
I’assimilation et les échanges gazeux dépendent de 1’état hydrique général., De par ses aptitudes
d'adaptation aux stress du sol et du climat, le caroubier pourrait contribuer au développement des zones
défavorisées (Gharnit et al., 2006).

1.2.1.5. Répartition géographique et production

Originaire du Moyen-Orient, le caroubier est un arbre essentiellement méditerranéen d’importance
écologique, industrielle et ornementale indiscutable (Hariri et al., 2009). On le rencontre a 1’état naturel
principalement en Espagne, Portugal, Maroc, Gréce, Italie, Turquie, Algérie, Tunisie, Egypte et Chypre.
Il a été introduit aussi en Australie, en Afrique du Sud, aux Etats-Unis et en Amérique du Sud (Figure
9) (Sbay et Abourouh, 2006).

En Algérie, le caroubier est fréquemment cultivé dans 1’ Atlas Saharien et il est commun dans le
tell (Quezel et Santa, 1963). On le trouve a 1’état naturel en association avec 1’amandier, Olea europaea

L. et Pistacia atlantica L. dans les étages semi-aride chaud, subhumide et humide, avec une altitude

12




Chapitre | Partie théorique

allant de 100m a 1300m dans les vallons frais qui le protégent de la gelée ; avec une température de 5°C

jusqu’a 20°C et une pluviométrie de 80mm a 600mm/an (Rebour, 1968).

Figure 9: Distribution du caroubier dans le monde (Shay et Abourouh, 2006).

Selon les données du FAOSTAT (2019), la production mondiale de la caroube est estimée a
136 539 tonnes. Elle est essentiellement concentrée en Portugal (41 909 tonnes), contre une production

de 4042tonnes en Algérie (figure 10).
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Figure 10: Production mondiale de caroube en 2017 (FAOSTAT, 2019).
En Algérie, les lieux de prédilection de caroubier sont : les collines bien ensoleillées des régions

littorales ou sublittorales : Sahel algérois, grande kabylie et petite kabylie, vallée de la Soummam (1074
ha) et de I’Oued-Isser, collines d’Oran et des coteaux Mostaganem a etage semi—aride chaud, plaines de
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Bone, Mitidja et les vallées intérieures (1054 ha), il descend jusqu’a Boussaada et dans la zone de Traras

au Nord de Tlemcen (276 ha).

1.2.1.6. Intéréts et utilisations du caroubier
Le caroubier est un arbre d’importance écologique, socio-économique, industrielle et ornementale

indiscutable. En terme de produits, ’arbre et toutes ses composantes (feuilles, fleurs, fruits, graines, bois,

écorce et racine) sont utiles et particulierement le fruit.

. Arbre : En raison de sa rusticité et de son adaptation aux contraintes de I’environnement, le

caroubier est souvent utilisé, pour le reboisement et la reforestation des zones affectées par 1’érosion

et la désertification (Boudy, 1950 ; Rejeb et al., 1995 ; Biner et al., 2007).

. Fruit : La pulpe sucrée de la caroube est employée depuis longtemps, comme nourriture de bétail
(Ait Chitt et al., 2007). Elle est utilisée dans 1’industrie alimentaire humaine, grace a sa teneur élevée
en sucres et en composés phénoliques. Elle est également employée pour la production d’alcool
(éthanol), d’acide citrique et comme substituant du cacao pour la fabrication de chocolat, car elle ne
contient ni caféine ni théobromine (alcaloides). La farine de la pulpe entre dans la composition de
plusieurs aliments comme, les biscuits, les farines lactées, ... etc. (Rejeb et al., 1995 ; Makris et
Kefalas, 2004 ; Dakia et al., 2007). La pulpe est utilisée aussi contre la diarrhée (contre la gastrite,
’entérite) et pour le traitement d’autres maladies comme les angines, les rhumes, ...etc. (Crosi et al.,

2002 ; Gharnit, 2003 ; Ait Chitt et al., 2007).

. Fleurs et feuilles : Les fleurs sont utilisées par les apiculteurs pour la production du miel de

caroube alors que les feuilles sont utiles pour I’alimentation des animaux.

. Ecorce et racines : Sont utilisées en tannerie grace a leur teneur en tannins. Le bois du caroubier,
dur de couleur rouge, est estimé dans la charbonnerie et la menuiserie (Rejeb et al., 1995 ; Gharnit,
2003.).

1.2.2. Graines de caroube

1.2.2.1. Anatomie du fruit et de la graine
Le fruit est une gousse de 10 a 20 cm de longueur, de 1 a4 2,5 cm d’épaisseur et de 2 2 3 cm de

largeur. La pulpe jaune pale et riche en sucres et présente un godt et un aspect qui évoguent le chocolat.
Le fruit est composé de trois parties (Figure 11):
(O Epicarpe ou peau, de nature fibreuse et coloré ;
(O Mésocarpe ou pulpe, de nature charnue, riche en sucres. Il représente environ 70 & 95% du fruit
entier ;
@ Endocarpe, de nature fibreuse ; il recouvre I’intérieur du fruit en le divisant en segments ou loges

carpellaires ou se situent les graines (Mahdad, 2013).
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Epicarpe

Meésocarpe

Endocarpe

Figure 11: Coupe longitudinale d’une gousse de caroube (Mahdad, 2013).

Le fruit renferme de 12 a 16 graines brunes soit 10 a 20 % du poids de la gousse (Rejeb, 1995).

Les graines sont petites de forme ovoide aplatie et biconvexe. Elles présentent des dimensions de
8 a4 10 mm de long sur 6 2 8 mm de largeur avec 3 a 5 mm d’épaisseur. Les graines sont tres dures et
présentent une grande résistance et elles sont séparées les unes des autres par des cloisons. Les graines
constituent environ 10 % de la masse de la gousse de caroube. Leur nombre varie généralement entre 10
et 15(Bouzouita et al., 2007).

La graine de caroube est composee de trois parties : I’épisperme ou le tégument, I’endosperme ou

I’albumen et le germe ou I’embryon (radicelle) (Figure 12).

Téguments

Endosperme

Radicelle

Figure 12: Coupe transversale d'une graine de caroube (Dakia et al., 2007).

Les téguments sont une enveloppe résistante de couleur brune (Dakia et al., 2007). Cette coque
représente 30 a 35 % du poids sec de la graine. Au centre de la graine se trouve une radicelle (ou

embryon). Elle représente entre 15 et 30 % du poids sec de la graine (Neukom, 1988). Celle-ci posséde
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une valeur énergétique élevée due a son taux important de protéines principalement solubles dans 1’eau
et de lipides majoritairement insaturés. Elle est employee pour la nutrition du bétail et comme aliment
diététique (Dakia et al., 2007). La radicelle contient également un certain nombre d’enzymes (les endo-

1,4-B-mannanases, les a-galactosidases, les B-mannosidases) (Dea et al., 1975).

L’endosperme se trouve entre les téguments et la radicelle. Il représente 40 a 50 % du poids de la
graine et constitue la matiere de base utilisée dans la fabrication de la gomme de caroube (Neukom,
1988).

1.2.2.2. Composition chimique

La pulpe et les graines sont les deux principaux constituants de la gousse du caroubier et
représentent respectivement 90% et 10% de son poids total., La composition chimique de la pulpe
dépend en général, du cultivar, de l'origine et parfois de la période de récolte (Orphanos et
Papaconstantinou, 1969; Vardar et al., 1972; Calixto et Cafiellas, 1982; Albanellet al., 1991).Selon
(Avallone et al., 1997 ; Bengoechea et al., 2008), la gousse de caroube est riche en hydrates de carbone
et en fibres, elle contient une faible quantité de protéines et des teneurs négligeables en lipides (Tableau

2) ; quant a la teneur de la caroube en minéraux elle est appréciable (Tableau 3).

Tableau 2: Composition moyenne de la pulpe de caroube (Avallone et al., 1997).

Composants (% MF)
Sucres 40 - 60
Saccharose 27 —40
Glucose 3-5
Fructose 3-8
Protéines 2-6
Lipides 0,4-0,6
Composées phénoliques 2-20
Cendres 2-3
Fibres 27-50
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Tableau 3: Composition de la caroube en minéraux (Ayaz et al., 2007).

Composant Teneur (mg/100g Ms)

Potassmm 70
Phosphore 71

Calcmm 300
Magnésmum 60

Fer 1.88
Manganese 1.29
Zinc 0.75
Cunvre 0.85

La graine est pauvre en minéraux, en fibres et en protéines, par contre elle contient une quantité
appréciable de lipides (Bouzouita et al., 2007) (Tableau 2). La gomme de caroube issue de I’endosperme
constitue le 1/3 du poids total de la graine (Jones, 1953). Cent kilogrammes de graines de caroube
produisent en moyenne 20 kilogrammes de gomme séche pure (Jones, 1953). Les gommes de caroube
sont formées par un enchainement linéaire d'unités f-D mannose liées en (1-4) avec des branchements
constitués d'une seule unité a-D galactose liée en (1-6) (Figure 13). La caroube comporte en moyenne
une unité galactose pour quatre mannoses alors que ce rapport est de 1 a 2 pour la gomme guar et

d'environ 1 a 3 pour la gomme tara.
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Figure 13: Structure chimique des galactomannanes (Doublier et al., 2002).

n : Motif monomére galactomannanes ; Guar: n=1 ; Caroube : n=3.
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Le tableau suivant défini la composition chimique moyenne de la graine de caroube :

Tableau 4: Composition chimique moyenne de la graine de caroube (Goulas et al., 2016 ; Gillet et al.,
2014).

La pulpe 90% (Ayaz et al., 2007 ; Goulas et | La graine 10% (Gillet, 2014)
al., 2016)

Glucides 48 4 56 % L’enveloppe tégumentaire

(cuticule) 30-35%

Protéines 1-2%

Matiéres grasses 0.5-0.7%

Cellulose et hémicellulose 18 % L’endosperme (albumen) 40-50%

Minéraux (Ca, Mg, K. P)

Pectines et fibres 30-40 % L’embryon (germe) 15-30%

Poly phénols 16— 20 %

1.2.2.3. Utilisations

Les graines de caroube sont bien appréciées et recherchées pour leurs qualités et multiples usages
industriels. L’utilisation possible dans I’industrie alimentaire de polyphénols, antioxydants contenus
naturellement dans I’enveloppe tégumentaire (Makris et Kafalas, 2004), a soulevé d’énormes intéréts au
méme titre que la production industrielle de gomme de caroube (Batista et al., 1996). Cette derniére est
utilisée comme agent stabilisateur, gélifiant, fixateur dans différents domaines comme I’agroalimentaire
(fromage, mayonnaise, salades...), le cosmétique (crémes, dentifrices...), I’industrie pharmaceutique
(médicaments, sirops...) (Battle et al., 1997 ; Biner et al., 2007 ; Dakia et al., 2007).Par ailleurs, son
application dans les domaines techniques est large. Elle est utilisée en imprimerie, photographie, textile,
matiére plastique, encre, cirage, matiére adhésive et pharmaceutique et cosmétique (Batlle et al., 1990)
(Tableau 5).
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Tableau 5: Produits dérivés de la graine de caroube et leurs applications.

Aplications Dérives Produits Reférences
Endosperme
¢
L E410 -
= , Battle et Tous
g Gomme de grames de caroube | Additif alimentaire en mdustrie agro- 1007
- punfiée (GGC) (ou poudre | ahmentare (agent gelhfiant Liant |° "’ i
- i , il : Gongalves et al,
endosperme punfié) agent d’adhéston.) 00
¢  Phamaceutiques
(pommade, anticoagulant..)
o Cosmetiques  (Mousses,
) gels...)
z o Textiles (Epassissant de | Calito et
= : couleurs Canellas, 1952
7 GGC de motndre pureté _ ; S
- o Papier (prodwts  de | ; Sandolo et al,
E flottaison, épaississant) 2007
¢ Chinuques (couleurs,
pesticides)
o Des explosifs  (agent
absorbant de I'hunudite
Germe
- Fanne de germe lalimentation  didtétique  hmmame | Dakia et al,
£ (couper la sensaticn de faun lors des | 2007
3 rézimes pour nuncir en bonne santé)
- Farne cle germe Ingrédient potentiel dans les aluments | Feiller er
dénveés des céréales pour les personnes | Roulland, 1998
ceeliaques

1.2.3. Antioxydants de la caroube
La caroube est importante en raison de sa teneur élevée en hydrates de carbone et en antioxydants.

Les antioxydants les plus connus sont les polyphénols. Ces derniers constituent 2 a 20%, de la matiére
séche et sont essentiellement des tanins condensés, des flavonoides et des ellagitanins,... etc. (Owen et

al., 2003 ; Makris et Kefalas, 2004).

1.2.3.1. Composés phénoliques
A. Définition
Les polyphénols sont des métabolites secondaires des végétaux (Lebham, 2005). Ils résultent bio
génetiquement de deux voies synthétiques principales : la voie shikimate et la voie acétate malonate.
L'élément structural de base est un noyau benzoique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes

hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthylique, ester, sucre...)
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(Harborne,1989). Ce sont des molécules hydrosolubles, ils ont divers effets sur la physiologie végétale
de part leurs actions antibactériennes et antifongiques. Ils participent a la pigmentation des fleurs, des
légumes et de quelques fruits (raisins, agrumes, etc...) et indirectement a la reproduction. Certains

d’entre eux sont responsables d’amertume et d’astringence (Klenow et al.,2009).

B. Classification
Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se différencient

d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 ( type phénols) a des formes trés
polymérisées (type tanins)), ensuite par le degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation,
d’hydroxylation, de méthylation...), enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec

d’autres molécules (glucides, lipides, protéines...) (Harborne,1989; Macheix et al., 1990).

B.1. Acides phénoliques
Un acide phénolique est un composé organique qui possede au moins une fonction carboxylique et un

hydroxyle phénolique. Les acides phénoliques sont divisés en deux classes : les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2006).

(O acides hydroxycinamiques : Ce sont des composés aromatiques & neufs atomes de carbones (C6-C3)
(Figure 14). Quatre acides ont une distribution tres large (acide p- coumarique, acide caféique, acide
férulique, acide sinamique) (Bruneton, 1999). Ces acides se trouvent rarement a 1’état libre, ils sont

souvent estérifiés (Skerget et al., 2005).

Ri=R=R;=H acide cinnamique (non phénolique)

Ri=R;=H. R=OH
Ri=R;=OH,R;=H acide caféique

Ri=0CH; R,=0OH, R:=H

Ri=R;=0CH; R,=OH acide sinapique

Figure 14: principaux acides hydroxycinamiques de la caroube (Harborne, 1989 ; Macheix et al., 1990)

(O Acides hydroxybenzoiques : sont des dérivés de ’acide Benzoique. Ont une structure générale de
base de type (C6-C1). lls sont formés d'un squelette a sept atomes de carbone, méme sous forme
d’esters ou de glycosides (Figure 15). Les acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont
répertoriés dans le tableau ci-dessous (Duarte, 2005 ; Talbi et al., 2015).
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R COOH

s
R4

Figure 15: principaux acides hydroxybenzoiques de la caroube (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Tableau 6: Principaux acides hydroxybenzoiques (Letkesses et Ladraa, 2017).

R1 R2 R3 R4 Acide phénol

H H H H A .benzoique

H H OH H A .p .hydroxy benzoique
H OH OH H A.protocatechique

H OCH3 OH H A.vanilique

H OH OH OH A.gallique

H OCH3 OH OCH3 A.syringique

OH OH H H A.salicylique

OH OH H OH A.gentisique

B.2. Flavonoides

L'expression flavonoide a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour designer les
pigments ayant un squelette (Ce-C3-Cg), provenant du mot latin flavus qui signifie jaune (Bouakaz,
2006). Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les chercheur ont estimé que 2 %
environ du carbone organique photo-synthétisé par les plantes est converti en flavonoides (Lhuillier,
2007).

Les flavonoides présentent un squelette de base a 15 atomes de carbone (Figure 16), fait de deux
cycles benzéniques en Ce reliés par une chaine en C3(Milane, 2004). Le pont a 3carbones entre les deux

phényles forme généralement un troisieme cycle pyrone. lls peuvent étre divisés en diverses classes.
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~

[3 )]

Figure 16: Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003).
Les flavonoides sont divisés en différentes classes : anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles,
flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes, flavanols, isoflavanols, flavanones, isoflavanones et

aurones (Havsteen, 2002; Edenharder et Griinhage, 2003).

Les flavonoides aglycones de la caroube (Figure 17) sont représentés par les flavones (apigenine,
chrysoeriol ou luteoline3'-methylether, tricetine 3’,5'-dimethylether, luteoline), les flavonols (quercetine,

isorhamnetine ou quercetine-3'-methylether, myricetine, kaempferol), les flavanones (naringenine) et les

isoflavones (genisteine).

Ry
Rg
R R, R, Rj
ViE: -H OH H ¢ JOH -OH -H
Vil OMe OH H “OMe -OH -H
IK: OMe -OH -OMe “OH -OH -OH
X: -OH OH -H Hiv: -H OH -H
Flavomes Flavonols
VII=Apigenine. MI=Chiercetine.
VII=Chrysceriol{lutecline-3"-methyl ether). MI=Tsorhammetine] quercetine-3"-methyl ether)
IN=Tricetine-3"_5"-dimethv] ether. XIM=Myricetine.
M=Lutecline. MIV=lkaempferol
i il
e et HO
3 [=] (=] —— I
[
OH o
“on
OH Q
Flavanone: X=Naringenine Isoflavone: X NI=Genisteine

Figure 17: Flavonoides aglycones de la caroube (El Gharras, 2009).
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Les flavonoides glycosylés identifiés dans la caroube sont représentés par le kaempferol-3- O-a-
L-rhamnoside, la quercetine-3-O-a-L-rhamnoside, la quercetinearabinoside, la myricetine- 3-O-a-L-

rhamnoside et la myricetine glucoside (Figure 18) (Manach et al., 2004).

Ry Ry Rg R

: -H OH -H -xd-rhamnopyranose
Wl -OH OH H  r-L-rhamnopyrannse
I -OH OH -H -arabinose

EVi: OH OF GOF L rhamnopyranose
KX OH OH OH 4lecose a-L-rhamnopyranose

Flavonols ghycosylés
XV=Kaempferol-3-0-o-L-rhamnoside.
I WVI=Cerceting-3-0-o-T-thammoside.
XWII=Chuercetine arabinoside.
XVIM=Myricetine-3-0-u-L-rhanmoside.
XT=Myricetine glucoside.

Figure 18: Flavonoides glycosylés identifiés dans la caroube (Manach et al., 2004).

B.3. Tanins
Les tanins sont des polyphénols polymérisés. Leur structure complexe est formée d'unités

répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymetriques et leur degré d’oxydation. Ils sont

divisés en deux groupes :

(O Les tanins hydrolysables : sont des esters de glucides et d'acides phénoliques ou de dérivés
d'acides phénoliques (Figure 19). La molécule glucidique est en général du glucose mais dans certains
cas des polysaccharides. Ce groupe de tanins est caracteristique des dicotylédones. Ces tanins en raison
de leurs nombreux groupements OH se dissolvent plus ou moins (en fonction de leur poids moléculaire)

dans I'eau, en formant des solutions colloidales (Guigniard, 1996).

(OLes tanins condensés (flavan-3-ols) : appelés aussi proanthocyanidines ; ces tanins sont des
oligomeres ou polymeres de flavan-3-ols qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide
a chaud par rupture de la liaison inter monomérique (Guigniard, 1996) (Figure 20). Contrairement aux

tannins hydrolysables, ils sont résistants a I’hydrolyse et seules des attaques chimiques fortes permettent
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de les degrader (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Les tanins condensés constituent 16 a 20% du taux

des composés phénoliques présents dans la caroube (Makris et Kefalas, 2004).

Le groupe des caroténoides comprend des molécules tétraterpéniques formées par 1’enchainement
de huit unités isopréniques (figure 21). Les caroténoides dérivent par cyclisation, déshydrogénation et
oxydation de la méme molécule (C40H56) : le lycopene (Figure 22) (Derbel et Ghedira, 2005). Ce sont
de longues molécules a caractére lipophile qui possedent dans leur structure chimique, de tres
nombreuses doubles liaisons conjuguées qui leur conférent la capacité d’absorber la lumiére dans le

visible (Rodriguez-Amaya, 1997). lls peuvent comporter une structure cyclique a chaque extrémité

C

W

o c-0 oK
N Wo
Ho T T/ CH 2] -:—::\
o ACIDE GALLIQUE ACIDE ELLAGIQUE
HO?O-I . s
oH
HO. HO »—CHn
r—oﬁ SRR . =k ,_C . ‘sH' oH
WO-X N U@CH o 3 \ o»_\,/}rc“
IR ~ o =
’F tHo Q 5 \\§ = OH

OH -CC

’_i‘CJJ {_/OZH «cf\t/‘ 'k

ACIDE TANNIQUE (ELLAGITANNIN)
ACIDE TANNIQUE (GALLOTANNIN)

Figure 19: Structure des tanins hydrolysables (Bruneton, 1999).
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Figure 20: Structure des tanins condensés (Bruneton, 1999).

1.2.3.2. Caroténoides

(Rodriguez-Amaya, 2001).
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La structure des caroténoides détermine leurs caractéristiques, leurs propriétés physicochimiques

et leur activité biologique.

B-caroténe (provitamine A)

Figure 21: Les caroténoides (B-caroténe (provitamine A)) (McCall et Frei, 1999 ; Sallouh et Nouioui,
2019).

Figure 22: Structure du lycopene (Derbel et Ghedira, 2005).
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I. Matériels et méthodes
Ce travail a été réalisé au laboratoire de recherche : Technologies Douces, Valorisation,

Physicochimie des matériaux biologiques et Biodiversité a I'universit¢ de Boumerdes.

1.1. Collecte et préparation des échantillons

Le matériel végétal, constitué de gousses de caroubier mlres, a été collecté dans une forét a Bordj-
Menail (région située a la Wilaya de Boumerdes, Nord d’Algérie). La récolte a été faite d’une maniére
aléatoire a partir de plusieurs arbres en mois d’Aout 2019. Selon les tests d’identifications réalisés a
laboratoire UMBB —Boumerdes, il s’agit de la variété Belhessenat et Bouzegza largement répondue
dans la zone (Figure 23). Au laboratoire, nous avons séparé les pulpes des graines. Ces derniéres ont été

broyées, et conservées a 1’abri de la lumiére dans des flacons en verres fumés pour des analyses

ultérieures (Figure 24).

Figure 23: (A) Photographie de I’arbre du caroubier, (B) Photographie des fruits (gousses) de
caroubier.

Figure 24: (C) Photographie de la pulpe de la caroube, (D) Photographie des graines de la caroube.
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11.2. M¢éthodes d’analyses utilisées

11.2.1.Détermination des parametres physicochimiques

11.2.1.1. Taux d'humidité

La teneur en humidité est définie comme étant la perte de poids subie lors de la dessiccation. Peser 5 g

d’échantillon dans des capsules propres, puis les mettre dans 1’étuve a 103°C + 2 jusqu'au poids constant
(AOAC, 1995).

11.2.1.2. pH et acidité titrable

Le pH est la différence de potentiel existant entre deux électrodes plongées dans le produit objet
de la mesure. 1 g d’échantillon a ét¢ mélangé avec 3 ml d’eau distillée, puis agité a chaud pendant 30

minutes. La mesure a été réalisée en plongeant 1’électrode du pH metre dans la solution.

L’acidité titrable a été mesurée par neutralisation de 1’acidité totale libre contenue dans un volume
de la solution obtenue avec une solution d’hydroxyde de sodium (0.1 N), en présence de quelques gouttes
de phénol phtaléine jusqu’a virage de la couleur au rose. L’acidité titrable est exprimée par rapport a la
teneur en acide citrique selon la formule suivante :

Acidité = Nb. Vb. M/ V4. P
Avec : Np: Normalité de la solution d’hydroxyde de sodium (0.1 N).
Vb : Volume de la solution d’hydroxyde de sodium (ml).
M : Masse molaire de 1’acide citrique (192.13 g/mole).
Va: Volume d’échantillon (ml).
P : Nombre de proton portés par 1’acide citrique (3) (AOAC, 2000).

11.2.1.3. Taux des solides solubles
2,5 g d’échantillon sont mélangés avec 45 ml d’eau distillée. L’ensemble est chauffé au bain marie

en remuant de temps en temps, apres 20 min d’extraction le volume de la solution est ajusté a 50 ml.
L’extrait est ensuite centrifugé a 1000 tours /min et le taux de solides solubles est lu directement sur le
réfractométre (AOAC, 1995).

11.2.2.Détermination quantitative des métabolites primaires
11.2.2.1. Teneur en sucres totaux

Le dosage des sucres totaux est effectué par la méthode de phénol / acide sulfurique selon (Dubois
et al.,1956) et la defécation des échantillons a été réalisée selon la méthode de (Carrez,1908). 1 g de

carbonate de calcium est mélangé avec 20 ml d’échantillon dilué a 1/100 et 20 ml d'eau. Apres une
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agitation et un repos de 15 min. 1 ml de ferrocyanure de potassium a 15% et 1 ml d'acétate de zinc a

30% sont additionnés et la solution est ajustée a 100 ml avec de I’eau distillée puis filtrer.

A 1ml de phénol a 5% w/v, 1 ml de I’échantillon déféqué et dilué a 1/3 est ajouté. Le tout est
homogénéisé par vortex puis additionné de 5 ml d’acide sulfurique concentré. L’ensemble est incubé
dans un bain marie a 100°C pendant 5 mn. A la sortie du bain marie, I’échantillon est stocké pendant
30mn a I’obscurité et ’absorbance est mesurée a 490 nm. Les concentrations en sucres sont déterminées
en se référant a la courbe standard de glucose (10 a 80 pg/ml) (Annexe I, Fig. 1)et les résultats sont

exprimés en mg Equivalent Glucose/100 mg MS.

11.2.2.2. Teneur en sucres réducteurs et non réducteurs

Cette méthode de dosage repose sur la réduction de la liqueur de Fehling, mélange d'une solution
de sulfate de cuivre et de sel de Seignette en présence de soude, par les sucres présents dans 1’échantillon.
Son principe repose sur la réduction de I'oxyde cuivriqgue CuO en petits grains rouges-brique d'oxyde
cuivreux Cu20. Avant de doser chimiquement les sucres, il est nécessaire de diluer 1’échantillon car la

méthode ne convient uniquement que pour des concentrations en sucres inférieures a 5 g/l

1. Etalonnage de la liqueur de Fehling : Verser dans un tube a essai 5 ml de liqueur de Fehling
diluée a 1/3, puis porter le tube a ébullition (3 min) a I’aide d’un agitateur magnétique chauffant.
Verser doucement, sans arréter 1’ébullition, la solution sucrée de glucose (2g/l) jusqu’a
disparition de la coloration bleue (sans apparition de la coloration jaune). Soit V le volume en
ml versé.

2. Dosage des sucres réducteurs : Verser dans un tube a essai 5 ml de liqueur de Fehling diluée a
1/3, puis porter le tube a ébullition et verser goutte a goutte la solution déféquée et diluée placée
dans la burette en opérant comme précédemment . Soit V' le volume versé en ml.

3. Dosage des sucres totaux et non réducteurs : La solution déféquée est hydrolysée en milieu
acide et a chaud : 5ml d’’acide chlorhydrique sont ajoutés a 10 ml de la solution déféquée puis
I’ensemble est porté au bain-marie bouillon pendant 15 min. Laisser refroidir puis neutraliser
avec la soude caustique jusqu'a pH 6 ( contréler le pH au papier universel). Prélever un volume
de cette solution puis opérer comme pour les sucres réducteurs. L’hydrolyse nous permis de doser
les sucres totaux (sucres reducteurs+ sucres hydrolysables) et de deduire indirectement le taux

en sucres non réducteurs (sucres totaux —sucres réducteurs) (Chidan-Kumar et al., 2014).
Calculs

Pour une méme quantité de solution de liqueur de Fehling utilisée, soit 15 ml, on obtient la relation
suivante : n (glucose) = n (sucres réducteur echantillon)

Soit la solution glucose (1) solution défequée (2) ; Ce qui donne : ny = n;= C1V1 = Co\V2
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Comme on raisonne en concentration massique : Cm = CxM or M est identique puisque c’est la masse
molaire du glucose d’ou : Cms1 V1 =Cmy V2 avec Cmy inconnue.

15 ml de liqueur de Fehling correspond a 15 ml de solution de glucose a 2 g.I*

Soit Cmz V! =15 x 2 = 30 mg de sucres.

La teneur en sucres de I’échantillon a doser est donc : Cmz (mg/ml) = 30/ V>

11.2.2.3. Teneur en protéines

Les protéines ont été extraites a partir de 1,5g d’échantillon avec 10 ml de tampon phosphate (0,1
M, pH 7,6) pendant 4h a 4 ou 6°C. L’extrait est ensuite centrifugé pendant 40 min a 1000 tours / min.
100ul de surnageant ou d’extrait de jus sont mélangés avec 2 ml de réactif de Bradford. Aprés 15 min
de réaction, les absorbances sont mesurées a 595 nm contre un réactif témoin (Bradford, 1976). Une
courbe d’étalonnage est établie a partir d'une solution étalon de BSA (10 a 90 pg/ml) (Annexe I,
Fig.2).

11.2.2.4. Teneur en cendres et minéraux

(OLe dosage des cendres est basé sur la destruction de toute matiére organique sous 1’effet de
température élevée (500 + 25 C°). Peser les creusets vides, ajouter 10 g de I'échantillon dans les creusets
puis placer les dans un four a moufle pendant 3-5h a 550°C. A la sortie du four, placer les creusets dans
un dessiccateur pour le refroidissement. Peser les creusets refroidis. Réchauffer les creusets a nouveau
pendant une demi-heure ou plus. Répéter cette opération jusqu'a ce que le poids devienne constant (de
couleur blanche ou blanc grisatre) (AOAC, 2002).

(OLe dosage des ions Na*, Ca?*,Mn*?*, Zn?*, Fe** et Mg?* a été réalisé par spectrophotométrie
d’absorption atomique (SAA) (AFNOR,1986). Aprés minéralisation de 0,5 gde matiere seche, les
cendres ainsi obtenus sont mis dans 3 mld’eau distillée et 3 mld’acide chlorhydrique concentré. Ce
mélange est chauffé ensuite sur une plaque chauffante, sans dépasser 250°C, jusqu’a la dissolution
complete des cendres. A la fin, la solution obtenue est versée dans une fiole jaugée d’une capacité de
100 ml et complétée au trait de jauge avec de I’eau distillée. Elle servira au dosage des sels minéraux
par spectrophotométrie d’absorption atomique de type PU 9200 X Philips. La concentration de chaque

¢lément en g/l est déduite a partir de sa courbe d’étalonnage convenable.

11.2.2.5. Matiére grasse

L’extraction de la matiere grasse a été réalisée par solvant organique (Hexane) avec un appareil de

type Soxhlet, selon la méthode 1ISO 659 (1998). Le taux de la matiére grasse est calculé par la formule

suivante :
[ % MG = (P1-P2) x 100/ ME ]
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Avec :
P2 : poids du ballon vide (g).
P1 : poids du ballon aprés extraction et évaporation du solvant (g).
ME : masse de la prise d’essai (g).

MG : Taux de la matiere grasse ; 100 : pour exprimer le pourcentage.
11.2.2.6. Détermination de la valeur énergétique globale

La valeur énergétique globale est I'énergie libérée par la combustion des protéines, des lipides et
des glucides contenus dans l'alimentation, en tenant compte de la digestibilit¢ de chacun de ces
macromolécules et de leurs coefficients dATWATER. Les coefficients ATWATER se définissent
comme [I'énergie métabolisable en kcal de 1g de nutriment. Pour les glucides et les protéines, ce
coefficient est égal a 4 kcal, soit 17 kJ et pour les lipides, il correspond a 9 kcal soit 38 kJ (AFNOR,

1987). La valeur énergétique globale est calculée a partir de la relation ci-apres.
E=(OxL)+(4xG)+(4xP)

Avec E: valeur énergétique globale en kcal, L : teneur en lipides totaux en g pour 100g d’échantillon, G
: teneur en glucides totaux en g pour 100g d’échantillon, P : teneur en protéines totales en g pour 100g
d’échantillon et 9, 4 et 4 : les coefficients d’ATWATER des lipides, glucides et protéines.

11.3. Activité anti-oxydante

11.3.1.Extraction

10g d’échantillon sont extraits par macération au moyen de 100 ml de solvant (mélange de solvant
VIV : méthanol 80% et acétone 70%) a la température ambiante pendant 24 heures sous agitation
magnétique. L’extrait est filtré puis concentré dans une étuve dotée d’aération a 40 °C jusqu’a

évaporation compléte du solvant organique puis reconstituer dans du méthanol pur.

11.3.2.Méthode au DPPH

900 ul de la solution d’extraits (0.5, 1, 1.5 et 2 mg/ml) ou standards (quercétine et acide gallique
a des concentrations allant de 0.15 a 0.4 mg/ml et de 0.086 a 0.4 mg/ml, respectivement) sont ajoutés a
900 pl DPPH (0.2 mM, préparé dans du méthanol pur). Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30
min et la décoloration par rapport au contrdle négatif, contenant uniquement la solution de DPPH
(0.1mM), est mesurée a 517 nm (Brand-Williams et al., 1995). L’activité anti radicalaire est estimée

selon I’équation ci-dessous :

Activité scavenger (%) = [1- (Abs échantillon) / Abs contrdle] x 100.
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11.3.3.Méthode au ferricyanure

500 ul des solutions d’extraits (1 mg/ml) ou standards (quercétine et acide gallique a 0.02
mg/ml) (Img/ml) sont mélangés avec 1.25 ml d'une solution & 1 % de ferricyanure de potassium
(K3Fe(CN)6) et 1.25 ml d'un tampon phosphate (0.2M, pH 6,6). Le mélange est incubé a 50°C pendant
20 min. Apreés refroidissement, 1.25 ml d'une solution d'acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés. La
solution est centrifugée a 3000 t/min pendant 10 min. Le surnageant (1.25 ml) est mélangé a 1.25ml

d’eau distillée puis 250 ul de chlorure de fer (0,1%). L'absorbance est mesurée a 700 nm (Oyaizu, 1986).
11.4. Etude statistique

Toutes les données représentent la moyenne des trois essais + écart type.

NB. Suite a la situation sanitaire délicate du pays on n’a pas pu achever la partie expérimentale, en

conséquence le potentiel antioxydant n’a pas €été évalué et 1’étude s’est limitée uniquement a 1’étude

nutritive.
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Résultats et discussions

[11.1. Analyses physicochimiques

Les caractéristiques physicochimiques des graines de caroube analysées sont illustrées dans le
tableau suivant :

Tableau 7: caractéristiques physicochimiques des graines de caroube.

pH Acidité (g EAC/) | Brix (%) Humidité (%)
6,453+ 0,025 | 2,689 +0,665 19+1 1,856 + 0,016

EAC : Equivalent Acide citrique

I11.1.1. pH et acidité titrable

Le pH est un paramétre déterminant 1’aptitude a la conservation des aliments, il est considéré 1’un
des principaux obstacles que la flore microbienne doit franchir pour assurer sa prolifération(Gatel, 1982 ;
Giddey, 1982).

Le pH des graines est estimé a 6.4. Notre résultat est légerement supérieur a celui trouve par
(Yousif et Alghzawi, 2000). Ces derniers rapportent des valeurs de pH de 1’ordre de 5,96 et 4,81 pour
les farines de caroube non torréfiées et torréfiées, respectivement. Cette différence de résultats peut étre
expliquée par la nature de la partie du végétal étudiée (gousse ou graine) et par le processus
technologique appliqué (effet de processus de torréfaction). L’acidité faible de notre échantillon, proche

de la neutralité, est peut étre expliquée par le pourcentage faible en acides présents dans la graine.

L’acidité titrable nous renseigne sur la concentration totale en acides. D’apreés les résultats du
(tableau 7), on constate que I’acidité des graines est estimée a 2,69g EAC/I. Notre résultat est 1égérement

supérieur a celui trouve par (Meziou et al., 2015) pour la pulpe de caroube (2,1g EAC/I).

111.1.2. Taux de solides solubles (°Bx)

Le taux de solides solubles (ou le degré Brix) indique le pourcentage de matiere seéche soluble dans
I'eau incluant les sucres, les sels minéraux, les acides carboxyliques, les alcools, les vitamines et les
acides aminés solubles. Le Brix nous renseigne généralement sur la teneur en sucreq. Les autres
composants des solides solubles peuvent toutefois influencerle Brix si leur proportion augmente
(AFNOR, 1970). Le taux de solides solubles dépend de nombreux facteurs dont la lumiére, la
température et le temps de cuisson du produit, I’humidité et le degré de maturité du fruit (Scott, 2019).
Le taux de Brix des graines de caroube est estimé a 19%. Ce taux est inferieur a ceux trouvés par Gaouar
(2010) (28,40% a 30,80%). Le taux de solides solubles des graines de caroube est largement inferieur
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en comparaison avec la partie comestible (la pulpe). (Gaouar, 2010) rapporte des taux de Brix pour la
pulpe et la graine de caroube de 1’ordre de 88,68% a 90,40% et 28,40% a 30,80%, respectivement.

111.1.3. Humidité

Les résultats illustrés dans le tableau (Tableau 7), montrent globalement que I'numidité des graines
est estimée a 1,86%. On comparant les teneurs en humidité des graines a celles de la chaire, on constate
que les graines sont moins humides. (Ozcan et al.,2007), (Youssef et al., 2013) et (Loullis et
Pinakoulaki, 2018) rapportent respectivement des teneurs de 6% , 5,3% et 6 a 11% pour la chair de
caroube. L’ humidité a une relation directe avec la durée de conservation des produits ; plus 1’échantillon
est moins humide plus sa durée de conservation est prolongée (Multon et Bizot, 1977). (Batlle et al.,
1997) et (lipumbu et al., 2008) ont expliqué que cette variabilité est due aux conditions climatiques
(pluie et humidité), au stade de maturation du fruit au moment de la récolte et a la durée de

stockage,...etc.

[11.2. Métabolites primaires des graines de caroube et valeur énergétique

La composition chimique des grainesde caroube étudiées est illustrée dans le tableau suivant :
Tableau 8: Métabolites primaires des graines de caroube.

Protéines Sucres totaux Sucres Sucres non Matiére Cendres Valeur
(g EBSA/100 | (g E G/100g réducteurs réducteurs grasse (9/100g MF) | énergétique
g MF) MF) (9/100 g MF) | (9/100 g MF) | (9/100g MF) globale
(Kcal/100g
MF)
30,04 27,357 06,356 15,087 9,736 5,661
+ + 4 + + + 317,212
0,027 0,015 0,027 0,065 0,063 0,083

E BSA : Equivalent Bovine Serum Albumine, EC : Equivalent Glucose, MF : Matiére fraiche.

[11.2.1. Protéines

Les protéines tiennent une place importante dans notre alimentation. En effet, pour I’Homme et
I’animal, le besoin en protéines est d’environ 12 a 15% de la matiere seche du régime alimentaire, suivant
I’espece et 1’état physiologique. Elles sont fournies essentiellement par les graines de céréales et des
légumineuses.

A partir des résultats obtenus (Tableau 8), la teneur en protéines est estimée a 30,04%.Notre
résultat est largement supérieur a ceux rapportés par (Meziou et al.,2015) et (Loullis et Pinakoulaki,
2018) pour la pulpe de caroube. Ces derniers rapportent des teneurs en protéines de 1’ordre de 7% et de

2 a 7,6%, respectivement. De ces resultats on constate que les graines de caroube sont plus riches en
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protéines que la pulpe. La proportion inégale au niveau de la pulpe et de la graine dépend de 1’activité

biologique des deux parties de la plante (Linden et Lorient, 1994).

[11.2.2. Sucres (totaux, réducteurs et non réducteurs)

La caroube est un fruit riche en sucres simples ce qui lui conférent sa saveur trés sucréeet sa valeur
énergétique elevée et qui fait de lui un aliment pour bétail (Ait Chitt et al., 2007). Selon les résultats du
(Tableau 8), le taux de sucres totaux des graines de caroube est estimé a 27,36%.Notre résultat est
supérieur a celui trouvé par (Gaouar, 2010), pour les graines de Blida (16,1%) mais inférieur au résultat
trouvé pour les graines de Jijel (36,3%). Cette différence de résultats peut s’expliqué par 1’effet variétal,
le taux de maturit¢ du fruit, les conditions climatiques, ’origine géographique, les facteurs
génétiques,...etc. (Scott, 2019).En comparant notre résultat a celui trouvé par (Meziou et al., 2015), on

constate que les graines contiennent peu de sucres totaux que la pulpe (27,36% contre 50,9%).

Les résultats du dosage des sucres réducteurs et non réducteurs de la mélasse de caroube sont
représenteés dans le (Tableau 8). Les résultats montrent un taux de 6,36% pour les sucres réducteurs et
15,09%, pour les sucres non réducteurs. Nos résultats sont inférieurs a ceux trouvés par (Yousif et
Alghzawi, 2000) pour la farine de gousse caroube torréfiée et non torréefiées, respectivement (11,6% et
13,6% pour les sucres réducteurs et 27,1% et 31,4% pour les sucres non réducteurs). De ces résultats on

constate que la pulpe de caroube est plus riche en sucre par rapport a la graine.
111.2.3. Matiere grasse

Les lipides sont des constituants biologiques nutritionnellement importants du point de vue
calorique et de I’apport en acide gras essentiels ainsi qu’en vitamines liposolubles, ce sont des matiéres
organiques insolubles dans 1’eau mais solubles dans les solvants organiques. De multiples parametres
influent sur le taux de matiere grasse comme la granulométrie, I’humidité, la nature du solvant et la

méthode d’extraction utilisée (Gaouar, 2010).

D’aprés les résultats du (Tableau 8), on constate que la teneur en matiére grasse des graines est
estimée a 9,73%, cette valeur est supérieure a celles rapportées par (Ozcan et al.,2007) et (Loullis et
Pinakoulaki, 2018) (0,4 a 1,3 % et 0,2%, respectivement).

111.2.4.Cendres et minéraux

Le taux de cendres représente la quantité totale en matiére minérale présente dans un produit. La
teneur en cendres des aliments doit avoir un seuil a ne pas dépasser pour la consommation humaine et
animale. La détermination de ce taux nous éclaire sur la qualité nutritionnelle de 1’échantillon a analyser
(Gaouar, 2010).
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A partir des résultats obtenus (Tableau 8), la teneur en cendres est estimée a 5,66%. Cette teneur
est supérieure a celle trouvée par (Bezzala, 2005) (4%). Cette différence trouvée peut étre expliquée par
le cultivar, la nature du sol, les conditions climatiques et d’irrigation et les caractéres édaphiques des

sols (Bezzala, 2005).

La teneur en cendres des graines dépasse celle de la pulpe. (El Batal et al., 2016 ; Bezzala, 2005)
rapportent des teneurs comprises entre 2,4 a 3,9% et 2,1 a 2,4% pour la pulpe de caroube. Ces
constatations ont été également confirmées par (Gaouar, 2010). Ce dernier a constaté que la teneur en
matiére minérale de la graine est plus importante a celle de la pulpe 4% contre 2,67%. La proportion
inégale au niveau de la pulpe et de la graine dépend de I’activité biologique des deux parties de la plante
(Linden et Lorient, 1994).

La spectroscopie d’absorption atomique a permis de doser quelques minéraux tels que le Ca, Zn,
Na, Mg, Fe et Mn (tableau 9).

Tableau 9: Composition en minéraux des graines de caroube étudiées.

Minéraux Teneurs (mg/g MF)
Manganese 0,055+0,003
Fer 0,089+0,003
Cadmium Nd
Calcium 10,411+0,253
Cuivre Nd
Magnésium 3,114+0,015
Sodium 2,215+0,024
Zinc 0,071 £ 0,0006

Nd: Non détermier

D’apres les résultats du tableau, les différents minéraux se trouvant dans la graine de caroube et
qui sont en quantité dominante sont le calcium a 10,41mg/g, suivi du Magnésium a 3,11mg/100g et le
sodium a 2,215mg/g. Le Zinc, le fer et le Manganésese trouvent sous forme de trace. En comparant nos
résultats a ceux trouves par (Hafize et al.,2020), on constate que notre échantillon est plus riche en
calcium (10,41mg/g contre 8,3mg/g) et en magnésium (3,114mg/g contre 0,89mg/g) mais pauvre en zinc
(0,071 mg/g contre 0,12 mg/g) et en manganese (0,055 mg/g contre 0,19 mg/g). En comparaison avec
les données obtenues par pour la pulpe on constate que cette derniére est plus riche en minéraux que la
graine. Selon (Steinberg et al., 2003 ; Shawakfeh et Ereifej, 2005 ; Gubbuk et al., 2010 ; Khatib et Vaya,
2010 ; Afoakwa et al., 2013 ; Khlifa et Kitane, 2013 ; Torres-Moreno et al., 2015). La composition en
minéraux de la pulpe est la suivante : le Ca (285,4 — 480 mg/qg), le Mg (54-170mg/g), le Zn (0,4-2,7
mg/qg) , le Fe (1,8 - 5,1 mg/g) et le Mn (0,2 - 2,7 mg/qg).
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111.2.5. Valeur énergétique globale

La valeur énergétique d’un aliment provient de 1’énergie libérée par ses nutriments au cours de
leur métabolisme. D’apres les travaux d'ATWATER, on admet que 1’énergie libérée par le métabolisme
est de 4 kcal/g, soit 17 kJ pour les glucides et les protéines, 9 kcal/g soit 38 kJ pour les lipides et 7kcal/g

pour les alcools. La somme donne la valeur énergétique globale de 1’aliment (Akrad, 2014).

Les résultats du tableau (Tableau 8) montrent que la valeur énergétique globale des graines de
caroube est estimée a 317,212 kcal /100g. Cette valeur est inférieure a celle trouvée par Kamal et al.,
(2013) (346,95 kcal /100g) pour la poudre des graines de caroube. Cette différence de résultats peut étre
expliquée par la variabilité des méthodes de quantifications des nutriments, le degré de maturation du

fruit, la sucrosité du fruit, I’humidité de I’échantillon, ...etc. (Dakia et al., 2007).
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Conclusion

Notre travail avait comme objectif, la valorisation de la caroube par 1’étude de la valeur nutritive
et du potentiel antioxydant de sa graine qui n’est exploitée que pour sa gomme. Malheureusement pour
certaines raisons, le pouvoir antioxydant n’a pas été évalué et I’étude s’est limitée uniquement a I’analyse

de quelques parameétres physicochimiques et la détermination de la composition chimique de la graine.

Les résultats des analyses physicochimiques montrent que la graine de caroube analysée présente
les caractéristiques suivantes : un pH estimé a 6,453 avec une acidité totale de 2,689g EAC/I, un taux
d’humidité moyenne situé entre 1,872% et 1,840% avec un taux en solides solubles de 1’ordre de 19°Bx.

L’analyse de la composition chimique de la graine de caroube montre sa richesse en protéines
(30,04 g EBSA/100g) et en matiére grasse (7,74 g /100g). Cependant, la teneur en sucres totaux a éte
estimée modérée (27,36 g EG/100g) avec un taux de 6,36% pour les sucres réducteurs et 15,087% pour
les sucres non réducteurs. La graine de caroube s’avére également riche en minéraux. Le taux en cendres
a été estimé a 5,66 %. L’analyse minéralogique effectuée sur les cendres de la graine montre une
prédominance du calcium avec une teneur de 10,41 mg/g, suivi du magnésium (3,11 mg/g) et de sodium
(2,215mg/g). Le manganese (0,055mg/qg), le zinc (0,071mg /g) ainsi que le fer (0,089mg/g) se trouvent

sous forme de trace.

La valeur énergétique de la graine a été déterminée en se basant sur les teneurs en glucides, en
protéines et en lipides, en tenant compte des coefficients d’ATWATER (4 kcal/g pour les sucres et les
protéines et 9Kcal/g pour les lipides). Les résultats montrent que la graine de caroube est trés

énergétique. Sa valeur énergétique globale a été estimée a 317,212 kcal /100g.
Il serait intéressant de continuer ce travail par :

- L’étude du potentiel antioxydant de la graine en appliquant plusieurs tests antioxydants (ABTS, DPPH,
Pouvoir réducteur, ...etc.) ;

- Le dosage des différent antioxydants et composés bioactifs (composés phénoliques, vitamine C,
caroténoides, fibres, gommes,...etc.) ;

- Des essais d’incorporation de la la farine de la graine de caroube dans des formulations alimentaires

(biscuit, chocolat, yaourt,...etc.) comme ingrédient naturel et dans 1’alimentation animale.
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Annexe : Courbes d’étalonnages des dosages phyto-chimiques
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Fig.2 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des protéines.
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Résumé

L’objectif de notre étude est la valorisation de la caroube par ’analyse de quelques paramétres
physicochimiques et 1’étude de la valeur nutritive et énergétique de ses graines. Les résultats obtenus
a I’issue de ce travail montrent que les graines de caroube analysées présentent un pH estimé a 6,453
avec une acidité totale de 2,689 g EAC/], un taux d’humidité moyenne situé entre 1,872% et1,840 %
avec un taux en solides solubles de I’ordre de 19°Bx. L’analyse de la composition chimique des graines
de caroube montre leur richesse en protéines (30,04 g EBSA/100g) et en matiere grasse (7,74 g /100g).
Cependant, la teneur en sucres totaux a été estimée modérée (27,36 g EG/100g). Les graines de caroube
s’avérent également riches en minéraux. L’analyse mineralogique effectuée sur les cendres de la graine
montre une prédominance du calcium avec une teneur de 10,41 mg/g, suivi du magnésium (3,11 mg/g)
et de sodium (2,215mg/g). Le manganése (0,055mg/g), le zinc (0,071mg /g) ainsi que le fer (0,089mg/q)
se trouvent sous forme de trace. Les analyses montrent que la graine de caroube est trés énergétique. Sa
valeur énergétique globale a été estimée a 317,212 kcal /100g.

Mot clés :caroube, composition chimique, graines, valorisation.

Abstract

The objective of our study is to enhance the value of carob by analyzing some physicochemical
parameters and studying the nutritional and energy value of its seeds. The results obtained at the end of
this work show that the analyzed carob seeds have an estimated pH of 6.453 with a total acidity of 2.689
g EAC /|, an average humidity level between 1.872% and 1.840% with a soluble solids content of the
order of 19 ° Bx. Analysis of the chemical composition of carob beans shows their high protein (30.04
g EBSA /100g) and fat (7.74 g / 100g). However, the total sugar content was estimated to be moderate
(27.36 g EG / 100g). Carob seeds are also found to be rich in minerals. The mineralogical analysis carried
out on the ashes of the seed shows a predominance of calcium with a content of 10.41 mg / g, followed
by magnesium (3.11 mg / g) and sodium (2.215 mg / g). Manganese (0.055mg / g), zinc (0.071mg / g)
as well as iron (0.089mg / g) are found in trace form. Analyzes show that carob bean is very energetic.
Its overall energy value has been estimated at 317.212 kcal / 100g.

Keywords: carob, chemical composition, seeds, valorization.
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