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Introduction générale

La dynamique actuelle du marché des denrées alnestoblige les industriels a
formuler constamment de nouveaux produits. Airisitdrét récent des consommateurs pour
les aliments fonctionnels et la nécessité de rereplees antioxydants synthétiques par des
antioxydants naturels conduisent a [l'utilisatioa douveaux ingrédients tels que les
polyphénols.

Les composés phénoliques sont actuellement I'abjete littérature abondante
(Dupas, 2009). Les chercheurs et les industriels agro-alimentairesdonnent une
importance croissante pour ces molécules en raigoteur propriété antioxydantésur
grande abondance dans notre alimentation, et Iéle crucial danda prévention et le
traitement de certaines maladies (cancer, maladi#gsmmatoires, cardiovasculaires et
neurodégénérativegpperkeret al., 2000). lls sont également utilisés comme additifs pour

les industries agroalimentaire, pharmaceutiquesmnétique (Chiratal., 2008).

Parmi les nouveaux aliments fonctionnels, qui ssudceptibles de fournir des
bénéfices santé importants, la combinaison deditmasgs antioxydants issus de fruits avec
les protéines laitieres présente le meilleur exergpi a été rapporté (Wegrzghal., 2008).
Ainsi, il a été établi que les polyphénols du thteiagissent avec les protéines du lait en
exercant un effet sur la capacité antioxydantdediarts et al, 2002); les tanins condenseés
du thé sont exclusivement impliqués dans ce typdettactions avec les protéines laitieres
(Frazieret al, 2010). Ces interactions dites de complexassiensgnt cependant avoir des
effets bénéfiques sur I'activité antioxydante del/phénols, en relation avec leur durée de
vie prolongée dans les systemes complexes (Stojadiret al., 2013). D’autres types
d’interactions des polyphénols avec des protéimedifiérentes matrices alimentaires sont
également mis en évidence, notamment entre legritddes et les protéines contenues dans
les boissons tel que les jus (Bolinhal.,2012). D’'une maniére générale, les polyphénols
influencent les propriétés structurelles, fonctiges, nutritionnelles et de digestibilité des
protéines (Ozdatt al.,2013). Des extraits végétaux bruts de raisinhdede framboise ont
été additionnés dans un fromage, afin d’amélicaegualité et la fonctionnalité du produit
(Hanet al, 2011). L'extrait de gousses vertes de la caramgiedgalement utilisé pour la
fabrication d’un produit laitier libanais portaethom de'Mekika (Abi Azar, 2007).

Actuellement, la caroube est considérée comme uaetep d'investigation de
nouveaux antioxydants naturels (polyphénols) cargetans les feuilles, fleurs, fruits, bois,

écorces et racines. Son activité antioxydante #sbwe a la présence de composés
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Introduction générale

phénoliques (Custédio, 2011a graine de la caroube est la fraction la pludatge. Elle
est utilisée, a grande échelle, dans les industagsalimentaire, pharmaceutique,
cosmetique et textile. Cependant, la pulpe de lautee reste peu valorisée malgré sa
richesse en nutriments et en particulier les payolis. Récemment, I'attention a été attirée
sur l'effet de la pulpe de la caroube en raisonsddaeneur polyphénolique et ses fibres
alimentaires, qui sont a l'origine des différentsnifiaits pour la santé humaine (Gabriela,
2011).

Pour cette derniére raison et vu les applicationombrables des polyphénols
dans les différents secteurs de la rechercheyiedede plus en plus intéressant d’élargir la
gamme d’aliments riches ou enrichis en polyphénpésticulierement dans le cas des
produits laitiers, qui ont pris une part importadte marché mondial. Les produits laitiers
frais et fermentés, comme le yaourt, sont des alisnde grande consommation dans de
nombreux pays, notamment en Algérie.

L’enrichissement des yaourts par les polyphénolstrés peu documenté. De ce
fait, une stratégie d’incorporation d’extraits vigé bruts dans ce type de produits laitiers
peut s’aveérer bénéfique pour I'amélioration de Ualgé du produit, vu I'impact positif des
interactions entre les molécules polyphénoliqudeseprotéines laitieres.

Dans ce contexte, le travail présenté dans ce ménwise comme objectif la
caractérisation polyphénolique des extraits deal@ube verte (extrait polyphénolique et
extrait brut des gousses fraiches ou jus) et l&tdel la possibilité d’'incorporation de ces
deux extraits dans une formulation d’'un yaourteetrs effets sur la précipitation des
protéines laitieres.

Pour atteindre les principaux objectifs visés, nausns jugé utile de structurer le
manuscrit, en plus de I'introduction et la conatumsgénérale, en en trois grands chapitres.

Le premier chapitre consiste en une synthese bitalphique en donnant une
présentation générale des polyphénols, la careuba composition phénolique, ainsi que la
matrice d’étude (yaourt) et la nature des inteoastipolyphénol/protéine.

Le deuxieme chapitre est axé sur le matérielsetméthodes mis en ceuvre dans le
cadre du travail expérimental et la démarche erptale suivie.

Le troisieme chapitre expose les résultats obtames leurs discussions.
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Synthése bibliographique Chapitre 01 : Le yaourt

1.1.Généralité et historique

Le yaourt, dans sa zone d'origine qui est la péhensalkanique, était préparé avec du
lait de chévre et a l'aide de cultures naturelles.recherches de Grigoroff (1905) et de Kuntze
(1908), conduites au début du*®Bsiécle, ainsi que les recherches successiveslde @nsen
(1919), nous ont indiqué que les ferments lactiqiegelles cultures étaient représentés par
Lactobacillus jugurtiet Lactobacillusbulgaricus.Cependant Metchnikoff (1845-1916) indiqua
que le produit original était principalement obteauec des lactobacilles du typelgaricus.
Depuis que le yaourt de production artisanale estewu produit industriel, avec en
conséquence, une large diffusion dans tous les pHgsirope, il a perdu diverses
caractéristiques originelles pour devenir le régudtune combinaison microbienne différente et
d'un processus industriel.

La culture naturelle est généralement substituée yme association de bacilles et de
streptocoques thermophiles et de nombreuses réaseant été réservées a I'explication du
réle que précisémermtactobacillus bulgaricugt Streptococcus thermophilexercent dans la
production et sur la qualité du yaourt actuel (Bztiet al.,1973) (Figure 01).

Actuellement, il existe selon les godts des consataars et les pays, soit un yaourt ferme, soit

un yaourt brassé, additionné ou non de sucre,rd&s®u de fruits (Lecerf, 2016).
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Figure 01.InteractionsStreptococcus thermophilesLactobacillusbulgaricusen culture
mixte dans le lait fermenté (Mahaattal.,2000).

1.2. Définition

Le yaourt est un produit laitier obtenu par larfentation du lait, lequel peut avoir été
fabriqué a partir de lait avec ou sans modificatae composition, par l'action de deux
bactéries exclusives deactobacillus bulgaricuset deStreptococcus thermophilusir le lait
(pasteurisé ou concentré ou partiellement écrémiéheéren extrait sec), et résultant de la
réduction du pH avec ou sans coagulation (prétipitasoélectrique). Ces levains (micro-
organismes) doivent étre viables, actifs et abotsddans le produit a la date de durabilité
minimale(CODEX, 2003), & raison d'au moins’ J&r gramme rapportées a la partie lactée. De
plus, la quantité d'acide lactique libre contenarsd100 g de yaourt ne doit pas étre inférieure
a 0,8 g (Mahauet al.,2000).
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1.3. Technologie de fabrication du yaourt
<> Pasteurisation

Le lait reconstitue, éventuellement sucré, subitraitement thermique. Le bareme de
traitement thermique le plus couramment utilisédes®0-95 °C pendant 3 a 5 minutes (Mahaut
et al., 2000). Ce traitement vise a détruire les microorganismeghqgenes susceptibles de
croitre dans le lait ainsi que l'inactivation dexymes telles que la lipase (Saataal, 2005).
Ce traitement crée des conditions favorables aueldppement des bactéries lactiques
(Boudier, 1990)Cependant, un apport intense de chaleur peut ergyethels inconveénients tels
que l'altération de la valeur nutritive du yaoysefte de vitamines thermosensibles) (Pacikora,
2004).
+ Homogénéisation

L’homogénéisation est un traitement physique peanetde réduire la taille des
globules de gras (Lamontagne, 2002). La sépardgoia phase lipidique de la phase aqueuse,
causée par le phénomene de gravité durant I'erdegigodu yaourt, est ainsi diminuée, voire
éliminée (Tamine et Robinson, 1999; Sodinhal, 2004). Lors de I'étape d’homogénéisation, il
y a incorporation des caséines dans la membrangldesles de gras. La résultante est une
augmentation du caractere hydrophile de ces demiéa capacité de rétention d’eau ainsi que
la fermeté du coagulum sont également amélioréasifie et Robinson, 1999; Mahaital,
2000).

+« Inoculation et la Coagulation (fermentation lactique)

Le lait, enrichi et traité thermiquement, est rafra la température de fermentation 40-
45°C. Cette température correspond a I'optimum @esldppement symbiotique des bactéries
lactiques (Lonnes, 1994). Leur inoculation se &aiin taux assez élevé, variant de 1 a 7 %,
pour un ensemencement indirect a partir d'un levaiec un ratio deStreptococcus
thermophilus/Lactobacillus bulgaricute 1,2 a 2 pour les yaourts natures, et pouvagindte
10 pour les yaourts aux fruits (Boudier, 1990 ; slattet al., 2000). L’ensemencement direct a
partir des bactéries lactiques concentrées corgye@ait a des taux de I'ordre de 0,03 %.

Ces deux germes vivent en symbiose étroite (Fi@lde Le lactobacille, de par son
activité protéolytique, enrichit le milieu en cen® acides aminés activateurs des

streptocoques. De mémeStreptococcusthermophilus stimule égalementLactobacillus
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bulgaricusen produisant un métabolite qui peut étre remptacéle I'acide formique (Mouillet
etal.,1977).

Les deux especestreptococcus thermophilet Lactobacillus bulgaricuszivent en symbiose
et en synergie. Lors de leur croissance, ellesadiégt le lactose en acide lactique entrainant
une baisse de pH et la gélification du milieu ades modifications structurales irréversibles
Les micelles de caséines, chargées négativementt au lait, se neutralisent progressivement.
A pH 4,6, point isoélectrique de ces protéinesglaulsion électrostatique minimale provoque
I'agglomération des micelles de caséines (TaminB@&binson, 1999).

En outre, ces bactéries produisent des composdmrpdés volatils ('acétaldéhyde, le
diacétyle, I'acetoine et l'acétate d'éthyle) (Imheff al., 1994 ; Ottet al., 1997) et des
exopolysaccharides qui participent respectivemenglaboration de 'ardbme et de la texture
du yaourt.

Ce sont les streptocoques qui amorcent la fermentan procurant aux lactobacilles les
composantes requises a leur activité fermentailesteque I'acide formique et le gaz
carbonique. Quant aux lactobacilles, ceux-ci hyd@ht partiellement les caséines libérant
ainsi de courts peptides et acides aminés qui iemtr la croissance des streptocoques. Les
ferments lactiques sont sensibles aux résidus wBgéa a la présence d’antibiotiques ainsi
gu’'aux bactériophages (Tamine et Robinson, 199%aueet al, 2000; Lamontagne, 2002).
Lorsque le pH atteint une valeur comprise entreed 87 et I'acidité titratable est de plus de 70
°Dornic, un refroidissement en deux temps (rapiggy’'a 25 °C, puis plus lent jusqu’a 5°C)
est appliqgué afin de stopper la fermentation. Hetef'activité des bactéries lactiques est
limitée pour des températures inférieures a 10°€.réfroidissement est réalisé au moyen
d’échangeurs a plaques ou tubulaires (Mahetutal., 2000). Le respect du pH final est
primordial puisque cette caractéristique influelesepropriétés sensorielles telles que l'acidite,
la flaveur et la texture du produit fini (Sodetial, 2004).

%  Conditionnement et stockage
Les yaourts conditionnés dans des pots en plastiqgont stockés en chambres froides
a 4°C en passant au préalable dans des tunnetfrdalissement. A ce stade, ils sont pres a
étre consommeés. La durée limite de leur consommatib de 28 jours.
Pendant le stockage, les bactéries lactiques reaimgnt une activité réduite. Cette évolution,
appelée post-acidification, se traduit par une rgédeaisse du pH, surtout pendant les deux

premiers jours du stockage (Pacikora, 2004).
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1.4. Effet d'incorporation des polyphénols dans la tdtnologie du lait fermenté

Des études ont été rapportées dans le cadre d'dgsuextraits phénoliques dans les
produits laitiers particulierement dans les yaqusgsmi elles, I'ajout de la catéchine dans une
gamme de 200 mg/kg du produit contenant les biadtdries dans le but d’augmenter la
survie de ces microorganismes aux cours du stoc{sgrzola, 1996). En outre Howaet
al. (2000) se sont orientés vers la production d’utnaéixde vin qui peut étre ajouté au lait et
yaourt comme un additif alimentaire nutritionndt ont utilisé des extrais de polyphénols
solubles riche en flavonols tels que la quercémeoncentrant le vin.
Karaaslanet al. (2011) ont étudié l'effet de l'addition de I'extradu raisin riche en
polyphénols, et ils ont constaté que ce derniersgues un potentiel d’étre utilisé comme
complément alimentaire dans le yaourt qui peutrjauweréle dans la réduction du risque de
développement des maladies chroniques comme |lercahkes troubles cardiovasculaires.
Dans une autre étude, le jus vert de poivron aititéé comme une source d’antioxydants et il
a été incorporé au lait fermenté et I'impact de iogsédients sur les bactéries lactiques a été
étudié (Halal et Nayra, 2011). Le jus de poivron%3 a été ajouté au lait fermenté par
Lactobacillus rhamnosuf%), et I'étude de viabilité de cette souche ptfpue pendant le
stockage a été effectuée. Les résultats de cettle,éjui a recommandé Il'ajout du jus de
poivron, ont montré que ce dernier n’a aucun effetla souche probiotique sélectionnée.
Récemment, une étude sur I'effet de I'addition eesais phénoliques aqueux d’olives et du
raisin au yaourt a été rapportée pa Aliakbarianl420dans le but de produire un aliment
fonctionnel. Les résultats obtenus ont montré g@sepblyphénols restent stables au cours de la
fermentation et au cours de différentes étapes dwceps de fabrication.
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Les polyphénols sont de puissants antioxydants relatu(Tsao et yung, 2010). L’'activité
antioxydante des composés phénoliques est prieoqalt due a leur propriétés
d’oxydoréduction (donneurs d’hydrogéne et acceptalioxygene), pouvoir antiradicalaire

ainsileurs propriétés chélatrices des météiaouadeet al.,2014).

2.1. Définition des polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécubeganiquesspécifiques du
regne vegetal,caractérises comme leur nom lindique par la présede plusieurs
groupements phénols associés en structures plumsoms complexes généralement de haut
poids moléculaire. Ces composés sont les produitsnétabolisme secondaire des plantes
(Chiraet al, 2008).Ces composés d'intérét biologique sont principatgmessents dans les
végetaux, depuis les racines jusqu’aux fruits it§rdégumes, céréales...) et dans les produits

qui en dérivent (vin, thé, biere, jus de fruits.Dupas, 2009).

Le terme polyphénol a été introduit en 1980, enplanement du terme ancien de
tanins végétal, et a été défini par comme suiComposés phénoliques hydrosolubles, de
poids moléculaire compris entre 500 et 3 000 Dalteh ayant, outre les propriétés
habituelles des phénols, la capacité de précipies alcaloides, la gélatine et autres
protéines. Il s’ajoute a cette définition le fait qu’ils ggedent un pouvoir antioxydant élevée
(Chiraet al, 2008).

Les polyphénols naturels regroupent un vaste erseud substances chimiques
comprenant au moinsin motif phénolique (cycle aromatique) sur lequehuwent se greffer
un ou plusieurs groupemenisydroxyles lls peuvent aller de molécules simples, comme les
acides phénols, a des composés hautement polysatsglus de 3 000 Dalton, comme les
tanins (Chiraet al.,2008).Une des patrticularités des polyphénols réside taamsncroyable
diversité, puisque I'on dénombre plus de 8000 cadEp@hénoliques, dont 5000 pour la sous
classe des flavonoides (Bravo, 1998).

2.2. Classification des polyphénols
Il n'y a pas de classification universelle des pbénols et plusieurs auteurs ont
proposé leurs propres classifications. Par exempltezier et al. (2009) ont classé les

polyphénols en deux grandes classes, les flavos@ides non flavonoides.
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Cette classification repose darnombre et 'arrangement des atomes de carborfenetion

de la nature de leur squelette carboné et en fancke la longueur de la chaine aliphatique

liée au noyau benzénig@ilotilva et al.,2013).

Les non-flavonoides incluent des acides phénddigiraples, alcools phénoliques, stilbénes,

chalcones et lignanes (Figure 02)
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Figures 02. Différentes classes des non flavonoitistilva et al.,2013).
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Les flavonoides sont des compopéssédant un squelette de base a quinze atomestame,
constitués de deux noyaux aromatiques et d'undtée central de type pyrarfeymant une
structure C6-C3-C6 (Figure Q3Ce sont les composés les plus abondants parmilésus
composes phénoliquels interviennent dans la pigmentation des fleeirslans les processus
de défense contre le rayonnement U¥s herbivores et les attaques microbiennes. Les
flavonoides sont présents dans une grande var@idents (fruits et légumes, céréales, jus de

fruits, thé et vin...) (Crozier, 2003).

Figure 03.Squelette de base des flavonoides (Crozier, 2003).

Il existe plusieurs classes de flavonoides, danphincipales sont représentées dans la figure

04.
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2.3.  Biosynthese des polyphénols

Les composés phénoligues des végétaux sont issisudegrandes voies d’élaboration
de cycles aromatiques, la voie shikimate (égalemesponsable de la synthese des acides
aminés Phénylalanine et Tyrosine) (Figure 01, Aen@k) et la voie polyacétate, qui consiste
en la condensation de molécules d'acétylcoenzymgFigure 02, Annexe 01). Cette
biosynthese permet la formation d’'une grande ditéede molécules qui sont spécifiques d’'une
espece de plante, d’'un organe et d’'un tissu pé#atreuBoubker, 2014).

2.4 Roéle des polyphénols dans les plantes

Les polyphénols sont des produits du métabolisncerskaire des plantes, impliqués
dans de nombreuses facettes de leurs systemegibigds : pigmentation, mécanismes de
croissance et de reproduction et protection cdag@rédateurs (Dupas, 2009).
Les composés phénoligues jouent un réle importans da qualité organoleptique des fruits et
légumes, utilisés frais ou apres transformatiomstidelle (Nkhili, 2009).

2.5.  Importances nutritionnelle et thérapeutigie des polyphénols

L’intérét thérapeutique potentiel des polyphénatedie la découverte de la vitamine C
par Szent Gyorgyi (Prix Nobel 1937), chercheutUniversité Szeged (Hongrie), qui a constaté
que les symptomes hémorragiques du scorbut, ligsfeagilité ou I'hnyperperméabilité des
vaisseaux, étaient guéris par des extraits dekzpu du jus de citron, riche en vitamine C et
flavonoides. Cette action a été appelée proprigaéninique P (P étant la premiere lettre de
mot perméabilité). Malgré ces premiers résultantoerageants, les recherches ne permirent
par ensuite d'attribuer un role essentiel aux diyalyphénols d’origine végétale. A partir des
années quatre-vingts, c’'est la découverte du r@e mhdicaux libres dans les processus
pathologiques qui a relanceé I'intérét pour les pbBnols dont les propriétés antioxydantes sont
remarquables (Nkhili, 2009).

De nos jours, les propriétés des polyphénols sogement étudiées dans le domaine
médical ou on leur reconnait des activités antiles, anti-tumorales, anti-inflammatoires, anti

allergiques et anti-cancer. lls ont également désras positives sur le diabete (Nkhili, 2009).
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2.6. Interactions polyphénol-protéine

L'élucidation des mécanismes de la formation desaotions protéines - polyphénols
n'est pas un sujet d'étude récent. En effet,ifatibn ancestrale et empirique de ce phénomene
dans le tannage du cuir qui est due a la réactsriahins avec le collagene de la peau, amenait
Sir Humphry Davy, dés 1803, a définir le terme itérpour désigner la "matiére astringente
des végétaux" utilisée dans ce procédé.

L'évolution des méthodes de mesure a permis dejgursieux comprendre et caractériser ces
interactions (Haslarat al, 1992).

Les protéines peuvent former des interactions (¢exeg) réversibles ou irréversibles
(solubles ou insolubles) avec les polyphénols. Kenwle simple de conséquence de cette
complexation est I'astringence qui est due a désrantions entre les polyphénols et les
protéines salivaires (Nacst al, 2006).

L’astringence est une sensation rapeuse sur laidaagsociée a une sécheresse buccale
et a un sentiment de contraction du palais quilteésde la précipitation des agrégats
polyphénols protéines (Jobstial.,2004).

Ce mode d'action a donné son nom a ce phénoméastringence, du latiad (vers) et
stringere(lier). Ces interactions ont été largement étudedda littérature abondante existante
sur ce phénomeéne fournit de nombreuses clés derébemsion concernant les phénomenes
d’interactions susceptibles de se produire entsepeetéines et les polyphénols. En effet, les
observations réalisées sur les protéines salivagetblent généralisables aux interactions des
polyphénols avec les autres protéines (Dupas, 20@3) protéines salivaires impliqguées dans
I'astringence seraient essentiellement des praéinkes en proline (Dupas, 2009).

Les composeés phénoliques qui provoquent l'astriogesont essentiellement les tanins
condenseés tels que les procyanidines présenteslemrigiits et légumes (Haslam et Lilley,
1988). Dans une moindre mesure, on trouve égaletasrtanins hydrolysables de certaines
noix et plantes médicinales, les protéines dedetifsn basique, les plus riches en proline, ont
une affinité plus forte que les autres pour leggahydrolysables (Bacon et Rhodes, 2000).

La proline serait ainsi le constituant majeur duia de liaison aux polyphénols constitué de un
a dix acides aminés selon la taille du polyphér@rdCharltonet al, 2002).

Le résidu proline possede un hétérocycle rigiduart le groupement amine impliqué dans la
liasison peptidique. Cette particularité structurdhaprime aux chaines polypeptidiques

contenant ce résidu une courbure dans I'espacer €.
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Figure 05 Particularité des résidus proline en imprimant cobure aux
chaines polypeptidiques (Dupas, 2009).

La nature des interactions tanin-protéine a étésilget de plusieurs études.
Théoriquement, plusieurs types de liaison peuverg #mpliqués dans la formation du
complexe tano-protéique : liaisons covalentes aigiges, interactions hydrophobes ou liaisons
hydrogene (Abi Azar, 2007).

Les liaisons hydrogene et les interactions hydrbplosont les principaux types de liaisons
impliquées dans la formation des complexes tantéoes (Haslam, 1998).

2.6.1. Différentes étapes de la réaction proté-polyphénol

Vergeet al. (2002) et Jobstét al, (2004) ont proposé un modele moléculaire en trois
étapes pour la complexation entre protéines sadisaiches en proline et I'épigallocatechine—
gallate, modele qui pourrait expliquer les inte@at polyphénols—protéines.

Dans une premiéere étape et a une faible concemiragnh épigallocatechine-gallate, le
polyphénol s’associe a la surface de la molécu&pue, et généralement plusieurs molécules
de polyphénols se lient simultanément a une méniéamle protéique. La molécule protéique
change alors de la conformation relachée ou pedbatistique lpbose randomly coiled
conformation a une structure plus compacte.

Dans une deuxieme étape, I'épigallocatéchine se(diess-link a plusieurs molécules
protéigues rendant ainsi le complexe insolubl@ehént une solution colloidale.

Dans une troisieme étape, une augmentation du moufibrteractions ¢ross-linking cause
I'accroissement de la taille des agrégats, ce gpuggue leur précipitation. Ce phénomeéne se

traduit par une diminution du volume hydrodynamiglee la molécule protéique durant la
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premiére minute qui suit le mélange entre les daojécules, suivi par une augmentation des

tailles des particules due a I'agrégation (Jodisél., 2004).

2.6.2. Interactions polyphénols-protéines laitiérs

Les protéines laitieres sont présentes sous deagephdifférentes : d’'une part, une
phase micellaire instable vis-a-vis de I'acide,stiinée de particules solides en suspension : les
micelles de caséines (caséings, o sy B et k) et d’autre part, d’'une phase soluble stable
composée de différents polyméres protéiqgues hydesphappelés protéines solubles ou
protéines seériquesp ( lactoglobuline, a lactalbumine, Bovin serum albumin(BSA) et

immunoglobuline) représentant 80 % et 20 % respectent Snappeet al.,2012).

Dans une étude datant de 1963, Brown et WrigHisanit la migration des protéines en
électrophorése, suggéraient que les protéines itlétident susceptibles d’interagir avec les
polyphénols du thé. Les tanins du thé noir, notantmateragiraient avec les caséines et les
lactoglobulines, k-lactaloumine ne pouvant interagir avec les polypite du thé que si la

caséine n’est pas présente dans le milieu (Browirigtht, 1963).

X Interactions polyphénols protéines de lactosérum

Plusieurs études ont été faites dans le cadre digstues interactions entre les
polyphénols et les protéines sériques. L'interactemtre les plyphénols du thé tel que, la
catéchine, I'épicathéchine, I'épicathéchine galkttdépigallocathéchine gallate et la protéine
sériquep lactoglobuline a été rapportée par Kanadisal. (2011). L’étude a montré que la
conformation de la protéine a été modifiée suitsaacomplexation avec les polyphénols
étudiés. Au niveau moléculaire, plusieurs acidesinés ont été impligués dans la
complextation grace a des liaisons hydrophobestutd& a pu caractériser le nombre des
polyphénols liés par molécule de protéine. Les pudnols possédant un grand nombre des
groupements —OH interagissent mieux avec les preggKanaki®t al.,2011).
Ainsi le comportement de lactoglobuline vis a vis de l'acide gallique etcatéchine a été

mis en évidence (Abi Azar, 2007).

X Interactions polyphénols caséines
Les caséines peuvent former des liaisons avec dgpheEnols. A titre d’exemple,

I'interaction entre les polyphénols du thé, I'épigeathéchine gallate (EGCG) et la caséine a
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été établie par Jobgt al. (2006). Cette protéine contient 209 résidus dexi@gminés, dont 35
prolines (Ribadeaat al.,1973). Les détails des interactions ont été biécrits, la protéine
s’enroule autour du polyphénol en formant des diass hydrophobes entre les anneaux
phénoliques de 'EGCG et les prolines (DickinsorMetnn, 2006). Les interactions entre les
polyphénols de thé et la caséine ont été égalemanninées a l'aide de la spectroscopie
fluorescente (Hasmt al.,2011)

Ces derniéres anneées, il a été suggeré l'usagaséees pour former un complexe avec le
resveratrol, afin d’augmenter la solubilité de enier dans I'eau, le complexe pourrait étre
appligué dans la fabrication des boissons (ChehQR

Un autre polyphenol bioactif, curcumin, a été étuail sien d’interactions avec les caséines
isolées. Ces interactions ont été étudiées a l@dedia spectroscopie fluorescente et les résultats
ont montrés que le bas poids moléculaire du cunclarpermet son pénétration au coeur de le

micelle de caséine (Saletial.,2008).
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3.1. Généralités sur le caroubier
3.1.1Origine et aire de répartition du caroubier

Le mot caroubier vient de I'arab&l'kharroub”. Il est connu sous le nom scientifique
de Ceratonia siliquaL. Ceratonia, du greckeratia désigne une petite corne et le nom
d’espécssiliqua, désigne en latin une silique ou gousse. Il essiaappelé Carouge, Pain de
Saint Jean-Baptiste, figuier d'Egypte, feve de &ybine (Batlle et Tous, 1997).
Le lieu d'origine du caroubier demeure incertaich@einfurth (1894) a insinué qu’il est
originaire du Sud de I'Arabie (Yémen). Cependarthaty (1973) a considéré le caroubier
comme originaire de la flore d'Indo Malaisie, gréupvecOlea, Laurus, Myrtus D’autres
auteurs, comme Vavilov (1951) et De Candolle (1988} rapporté qu’il serait natif de la
région Est méditerranéenne (Turquie et Syrie). dr@ubier était connu dans le proche Orient
et les lles de la Méditerranée. En Egypte, les gumer utilisaient la farine du fruit pour
rigidifier les bandelettes des momies (XVlle sieakant J.C). Cette espece ligneuse a été
domestiquée depuis le néolithique (4000 ans avény, kt sa culture extensive date au moins
de 2000 ans avant J.C. (Batlle et Tous, 1997).
Le caroubier a été introduit trés anciennement lparGrecs, puis par les Arabes et les
Berberes de I'Afrique du Nord, en Gréce, en ltadie,Espagne et au Portugal (Rejeb, 1994).
Il est également implanté dans plusieurs autres, @ant des régions a climat méditerranéen
comme I'Australie, I'Afrique du Sud, les Etats-Urfisotamment I'Arizona et la Californie du
Sud), les Philippines et I'lran (Benmahiailal., 2011) (Figure 06).

Le caroubier est aujourd’hui répandu dans toukesin méditerranéen. On le trouve a
I'état naturel principalement dans les pays suwarispagne, Portugal, Maroc, Gréce, Italie,
Turquie, Algérie, Tunisie, Egypte, et Chypre.

En Algérie, comme dans plusieurs pays méditerrasélencaroubier croit dans les
conditions naturelles a I'état sauvage sous dedifmats de type sub-humide, semi-aride et
aride. Il est généralement en association aveovikol et le lentisque (Benmahiowt al.,
2011).

Selon la FAO (2012), I'Algérie est |€8 pays producteur de la caroube aprés 'Espagne, le
Portugal, la Gréce, le Maroc et la Chypre.
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Figure 06. Air de distribution du caroubier dans le mor¢Batlle et
Tous, 1997).

3.1.2. Description et classification botanique du caroubie

Le caroubier est un arbre de croissance lente,edlangévité importante dépassant
souvent les 200 ans (Haddarah, 2013). Sa clagmficdbotanique est présentée dans le
tableau 01.
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Figure 07. Arbre du caroubier.

Tableau 01.Classification botanique de la carouuezel et Santa, 1963)

Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae
Ordre Fabalae(Rosales)
Famille Fabaceae
Sous famille Caesalpiniadae
Genre Ceratonia
Espece Ceratonia siliqual.
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Les caroubes sont réunies en grappes simples. i@tedes gousses indehiscentes, de
grande taille : 10 & 30 cm de longueur, 1,5 a Jlertargeur et de 1 a 2 cm d’épaisseur. Chaque
caroube pése environ 15 a 30 grammes. La gouss®gastée a l'intérieur par des cloisons
pulpeuses et renferme 12 a 16 graines brunes adonidueur et la largeur sont respectivement
de 8 a 10 mm et de 7 a 8 mm (Batlle et Tous, 1997).

La couleur de la caroube est d’abord verte, pues dtvient brune foncée a maturité. Pour

arriver a cette maturité, la caroube nécessitergéamgent 9 a 10 mois, correspondant a trois
stades de développement :

— le premier stade est caractérisé par une leaigsance en automne et en hiver ;

— le second correspond a un développement actiinetcroissance rapide des gousses au
printemps ;

— au dernier stade, la gousse mdrit et se durgiiefuillet (Benmahioulket al.,2011).

3.2. Description et compositiondu fruit du caroubier

La pulpe et les graines sont les deux principaomstituants de la gousse mare du
caroubier (Figure 08) et représentent respective®@¥ et 10% de son poids total (Gabriela
Bernardo-Gila, 2011).

== Gousse de la
‘ caroubi
LGraine:

Figure O€. Présentation de la gousse de la caroube, puljraiee

(Muletet al.,2015).

Selon plusieurs auteurs, la composition de la p(ilabdleau 02) dépend en général, du
cultivar, de l'origine et parfois de la périoderéeolte (Kaderet al.,2014).
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Tableau 02.Composition de la pulpe de la caroube

Composant Teneur Référence

Sucres (saccharose, 48-56

glucose et fructose) (%)

Lipides (%) 0,4-0,6

Avalloneet al. (1997)
Protéines (%) 2-6
Fibres (%) 27-50 Saura-Calixto (1988)

(Avallone et al, 1997; Kumazawat al
0,19a19 2002 ; Makris et Kefalas, 2004; El-

Polyphénols totaux (%)
Sherif et al, 2011 et Benchiktet al.,

2016).

Minéraux (en mg/100g
de pulpe) :

" K 1100

« C

. Ma 307

9 42 Puhan et Wielinga (1996)

+ Na 13

« Cu 0.23

- Fe 104

* Mn 0.4

* In 0.59

3.3. Utilisations et intérét de la caroube
3.3.1. Utilisation traditionnelle

Toutes les composantes de I'arbre sont utilested®ia valeur :

La fleur est utilisée par les apiculteurs pourrdadoiction du miel de caroube, alors que
les feuilles sont utiles poulalimentation des animaux.dcorce et les racines sont utilisées en

tannerie grace a leur teneur en tanins (Kaeteai.,2014).
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Le fruit du caroubier ou la caroube, se compos@eal’pulpe enveloppant des graines
régulieres. En effet la pulpe sucrée de la carcegteemployée depuis longtemps comme
nourriture de bétail a coté d’'autres aliments conerf@arine d’orge (Ait Chiteet al., 2007). I
est utilisé aussi comme aliment et nourriture ptnamme, surtout dans le temps de pénurie de
la nourriture (pendant les guerres) et dans certzas comme des bonbons pour les enfants, en
raison de la haute teneur en sucres de la pulperi@aaBernardo-Gila, 2011).

La farine, obtenue en séchant, torréfiant et mad&mgousses apres les avoir débarrassées de
leurs graines, est employée surtout en agro-alamentdans la préparation de jus sucrés, du
chocolat, de biscuits et comme remplacant de cdeadzgypte, on extrait des fruits un sirop
qui est employé pour confire les fruits ; les Amababriquent avec la pulpe une boisson
alcoolisée et les Kabyles fabriquent & partir dit fun plat appeléTomind (Kaderi, 2014).

La gomme de caroube est extraite de I'albumen dases deCeratonia siliquadu fait de sa
richesse en galactomannanes (unités pdB-mannose et deu-D-galactose), issue de
I'endosperme. Elle constitue le 1/3 du poids td&ala graine (Avallone, 1997).

Cette gomme est utilisée dans I'agro-alimentaireroe épaississant connu sous le code
normalisé E410 et dans la confiserie, le sectegsmétique, pharmaceutique comme agent
épaississant, gonflant, liant et stabilisant dasgpréparations des émulsighaddarah, 2013).

Une autre utilisation des caroubes est |la fabooadi'un produit laitier artisanal connu
sous le nom déMekikd'. Ce produit est préparé par coagulation du lagcakextrait de
gousses vertes de caroube (jus). Il est spécifigula région Eklim ElI Kharoub au Liban dans
ou on le trouve en parallele avec la culture dwwdier. La "Mekikd' se consomme comme

dessert, parfois comme diner apres ajout de sucde oniel (Abi Azar, 2007).

3.3.2. Utilisation thérapeutique

La caroube étant riche en polyphénols, elle a sufsantérét de plusieurs chercheurs
notamment celui de Dohet al., (2008) qui ont trouvé que les polyphénols de la caroube
réduisaient le taux de glucose dans le sang elscaviaient un index glycémique de 83,4%,
selon les travaux de Ben Hsouatal., (1986) les polyphénols de caroube possédent une
activité antioxydante ainsi qu’antibactérienne etifangique, de plus ils agissent contre le
stress oxydatif au niveau des cellules du colomutdeur confere la propriété anticancérigene ;

cela a été démontré dans les travaux de Kleztcat(2009).
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Plusieurs études ont montré gudilisation des feuilles associées avec le polyétig/
glycol (PEG) améliore la digestibilité et la quélihutritive des tanins contenus dans les
feuilles, ces derniers ont été utilisés en Turgdés la médecine « traditionnelle » pour traiter
la diarrhée et dansalimentation diététique. lls ont été également glés comme étant
porteurs @hctivités cytotoxique et antimicrobienne (Kadstral.,2014).

L’huile essentielle du caroubier posséde des petgsiantimicrobienne et cytotoxiques,
et pharmaceutique (Ben Hsouetal., 2011). De nombreuses études cliniques ont souligné
I'efficacité de la poudre de caroube dans le tnagéiet des diarrhées aigués infantiles (Serairi-
Beji et al.,2000).

La haute teneur en fibres de la caroube suggéerellguourrait réduire le taux de
cholestérol sanguin (Ruiz-Roset al.,2010). De plus un extrait de pulpe de caroub@rerien
polyphénols augmentait I'oxydation des acides geftgtée notamment par une augmentation
de la dépense énergétique et les taux de trighegnnesurés aprés un repas (Grueatal.,
2006).

Les fruits sont riches en pectine et en taninsgéses sont riches en mannanes et en
galactanes, qui sont de puissants antidiarrhéiguegjomme de caroube est un épaississant
alimentaire qui pourrait se révéler utile dangd@eément du reflux gastrooesophagien infantile.
En cas d'insuffisance rénale chronigue, la gommeateube retiendra dans le tube digestif,
I'urée, la créatinine, I'acide urique, 'ammoniageides phosphates provoquant un abaissement

important et bénéfiqgue du taux d’'urée dans le $§Begougui, 2007)

3.4.Polyphénols de la caroube
3.4.1Polyphénols de la caroube mire (séche)

Les polyphénols se trouvent dans les gousses delmaisous forme de granules brun
clair, de taille entre 100 et 5Q0n. Ces granules se trouvent dans la fraction faeede la
pulpe de caroube et peuvent étre extraits par oleards polaires, a haute température. Ces
composés ont une masse moléculaire trés élevémeateencontrée chez d’autres plantes
(Wrschet al., 1984). Presque la moitie des tannins ont une nras$&culaire comprise entre
3200 et 3600 Dalton (Tamét al.,1971).
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La section d'une gousse de caroube examinée awsuape électronique montre la
présence de larges cellules parenchymateuses esng@igranules de tanins ressemblant a des
pieces d’ambre en microscopie optique et en aeglgs diffraction a rayons X, les granules ne
possedent pas de structure cristalline (Wiedck.,1984).

Les composés phénoliques de la caroube sont gitierde sa propriété antioxydante (Haeiri
al., 2009). Kumazawat al. (2002)ont montré que cette activité antioxydante du poéyyol
brut de la gousse de caroube était élevée.

Owen et al. (2003) ont procédé a l'extraction et lidentifizat de 24 composés
phénoliques différents présents dans la fibre deal@ube (Figure 03, Annexe 01). Ces
composés se groupent en acides phénoliques (asidantque, acide coumarique, acide
ferulique, acide syringique, acide gallique, metbgllate), flavones (apigenine, chrysoeriol,
tricetine 3',5’-dimethyl ether, luteoline), flavolso (qQuercetine, isorhamnetine, myricetine,
kaempferol), glycosides de flavonol (kaempferol-8-D-rhamnoside, quercetine-3eBL-
rhamnoside, quercetine arabinoside, myricetinee3kOrhamnoside, glycoside de myricitine),
flavanones (naringenine), isoflavone (genisteimgaljotannins (1,6-di-0-galloy#-D-glucose,
1,2,6-tri-O-galloyl-p-D-glucose, 1,2,3,6-tetra-Ogalloyi-D-glucose)

Les gousses mdres de la caroube sont riches emstanndensés et posseédent des
teneurs faibles en tanins hydrolysables (Jostyal., 1968).

L'extrait de la pulpe de la caroube contient uneste relative importante en acide
gallique au stade mature qui est de 19,53% (Behohikal., 2016). En effet, Nachtomi et
Alumot (1963) et Joslyet al. (1968) ont rapporté que les gousses mares sostrighes en
acide gallique que les gousses vertes. Cette augtimmnest probablement due a la dégradation
des tannins ou de leurs dérivés (monogalloylglutmsiligalloylglucoside, trigalloylglucoside
et tétragalloylglucoside) (Benchildt al.,2016).

3.4.2 Polyphénols de la caroube verte

Dans la littérature, trés peu d'études sont codsa@ux gousses vertes de la caroube.
Une étude récente effectuée par (Benchektal., 2016) montre que la teneur en composés
phénoliques totaux la plus élevée a été enregigtitéstade immature (19,82 g/100 g). Les
gousses vertes sont riches en tannins hydrolysablgsuvres en tannins condensés (Jostyn
al., 1968).
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Nachtomi et Alumot (1963) ont identifié plusieurat@échines et leuco-anthocyanines
dans les gousses vertes : gallocatéchine, épidateabpicatéchine gallate et catéchine. Ces
molécules sont considérées comme les précursessbfas des tannins condensés qu’on
trouve dans les gousses mares.

L’extrait de la caroube verte présente une conagatr élevée en polyphénols totaux,
dont trente composés phénoliques ont été identifidggres les spectres de masse obtenus en
couplage chromatographie liquide haute performatda spectrométrie de masse (Abi Azar,
2007). Les polyphénols des gousses vertes dedalmaisont tres riches en acide gallique sous
différentes formes, acide gallique, flavan 3-olsllf@catéchine et gallocatéchine gallate) et
gallotannins qui apparaissent majoritaires. L'&aixtrde caroube contient également des
flavonols (quercetine, myricetine et kaempferol)séorme de flavonols glucosides.

Tous les composés qui ont été identifiés dansrbéxtie gousses vertes de caroube ont été
eégalement retrouvés dans les fibres des goussess rfOwenret al., 2003 ; Papagiannopoulos
et al., 2004). L'acide galligue se trouve en quantités noh@s au profit des tannins
hydrolysables, di-, tri- et tetra-galloyl-glucos®u contraire, dans les gousses mdres, l'acide
gallique libre constitue 41,8% (en masse) des palgpls totaux (Oweat al.,2003). Il semble
que l'acide gallique trouvé dans les gousses na&tegn dérivé, par hydrolyse enzymatique, de
tanins hydrolysables plus complexes abondantsldargousses vertes (Josbal., 1968).

I'étude effectuée par (Benchildt al.,2016) a apporté l'identification de 15 composés
phénoliqgues (Figure 09) a savoir monogalloylgludesi monogalloyldiglucoside, acide
gallique, digalloylglucoside, dérivé de digalloyigbside, dérivé de digalloylglucoside,
trigalloylglucoside, digalloylglucoside, trigallaylucoside, tétragalloylglucoside dérivé
d'acide cinnamique , et comme flavonoides, I'étude a idiéntmyricétine rhamnoside,

quercétine rhamnoside, kaempférol (Figue 10).
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Figure 09. Chromatogramme HPLC des polyphénols de la caroatie ({Benchiktet al.,2016).

Les composés identifies étaient: (1) monogalloylgside, (2) acide gallique, (3-5) monogalloyl-
diglucoside, (6 et 10) digalloylglucoside, (7) dérdu digalloylglucoside, (8) dérivé de digalloyl-
glucoside, (9) trigalloylglucoside, (11 et 13) &gjalloylglucoside, (12) dérivé de I'acide gallique,
(14) dérivé I'acide cinnamique , (15) myricétin@mmoside, (16) rhamnoside de quercétine, (17)

kaempférol, et (18) apigénine.

OH

Kaempférol

Myricétine rhammnoside Quercétine rhanmoside

Figure 10. Structure des flavonoides et leurs dérives idéstdans la caroube
verte (Benchikh, 2015).
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Nous rappelons que le principal objectif de cettedé est la caractérisation
polyphénolique des extraits de la caroube vert@etde de la possibilité d’incorporation de
ces deux extraits dans une formulation d’'un yaetieurs effets sur la précipitation des

protéines laitieres.

1. Matériel végétal

La matiere premiere utilisée dans ce présent tfr@ghiconstituée de gousses vertes de
caroube Ceratonia siliqualL.). Elles ont été récoltées au stade immature &gpsusntierement
formés mais de couleur verte), au niveau de la WiRKBOU, wilaya de BEJAIA, en mois de
mai 2016 (Figure 01, Annexe 03).

Apres la récolte, une quantité des gousses verdss atilisée au niveau du laboratoire
de contrble de la qualité de la laiterie RAMDY situau niveau de la zone industrielle de la
vile d’AKBOU, l'autre quantité a été utilisée auniveau du laboratoire de recherche
BIOQUAL de [llInstitut de la Nutrition, de ['Alimerdtion et des Technologies

Agroalimentaires (I.N.A.T.A.A.), ou elles ont sulifférents traitements.
2. Méthodes appliquées

La démarche optée pour la réalisation de ce trgFgure 11) est scindée en deux
parties, la premiere partie est réservée au traitehe la matiére premiére, I'extraction du jus a
partir des gousses fraiches, et les composés patgtiques a partir de la poudre lyophilisée
ainsi que le dosage des polyphénols et I'évaluatieri’activité antioxydante dans les deux
extraits. Cette étape a été effectuée au nivealalthratoire de I'Institut de la Nutrition, de

I’Alimentation et des Technologies Agroalimentai(eBl.A.T.A.A.).

La deuxieme partie concerne I'élaboration des fpodxluits (yaourt témoin, coagulum élaboré
a base d’'un mélange de ferments lactiques et ddgusaroube et un coagulum élaboré avec
seulement du jus de caroube), la caractérisatigsigbchimique du jus de caroube, le lait
destiné a la formulation et les produits élaboa@ssi qu'une caractérisation microbiologique
des produits finis. Cette partie a été réaliséaigaau des laboratoires physicochimique et

microbiologique de la laiterie RAMDY.
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m———— Gousses vertes de caroube |----, Lait
| (Cératonia siliqua L). | reconstitué
| | ;
1 1 !
4 4 !
Congélation a -20 °C, broyage avec un Lavage, rapage et pressage manuel :
moulin a café, lyophilisation, tamisage a :
500um !
1 X !
. l :
1 ! 1
v v |
. |
Poudre lyophilisée Jus frais :
|
1 1 1
| ! ! |
v P :
| : !
Extraction des polyphénols par I'acétone 70 % ! ! :
I
| : !
1 1 1 | |
1 1 1 | |
1 1 1 1 |
1 1 1 1 |
1 1 1 | |
Lo : : !
Lo 1. Dosage des polyphénols . | !
I os——m——— > i “«---= .
v * polyphénols totaux ; v v
- . * Flavonoides ; Caractérisation
vaporatlon . . ..
a35°C e Tannins. physicochimique
: 2. Evaluation de I'activité antioxydante ;
v « DPPH :
. , |
* pouvoir réducteur du fer .
Lyophilisation :
|
i :
; 1
- Elaboration des coagulums a base de |
Extrait | | caroube et du yaourt étuvé témoin e !
polyphénolique
|
T""“"““""“"""': """"""""""""" I A
1 1 1 1
v v v v
Analyses physicochimiques Analyses microbiologiques Analyses Analyses
sensorielles fefi
e pH; » Coliformes totaux et statistiques
« Acidité titrable ; coliformes fécaux ; Test hédonique ANOVA
Taux de la Matiére grasse (MG) ; * Levures et moisissures ; ACP

Taux d’Extrait Sec Total (EST).

Figure 11. Diagramme général de la méthodologie du travaiesu

Staphylococcus aureys
Salmonelles
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2. 1. Procédure d’extraction

2.1. 1. Extraction des composés polyphénoliques
a. Prétraitement de la matiére premiére

Avant de procéder a I'étape d’extraction des cormépgmlyphénoliques, la caroube a
subit des prétraitements selon le protocole de lkhet Louaileche (2014) modifié et resumé

dans la figure 12.

Lavage des gousses

v
Congélation a -20°C

A 4
Broyage a I'aide d’'un moulin & café du type BOMARIN

v
Lyophilisation

\ 4
Tamisage (granulométrie de 500 pm)

v
Conservation de la poudre a -20°C dans
des récipients sombres

Figure 12. Préparation des gousses de caroube pour I'exiradés composés polyphénoliques
(Benchikh et Louailéche, 2014).

b. Extraction par I'acétone (70%)

Beaucoup d'auteurs ont étudié l'influence de diffegs conditions d’extraction sur les
rendements d’extraction de composés polyphénoligigesource végétale. La solubilité des
composés phénoliques dépend de leur nature chindguog la plante, qui varie de composés
simples a fortement polymeérisés. Cette diversitéctiirale est responsable de la grande
variabilité des propriétés physico-chimiques infig@nt I'extraction des polyphénols. Entre
autre, la solubilité des composeés phénoliquesfesttée par la polarité du solvant utilisé. Par
conséquent, il est tres difficile de développepurcédé d'extraction approprié a I'extraction de
tous les composés phénoliques de la plante (Mahinebat, 2013).

L’extraction solide-liquide, en utilisant un mélang@queux d’'un solvant organique, a été

utilisée dans notre cas.
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L’acétone 70 % a été choisi comme solvant d’exivacties composés polyphénolique de
caroube parce qu’elle donne le meilleur rendemémttihiction des polyphénols par rapport
aux autres solvants tels que le méthanol, I'éthahbéau, cela a été démontré par Benchikh et
Louailéche (2014) dans leur étude sur I'optimisaties conditions d’extraction des composeés
phénoliques a partir de caroube. En effet, le stleaétonique a I'avantage de précipiter les
protéines et d’extraire faiblement les sugi@karpentieret al. 2006). En outre, I'addition de
I'eau aux solvants organiques permet d'augmentalidilité des polyphénols par modulation
de la polarité du solvant en question. En fait,nlélange acétone/eau extrait mieux les
polyphénols polaires (Benchikh et Louaileche, 2014)

Pour extraire les polyphénols a partir de la poulirda caroube lyophilisée, nous avons opté

pour le protocole de Benchikh et Louaileche (2QEQure 13).

25 mg de poudre + 10 ml acétone 70 %

A 4
Agitation pendant 90 min a une température de 96&@s un bain marie

v
g

Centrifugation a 1700 g pendant 20 min puis fiitnat

v
Extrait acétonique

v
Evaporation de I'acétone

|
|
e

Lyophilisation

v
Extrait polyphénolique

Figure 13.Extraction des polyphénols a partir de la poudrearoube
(Benchikh et Louaileche, 2014).
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2.1.2. Extraction du jus a partir des gousses versede la caroube

L’extraction du jus a été effectuée sur des gaufiséches de caroube aprés avoir subit
un lavage préalable, un rapage et un pressageemanu
Le jus (Figure 03, Annexe 03) a été porté a émdlipendant 10 min afin de l'assainir et de
détruire toute activité enzymatique et tout germerobien. Aprés refroidissement a
température ambiante, il est conservé dans flastamges, hermétiquement fermés a I'abri de

la lumiere et a une température de 4°C, jusqulgaiion.

Le rendement en jus est défini comme étant le mapgure la masse du jus obtenue aprés
extraction et la masse de la matiére végétale (jbargerte) utilisée. Le rendement exprimé en

pourcentage (%) est calculé par la formule suivante

RE = (M,x 100)/ My

Ou:

RE : Rendement en jus en %

M1 : Masse de la caroube utilisée en gramme (g).
M, : Masse du jus extrait en g.

2.2. Dosage des composés polyphénoliques
Avant de procéder aux différents dosages, I'ex@maétonique et le jus ont été dilués
avec les facteurs de dilution de 1/15 et 1/1006peetivement en se basant sur des tests

préliminaires.

2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux, basé sur La aeétthe Folin-Ciocalteu, a été décrit
des 1965 par Singleton et Rossi. Depuis, son atiitis, celle ci est largement répandue pour
caractériser les extraits végétaux d’origines las giverses (Charpentier et Boiz2006).
Le réactif de Folin, constitué par un mélange idaghosphotungstique §RAW;,040) et
d'acide phosphomolybdique {PMo0;,040), est réduit, lors de l'oxydation des phénols, en
mélange d'oxydes de tungsténe g(4) et de molybdene (M@-.3). La coloration bleue
produite est proportionnelle a la teneur en phétuitaux et posséde une absorption maximale
aux environs de 750 -765 nm (Bonnaibieal.,2012).
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Le dosage et la teneur en plolyphénols totaux (80Nt déterminés selon la méthode
Géorgieet al.(2005 dont les différentes étapes sont résumées ddigsita 14.

500 pl d’extrait acétonique ou +

. e 2,5 ml de Folin Ciocalteu dilué a 1/10
dujus dilué

v Aprées 2 min
Ajout de 2 ml de N&COs (7,5 %)

4
Mettre les tubes a 50°C pendant 15 min

v
Refroidissemen

v
Lecture de I'absorbance a 760 nm

Figure 14. Récapitulation des étapes de dosage des polyphétenls
(Géorgieet al.,2005).

La concentration en PT est déterminée en se réféarata courbe d’étalonnage obtenue en
utilisant I'acide galligue comme standard (Figufie Bnnexe 04). Les résultats sont exprimes
en mg Equivalent Acide Gallique par 100 ml du jorgy(EAG/ 100 ml du jus) et en mg EAG/g
d’extrait sec pour la poudre de caroube (poids sec

2.2.2. Dosage des flavonoides

La propriété chélatante des flavonoides est baséelas formation de complexe
flavonoides-métaux tel que I'aluminium sous forme chlorure d’aluminium (AIG). La
liaison des atomes d’oxygéne présents sur les oasbd et 5 des flavonoides avec le chlorure
d’aluminium forme des complexes jaunatres (Ribé&®@ayon, 1968). Le dosage et la teneur
en flavonoides sont déterminés par la méthode iomdtrique (Quettier-Deleet al, 2000)
(Figure 15).
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1ml d’extrait acétonique ou du jus dilué + 1mlatdorure d’aluminium (2%)

v

~

Laisser a I'abri de la lumiére a °T ambiante pehd@min

v
Lecture de I'absorbance a 430nm

Figure 15.Récapitulation des étapes du dosage des flavonoides
(Quettier-Deletet al.,2000).

La teneur en flavonoides est déterminée en seardfér la courbe d’étalonnage obtenue en
utilisant la quercétine comme standard (Figure @2nexe 04). Elle est exprimée en mg
Equivalent Quercétine par 100 ml du jus (mg EQ/ ad@lu jus) et en mg EQ/ g de poids sec

pour la poudre.

2.2.3. Dosage des tanins
a. Tanins condensés

Les tanins condensés sont déterminés par la méthddevanilline en milieu acide.
Cette méthode est basée sur la capacité de laivardl réagir avec les unités des tanins
condensés en présence d’acide pour produire un legengoloré mesuré a 500 nm. La
réactivité de la vanilline avec les tanins n'implgque la premiére unité du polymé¢Ba et
al, 2010).
Le principe de ce dosage est basé sur la fixatiogrdupement aldéhydique de vanilline sur le
carbone 6 du cycle A de la catéchine pour formetamplexe chromophore rouge qui absorbe
a 500nm (Schofielétal .,2001) (Figure 16).

Ar

{:Ehﬂ: : CHO

HO
Vanillin

red colour

Figure 1€. Présentation chimique du test de vanilline poutdess condenseés
(Schofiedetal., 2001). 33
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La quantification des tanins condensés dans I'dxicdyphénolique ou bien dans le jus frais a
été effectuée selon le protocole de Heirsleal. 006).

400 pl d’extrait acétonique ou du + 3 ml de vanilline (4% dans le méthanol)
jus dilué

v

Ajouter 1,5ml HCI pur

«4----

Laisser 15min a I'obscurité
v

Lire I'absorbance a 500nm

Figure 17. Récapitulation des étapes de dosage des taninsresdsl(Heimleet al., 2006).

La teneur en tanins condenseés est déterminéeréfesant a la courbe d’étalonnage obtenue en
utilisant la catéchine comme standard (Figure B3nexe 04). Elle est exprimée en mg
Equivalent Catéchine par 100ml du jus (mg EC/ 10@umjus) et en mg EC/ g de poids sec

pour la poudre.

b. Tanins hydrolysables

La propriété principale des tanins est la prédipita des protéines en fonction des
facteurs liés au milieu réactionnel (pH, tempémtet temps). L'utilisation de la BSA
(Albumine Sérique Bovine oBovin Serum Album)ren milieu acide a pour objectif de séparer
les tanins des autres polyphénols présents daxtsaite Le chlorure ferrique (Fe glréagit
avec les tanins (en milieu alcalin: SDS/TEA) (Saodildodecyl Sulfate/Triéthanolamine ou
Trolamine) pour former des chélates de couleurtiel(Fe-phénolate) qui sont déterminés par
spectrophotométrie (Hagerman et Butler, 1989).

La quantification des tanins hydrolysables estiséalpar la méthode de Hagerman et Butler
(1978) (Figure 18).
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1 ml d’extrait acétonique ou + 2 ml de la solutiofBovin Serum
du jus dilué , Albumin(BSA) (1mg/ml)

v

Incuber 24 ha4-°C

v
Centrifuger 4000 tr / 15 min

v v
Récupérer le surnageant Dissoudre le précipité dans 4 ml de la solution
tampon : (SDS/TEA)

\ 4
Laissera I'obscurité 15 min

v

Ajouter 1 ml de la solution chlorure ferrique.

I'obscurité.

v
Laisser 15 min a

A 4
Lire I'absorbance a 510 nm.

Figure 18.Récapitulation des étapes de dosage des taninslysalles
(Hagerman et Butler, 1978).

La teneur en tanins hydrolysables est déterminéseeméférant a la courbe d’étalonnage
obtenue en utilisant I'acide tannique comme stahd&igure 04 ; Annexe 04). Elle est
exprimée en mg Equivalent Acide Tannique par 10@unjus (mg EAT/ 100 ml du jus) et en

mg EAT/g de poids sec pour la poudre.
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2.2.4. Détermination de I'activité antioxydante
L’activité antioxydante de I'extrait polyphénoligeédu jus frais a été évaluigevitro par deux
méthodes : Pouvoir de piégeage du radical DPPH;

- Pouvoir réducteur du fer ferrique en fer ferreux.

2.2.4.1. Test de I'activité antiradicalaire

La réduction du radical libore DPPH (2,2'-diphenypitrylhydrazyl) par un antioxydant
peut étre suivie par spectrophotométrie UV-visilele mesurant la diminution de I'absorbance
a 517 nm provoquée par la présence des extraits.
Cette méthode est basée sur la réduction d’'unéi@olalcoolique de DPPH en présence d'un
antioxydant qui donne un hydrogene ou un électtanforme non radicalaire DPPH-H est
formée. Cette réduction est représentée par legemaent de la couleur initiale violet (DPPH)
et I'apparition de la couleur jaune (DPPH-H). Ceti&coloration est représentative de la
capacité des extraits a piéger ces radicaux libneependamment de toutes activités
enzymatiques. Les réactions ont lieu a tempéraanmbiante et en milieu éthanolique, qui
permet une bonne solubilisation de la plupart de®x@aydants. Ce test est trés utilisé, car il est
rapide, facile et non couteux (Figure 19) (Hadba®012).

X Antioxydant
ON N—N — D*LQN.H N
NO,

NO,

Figure 1¢€. Réduction du radical DPPHMolyneux, 2004).

Les absorbances mesurées a 517 nm servent a cai&pleurcentage d’inhibition du radical
DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti-radicalalesl’échantillon

La mise en évidence du test de I'activité antiraldice (DPPH) de I'extrait polyphénolique et

du jus étudiés, est effectuée selon la méthod8dan@dWilliams, 1995) (Figure 20).
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100 pl d’extrait acétonique ou glus + 1000 pl du DPPH (60 puM)
dilué .
v
Laisser 30 min a I'obscurité
v

Lecture de I'absorbance a 517

Figure 20.Récapitulation des étapes d’évaluation de I'aciaittiradicalaire
(BrandWilliams, 1995).

Le pouvoir d’inhibition du radical libre, exprimén &6, est déterminé en appliquant la formule

suivante :

% d'inhibition = ((A o— Aq)/ Ag) x 100

Ao : Absorbance du témoin (constitué par le solvanttdaetion et la solution de DPPH mais
sans le I'extrait acétonique qui contient les pbBmols).
A1: Absorbance d’échantillon.

2.2.4.2. Pouvoir réducteur du fer

Le pouvoir réducteur est I'aptitude des antioxydgmmésents dans I'extrait a réduire le
fer ferrique F& du complexe ferricyanure en fer ferreuxFd.a forme réduite donne une
couleur verte proportionnelle au pouvoir réducit’extrait (Odabasoglatal., 2004)
La méthode d’Oyaizu (1986) a été utilisée poumastile pouvoir réducteur. La procédure est
résumée dans la figure 21.
Le pouvoir réducteur est estimé en se référantclabe d’étalonnage de l'acide ascorbique
utilisé comme standard (Figure 05, Annexe 04) xgirimé en Equivalent mg d’Acide
Ascorbique par 100 ml du jus (mg EAA/100 ml du jasgn mg EAA/g de poudre.
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250 pl d’extrait acétonique ou du jus

Ajouter -250 pl du tampon phosphate (0,2 M, pH=6,6)
-------------- ™ -250 pl de ferrocyanure de potassium (1%).

v
Laisser20 min a 50 °C

v
Refroidissement

Ajouter — - —
............... » | -250 ul d’acide trichloroacétique (0,1 %)

-1000 ul d’eau distillée

\ 4

Ajouter 250 pl du chlorure ferrique (0,1 %)

v
Laisser pendant 10 min a 25 °C

v
Lire I'absorbance a 700 nm

Figure 21.Récapitulation des étapes d’évaluation du pouaiucteur
du fer (Oyaizu, 1986).
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2.3.Essais d’élaboration de coagulums a base dedraits de la caroube verte

2.3.1. Mise en ceuvre du diagramme de fabrication dgaourt étuvé RAMDY

Les différentes étapes de fabrication du yaounétau niveau de la laiterie RAMDY
sont représentées dans la figure 22.

Réception et mélange des matieres premieres (rgtcoios du lait):
poudre du lait, sucre et eau.

1
A 4

Homogénéisation

L 4
Pasteurisation du mélange (95 °C pendant 5 mirg darpasteurisateur tubulaire.

I
1
A 4

Chambrage (92°C pendant 5min)

1
A 4

Refroidissement (5 a 8°C)

1
A 4

Ensemencement direct (0,02 % de ferments type YEXLYF-L705)
sous agitation

I
A 4

Préchauffage a 42 °C

1
v

Conditionnement

I
v

Incubation dans la chambre chaude (5 a 7 h a 45°C)

|
A 4

Refroidissement (3 a 7 °C) et stockage (4 °C)

Figure 22.Diagramme de fabrication du yaourt étuvé RAMDY
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2.3.2. Incorporation des deux extraits (polyphénolique etdu jus frais) de caroube verte

L’extrait acétonique a subit, un chauffage aavapeur (a une température de 35 °C)
pour éliminer I'acétone utilisé durant I'étape diaction, puis une lyophilisation afin
d’éliminer la fraction d’eau utilisé avec I'acétopeur une meilleure conservation. L’extrait
obtenu est un Extrait Polyphénolique (EP).

L’incorporation de I'extrait polyphénolique (FiguBd, Annexe 06) et le jus frais de caroube
verte a été effectuée au niveau du laboratoireahbiclogique de la laiterie RAMDY dans des

conditions stériles, au méme stade d’ajout desdatsnlactiques, tels que mentionnés dans le
diagramme de fabrication du yaourt. Le lait utiliins la formulation correspond au méme lait
reconstitué destiné a la fabrication du yaourt ténei il a été récupéré aprés l'étape de

pasteurisation dans des conditions aseptiques.

L’extrait polyphénolique a été testé pour difféemntoncentrations, dans l'ordre de 1,
2, 3 et 4 mg pour 5 mg du lait (20, 40, 60 et 80gncernant le jus de caroube, aprés son
ébullition pendant 10 minutes et refroidissemeitois doses ont été incorporées dans la

formulation (5%, 10%, 15%) en se basant sur des pesalables et sur des travaux antérieurs.

En tenant compte de tous les essais, trois typgwathiits ont été élaborés : Yaourt
témoin, Coagulum incorporé de ferments lactiquetigus de caroube et Coagulum a base du

jus de caroube seul.

Nous avons donné le nom Coagulum pour le produghate avec ['extrait
polyphénolique et celui élaboré avec le jus deuaeccar il n’a pas la méme composition que
le yaourt connu, la dénomination yaourt est excément réservé au produit renfermant des

ferments lactiques.

2.4. Analyses physicochimiques du lait, du jus et dgwoduits élaborés
Les analyses physicochimiques ont été effectuéeslesu matieres premieres (lait
reconstitué et jus de caroube) ainsi que les prediaborés (yaourt témoin et Coagulum de

caroube) (Tableau 03).
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Tableau 03.Paramétres mesurés sur les matieres premiéres @tdduits élaborés.

Produits Analyses Méthodes d’analyses
pH Méthode par pH-métre HANNA
Acidité titrable (°D) NF V 04.206
Lait Taux d'extrait sec total : L
(EST) (%) Dessiccation infrarouge
Taux de matiére grasse
(MG) (%) NF V04.210
Jus de Brix Witherspoon et Jackson (1995)
caroube _ _
pH Méthode par pH-métre HANNA
Taux dextrait sec total Dessiccation infrarouge
(EST) (%) g
Produit pH Méthode par pH-métre HANNA
élaboré —
Acidité titrable (°D) NF V 04.206
Taux dextrait sec total Dessiccation infrarouge
(EST) (%) g
Taux de matiére grasse
(MG) (%) NF V04.210

2.4.1. Mesure du pH

La mesure du pH a été effectuée a I'aide d’'un phien@éANNA.

La mesure s’effectue en introduisant les deux songel et température) dans I'échantillon de
40 ml préalablement chauffé a une température @@52C. La valeur de pH est lue

directement sur le pH- metre.

2.4.2. Mesure de l'acidité

Le principe consiste a mesurer la teneur en aeictejue, elle est déterminée par titrage
volumique a I'aide d’une solution alcaline.
L’analyse de I'acidité mesure les iong Hisponibles dans le milieu ; qu’ils soient disgsci
c'est-a-dire ionisés, ou non. Ainsi on déplaceebpsilibres chimiques pour neutraliser les ions
H* des acides faibles. Le titrage de l'acidité sé¢ fmir la soude NaOH en présence de
phénolphtaléine comme indicateur coloré. La figgBaésume les différentes étapes de mesure
de l'acidité.
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10 g d’échantillon

lq- -

Ajouter 2 a 3 gouttes de phénolphtals

(7]

v
Titrer avec NaOH 0,9N jusqu’au virage de la coulmurose pale, persistante 10 secondes

|- - -

Lire la chute du volume sur la bure

Figure 23.Etapes de mesure de I'acidité.

L’acidité s’exprime en équivalent d'acide lactique degré Dornic (°D) correspond a 0,01g
d’acide lactique par litre du produit. L'acidité &R correspond a la chute de burette en mix10.

A=Vx10

A : acidité dornique.

V : volume en ml de la soude utilisée.

2.4.3. Mesure de |'extrait sec total

La matiere seche des échantillons étudiés estrligi®e par évaporation au moyen
d'un appareil balance dessiccateur. L'EST est lantjté ou le pourcentage du contenu
anhydre de I'aliment, obtenue apres dessiccationedempérature de 105°C jusqu’a obtention
d’'une valeur constante. La mesure d’extrait secéadisée selon la figure 24.
La lecture se fait directement en lisant la vab&imatiére seche sur I'appareil en pourcentage
(%).
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Sélectionner I'affichage du programme

v
Ouvrir la chambre a échantillon et placer une cepe

T
I
1
L2

v
Tarer la coupelle

v
Bien homogénéiser I'échantillon

v
Repartir environ 2g de I'échantillon sur la coupell

A\ 4
Fermer la chambre et démarrer le programme duabessur

v

La dessiccation s’arréte automatiquement lorsquesugune perte du poids n’est plus
détectable

Figure 24. Etapes de mesure de I'extrait sec total.

2.4.4. Détermination de la teneur en matiere grasse duita

La teneur en matiere grasse est déterminée seloréthode de Gerber ou méthode
acidobutyrometrique décrite par NF V04.210.
Les protéines sont dégradées par I'acide sulfuregua chaleur produite fait fondre la matiere
grasse. L'alcool isoamylique aide a la séparati®ta matiere grasse. La centrifugation permet
la séparation de la phase grasse de la phase aqueus

Les différentes étapes de la détermination de liEnmeagrasse sont résumées dans la figure 25.
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Introduire 10ml d’acide sulfurique ¢80, , d=1,82) dans un butyrométre.

v
Ajouter 5,5ml eau distillée puis ajouter lentemgs ml d’échantillon

v
Verser 1ml d’alcool isoamylique

L
. : v . : .
Fermer le butyrométre, I'envelopper avec un chiféb faire tourner le butyrometre
pour bien mélanger le contenu, et agiter pour didgsocompletement les caséines

v
Centrifuger pendant 10min a 1200 tr/min

v
Lire la valeur sur la graduation du butyrométre

Figure 25. Etapes de détermination de la teneur en matiessg@du lait.

Remargue : dans le cas du yaourt ou des coagulums, apréaifaission de I'acide sulfurique
dans le butyrometre, on ajoute 5,5ml d'eau digtillguis on ajoute lentement 5,5 ml
d’échantillon (il faut diluer le yaourt), ensuiten oprocede aux mémes étapes de la

détermination de la teneur en matiere grasse glad.le

Deux phases apparaissent I'une foncée, l'autreecl&@’est la phase claire qui représente le
pourcentage de matiére grasse dans I'échantillajuein peut lire sur I'échelle graduée du
butyrométre.

Lire sur I'échelle graduée du butyromeétre X et X' :

Teneur en MG (%) = X'-X

X : position inférieure.

X’ : position supérieure.
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2.4.5. Détermination de la teneur en matiere sécleluble par le Brix

Le degré Brix est I'un des criteres de base usligéur la définition de jus de fruits.
Théoriqguement, il est bien connu que le degré Bridique le pourcentage de matiere séche
soluble dans I'eau du jus de fruit.
Le Brix du jus frais des gousses vertes de la ¢teroest déterminé avec un réfractometre
portable (HI - 96801). La lecture est faite en placune goutte de jus, sur la plague de
charniére de l'instrument, face a la lumiére. Léemadu Brix est lue a travers I'ceil de
I'instrument. Il est essentiel de nettoyer le m@fveetre avec de I'eau distillée apres chaque
lecture pour s'assurer qu'aucune particule ne mgtda plague articulée (Witherspoon et
Jackson, 1995).

2.5. Analyses microbiologiques

Les germes recherchés et dénombrés dans les pradaiftorés sont : les Coliformes
totaux, les Coliformes fécauwgtaphylococcus aureuses Salmonnelles, les levures et les

moisissures.

2.5.1. Recherche des coliformes totaux et fécaux

Le principe consiste a compter les colonies caratiues des coliformes totaux qui se
développent en 24 h a 37°C et les coliformes fécpixse développent en 24 h a 44°C, sur la
gélose Violet cristal Rouge neutre Bile Lactose BUR(ISO 4832).
Le milieu de culture est une gélose VRBL avec unpH4 + 0,2 a 25°C. Sa composition est
donnée dans le Tableau 01, Annexe 07.
Le mode opératoire consiste a dilug® g d’échantillon dans 90 ml de la solution dadei ;
prélever 1 ml de la dilution et I'introduire danseuboite de pétrie stérile ; ajouter environ 15
ml de la gélose VRBL (ensemencement en masse)sApfeidissement de la gélose, ajouter
une deuxiéme couche de gélose pour favoriser ltabaEse. Deux répétitions ont été
effectuées. Incuber a 37°C pour les coliformeauotet a 44 °C pour les coliformes fécaux
pendant 24h. Aprés incubation, compter les colonesgyes violets. Le nombre de bactéries

coliformes par gramme est donné par la formulessuer: N = C x (1/d)

C : nombre de colonies ;

d : facteur de dilution.
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2.5.2. Recherche d&taphylococcusureus

Le principe repose sur le dénombrement des lesigsl@aractéristiques apparues sur la
gélose Baird Parker (ensemencement en surfaceds apre incubation pendant 48 heures a
37°C (ISO 6888-1). Le milieu de culture est unge Baird Parker précoulée avec un pH de

7,2 £ 0,2 a 25°C, sa composition est donnée dahabeau 02, Annexe 07.

Le mode opératoire consiste a déposer 0,1 ml dduon (comme indiqué au dessus: 10 g
d’échantillon dans 90 ml de la solution Ringerpalirface du milieu Baird Parker pré coulée
en boite de Pétri stérile ; étaler soigneusemaémbdulum le plus rapidement possible sans

toucher les bords de la boite puis incuber a 3ge@iant 48h.

Les colonies caractéristiques &taphylococcus aureuapparaissent noiresbrillantes et
convexes entourées d'un halo d’éclaircissementsag8h d’incubation sur le milieu Baird

Parker.

2.5.3. Recherche des levures et moisissures

L'isolement des levures et des moisissures néeedss milieux sélectifs contenant des
substances antibactériennes (ISO 7954 ; Guirdl@B)2
Le milieu Oxytetracycline-Glucose Yeast Extract ag@GYE) est le milieu utilisé dans cette
étude, auquel un antibactérien est ajouté afirhder tout développement bactérien. 5 ml de
l'oxytétracycline ont été ajoutés a 250 ml de I'GE&Y250 ml) préalablement fondue et
I'ensemble est homogénéisé avant utilisation.
Le mode opératoire consiste a diluer 10 g d’éahamtdans 90 ml de la solution du Ringer ;
prélever 1 ml de la dilution et I'introduire danseuboite de pétrie stérile ; ajouter environ 15ml
de la gélose OGYE additionné de 5ml de l'oxytétwhog pour 250ml du milieu
(ensemencement en masse) puis incuber a 22°C genpans.

Les colonies blanches représentent les levureqatre les moisissures apparaissent sous

forme de poile de chat.

2.5.4. Recherche des salmonelles

La recherche des salmonelles se fait en suivans ttapes qui sont : le pré-
enrichissement, l'enrichissement et lisolement sur milieu sélectif (J.O-N° 42 du
15.06.2005).
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Le pré-enrichissement consiste a diluer 25 ml diéton a analyser dans 225 ml d’eau
peptonée tamponnée (E.P.T) puis a l'incuber a@péndant 24 h. L'intérét de cette étape

pour la plupart des produits analysés est de paeriatrécupération des bactéries stressees.

L’enrichissement consist&a préparer le  Bouillon SFB D/C (Sélénite F Bouillo
Double/Concentration) (avec ajout du disque SFB tabe); prélever 1 ml de pré
enrichissement et 'introduire dans un tube coméd@ ml du bouillon puis a incuber a 37 °C
pendant 24h.

L’isolement sur gélos8almonella- Schigellau milieu (SS) consiste a prélever avec une anse
quelques gouttes du milieu d’enrichissement et rapseer en stries sur les boites de pétri
contenant la gélose SS, puis a incuber a 37°@dare 24h. Les salmonelles se présentent
sous formes des colonies translucides avec unecanir, comme elles peuvent se présenter

sans centre noir.

2.6. Analyse sensorielle

L’'analyse sensorielle a été effectuée au sein darddoire de contréle de la qualité de
I'unité industrielle RAMDY, a une température d&€ (sous climatisation).

Un groupe de 50 personnes ont pris part a cetigsensensorielle hédonique et les sujets sont
constitués par le personnel des laboratoires €udige de production de RAMDY. Les types
de produits, au nombre de trois (yaourt témoin@ktavec les ferments lactiques représenté
par A, coagulum élaboré avec un mélange de fermentgjuast et du jus frais de la caroube
représenté pa et le coagulum élaboré avec seulement du jus rdelsa représenté pay).

Les produits élaboréé\, B et C sont présentés simultanément aux sujets avec comme
accompagnement de I'eau. L'analyse s’est dérowgere suit : on demande a chaque sujet de
remplir une fiche d’analyse sensorielle, contentmites les informations relatives aux
parametres de dégustation (Annexe 08). Aprés datjustde chaque produit étudié, il est

demandé aux sujets de boire de I'eau pour enleg(t du précédent échantillon.

2.7. Analyse statistique
Toutes les analyses physicochimiques effectuéesétintrépétées trois fois, et les

résultats obtenus ont été traités statiquemerai@del’d’un logiciel statistique XLSTAT version
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7.5.2 par une analyse de la variance paramét(iiN©VA) pour déterminer la signification
des différences d’un produit a un autre (le semisignification a été fixé a 0,05).

D’autre part, il était question de savoir quelesit les propriétés des produits élaborés qui ont
éte les plus affectées par la substitution desagstde la caroube afin de vérifier jusqu’a quel
point la recette peut étre modifiée sans déceegiattentes du consommateur. Pour répondre a
ces guestions, tous les résultats des mesuresugffscdans le présent travail ont été évalués
par traitement statistique (ACP). Cette analysétéaéalisée a I'aide du logiciel STATISTICA
version 7.0.

L'analyse en composantes principales (ACP) est teoknique de compression des
données définies comme étant multi variées, quinperde multiples traitements distingués
dans le graphique par la présence de plusieurables. Ainsi, elle permet la distinction de
plusieurs produits par difféerents descripteurs eeels (Drake2007). Un avantage majeur de
cette analyse est que l'influence de certainshaisi peut étre mise en exergue, pouvant étre

pris comme indicateurs de choix par les dégustai@hikhouneet al.,2014).
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1. Rendement en jus extrait de la caroube

Le rendement moyen en jus extrait a partir des ggsusertes de la caroube, par simple
pression manuelle, est de 'ordre3iE54 % + 1,00. Ce rendement est inférieur a cebbenus
par certains auteurs, notamment par Abi Azar (2007 est de 41 %. Cette différence pourrait
s'expliquer par l'effet variétal, les conditions vimennementales (le climat et la zone
géographique) ainsi que la méthode d’extractionleyée. En effet, Abi Azar (2007) a fait
I'extraction du jus au niveau du laboratoire etisant un extracteur a jus électrique qu’est plus

performant que la méthode manuelle.

En plus de la méthode d’extraction, la région géplique apparait aussi comme un
facteur influencant le rendement. La caroube eétlisans la présente étude est de Béjaia par
contre celle utilisée par Abi Azar (2007) est dbdn.

2. Teneurs en composés phénoligues du jus et de I'eairacétonique de la caroube verte

Les teneurs en composés phénoliques de l'extr@itoaimjue et du jus extrait des

gousses vertes de la caroube sont résumées dabteleu 04.

Tableau 04.Teneurs en composés polyphénoliques de I'extraibaique et du jus de la

caroube.
Polyphénols Flavonoides Tanins Tanins
totaux condensés hydrolysables
(MgEQ)
(Mg EAG) (mg EC) (mg EAT)
Extrait acétonique
(1g de poids sec ou 242,62 + 39,72 2,97+0,13 59,05+£3,23 82,26+6,62
lyophilisé)
Jus 8548,77+134,70 62,38+ 2,13 934,57+14,91 2122,21+149,47
(100ml de jus)

2.1. Teneurs en polyphénols totaux (PT)

2.1.1. Teneurs en polyphénols totaux dans I'extrait acétaque

L’extrait acétonique présente une teneur en PTodéré de 242,62 + 39,72 mg EAG/g
de poids sec (soit 24,262 g EAG /100 g de poudspHiisée). Cette teneur est supérieure a

celles obtenues par Benchikh al. (2016) et Joslyrt al. (1968) qui sont respectivement de
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I'ordre de 19,82 g EAG /100 g et 204,3 mg EAGIég matiere séche pour les gousses vertes.
Des teneurs relativement variables ont été citées ¢h littérature. Ouzounidaat al (2012)
ont cité des teneurs comprises entre 13,6 & @, EAG/100 g dans la caroube verte des
variétés Grecques. Sebet al (2013) ont trouvé une teneur de 28,07 mg EAG/agsdla

caroube verte Tunisienne.

Selon Benchikhet al. (2016), la difféerence des teneurs en PT observées s
différentes études pourrait s’expliquer par la priance geographique, la méthode d'extraction,
le cultivar, la variété et surtout le degré de mtduwes gousses. En effet plus les gousses vertes
deviennent mdres, plus la teneur en composés phaasldiminue. Cette diminution pourrait
étre expliguée par la conversion des composés figéas solubles en composés phénoliques
insolubles. Ces derniers peuvent se lier facilenaemt polysaccharides de la paroi cellulaire.
Elle pourrait étre aussi due, probablement, & daxipn de ces composés par les enzymes

comme la polyphénoloxydase (PPO) (Benchakhl.,2016).

2.1.2. Teneurs en polyphénols totaux dans le jus

La teneur en PT obtenue dans le jus est de €aildr8548,77+ 134,57mg EAG/100m|
du jus (soit 8,548 +0,134g EAG /100 ml du jus oarbB5,48g EAG /L du jus). Ce résultat
indique une teneur en PT trés élevée par rappdigudres études, notamment celles de Joslyn
et al., (1968) et Abi Azar (2007) dont les teneurs en pb@nols totaux citées sont
respectivement de 6,9 g EAG /L et 45,29 EAG /ljududans le cas des gousses fraiches.

De méme, certaines opérations unitaires, commaeaitement thermique des gousses
vertes, peuvent influencer la teneur en polyphédelse dernier. Dans ce méme contexte, Abi
Azar (2007) a obtenu une teneur en ployphénolautote 14,059 EAG /L dans le cas du jus
extrait a partir des gousses vertes congeleeS8PEAG /L dans le cas du jus extrait a partir

des gousses vertes lyophilisées.

En plus des facteurs déja cités (traitement tharejiqultivar, climat et maturité), Viuda—
Martoset al (2011) ont signalé I'impact des conditions deckage et la méthode d’obtention

du jus sur le contenu phénolique du jus.
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2.2. Teneurs en flavonoides

2.2.1. Teneurs en flavonoides dans I'extrait acétonique

D’aprés les résultats enregistrés dans le tableam 4onstate que I'extrait acétonique
contient 2,97+0,13 mg EQ/g de poudre lyophiliséelalearoube verte. Nos résultats sont
similaires a ceux de Benchildtal. (2016) qui ont trouvé des teneurs comprises eh&@ et
3,2 mg EQ/g de poudre lyophilisée, et inférieuregdx de Sebadt al (2013) qui ont rapporté
une teneur de 6,14 mg QE / kg de poudre lyophili€&s variationpeuvent étre aussi attribuées

a certains facteurcomme le degré de maturité et/ou a la variéte.
2.2.2. Teneurs en flavonoides dans le jus

Les flavonoides présents dans le jus frais de tauba verte sont de l'ordre de
62,38%£2,13 mg EQ/100 ml du jus. Malheureusemeiafysiénce des études effectuées sur
I'évaluation des teneurs en flavonoides dans lede@sla caroube verte, rend difficile la
comparaison de nos résultats avec la littératuréex&eption de Abi Azar (2007) qui a été le

seul auteur a évaluer la teneur en PT seulement.

2.3. Teneurs en tanins condensés et hydrolysables

2.3.1. Teneurs en tanins condensés et hydrolysables datextrait acétonique

Les teneurs en tanins condensés et hydrolysabléextiait acétonique (Tableau 04) sont
respectivement de 59,05+£3,23 mg EC/g et 82,26t6)§2EAT/ g de poudre de la caroube
verte lyophilisée. Sur le plan quantitatif, les iten hydrolysablesextractibles sont plus

importants que les tanins condersésctibles

Plusieurs travaux ont été focalisés sur le degrpalgmérisation du tanin et en particulier
sur la combinaison tanin-macromolécules. Parmi ées,travaux d’Akroum (2006) qui ont
porté sur la combinaison des tanins avec le glut@mjdon et le BSA, ou il s’est avéré qu’en
plus de la concentration du tanin qui a un effghificatif sur le taux de combinaison, la
liaison "tanin-macromolécules" est fonction aussialstructure et du degré de polymérisation

du tanin.

Dans le méme contexte de la structure et de laade la liaison des tanins impliquée dans
la combinaison tanin-macromolécules, Lebouverll&2006) a travaillé sur différents
polysaccharides (cellulose, amidon, pectine...afétme que les tanins se combinent a ces
derniers avec des liaisons non-covalentes. Ripal. (2002) ont constaté que, en solution

51



Résultats et discussions

modele, les tanins condensés ont tendance a s&aagrégours du temps pour se stabiliser avec
une taille de particule augmentant avec la conagair et le degré de polymérisation.

2.3.2. Teneurs en tanins condensés et hydrolysables daeguis

De méme pour le jus de la caroube verte, les teneur tanins condensés et
hydrolysables sont consignés dans le Tableau Og.r€&miltats montrent que le jus contient
934,57+14,91 mg EC de tanins condensés et 212249]44 mg EAT de tanins hydrolysables
dans 100 ml du jus. Une tendance analogue estvagspour le jus ou les tanins hydrolysables

extractiblessont majoritaires par rapport aux tanins condesmgéactibles

Au vu des résultats obtenus, et a titre compatasfteneurs des tanins hydrolysables du
jus ou de I'extrait acétonique sont plus élevass lgs teneurs des tanins condensés dans les
mémes extraits. Selon Nishira et Joslyn (1968) csllyd et al. (1968), ce constat a été
pratiguement similaire pour les gousses vertes ed tanins hydrolysables sont
guantitativement plus importants que les taningdleasés. Mais, il s’avére que c’est l'inverse
dans les gousses mires. Nachtomi et Alumot (1968) identifié plusieurs composés
phénoliques simples comme : leuco-anthocyanindpagechine, épicatéchine, épicatéchine
gallate et catéchine dans les gousses vertes. @&cules sont considérées comme les

précurseurs possibles des tanins condensés présasties gousses mdres.

Nous signalons que les gousses vertes de la caatdbar jus ont fait I'objet de trés
peu d’études, a I'exception de quelques travawoquité conduits dans le but de comparer la

composition en polyphénols des gousses miresajalesses vertes de la caroube.

2.4. Activité antiradicalaire et pouvoir réducteur du fer ferrique de I'extrait acétonique

et du jus de la caroube

L’évaluation de l'activité antioxydante des compog@iénoliques est d’intérét crucial, car
c’est la qualité attribuée a ces composés (Rastfall., 2011). Au cours de cette étude, nous
rappelons que la capacité antioxydante des exgattg€valuée par deux tests qui sont: le test

de l'activité antiradicalaire, et la mesure du pmiuvéducteur du fer ferrique en fer ferreux.

2.4.1. Activité antiradicalaire (DPPH)
Les résultats du test I'activité antiradicalairatseprésentés dans la figure 28.
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Figure 26. Activité antiradicalaire des composés polyphénmmde

I extrail acétonique et du jL de la carout.

A I'égard de la figure 26, nous constatons K[gidrait acétonique présente une activité
antiradicalaire (exprimée en % d'inhibition du i libre) de 41,00+9,00 %, elle est
relativement inférieure a celle de jus (43,0060%8) ( <0,05). Cette différence pourrait étre
due soit a la quantité en composés phénoliquesgilus élevée dans le cas du jus, soit a la
participation de composés phénoliqgues non extiastidans I'extrait acétonique, soit a la

contribution d’autres composés, doués d’actiaitéradicalaire, présents dans le jus.

2.4.2. Pouvoir réeducteur du fer ferrique en fer ferreux

Le pouvoir réducteur du fer peut servimene un indicateur efficace du potentiel
antioxydant des extraits de la caroube. Nous rapgetjue ce test évalue la capacité des

extraits a réduire le fer ferrique (Fe3+) en ferdax (Fe2+).

Au vu des résultats obtenus dans la présente éledtrait acétonique et le jus ont
montré un fort pouvoir de réduction du fer qui sadpectivement de 124,64+7,76 mg EAA/g
(soit 12,46 gEAA/100g), et de 7160,09+ 482,70 mgAE®0 ml du jus.

En se référant a la littérature, on trouve que dewr obtenue dans le cas de l'extrait
acétonigue est faible par rapport a celle citée Beschikhet al., (2016) (22,73 g EAA/100g

de poids sec).
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3. pH, Extrait sec total et Brix du jus extrait desgousses vertes de la caroube

Les résultats obtenus du pH, de I'extrait sealtettdu Brix du jus de la caroube sont

mentionnés dans le tableau 05.

Tableau 05. pH, Taux d’extrait sec total et Brix du jus demigses vertes de la

pH EST (%) Brix (°Brix)

Jus de la caroube 5,39+0,01 25,56+0,81 29,93+0,93

Le pH du jus obtenu est en moyenne de 5,39+0,01réSaltat est |égérement supérieur
a celui d’Abi Azar (2007). Cet auteur a obtenu plthde 5,00 dans le cas du jus extrait avec
un broyeur électrique et un pH de 5,30 dans ledogsis extrait manuellement. Ce faible écart

observé entre les valeurs du pH peut étre di @#ehdu procédé d’extraction du jus.

Concernant I'EST, la valeur obtenue est équivaleate25,56+0,81. Elle est
remargquablement supérieure aux valeurs citées Aair Azar (2007) qui sont 14,79 % et
9,02% de matiere séche respectivement pour le jtraittau laboratoire et le jus extrait
manuellement. Cette différence pourrait s’expligpar les effets de facteurs intrinséque
(variétal) et/ou extrinseque (géographique, cliquag, technique...). Selon la littérature, parmi
les constituants importants de la matiere séch&;onve les protéines dont les teneurs varient
en fonction de la nature du sol (par rapport asgaposition en azote). Selon Avalloeeal

(1997), les teneurs en protéines de la caroubentade 1 a 7%.

La valeur moyenne du Brix obtenue dans la préséntde est 29,93+0,93 °Bx. Ce
résultat se révele important. Le Brix est la meslada concentration (%) d'un composé solide

soluble en solution aqueuse. Plus sa valeur est&l@lus il est concentré.

4. pH, Acidité, Taux d’extrait sec total, Taux de maeére grasse du lait reconstitué

Le lait destiné a la fabrication du yaourt témdinles coagulums élaborés a fait I'objet
d’'une analyse physicochimique. Les parametres aéalysont : le pH, I'acidité Dornic, lEST

et la teneur en Matiere Grasse. Les résultats obteont récapitulés dans le tableau 06.
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Tableau 06.pH, Acidité, Taux d’extrait sec total, Taux matiere grasse du lait reconstitué
pH Acidité (°D) | Taux I’EST (%) | Taux de MG(%)

Lait reconstitué | 6,88+0,01 15+0,00 22.38 +0,45 1,63+0,15

La valeur moyenne du pH du lait utilisé dans larfolation du yaourt et des coagulums

estde 6,88+0,01. Cette valeur indique que tauldisé est frais car son pH n’est pas acide.

De la méme maniére, I'acidité Dornic est considé@@mme un indicateur du degré de
fraicheur du lait. Elle représente la quantité 'deidle lactique présent dans le lait. En effet,
moins un lait est frais, plus il contient d'acidactique (Ait Amer Meziane, 2008).
Naturellement, le lactose contenu dans le laitéggatle progressivement en acide lactique par
les bactéries lactiques originelles du ldiles échantillons du lait reconstitué analysés
présentent une acidité Dornic de l'ordre de 15¢®qui indique que ce lait destiné a la

formulation des coagulums, est frais.

En effet, le lait normal a une acidité de titratioomprise entre 14 et 18 (Ould
Moustaphaet al., 2012). Quand cette acidité est supérieure a 18c8&ly peut conduire a

I'instabilité du lait a la chaleur comme la passation et la stérilisation.

Quant a la matiére grasse, les échantillons dedateurisé analysés ont présenté des
teneurs d’'une moyenne dg63+0,15 % (Tableau 6). Cette teneur est conformk aaorme

rapportée par le journal officielle de la répubBcalgérienne 1993 (1,45 a 1,93 %).

5. Elaboration d’un coagulum

5.1. Résultats préliminaires et choix de I'extrait de lacaroube a incorporer

Nous rappelons que pour I'élaboration des coagullentait reconstitué a été testé
successivement avec les polyphénols purs de liexiodyphénolique puis avec le jus brut
extrait des gousses vertes de la caroube. Ledatsptéliminaires ont montré que I"ajout du
jus entier au lait a provoqué la formation dwécipité, par contre I'ajout de polyphénols de
I'extrait acétonique, quelques soit le pourcentatjgncorporation, n’a entrainé aucun
changement des propriétés structurales du laite(ades totale de coagulation). Pour cette

raison, tous les coagulums ont été formulés avpcslentier extrait des gousses vertes.
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Suite a ce constat, nous suggérons que I'extriphénoligue manque d’efficacité par
rapport au jus. Cela peut étre due a la méthodetrd®ion qui, en utilisant des solvants
organiques d’'une part et des températures élelaese part, ne permet pas de récupérer tous
les polyphénols ce qui a influé sur leurs propsetétives, donc I'efficacité des ces molécules

est moindre pour précipiter les protéines laisere

Malgré I'existence de travaux impliquant la fortenmtbinaison des polyphénols de la
caroube isolés avec les protéines laitieres, nausa&geons I'hypothése d’existence d’autres

constituants, isolés ou combinés, dotés d’acticib@gulante dans le jus entier.

5.2. Incorporation du jus extrait des gousses vertesqur I'élaboration des coagulums

Nous rappelons que le jus extrait des goussessvest porté a ébullition pendant 10
min dont le but d’inactiver tout type d’enzyme qpgiut étre présent dans I'extrait et d’exclure
I'hnypothése qu'il s’agisse d’une éventuelle réacttenzymatique qui entraine la coagulation
des protéines laitieres. L'étude de Abi Azar (20@7)montré gu’il n’'y a aucun effet de

I’ébullition de I'extrait sur les rendements en raeg fraiche de coagulum et en protéines.

D’aprés Abi Azar (2007), la réaction de complexataes protéines laitieres par les
polyphénols de la caroube est immédiate et quatantanéekn effet les caséines présentent
un bon substrat pour les polyphénols et en paigicld caséing qui est tres riche en résidus
proline. En effet, les tanins ont une affinité plékevée pour les protéines que pour les
polysaccharides, car le groupe phénoliqgue des da@sh un excellent donneur d’hydrogéne
capable de former de fortes liaisons avec I'oxygées fonctions carboxyle et carbonyle des

protéines (Desphande et Salunkhe, 1982).

Pour choisir le pourcentage du jus a incorporequetdonne la meilleure précipitation
des protéines laitieres dans le cas du yaourt, avoss testé trois différents pourcentages : 5,

10 et 15 %. Les résultats obtenus sont représeates les figures 27 et 28.
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Figure 27. Photographie des résultats de précipitation dlu jpar I'ajout du jus de caroube
a différents pourcentages

Figure 28. Photographie du Coagulum en pot

(A base de 10% du jus de gousses vertes de caroube)

D’apres ces résultats on constate que le pourcerit@8o du jus incorporé au lait a
donné une meilleure précipitation des protéindgsétas dont le coagulum est bien ferme, par
contre le pourcentage 5% n’a donné aucune préogitat le pourcentage 15% a donné un
coagulum lache.

La dose optimale (10%), qui a donné une bonnemtédon des protéines du lait, est
inférieure a celle constatée par Abi Azar (2007)est de I'ordre de 30 % du jus de la caroube.
Cette différence est probablement due a la diffé&getles teneurs en composés phénoliques

dans les deux jus utilisés en relation avec la au#hd’extraction du jus et du cultivar.

La dose de 15 % du jus incorporée au lait a pedinbtenir une complexation des
protéines mais le précipité formé n’est pas ferosda peut étre expliquée par le pourcentage

élevé des polyphénols par rapport a la concentratés protéines du lait. En effet, en présence
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d’'un exces de polyphénols, tous les sites deohaiprotéiques sont occupés. Par conséquent,
la complexation est faible, car les polyphénolsnhjpas acces a d’autres sites de liaison libres
pour se complexer. Ceci conduit a des agrégatsetite paille et ainsi a un coagulum moins
ferme et aqueux (Abi Azar, 2007). Selon Sielsrial. (1996), la formation d’'un précipité
dépend des concentrations des polyphénols et ddsimrs dans la solution ainsi que du

rapport polyphénols/protéines.

Dans le méme axe d’étude, Abi Azar (2007) justifutilisation unique de l'extrait de
gousses vertes pour la coagulation des protéingierds par I'abondance des tanins
hydrolysables dans ce dernier. Selon ce mémeirqu@2% des protéines engagées dans la
réaction sont précipitées et le jus agit sur ledaiprivilégiant d’abord I'action sur la caséjhe
ce qui doit entrainer la coagulation de I'ensemb&s protéines par déstructuration des
micelles, puis en précipitant les protéines sésgl&etude effectuée par Jobst al. (2004)
montre aussi qu’en formant des complexes avecdgplpénols, la molécule protéique étudiée
(caséingB) adopte une conformation compacte différente dstriacture originelle flexible et

déroulée.

Par rapport au type de liaison impliquée, Abi A@007) indiqgue que la complexation
des protéines laitieres par les polyphénols deataube verte est une interaction hydrophobe
entre les protéines et les polyphénols et queiles Bydrophobes des protéines laitiéres sont
accessibles quelque soit la température, doncaetiod est indépendante de la température
contrairement a la présure et les ferments quisagtsa des températures optimales bien

déterminées.

5.3. Effet conjugué ferments-jus de caroube

Pour étudier I'effet conjugué ferment-jus de caeyun deuxieme type de produit a été
élaboré en ajoutant le jus de caroube (avec ure d®40 %) au lait apres avoir ajouter 0,02%
de ferments lactiques type YC-X16 et YF-L705.

Dans les premiers temps, seul I'extrait de caraédiable agir et les ferments lactiques
n‘'ont montré aucun effet remarquable. Mais apgtapge d’incubation a la température 42 °C,
la réaction de coagulation prend le chemin invelfaetion des ferments lactiques prend part

sur la réaction des polyphénols.
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Dans le produit obtenu, on remarque la séparaléodeux phases : le jus de la caroube
complexé avec quelques protéines du lait dans d&selnférieure du pot, et le reste du lait
fermenté par les ferments ajoutés dans la phas&isupe. Ce résultat est expliqué par le fait
que les polyphénols de la caroube n’ont pas d'sifietles ferments lactiques (ne sont pas des
inhibiteurs de ces ferments) contrairement a laueequi est inhibée par les plolyphénols de la
caroube, du fait que les polyphénols agissent suméme substrat que sont les protéines
laitieres (Abi Azar, 2007). Les polyphénols de daaube n’inhibent pas I'action coagulante des
ferments lactiques. Les coagulums obtenus parradiés ferments ou de I'extrait de caroube
ont une organisation du réseau coagulum différentdle des ferments donne un coagulum

lisse alors que celle du jus donne une textureulgase du coagulum.

Ces coagulums ont été comparés au témoin : lertygétuwwé de RAMDY fabriqué selon le
diagramme de fabrication mentionné précédemméiatsa de ferments lactiques de type YC-
X16 et YF-L705.

6. Caractérisation physicochimique des produits élabars
6.1. pH

Le pH est un facteur crucial et critique danselehnologie de fabrication du yaourt et
joue un rdle important dans les propriétés sensegidu produit fini. La figure 29 présente les

valeurs du pH des trois coagulums élaboreés.
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Figure 2€. Valeurs moyennes du pH des produits élaborés.
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Le témoin (yaourt étLé) et le coagulum élaboré avec le jus de careules ferment
lactiques présentent des valeurs de pH tres pg: 4,22 pour le premier type et 4,36 pou
deuxieme ¢ < 0,05). Ces valeurs concordent avec normes internes de l'entrepri Le
coagulum élaboré a base du jus de caroube prasemid de 5,07. Ce pH est un peu élevé
rapport aux deux autres produits. Cette différqreag étre expliquée par I'actté des ferments
lactiquessur le lactose du laiengendrant la production de l'acide lactique etcdefait
I'abaissement du pH du produ

6.2. Extrait Sec Total

Les résultats de 'EST des produits élak sant représentés dans la figure.
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Figure 30. Valeurs moyennes de I'Extrait Sec To@s produits élabort

Ces résultats présentente conformité avec les normee HEST du yaourt déclaré
par la laiterie RAMDY. Néanmoins, ur tres faible différence deeneur en matiére sec est
observée danke cas du coagulum élaboré avec le jus de carouba présenté une teneur
moyenne de 22,74, ce gestdue probablement a une quantiténdatiere séct apportée par
I'extrait de caroube, mais qui reste fai par rapport au témoin et le produit élaboré pe
combinaisordu jus et ferments présentant retivement 22,03 et 22,32 ((p < 0,05).
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6.3. Acidité

Les moyennes de l'acidité titrable mesuréeles produits élaborés sont resumées ¢

la figure 31.
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Figure 31. Valeurs moyennes de I'acidité titrable des prodéligboré:

Les résultats correspondants a l'acidité titrabke to@is produits élabés sont donnés

dans la figure 32.

Le témoin et le coagulum élaboré avec les fermiaatiques et le jus de caroube a la fois

presque lanéme acidité qui en moyenne 81+0,00 °D poule premier €80,33+£0,57 °D pour

le deuxiemeet sont plus élevées par rapgcoagulum élaboré avée jus de la caroube se a

présentéune acidité de 63,66+4,72 (p < 0,05). Cs valeurs sont en accord avec hormes

internes de I'entrepris€ette différence peut étre expliquée par le fad ps trois produits r

contiennent pas la méme quantité d’acide lactigimeeffe, la quantité d’acide lactique tote

évaluée est probablemerdlle existante dans le lait de départ, a laquediet s'ajouter I'acidit

développée par l'action des ferments lactiquestganisforment le lactose du lait en ac

lactique dans les deux produits renferment les deatmlactique.

L'acidité Dornic dans ces derniers types est salténte de l'acidité naturelle du lait a laqu

vient s'ajouter l'acidité développée par les fetmmdactiques, alors que l'acidité titrable

coagulum du jus de la caroube est représentééapidité naturelle du lait
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6.4. Matiere grasse

Le yaourt témoin est le seul produit qui a adonné&ésultat de la teneur en matiere
grasse qui est en moyenne de (1,95+0,07) %. Calidevest conforme aux normes en vigueur

interne de I'entreprise RAMDY et ceux du codex @0qQui exige une valeur inférieure a 15%.

Concernant les produits renfermant le jus de laudse, la détermination de la teneur
de la matiére grasse, n'a pas été possible. Qmsarvé que le mélange a noircit lors de la

centrifugation.

La teneur en matiére grasse des produits renferlagos de caroube revient peut étre a la
teneur du lait du départ en matiére grasse, ditdeature indique que la caroube contient de
tres faibles teneurs en matiere grasse (0,24 &&,@enchikhet al.,2016).

7. Analyses microbiologiques des produits élabasé

Les résultats des analyses microbiologiques desgroduits élaborés sont donnés dans

le tableau 7.

Tableau 07.Résultats des analyses microbiologies des proélaiborés.

Coagulum a base Coagulum a
Témoin du jus base du jus et
ferments
Coliformes Absence Absence Absence
totaux
Coliformes Absence Absence Absence
fécaux
Staphylococcus Absence Absence Absence
aureus
Salmonelles Absence Absence Absence
Levures Absence Absence Absence
moisissures

Selon les résultats consignés dans le tableauoQ3, leés produits élaborés présentent
une bonne qualité microbiologique. Il y a absemtal¢ de germes dans les trois produits. Ces
résultats sont conformes aux normes du journatieffde la république algérienne n°35 du 27
mai 1998.
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L’absence totale de germes dans les trois poésitdue a I'application et a I'efficacité
des traitements thermiques effectués sur les reatigremieres, ainsi que le respect de regles

et des conditions d’hygienes lors d’élaboration @&s produits.

8. Etude de la variabilité des produits élaborés
8.1. Structuration des variables

Les résultats de 'ACP (Analyse en Composanteschaiies) des 03 types des coagulums
élaborés sont présentés dans la figure 32. Le reodires choisis est de deux, vu que 46,97%
de linformation totale a été fournie par ces deaxes. Les axes 1 et 2 représentent la
disposition des différents attributs sensorieldliétsi (variables sensorielles au nombre de 09)

caractérisés par I'analyse sensorielle des trpiesyle coagulums sur le cercle unité.

La premiere composante principale, représentégxarl, a apporté 32,34 % de l'information
totale. Elle a fait ressortir deux groupes impdganle groupe 1 est représenté par les
variables : brillance (B), arbme (Ar) et couleur) (Gontribuant positivement a l'axel; le
groupe 2 est représenté par les variables : astragg(As) et granulométrie (Gr) contribuant
négativement au méme axe. Ces deux groupes s’agpasea l'autre.

La tendance de regroupement des variables B, Ar iadiquent que ces parametres agissent
comme descripteurs sensoriels pertinents pourgasiaéteur : il s’agit du toucher.

Du c6té opposé du méme axe, on remarque que liebhlesr; formant le deuxieme groupe : As
et Gr, sont corrélés positivement entre elles, mégativement avec le groupe précédent. Ceci
peut probablement s’expliquer par le fait que fagience et le caractére granuleux sont pergus
par le goQt, ce qui est contraire a la sensatiotodcher qui caractérise la tendance du groupe
(B, Ar et C).
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1.0

0.5

=
=
T

Factor 2. 14,63%

-1.,0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Factor 1 : 32,34%

Figure 32. Répartition des variables dans le plan 1/ 2 (catekevariables).

La deuxieme composante principale, représentékapal, a apporté 14,63% de I'information
totale. Elle décrit positivement les variables peag moussant (M) et paramétre consistance
(Cn), et négativement deux variables : aspect na$€3 et saveur sucrée (S) des coagulums
élaborés.

Ces deux groupes s’opposent I'un a l'autre. Cetteldnce préte quelque peu a confusion, car
le sucré est sensé se mettre avec le groupe rafaaske godt (As, Gr) et le cassant (Ca) avec
le groupe du toucher (B, Ar et C). Ceci nous indiggalement que la perception de certains

attributs sensoriels par les dégustateurs n‘obsifgecément a leur prédiction.

8.2. Structuration des coagulums

La figure 33 représente la distribution des obderma (nuage de points) correspondant
aux coagulums élaborés. Nous rappelons que les domgulums sont codés par A (yaourt

témoin élaboré avec les ferments lactiques), B §Gloan élaboré avec un mélange de ferments
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lactiques et du jus de caroube) et C (Coagulunoédalseulement avec le jus de caroube). On
remarque une condensation importante des poimgartenant aux trois types de coagulum au
niveau du centre du cercle, ce qui rend difficlke caractérisation de ces points. Donc il est
difficile de donner une tendance propre de chagagwum en fonction des variables étudiées.
D’apres (Moskowitz and Krieger, 1995), les alimeptgsentent des matrices alimentaires
complexes et il est tres difficile d’isoler I'effefun attribut sensoriel, sans le relier aux autres
effets provenant des autres attributs sensoriesgadit, la flaveur, la texture et I'apparence

constituent les descripteurs sensoriels primordiauxenir en compte lors d’'une analyse

sensorielle.
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Figure 33.Répartition de nuages de points dans le plan d¢éZle des individus).
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Conclusion générale

Nous rappelons que I'objectif du présent travatl lascaractérisation phénolique de
deux extraits de caroube verte (extrait polyphén@iet jus entier extrait des gousses fraiches)
et I'étude de la possibilité d’incorporation de cesix extraits dans la formulation d’'un yaourt
type étuvé et leurs effets sur la précipitaties protéines laitieres.

Les principaux résultats obtenus ont montré qoes deux extraits sont riches en composés
phénoliques, en particulier en polyphénols toté@a2,62 + 39,72 mg EAG/g de poids sec de
caroube et 8548,77+ 134,57mg EAG/100 ml du jussfrai qu’ils sont dotés d’'une forte
activité antioxydante. Ces résultats font de l'aittide caroube verte un agent antioxydant
exceptionnel trés riche en polyphénols.

L'effet de ces deux extraits, sur la précipitati@s protéines laitieres, a été testé par
I'élaboration de coagulum. Le test de coagulatioévelé que la précipitation des protéines n’a
aboutit gu'avec le jus. De ce fait, ce dernier gt utilisé en tant qu’'agent de la coagulation
du lait. Pour s’assurer qu'aucune activité enzygoatidans l'extrait n'était responsable de la
coagulation du lait, un test d'ébullition a été liga Cette propriété pourrait étre due
probablement a la richesse du jus en tanins cmédeet hydrolysables a la fois.

Différents essais concernant I'élaboration degohsns a base du jus de caroube verte ont été
réalisés. Trois coagulums ont été élaborés avecacentrations de 5%, 10 % et 15%. Les
résultats obtenus ont montré que la dose optithajas qui a donné une bonne coagulation du
lait est de 10 %. Cette dose nous a permis d’avoroagulum ferme avec une légere synérése
du lactosérum. Les polyphénols de caroube veitenomtré la particularité de complexer les
protéines laitieres.

L'étude de I'effet de la combinaison du jus de cé verte et des ferments lactiques
sur la coagulation du lait a montré I'absence @ifihibiteur des polyphénols sur les ferments
lactiques. Au début de la réaction, les polyphépaolsune tendance a précipiter les protéines
mais par la suite et au cours de l'incubation cadpit, les ferments lactiques ont montré une
affinité plus élevée aux protéines qu'aux polypHgn&n effet, le produit obtenu par cette
combinaison a possédé les mémes caractéristigysgpthimique et microbiologique que le
yaourt témoin étuvé de RAMDY. Ces caractéristigaiagerent conformes aux normes internes
de I'entreprise.

La caractérisation physicochimique du coagulum rbtear le jus de caroube a une
concentration de 10 % a révélé que le coagulummobdeprésenté un pH de 5,07. Cette valeur
indiqgue que ce nouveau produit est moins acidergpport au témoin (yaourt étuvé de

RAMDY) et le coagulum élaboré avec la combinaisenferments et du jus. Les résultats de
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I'acidité titrable ont confirmé cet aspect, le golm a présenté une valeur de 63,66 °D, par
comparaison au yaourt témoin et au produit élabuee la combinaison de ferments et du jus
qui ont donné 81 et 80,33 °D respectivement.
Par rapport a I'extrait sec, le jus de caroube rardtmué avec une faible quantité ce qui a été
observé au niveau de teneur en EST dans le coagtiaiboré (EST = 22,74 %). Pour la
teneur en matiére grasse du coagulum élaboré,estlereprésentée par la matiére grasse
apportée par le lait du départ.
A I'échelle microbiologique et d’apres les résudtabtenus le produit élaboré a montré une
bonne qualité microbiologique

Enfin, une analyse sensorielda un test hédonique de dégustation, a été réalisae et
permis d’étudier I'acceptabilité et 'appréciatides dégustateurs envers les yaourts produits.
L’analyse sensorielle a révélé des aspects retagne intéressants que 'ACP a clairement
démontrés, notammena corrélation de certains paramétres par rapport. tioeélation
négative est obtenue entre le premier groupeldbcé, couleur et arbme) et le deuxiéme
(astringence et granuleux). Les parametres duipregnoupe sont percus par le toucher par
contre ceux du deuxieme groupe sont percus pavde gne appréciation de la majorité des
dégustateurs a été apporté pour le produit éladné le jus de caroube verte ou il s'est avéré

un peu plus sucré par rapport au témoin et maitea

A partir de la présente étude, quelques perspectsont a envisager :

» La mise en évidence de la nature des interactioq@iquées dans la précipitation des
protéines laitieres par les polyphénols de la ulaep ainsi que les types de polyphénols
engageés dans la réaction,

» L’approfondissement de cette étude par I'applicatibautres tests tels que I'analyse des
complexes (protéine-polyphénol) par chromatographigiide haute performance et
spectrométrie de masse,

» L’élaboration d’autres produits laitiers fermentiEst la coagulation sera réalisée a base du
jus de caroube ;

» L’élargissement de la gamme d'utilisation des pb8mols de caroube verte dans d’autres

formulations alimentaires en industrie agro-alina@et
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Annexe 01. Biosynthése des composés phénoliques.
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Figure 01.Voie de I'acide shikimique (Wilfred et NicholsorQ@3).
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Figure 02. Métabolisme des phénylpropanoides conduisant aogipaux groupes de composés
phénoliques (Atta-ur-Rahman, 2003).



Annexe 02. Structu

re des composés phénoliques deckroube.
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Les composés phénoliques identifiés:

| = acide cinnamique,

Il = acide p-coumarique,

lIl = acide ferulique,

V= acide syringique,

V= acide gallique,

VI = methyl gallate. Flavones:

VII = apigenine,

VII= chrysoeriol (luteoline 3' methyl ether),
IX=tricetine 3',5'-dimethyl ether,

X = luteoline. Flavonols:

XI = quercetine,

Xl isorhamnetine (quercetine 3'-methyl
ether),

XIII = myricitine,

XIV = kaempferol. Glycosides de flavonol:

XV = kaempferol-3-0ua-L-rhamnoside,

XVI = quercetine-3- Gx-L-rhamnoside,

XVII = quercetine arabinoside,

XVIII = myricetine-3-0-u-L-rhamnoside,

XIX = myricetine glucoside (configurations pour hirgoside
XVII et glucoside XIX non confirmees); flavanone:
XX= naringenine; isoflavone:

XXI = genisteine. Gallotannins:

XXII = 1,6-di-O- galloyl$3-D-glucose,

XXIII = 1,2,6-tri-O-galloyl8-D-glucose,

XXIV = 1,2,3,6-tetra-O-galloyB- D-glucose.

Figure 01. Structure des composés isoles et identifiés €fibrade caroube (Owest al.,2003).




Annexe 03. Caroube verte utilisée.

Figure 01.Photographie des gousses vertes de la carCeratonia siliqua |.).

Figure 0Z. Photographie de la poudre lyophilisée

Figure 03. Photographie du jus de la caroube verte.



Annexe 04. Courbes d’étalonnage.
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Figure 01 Courbe d'étalonnage des polyphénols totaux.
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Figure 03.Courbe d’étalonnage des flavonoides.
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Fiaure 03. Courbe d’étalonnaae desnins condensé
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Figure 04 Courbe d’étalonnage des tanins hydrolysables.
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Figure 05.Courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur du fer.




Annexe 05. Préparation des solutions des dosages.

Tableau 04.Préparation des solutions des dosages.

Solution Préparation

Carbonate de sodium N COs. it 7,59
(Na, CO3, 7, 5%) Eau distillée..................................200 ml
Réactif de Folin-Ciocalteu Réactif de Folin-Ciocalteu....................1 ml
(dilué & 1/10) Eau distillée...............coevvivinenn.9ml

Chlorure d’aluminium O 29
(AICI5, 2%) Methanol........ 100 ml
DPPH a 60pmole DPPH...c 2,4 mg
Méthanol...........ocviiiiiiiiiiei e, 100 ml

Tampon phosphate
(0,2M et pH 6,6)

KH,PO,(2,7218 g) dans I'eau distillée (100 ml)
K,HPQO, (3,4836 g) dans I'eau distillée (100 ml)

PH de la solution de K#PO, ajusté a 6,6 avec la
solution de KHPO, (cas ou PH< a 6,6)

PH de la solution de &IPQ, ajusté a 6,6 avec la
solution de KHPQO, (cas ou PH > a 6,6)

Ferricyanure de potassium Ferricyanure de potassium...................... 19
(1%, miv) Eau distillée......................eer et 100 M
Acide trichloracétique Acide trichloracétique...................c...... 10g
(10%, miv) Eaudistillée............coooiiiiiiinn 100 ml
Acide gallique (0,05 mg/ml) Acide gallique...........ccooiiiiii i 1mg
ACELONE 70%0. ... ieie e i 20 ml
Quercétine (0,02mg/ml) QUEICELINE....ci it 1mg
ACEIONE 70%0. ... i, 50 ml
Catéchine (0,02 mg/ml) Catéchine.........ooooviiiiii e, 1mg
ACELONE 70%0.....ieieie e 50 ml
Acide tannique (0,1 mg/ml) Acide tannique.........cooevieiiii e, 2 mg
ACEIONE 70%0. ... i, 20 ml
Acide ascorbique (0,04 mg/ml) Acide ascorbique.............ccooviiiiienns 1mg
ACEIONE 70%0. ... i e, 25 ml
Réactif ferrique (2% de sulfate de | Sulfate de fer et d’ammonium.................. 29
fer et d’ammonium dans HCL a HCL (2M)..o e, 100 ml

2M)




Tampon acétate (PH = 4,9)

Acide acétique (0,2M)............ccvnee

Na Cl (0,17M) .. vevveeeee e, 0,39 g

Eaudistillée..........coovveei

PH ajusté a 4,9

BSA (Img/ml dans le tampon BSA. 40 mg
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Annexe 06. Photographie d’extrait polyphénolique (P) lyophilisé.

Figure 01.Photographie d’extrait phénolique lyophilisé (EP).




Annexe 07 Composition des milieux de culture utilisés

Tableau 3. Composition de la gélose Lactosée Biliée au Gristaet et au Rouge neutre

(VRBL).
Composant Quantité

- Digestat enzymatique de tissus animaux (Peptone) 7049
- Extrait de levure 3,09
- Lactose 10,0 g
- Sels biliaires 159
- Chlorure de sodium 500
- Rouge neutre 30,0 mg
-Cristal violet 2,0 mg
- Agar-agar 12a18¢g
- Eau 1000 ml

Tableau 4.Composition du milieu Baird Parker.

Composant Quantité
- Tryptone 9,47 g
- Extrait de viande 4,74 ¢g
- Extrait autolytique de levure 0,95¢9
- Pyruvate de sodium 9,47 g
- Glycine 11,379
- Chlorure de lithium 4,74 g
- Agar agar bactériologique 14,21 g
- Plasma de lapin, EDTA 25,0 ml
- Fibrinogéne bovin 509
- Inhibiteur de trypsine 25,0 mg
- Tellurite de potassium 25,0 mg
- Eau. 1000 ml

Tableau 03.Composition d’eau peptonée tamponnée.

Composant Quantité
- Peptone 10,0 g
- Chlorure de sodium 5009
- Hydrogéno-orthophosphate disodique Dodécahydka2HP04, 12H20) 909
- Dihydrogéno-orthophosphate de potassium (KH2PO4 159
- Eau 1000 ml




Tableau 04.Composition d’OGYE.

Composant Quantite
- Extrait de levure 59
- Glucose 209
- Agar 12 g
- Eau. 1000 ml

Tableau 04.Composition du bouillon SFB.

Composant Quantite
- Peptone 59
- Tryptone 59
- Mannitol 49
- Phosphate dipotassique 79
- Eau 1000 ml

Tableau 05.Composition de la solution Ringer.

Composant Quantité
- Bicarbonate de sodium 0,05¢g
- Chloride de potassium 0,11 ¢
- Chloride de calcium 0,06 g
- Chloride de sodium 2,25¢
- Eau 1000 ml

Tableau 05.Composition du milieu SS.

Composant Quantite
- Extrait de viande de boeuf 5049
- Peptone 509
- Lactose 10,0 g
- Sels biliaires 8,59
- Citrate de sodium 10,0 g
- Thiosulfate de sodium 8,59
- Citrate ferrique 109
- Vert brillant 0,00033 g
- Rouge neutre 0,025 g
- Agar 15,09
-Eau 1000 ml




Annexe 08.Questionnaire de I'analyse sensorielle.

Evaluation sensorielle des coagulums élaborés &ftélle du laboratoire

Sexe: Age:

Veuillez examiner et golter chaque échantillon aelpit, et donnez votre remarque selon
les parametres mentionnés ci-dessous.

0: Néant +: Faible ++:
LE VISUEL :
A B C
<+ Couleur:
ORI [} Blane [} Blanc [} Blanc
D Blane cassé D Elanc cazzé D Blanc casse
& Bn]lam:e:l:l Mat |:I Mat D Mat
[l Brillant [ Brllant [ Brllant
LA TEXTURE :
# Cassanmt: [| Oul O ou [} Oui
D Non |:I Non I:I Non
< Granuleux : [] Oui ] Ou Q Ou
D Non D Non I:I Nen

<+ Consistant a

la cuillére 1 [J Oui ] O [} Ou
(] Nen [J Non [J Nen

<+ Moussant : D Oui D O I:I Oui
J Non [J Nen [ Nen




LE GOUT :

A B C
£ Saveur :
D Sucré D Sucré D Sucré
[} Amer [ Amer [} Amer
[ Acide [J Acide [ Acide
Intensité : o o 0o
a - - 3.
d . a .. g
< Astringence :
D Prézence |:I Prézence D Presence
D Abzence |:I Ahbzence D Abzence
Intensité : O o O o O o
O - 0 . -
O O [
L*AROME :
A B C
O o O O o
[ Aucun d Aucun O Aucun
Persistance
de I’arome
en bouche : [J Persistant 0 Persistant [J Persistant

O Non persistant ] Non persistant ] Nonwversistant
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Abstract

Carob is considered as a potential source of nammtioxidants (polyphenols).
Indeed, researchers and manufacturers in food trydgsve an increasing importance for
polyphenols due to their antioxidant propertiegirtlgreat abundance in our diet, and their
crucial role in the prevention and treatment ofesal diseases. Thus, recent interest from
consumers for functional foods and the need tcamepthe synthetic antioxidants by natural
antioxidants has led to the use of these moledalé&smulate new products. The combination
of antioxidant components from some fruit with mpkoteins is the best example that has
been reported by several authors. The objectivéhefpresent work is the polyphenolic
assessment of green carob’s extracts (Polypheexiract and juice extracted from the fresh
pods) and study the possibility of their incorpamatin a formulation of a yogurt and their
effects on the precipitation of milk proteins. Tlhgsmainly motivated by the research of a
wide range of rich or enriched foods in polyphengiarticularly in case of dairy products.
The evaluation of polyphenols in the studied exsragave high contents of phenolic
compounds namely total polyphenols, flavonoids tamhins. Therefore, the assessment of
antioxidant activity, by DPPH andironreducing powests, depicted a high antioxidant
activity for both extracts. Green carob is therefaonsidered as an important source of
natural antioxidants. Coagulation test revealedegipitation of proteins with the juice at a
level of 10%. The latter allowed to obtain a decsagulum with a slight whey syneresis. In
fact, juice from green carob seems to be more @pate as a coagulating agent of milk
protein in dairy industry, especially in yoghuroguction. Physicochemical analyses of the
obtained coagulum showed a pH of 5.07, an acidit§3p66 ° D and a total dry extract of
22,74%. This coagulum is significantly differenorin the control yoghurt. Microbiological
analyses reported that the coagulum formulated sticavgood stability towards pathogens

and germs of contamination.

Key words: carob, polyphenols, yogurt, milk proteins, pretpon, coagulum.



Résumé

La caroube est considérée comme une source pdierdie antioxydants naturels
(polyphénols). En effet, les chercheurs et les strikls en agro-alimentaires donnent une
importance croissante pour les polyphénols en mad® leur propriété antioxydante, leur
grande abondance dans notre alimentation, et lgdle crucial dans la prévention et le
traitement du plusieurs maladies. Ainsi, I'intérétent des consommateurs pour les aliments
fonctionnels et la nécessité de remplacer les aydants synthétiques par des antioxydants
naturels a conduit a l'utilisation de ces molésyp®ur formuler de nouveaux produits. La
combinaison des constituants antioxydants issusedains fruits avec les protéines laitieres
présente le meilleur exemple qui a été rapportéphasieurs auteurs. L’objectif du présent
travail est I'évaluation du contenu polyphénoliqies extraits de la caroube verte (extrait
polyphénolique et jus extrait des gousses frajobelétude de la possibilité d'incorporation
de ces deux extraits dans la formulation d’'un yaetteurs effets sur la précipitation des
protéines laitieres. Ceci est considérablement v@gpar la recherche d’'une large gamme
d’aliments riches ou enrichis en polyphénols, patiérement dans le cas des produits
laitiers. Le dosage des composés phénoliques @anextraits étudiés a donné des teneurs
élevés en composeés phénoliques a savoir les paigid totaux, flavonoides et tanins. Ainsi
I'évaluation de l'activité antioxydante, réaliséar e test au DPPH et le pouvoir réducteur du
fer, a montré que les deux extraits possedentane &ctivité antioxydante. Donc la caroube
verte peut étre considérée comme une source inmperéa antioxydants naturels. Le test de
la coagulation a réveélé une précipitation des jmetavec le jus avec une dose de 10%. Cette
derniere a permis d’obtenir un coagulum ferme awee légére synérese du lactosérum. En
effet, le jus de la caroube verte semble étre plogroprié comme agent coagulant des
protéines laitieres dans le domaine laitier notamtnuans la fabrication du yaourt. Les
analyses physicochimiques effectuées sur le coagohienu, montrent un pH de 5,07, une
acidité de 63,66 °D et un extrait sec total de 227 Ce coagulum est significativement
différent du témoin. Les analyses microbiologiquasntrent que le coagulum élaboré

présente une bonne stabilité vis-a-vis des germamgenes et de contamination.

Mots clés : caroube, polyphénols, yaourt, protéines laitierpsacipitation, coagulum.









