‘r:.'.- i bl i aal i al A i sdaall
LrA—T"“ G :“ 3 L-_,JI | Hh_“di SJIIJLQ

Université Abou Bekr Belkaid g

Mémoire De Fin D’études
En vue de L’'obtention Du Dipldme Master |l
OPTION : ALIMENTATION ET NUTRITION

Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliqué et Imnologie

Présenté Par :

¢ BENYAHIA RoquiaHayet

Théme

ETUDE DE L'ACTIVITE ANTIMICROBIENNE DES EXTRAITS
PHENOLIQUES DE LA FARINE DE LA PULPE DE LA CAROUBE
PAR INTERACTION PREBIOTIQUE-PATHOGENES

Soutenu le 02/10/2014 devant le jury composé de :

— Mr LARIBI. M Professeur Président

- MrREBIAHL.S M Maitre-Conférence « B »Examinateur
- MrSelles. C Maitre-conférence « B »Examinateur

- MmeYOUCEFI. FMaitre-assistante « A » Promotice

Année Universitaire : 2013 - 2014




Remerciements :

Grdce a Dieu le tout puissant et a ['intervention de plusieurs personnes ce
travail a pu voir le jour.

Le grand mérite revient a mon encadreur Mme YOUCEFIF qui a su me
guider avec patience me prodiguer conseils judicieux et orientations scientifiques.

Cest un grand honneur par moi d avoir travaillé sous sa direction.

J adresse également mes remerciements les plus sincéres au Pr. LARIBI. M
pour m’avoir accueillie au sein de la formation Master 11 ALIMENTATION
ETNUTRION, et qui m’a fait ["honneur de présider ce jury.

Aussi, je remercie Mr SELLES maitre de conférences a ['université de
Tlemcen de m'avoir permis de travailler au sein de laboratoire et pour sa
précieuse aide.

Je tiens éqalement a remercier Mlle GHANEMI. FZ maitre assistante d
[université de Tlemcen pour sa précieuse aide.

J'exprime aussi mes remerciements pour les membres de jury qui ont daigné
examiner ce projet et présider le jury de sa soutenance.

" Monsieur LARIBI M professeur a ["université de Tlemcen ;

" Monsieur REBIAHIS M maitre-conférenceB a [université de
Tlemcen

" Monsieur SELLES C maitre-conférence® a [université de Tlemcen

Je remercie [ensemble des enseignants a qui revient le mérite de notre
formation.

Finalement, que tous ceux qui ont participé de prés et de loin a
[élaboration de ce projet de fin d’études y trouvent [expression de mes sinceres
remerciements et de toute magratitude.






Liste des tableaux

Tableau I Composition moyenne de la pulpe de caroube ...........comvmurennenn.n... 8
Tableau.2: Superficie occupée par le caroubier .............ccccovevviiivie e veen. 12
Tableau.3: Production mondiale de caroube ..., 12
Tableau 4 :principales classes des composés phénoliques ........cccoeewmeenenen.... 16
Tableau 5 :exemples des composés prébiotiques commercialisés...................27

Tableau 6 Proposition de criteres de sélection des prébieiguapplication
Intestinale ... .30
Tableau 7 Effets positifs des prébiotiques sur la santé (gfieobables ou suspectés).35

Tableau 8 :Natureet 'origine de différentes souches pathogéniisées............... 37
Tableau 9: I'échelle de I'estimation de l'activité antimicr@nne........................... 46
Tableau 10: résultats de la CMI des extraits phénoliques witssades souches

DA I ENNES . .. oo e 53

Tableau 11 rapports frontaux en fonction des standards................cccceeeunen. 56



TABLE DES MATIERES

Introduction générale

o o bk~ w

Chapitre | : généralités sur le caroubier

Présentation de la plante EtUAIEE ..........coeieiiieeeieeiiiiiieee e 1
O T 1= (o T 1= R 1
2 = To] [ o | = PRSP 1
1.3.Biologie et physiologie du cycle de vegétation..............cccvvvvvveeeiiiiieneeeeennnn. 3...
I S T=T o] 0o [FTox 1 o o 1R P 4
Origine et répartition geographiquUE ..........cooeeeeeeiiiiiiieeecr e eeee 4
2.1.0rigiNe de CArOUDIET ....ccoiiiiiiee et 4
2.2. Distribution géographique de caroubier ..... o vvvveiiiiiiiiee e 5.
Composition chimique de la Caroube............ccaeiiiiiiiiii e 7
Proprietés et UtIlISAtION ...........uuuuiiiiiiiiieeieee e eeee e 7
O (0] o] =] (=S 7
4.2, UtIliSation du CArOUDIET .........uuiiiiiiiiiieeeees ettt 9
A2 1 ATDIE. ..o 09
422 FTUILS ..o e e l0
4.3.Les autres parties de I'arbre.........oooevvccceeeeiiiieeee e 11
Production du CarOUDIET ............uiiiiiiiiiiiii i 11
Chapitre Il : les polyphénols
INEFOAUCTION ...t et e e e e e e e e e e e e e s s s e e e e e e e e e eeeeeas 14
Présentation des POlYPhENOIS............uvviiiiieiei e aee e 15
Classification des polypheénols............coo e 15
2.1.LeS flaVONOTUES. ... ..ottt e e e e e e e e e ee e e e neeneeeesenees 16
2.2. LS TANNINS ...ttt e e e e e e e e e e e et e e e e e as 17
Les polyphénols de la CarOUDE.........ccoo oo e 17
Caractéristiques des polyphénols de la caroube..............ccccooovrriiiiiciiceeeennn. 18.
Propriété biologique et effets des polyphénols..............ccooeiiiiiiiiiiiiiiicceee 19
Activité antimicrobienne des composés phenoliques..............uvviiiiiiiiieeeeeeeeeeenn, 20
R N (1S =T o] 1o [ =SSR 20
6.2. ANLI-INFLAMMALOINE ... s 20

6.2.1. Anti-inflammatoire hOrMONAUX ........ooeee e e 20



6.2.2.Anti-inflammatoire NON hOrMONAX . ... .. ee e 21

6.3 ACHVILE ANtIfONGIQUE .....vvvveeiiee e e e e e e e e e e 21
N g 1] 0= 1= R =V (=R 22
6.5 ACHIVIIES antiDACIENIENNES.......cevveiiiiicee e e 22

B.5.1. BACIEIIOSIASE .. ..o o e e 022
B.5.2. BaACeIICIUR. ... 00283

7. Les polyphénols : intérét nutritionnel............ccoiiii i e e e 23
7.1Prévention contre les maladies cardiovasculaires....cecce.oooviiiiiinn .23
7.2Prévention CONtre 1@ CanCer.......ouii i e e e e e e e 23
7.3.Effets protecteurs contre les maladies hormono+udgas telle que I'ostéoporose24

Chapitre Il : les prébiotiques

I B < 11 0111 o I PO PPPPPPPP 25

2. Les différentes familles prébiotiqUES ........ccceeeiiiiiii i 27
2.1.1eS PrébiotiQUES FECOMNMUS .....uviiiiiiiiiiieeeeeaeeeee e s e e e eseiaeeeaeerraeeeeeeeeeeesaaaannes 28

2.1.1. Les FOS et I'NuliNe.............iiiiii 28
2.1.2. Les galacto oligosaccharides (GOS)..............ccoeevvvviiiiii .28
2.1.3. LE LACTUIOSE ... 28
2.2.L.es prébiotiques EMEIgENTS .......c...uviiiiieeeeeemree e e e e e e e e e e e e e e e e s e eeee s 29

3. La différence entre les prébiotiques et les probitues...............eeeeeeeiecievvivnnnnnee. 29

4. Criteres de sélection d'un PrébiotiQUE........cceeuiieiiiieeeeeeeeeeeeeeeer e 29

5. Aspect réglementaire des prébiotiqUeSs........ccoeeei i 30

6. Mécanisme d'action des PrébiotiQUES ..........uuueereiiiiiiiiiiiiieiee e 31

7. Effet bénéfiques des prébiotiques surla santé..........ccccceeeeeeiiiiiiiiiiiciccciiiiene, 31
7.1.Santé du systeme digestif ........coeiiiii e 31
7.2. ADSOrption MINEIAIE .......ccevviiiieieeeee et s s s e e e e e e e e aeeeeeeeeeesessnnnnneeennes 32
7.3.Prévention 0@ CANCEN .......coooiiiiiiiet et e e e e e e e e e e e e e e e e s e s snneeeeees 33

8. Les prébiotiques dans I'alimentation des NOUITISSOS...............cuvvvviiiiiiiieeeeeeeeeeenn, 33

9. lafarine de la gousse de caroube FPC ... 36

Chapitre V : MATERIELS ET METHODES

I I o =X 1) PP 37

2. Plan de traVall ........oooiiiiiiiiiii e 37

3. Les SoUCheS PAtNOQENES .........uuieiiiie et a e e e e e e e e e e 37

4. Materiels DIOlOgIQUES.........oiii e 38

5. Milieux de culture et conditions de CroiSSANCE............covvvvviiiiiiiiiiiieeeeeee e 38

6. Etude de l'activité antimiCrobIENNE ..........oo i 39

7. Etude de I'évolution de la cinétique de croissancet de production. .................... 39



8. Technique en MIlIeUX SONUES ...........uuuuummmmeieee e 39

9. Concentration minimale inhibitrice : test de microdilution ............ccocevviiiineennean.. 40
10.EXtraction des PhENOIS ........ccooiiiiiiee e s 41
10.1 EMINAtioN 0S8 SUCKES . .. n it e e 41

10.2 EXIrACHON . ..ot e e e e e e e e e A

11.Dosage des polyphénols par chromatographie couchernoe .................cccceeeeeee. 43

Chapitre VI : Résultats et discussions

1. cinétique de croissance DacCterienne ...........cooeuuueiiiiiiiee e 44
2. démonstration du pouvoir antibactérien des extraitphénoliques........................ 46

2.1Le pouvoir antibactérien des extraits phénobeuis-a-vis Escherichia Coli

015 7 L 47
2.2Le pouvoir antibactérien des extraits phénobgus-a-vis Salmonella
1R 1 1 0 P 48
2.3Le pouvoir antibactérien des extraits phénobewis-a-vis Listeria 13932...... 50
3. détermination de la concentration minimale inhibitrice.............ccccovvviiiviiinnnnn. 52
4. Dosage des polyphénols par chromatographie sur cdug mince...........ccccccvvvveeee 53

Conclusion générale

Références bibliographiques



Figures :

Figure 1: L'arbre du carQubIer ...... ..ot 2
Figure 2: feuillage, inflorescences et fructification du@abier ............................ 2

Figure 3: le fruit du caroubier ........ ..o 3
Figure 4 : Distribution du caroubier en Algérie suivant tkgnaines bioclimatiques ........ 6
Figure 5: Distribution du caroubier a Tlemcen suivantéésges bioclimatiques ........ 6

Figure 6 : Pulpe et farine brute de caroube aprés éliminatessucres ................... 8
Figure 7 :les grains de la caroube ..........ccooiiii i e e 9..
Figure 8: superficie occupée par le caroubier ..............ccovveiiiii i iiceennn 12
Figure 9 : production mondiale de caroube ...............covviiiiiiiiiii i 13
Figure 10: structure de base des flavonoides .............cccoi i ceeeee... 16
Figure 11 :les mécanismes d’action des prébiotiques .............cccevvviviinnennne. 31

Figure 12: présentation du matériel biologique util{géusse, grains, pulpe, farine) ..38

Figure 13 : Extraction des phénols areflux .............coiiii i 24

Figure 14 : évaporation sous pression réduite .............ccccoevevviiiiiviieninnvnnn. 42
Figure 15: Filtration des phénols totaux .............cooeiviiiiiiiiiiiii e e e 42

Figure 16: courbe représentative de la cinétique bactéri&saderichia coli ATCC 10536
AUIANT 24 NBUIES ... .ie i e e e e e e e e e e e 44

Figure 17: Courbe représentative de la cinétique bactéridetisteria ATCC 13932 durant

2 45
Figure 18 : Courbe représentative de la cinétique bactéridert@almonella ATCC 13311
AUIANE 24N, .. 45

Figure 19: photo représentative de dénombremeraenonell ATCC 13311, Escherichia
ColIATCC 10536etlisteriaATCC 13932sur géelose Mueller Hinton apres 8h
d'INCUDAION @ 37°C ... e 46



Figure 20: effet inhibiteur de différentes concentrations d&traits phénoliques sur la
croissanc@’Escherichia ColiL0536..........cccoviiiii i, a7

Figure 21 Diametre des zones d’'inhibitions de’ E. Coli emran fonction des
concentrations des extraits phénoliques..............cccceiiiiiie v e . 48

Figure 22 Diametre des zones d’inhibitions de Salmonella1ll3en mm en fonction des

concentrations des extraits phénoliques................ccoeeevve s e .49

Figure 23 effet inhibiteur de différentes concentrations d&traits phénoliques sur la

croissance Salmonella Typhimurium...........ccoii i e 49

Figure 24 : Diamétre des zones d’inhibitions disteria 13932 en mm en fonction des
concentrations des extraits phénoliques...................ccoeovv s e . DO

Figure 25: effet inhibiteur de différentes concentrations d&traits phénoliques sur la

croissancaListerial3932. .. .o B

Figure 26. Diamétre des zones d’inhibitions des souchesbacdnes E .Coli 10536, S 13311
et L 13932 en fonction des % des extraits phéneliqu...................... 52

Figure 27: la concentration minimale inhibitrice de croissanEscherichia ColATCC
10536,SalmonellaATCC 13311 etisteria13932.............cevevevene......54

Figure 28:Résultats de la chromatographie sur couche miasextraits phénoliques de la
farine de pulpe de caroube ..., 55



BENYAHIA.H(2014) ; activité antimicrobienne de ldge de la farine de caroube par interaction préfoe-pathogénes,
M2 alimentation et nutrition

Liste des abréviations :
% : pourcentage
°C : degré Celsius
T° : température
h: heure
mn: minute
m : metre
cm : centimetre
mm : millimétre
pgm : micron métre
Kg : kilogramme
g: gramme
mg: milligramme
mg/g : milligramme par gramme
mg/I: milligramme par litre
g/ jour : gramme par jour
L: litre
ml: millilitre
pl: micron litre
nm: nanometre
Da: dalton
Ha : hectare
t : tonne
v/v : volume/ volume
K: potassium

Ca:calcium
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RESUME

La pulpe de caroube Geratonia.Siligua» est utilisée dans différents secteurs

notamment en industrie agroalimentaire, cosmétiguebarmaceutique.

Notre travail apour objectif de déterminer I'actéviantimicrobienne ainsi que le
dosage des polyphénols de la farine de la pulpeadmibe par chromatographie sur couche

mince.

Les résultats ont révélé une activité antimicrob&rimportante avec une zone
d’inhibition allant de 8 a 21 mm potscherichia ColIATCC 10536 listéria ATCC 13932

respectivement ; et de 1 a 24 mm pour Salmonell@@13311.

Les résultats de la concentration minimale inhitstont révélé des CMI remarquables
pour les soucheg&scherichia ColiATCC 10536, Listeria ATCC 13932 etSalmonella
TyphimuriumATCC 13311 pour des extraits phénoliques allarg,dé et 1,56%.

Le dosage des métabolites secondaires par chroraptog sur couche mince nous a
permis de mettre en évidence six composés qui qaetcétine, acide tannique, acide

gallique, résorcinol, catéchine et phloroglucénol.

Cette étude contribue a la connaissance de I'&&tantimicrobienne de la pulpe de
caroube in vitro et pourrait trouver une voie fortgéressante dans le traitement des

gastroentérites au sein de nos élevages.

RESUME
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INTRODUCTION GENERALE

L'utilisation des plantes pour se soigner dateaderéhistoire et tous les peuples sur
tous les continents ont cette vieille tradition.lfté les efforts des chimistes, synthése de
nouvelles molécules, plus de 25 % des meédicamastrhits dans les pays développés
dérivent directement ou indirectement des plafitesvman etal., 2000). Cependant, en
tant que sources de médicaments, les plantes resteore sous exploitées surtout dans le
domaine de la microbiologie médicdl&rbyet al., 1996). Il est certain que la plupart des
antibiotiques prescrits dérivent des microorgansmieque, un a trois antibiotiques sont
mis sur le marché chaque anft@ark., 1996), mais il est aussi évident que les agents
antimicrobiens d’origine végétale ont leur placexsidiarsenal de médicaments prescrits
par les cliniciengCowan., 1999)Chaque antibiotique a une durée de vie effectimade
au bout de laquelle les microorganismes développentésistances.

Récemment, la résistance considérablement croessls micro-organismes vers
ces antibiotiques et leurs interactions avec ldnghalimentaire conduit a la nécessité de
développer les agents antimicrobiens naturels éumpghtaires comme priorité de santé
publique(Chopra., 2007).

Nombreuses plantes médicinales prescrites dan®decme traditionnelle se sont
avérees efficaces pour leurs propriétés antimieroi@s contre plusieurs agents
pathogénes et méme contre les plus résistantgntedenc une alternative prometteuse
comme agents antimicrobiens natuf@lsdallah., 2011).

Parmi les plantes qui ont une activité antimicrobi se distingue le caroubier
connu sous le nom scientifigu&eratonia siliqua.C’est un arbre indigene de la région
méditerranéenne qui appartient a la sous-familaesalpinaceaeet a la famille
Leguminoseag(syn. Fabaceae]Yousif et Alghzawi., 2000) Il est prescrit dans la

médecine folklorique turque comme anti-diarrhéigtidiurétiqugKivak et Mert., 2002).

Les gousses du fruit de caroube ont été longtertifiséas comme alimentation
pour le bétail et en nutrition humaine, y compis dhonbons, biscuits et boissons traitées,
en raison de leur contenu élevé en sucres et kpurgdativement bagkhair et autres.,
2001).

INTRODUCTION GENERALE
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Le but de cette étude est de déterminer l'acti@itémicrobienne des composés
phénoliques de la pulpe de la farine de caroub&wiis aux trois souches bactériennes :
Escherichia ColiATCC 10536 SalmonellaATCC 13311 Listeria ATCC 13932.

Notre travail s’articule autour de trois parties :
La premiere partie consiste en une synthese bitalghique qui a pour objet :

» La présentation de la plante étudiée, ses propréitétilisations

» La présentation des polyphénols, leur classificatet leurs propriétés
biologiques

» La présentation des prébiotiques, leurs criteeesélection ainsi que leurs

effet bénéfique sur la santé.
La deuxiéme partie s’attaque au protocole expEntal, et comporte :

= Extractions sélectives des phénols totaux.
= Activité antimicrobienne des composés phénoliquekdaroube

» Dosage des polyphénols par chromatographie suheauince
La troisieme partie :

Dans cette partie, nous discuterons les résulldenas lors de cette étudene conclusion

résumera le parcours expérimental.

INTRODUCTION GENERALE
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Chapitre | : Généralité sur le caroubier

1. Présentation de la plante étudiée
1.1. Taxonomie

Le nom scientifique du caroubier, Ceratoniasiliguaérive du grec Keras (corne)
et du latin siliqua désignant une silique ou gousiséisant allusion a la dureté et a la
forme du fruit, il est connu aussi sous le nom dim gle St. Jean-Baptist@attle et al.,
1997)Par ailleurs, le nom dialectal kharouv, originagte I'hébreu, a donné lieu a
plusieurs dérivés tels que Kharroub en arabe, lgaren espagnol, carroubo en italien,
caroubier en francaigBoudy., 1950) Cette espece appartient au genre Ceratonia de la
sous- famille des Caesalpitdae, de la famille des Fabaceae (Légumineuses)taqui
partie de l'ordre des Fabalae (Rosales), ClasseMadgnoliopsida(Quezel et Santa.,
1962)

Certains auteurs ont désigné Ceratonia comme étantdes genres les plus
archaiques des légumineug@sicker., 1992t qui serait completement isolé des autres

genres de sa familléZohary., 1973)
1.2.Biologie

Le caroubier est un arbre ou arbuste scléroptrsdiempervirent, qui peut atteindre 7
a 20m de hauteur et une circonférence a la baseoda de 2 a 3nfFigurel). Il a une
ecorce lisse et grise lorsque la plante est jetibeuee et rugueuse a I'adge adulte. Son bois
de couleur rougeétre est trés dur. Le caroubier\pere jusqu’a 200 angAit Chitt et al.,
2007)

C'est une espéce dioique dont les fleurs sontalaitient bisexuelles puis
deviennent habituellement unisexuées au cours delajgpement floral(Thomas et
Metha., 1983)

Les feuilles persistantes, de 10 a 20cm long, ssct&xisent par un pétiole sillonné
sur la face interne et un rachis portant 8 a 1ibléd opposées, de 3 a 7 ¢migure 2),
elles sont coriaces, entieres, ovales a elliptigpaspennées, légérement échancrées de
couleur verte(Ait Chitt et al., 2007).

Chapitre | Revue Bibliographique Page 1
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Les fleurs sont verdatres, petite taille (6 a 16 mm de longueur), spiralée
réunies en un grand nombre pour former des gragoées et axillaires, plus courtes ¢
les feuilles a I'aisselle desquelles elles se démtloppées(Batlle etal., 1997)

Les fleurs femelles sc constituées d'un pistil court et recourbé avec efit
ovaire (5 a 7 mm) bicarpel

Les stigmates sont bilobés et couvertes par dedlgzapA la base, le disqt
nectarifére est entouré de 5 a 6 sépales rudimestd®ar contre, la corolle est abs et
les fleurs méles portent 5 étamin(Aafi., 1996)

La floraison apparait en hiver, sur le vieux bars.développement du fruit est ti
long. Pour arriver & maturité en Eté, il met géleénant entre 9 et 10 mois. Il est
grande taille : de 10 a 20n de longueur, et de 2 a 3 cm de largeur. Il edtpuis brun, e
au moment de la maturité, brun foncé a i((Figure3). Il est sinueux sur les bords, ap
et présente un tissu pulpeux, sucré, rafraichiseaférmant de 12 a 16 graines brunes
10 & 20 % du poids de la gousse en fonction devaukt du climat(Rejeb., 1995)

Feuilles Fleurs Gousses vertes Gousses mi

Chapitre | Revue Bibliographique Page 2



BENYAHIA.H (2014) activité antimicrobienne de la pulpe de la faride caroube par interaction ébiotigue-pathogénes,
M2 alimentation et nutrition

Figure 2: feuillage, inflorescences et fructification duaabier(The nature

conservancy., 2001)

Figure 3: le fruit du caroubier

1.3.Biologie et physiologie du cycle de végétati
a) Cycle végétatif annue

Floraison et fécondatior

La floraison du caroubier apparait en automne estioois de deux ans et les vie
bois. Les fleurs méales apparaissent d’aoseptembre et la durée d’émission du pc
semble dépasser celle de la réceptivité des stggn@ertains ont observé des anth
mares de juillet a décembre. Cette période de iloradépend surtout des conditic
climatiques, car dans certaines rins chaudes, la floraison peut avoir lieu méme ais

de juin.

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

bien anémophile qu’entomoph
Fructification
Pour arriver a maturité, la caroube nécessite géaréenientre 9 et 10 moi

La chute des fleurs et des jeunes fruits a liew@anbre, elle diminue en janvi
etfévrier, et devient presque nulle entre juinaitaAinsi, 60 a 90 % des goussestomt

durant le premier stade de croissance au printt

Chapitre | Revue Bibliographique Page 3
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La croissance de la caroube n’est pas rapide, gdese par trois stades
dedéveloppement suivant une courbe de croissaomeme la plupart des espécesfruitieres
(llahi et Vardar., 1976).

1.4.Reproduction

Le caroubier est dioique, parfois hermaphrodites peeds males sont stériles et

improductifs.

Cet aspect a été bien étudié ffachroeder., 1959)il est considéré comme le seul
arbreméditerranéen qui fleurisse en été : d’Ao(céobre(Aafi., 1996) ou en automne :
de Septembre a Novemifeournier., 1977) Cependant, le temps et la durée de la période
defloraison dépendent des conditions climatiquesgui est le cas pour la plupart des
arbresofruitiergBatlle etal., 1997)

La pollinisation des fleurs du caroubier est, eange partie, assurée par les
insecte§Retana eta.l, 1990, 1994; Rejeb eal., 1991; Ortiz etal., 1996)mais aussi par
le vent(Passos de Carvalho, 1988; Batlleeil, 1990) Les fleurs sécrétent des substances
nectariferes dontla quantité et la contenance eresont élevées dans la fleur femelle par

rapport a sonhomologue mélertiz et a.l, 1996)

La fructification, chez le caroubier, se situe erluillet et Décembre de I'année qui

suit lafloraison, selon les régions et les cul\@mafi., 1996)

2. origine et répartition géographique

2.1. Origine de caroubier

Le lieu d’origine du caroubier demeure aberrantut&fois, (De Candolle., 1983)
et (Vavilov., 1951) ont rapporté qu’il serait native de la région Eséditerranéenne

(Turquie et Syrie).

Par contre{Schweinfurth., 1894)a insinué gu'il est originaire des pays montagneux
Sud d’Arabie (Yemen). Tardivement, il a été congddéar(Zohary., 1973) comme
originaire de la flore d’Indo-Malaisie, groupé av@diea Laurus Myrtus et d’autres
plantes. Par ailleur§eratoniaoreothaumast la seule espéce connue et originaire du Sud-
est d’Arabie (Omane) et des bordures de la comeaafe (Nord de Somalie]Hillcast et

al., 1980)
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2.2. Distribution géographique de caroubier

Originaire du Moyen-Orient, le caroubier est un rarbessentiellement
méditerranéend’importance écologique, industrietiornementale indiscutalfléariri et
al., 2009) On lerencontre a I'état naturel principalement epdgne, Portugal, Maroc,
Grece, ltalie, Turquie, Algérie, Tunisie, Egyptd, Ehypre. Il a été introduit aussi en
Australie, en Afrique du Sud,aux Etats-Unis et enédique du SudSbay et Abourouh.,
2006)

Généralement, la distribution des especes arboresgetelle queC. siliqueest
limitée pardes stress lies aux froid$itrakos., 1981).Dans les zones basses
méditerranéennes (0-500m,rarement 900m d’altituéegaroubier constitue une essence
dominante et caractéristique dumaquis des arbl@vopbylles(Zohary et Orshan., 1959;
Folch | Guillen., 1981)

En Algérie, le caroubier est fréquemment cultiviasd#Atlas Saharien et il est
commun dansle tellQuezel et Santa., 1962pn le trouve a I'état naturel en association
avec l'amandiefleaEuropeaet PistaciaAtlanticadans les étages semi-aride chaud,
subhumide et humide,avec une altitude allant denl@.300m dans les vallons frais qui
le protegent de la gelée ;avec une températuré@gusqu’a 20°C et une pluviométrie de
80mm/an a 600mm/afRebour., 1968)

Suivant ces critéres climatiques; on a établi ¢aile répartition du caroubier en
Algérie (figured) et a Tlemcen dans les régions suivantes : Sidjafi&tl, Sebra, Henaya,
Tlemcen, Sidi Abdeli, Remchi, Ben Sekran, Ain Ydueede BeniSaf jusqu’a Marsat Ben
M’hidi (figure 5).
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Les Domaines bioclimatiques

Figure 4 : Distribution du caroubier en Algérie suivant tksmaines bioclimatiques(A.N.R.H,
2004)
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Figure 5 : Distribution du caroubier a Tlemcen suivantédésges bioclimatiques
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3. composition chimique de la caroube

La composition chimique de la graine a été évapa#¢Bouzouita etal.,2007) qui
adémontré que la graine était pauvre en minéraer &bres et la pulpe et les graines sont
les deux principaux constituants de la gousse doubger etreprésentent respectivement
90% et 10% de son poids total. Selon plusieursuasitdacomposition chimique de la
pulpe dépend en général, du cultivar, de l'origateparfois de lapériode de récolte
(Orphanos et Papaconstantinou., 196%ardar et al., 1972; Calixto et Cafiellas., 1982;
Albanell etal., 1991)

Selon les travaux (Avallone etal., 1997; Bengoechea «il., 2008)la gousse de
caroubeest riche en hydrates de carbone et ersfiblle contient une faible quantité de
protéines etdes teneurs négligeables en lipidesantga la teneur de la caroube en

minéraux, elle estappréciable.

4. propriétés et utilisation
4.1.Propriétés

La pulpe est tres utilisée, soit comme alimentétigtie, soit comme remplacant du
chocolat ou encore en alimentation animale. Elietes riche en sucre (48-56%), en
particulier, sucrose, glucose, fructose et mali@sbleau 1) mais pauvre en protéines
(2-6%) et en lipides (0.4-0.6%) dont les acidesirgst et insaturés sont en proportions
égalegLeroy., 1929; Puhan et Wieling., 1996)A partir d’extrait de gousses, cinq acides
aminés, alanine, glycine, leucine, proline et \gliont été isolés pdvardar et al., 1972)
et deux autres composes, tyrosine et phénylamitiegté rapportés p@haralambous et
paconstantinou., 1966)En plus, la pulpe présente également une tenesiréte¥ée en
fibres (27-50%) et une quantité non négligeabletanins (18-20%)(Saura-Calixto.,
1987; Puhan et Wielinga., 1996)Par ailleurs, I'analyse minéralogique faite, (Pathan
et wielinga., 1996)sur la pulpe, a révélé une composition (en mg/ld®gulpe) de:K=
1100, Ca= 307, Mg= 42, Na= 13, Cu= 0.23, Fe= 10d51.4, Zn= 0.59.
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Tableau I Composition moyenne de la pulpe de carc(Puhan et Wielinge., 1996;
Batlle etal., 1997)

Constituants %
Sucres totaux 48 — 56
Sucrose 32-38
Glucose 5-6
Fructose 5—-7
Pintol 5-7
Tannins 18 - 20
polysaccharides non amit 18
Cendre 2-3
Lipides 0,2-0,6

N

Figure 6 : Pulpe et farine brute de caror aprés élimination des suct

La graine est composée de% a 33% d’enveloppe tégumentaire, d a 46%
de I'albumen et de 23% 25% d’embryoi(Neukom., 1988)L’enveloppe tégumentai est
considéréeecomme étant une source naturelle pquothction de polyphénol antioxyde
(Batista etal., 1996;Makris et Keflas., 2004) L’albumen est essertlement constitué d
gomme ougalactomannane, qui est une molécule polysacchagdcompose de deux

unités eésucre, mannose et galactose, e proportion de:1.

Cepolysaccharide naturel est doté de diverses iptéprimportantes, a savoir u
hauteviscosité dans I'eau, méme a températur@ldtvariables(Garcia-Ochao et Casas.,

1992) une capacité de former a partir d’'une solution tresuébl de stable solutic

Chapitre | Revue Bibliographique Page 8



BENYAHIA.H (2014) activité antimicrobienne de la pulpe de la faride caroube par interaction ébiotigue-pathogénes,
M2 alimentation et nutrition

visqueuse et unehaute potentialité de réagir alsdrds polysaccharides induisant a
un effet de synergi¢éPuhan et Wielinge., 1996)

La valeur nutritionnelle de la gousse caroubier est considérée similaire a cell
laplupart des céréald€oit., 1962; NAS., 1979)Selon(Noblet etal., (1989) la valeur
d’énergiemétabolique (EM) de la farine de caroutteestimée a 13mj EM/kg de produit

frais.

Figure 7 : les grains de la caroube

4.2. Utilisation du caroubier :

Le caroubier se présente comme une essence & lfrfestiere et arboricole. Il €

d’'une grande importance économique, écologiqueadle. Son utilisation est multip
4.2.1. Arbre

Il est utilisé pour lereboisement et la reforestation des zones affepi@elsérosion
et ladésertificatioriBoudy., 1950; Rejeb etl., 1991 ; Biner etal., 2007. Il est également
utilisécomme plante ornementale en bordure dessoet dans les jardi(Batlle et al.,
1997)

Actuellement, il est considéré comme l'un des abfaiitiers et forestiers le
plusperformants puisque toutes ses parties (feuifleurs, fruits, bois, écorces et racin
sontutiles et ont des valeurs dans plusieurs dat.(Aafi., 1996)
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4.2.2. Fruit

Le fruit du caroubier ou la caroube, se composenal’pulpe enveloppant des
grainesrégulieres. En effet la pulpe sucrée deataube est employée depuis longtemps
commenourriture de bétail a coté d’autres alimeontame la farine d’orgéAit Chitt et
al., 2007)

Selon les travaux d@.izardo et al., 2002) il semblerait que la farine de caroube
soit un produitparfaitement adapté a I'alimentatt@s porcelets. Son incorporation dans
les régimes s’averetres utile dans le soutien d@tgommation, de la croissance et de la
santé en post-sevrage.

La farine, obtenue en séchant, torréfiant et maules gousses aprés les avoir
débarrasséesde leurs graines, est employée suetoutgro-alimentaire(Shay et
Abourouh., 2006) dans la préparation de jus sucrés, de chocolabisdeits et comme

remplacant de caca(Berrougui., 2007)

En Egypte, on extrait des fruits un sirop qui esplyé pour confire lesfruits ; les
Arabes fabriquent avec la pulpe une boisson alséelet les Kabyles fabriquent apartir du
fruit un plat appelé tomingBonnier., 1990)

De nombreuses études clinigues ont souligné laéfté de la poudre de caroube
dans letraitement des diarrhées aigués infantites rairi et al., 2000) ce qui a été
confirmé parl’étude clinique menée gapeb etal., 1989thez des enfants agés de 3 a 21
mois, que letransit intestinal, la températureegtdids de I'enfant s’amélioraient plus vite
apresadministration de la poudre de caroube par m@ile. SeloriRejeb., 1995)la pulpe
estrecommandée contre la tuberculose pulmonaiteseinfections des bronches. Etant
riche enantioxydants (composés phénoliques), eresugprotéines, fibres, potassium et
calcium, cetteplante est connue en thérapeutique pon effet hypocholestérolémiant,
antiprolifératif,anti diarrhéique et troubles ditiss(Berrougui., 2007)

D’autres études expérimentales ont démontré leactigs bactéricides de la pulpe
de caroubevis-a-vis de staphylococcus aureus ; d@ube adsorberait aussi les
entérotoxines produitespar certaines souchésatierichia coliet de staphylocoques ainsi
que par le vibrioncholérique, ce mécanisme d’adsmrppourrait étre expliqué par la

présence de tanins dans lapartie insoluble eteadéVa caroubglolentino., 1950)
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En plus de son pouvoir nématicide démontré patréesmux de(El Allagui et al.,
2007Qui estdd a sa teneur en composés phénoliquesartaulie posséde aussi une

activitéantimicrobienne et antioxydante se{Ben Hsouna efal., 1986)

Selon l'étude récente degsanchez etal., 2010)a caroube est une source bon

marchéd’hydrates de carbone pour la productionaiehoanol.

Quant aux graines de caroube, vu leur uniformiiés esont appelées ‘carats’ et ont
servipendant longtemps aux joailliers comme unééodids pour peser les diamants, les

perles etd’autres pierres précieuses (1 carat ;38@5(Rejeb., 1995)
4.3.Les autres parties de I'arbre

Les autres parties de I'arbre sont aussi exploitéms effet, la fleur est utilisée par
lesapiculteurs pour la production du miel de caepuddors que les feuilles sont utiles
pourl’alimentation des animaux. L’écorce et lesimas sont utilisées en tannerie grace a
leurteneur en tanins. Le bois du caroubier, dur,cdeleur rouge, est estimé dans la

charbonnerieet la menuise(igariri et al., 2009)

Dans les domaines forestiers, les pieds males smntent taillés pour le fourrage.
Plusieursétudes ont montré que l'utilisation deslifss associées avec le polyéthyléne
glycol (PEG)améliore la digestibilité et la qualiétritive des tanins contenus dans les
feuilles (Priolo et al., 2000) ces derniers ont été utilisés en Turquie, dansddetine
‘traditionnelle’ pourtraiter la diarrhée et danalimentation diététiquéaytop., 1984) ils
ont été égalementdésignés comme étant porteurstivités cytotoxiques et
antimicrobiennegKivcak et Mart., 2002).

5. Production du caroubier

Selon les données qEAOSTAT., 2010) l'aire totale de la production mondiale du
caroubier est estimée a 102939(Mableau 2) La plus grande superficie, 83574ha, est
celle de I'Europe, contre une superficie estimé®@0ha pour I'Algérie et 13460ha pour

les pays d’Afrique du Nord.
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Tableau.2: Superficie occupée par le carout(FAOSTAT, 2010

Pays Superficie (ha) en 2004 Superficie (ha) en 200
Algérie 1066 1000
Afrique du Nord 13526 13460
Europe 92218 83574
Monde 112711 102939
superficie occupée par le caroubie
120000

° 100000

2 80000

g)— 60000 E S en2004

= 40000 en

20000 uS en2008
0 o '-_
algérie afrique europe monde
pays
Figure 8 : superficie occupée par le caroubier

Tableau.3: Production mondiale de carou(FAOSTAT, 2010
Pays Production entonnes (2004) Production en tonnes (200¢
Espagne 67000 72000
Italie 24000 31224
Maroc 40000 25000
Portugal 20000 23000
Gréce 19000 15000
Turquie 14000 12100
Chypre 7000 3915
Algérie 4600 3600
Liban 3200 2800
Tunisie 1000 1000
Monde 182680 191167
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Figure 9 : production mondiale de caroube

Durant le siecle dernier, la production mondiale cdeoube a connu une chi
dramatique, elle est passée de 650.000 t en (Orphanos et Papaconstantino., 1969
a 310.000 t en 1997.

La grande perte a été enregistrée en Espagnepadaction a chuté de 400.00
en 1930 & 150.000 t en 19(MAPA., 1994).

Selon(Batlle., 1997, la régression accusée dans la production du caoabété
principalement liée a la baisse des prix ex programmes du développement des z
cétieres au dépend des plantations de caro

On remarque qu’en Algérie la production de caroainsi que la surface cultive
ont baissé par rapport aux données enregistré@9@h car il n’est plus utiliscomme
plante fourragére pour I'aliment de bétails au ipié 'orge et c’est d0 & son codt éleve
son rendement lent (10 a 15 ans apres sa plant
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Chapitre 1l : les polyphénols

Introduction

Les plantes sont capables de produire de nombrétabwlites secondaires parmi
lesquels nous citons les composés phénoliquesd€&egers constituent une richesse déja
largement exploitée par les industries agro-aligiesiicosmétiques et pharmaceutiques.
Les polyphénols(principalement les flavonoidessttinnins) sont présents dans toutes les
parties de la plante. Ils entrent dans la composities produits de consommation les plus
courants, en particulier les fruits, les Iégumeslest produits transformés comme le

chocolat, et le thé.

Les polyphénols végétaux ont d'abord été étudiés peurs effets protecteurs
contre les organismes pathogénes, bactérie ou guisinfectent la plante. Souvent
présents en grande quantité dans les plantes comsesnpar les herbivores, ils limitent
leur appétence et digestibilité. lls ont donc éédant longtemps considérés comme des
facteurs antinutritionnels. C’est un regard toufa# different que nous leur portons
aujourd’hui, aprés la reconnaissance de leurs p@tdsr anti-oxydantes et de leurs effets

présumes sur la sante.

Les polyphénols sont considérés comme des compgsasi-universels des
végeétaux. Structurellement, ils se répartissenplesieurs classes allant de composés
présentant un simple noyau phénolique (ex : acallejge) a des composés polymériques

complexes comme les tannins.

In vitro, les polyphénols présentent des activités antdamtes, antivirales, anti-
inflammatoires et anticancéreuses. Ces activités atiribuées en partie a la capacité de
ces composés a réduire les radicaux libres telslemeadicaux hydroxyles (HDet
superoxydes (©) mais aussi a leur affinité pour une grande vard protéines dont

certains enzymes et récepteurs.
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1. Présentation des polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules largement répandues
dans le regne végeétal. On les trouve dans lesgdadepuis les racines jusqu’aux fruits.
Les polyphénols sont des métabolites secondairies’@xercent pas de fonctions directes
au niveau des activités fondamentales de I'orgamigégétal, comme la croissance ou la
production(Fleuriet., 1892 ; Yusuf., 2006)

L’expression de « composés phénoliques » est adilipour toutes substances
chimiques possédant dans sa structure un noyauatdgu®, portant un ou plusieurs
groupements hydroxyles. Un nombre considérableedecomposés sont formés de deux
noyaux benzéiques A et B reliés par un hétérocgeletype pyranne. Ces composés
différents les uns des autres par la position dbstgutions sur les noyaux A et B. par la
nature de I'élément central et par la positiomadéure et le nombre de molécules de sucre

fixées ainsi que par la nature de la liaison héidique(Bloor., 2001)

Les polyphénols sont des produits de la condemsatd®e molécules
d’acétylcoenzyme A et de phénylalanine. Cette nitt®se a permis la formation d’'une
grande diversité de molécules qui sont spécifigliese espece de plante, d’'un organe,

d’un tissu particulaire.

2. Classification des polyphénols

Une classification de ces substances a été propgsse (Harborne.,
1980)Tableau4) On peut distinguer les différentes classes dégppénols en se basant
d’'une part, sur le nombre d’atomes constitutife’atitre part, sur la structure de squelette
de base.

Deux principales classes sont largement répandues :

» Les flavonoides.

= Les tanins et lignines.
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Tableau 4 :principales classes des composés phénoligdasheix et Coll., 2006)

Squelette carboné  Classe Exemple Origine

Cs Phénols simple Catéchol Nombreuses espéces

Cs-C3-Cs Flavonoides Quersétine, Fruits et Ilégumes
cyanidine

Cs-C3-Cs Isoflavonoides Daidzéine Fleurs, soja, pois

(Ce-C3-Co) n Tannins condensés

2.1. Les flavonoide¢Harborne., 1980)

Le terme flavonoides désigne une tres large ganem®hposes naturels appartenant a
la famille des polyphénols. Certains sont des pigmguasi-universels des végétaux. Les
flavonoides se répartissent en plusieurs classesotkrules dont les plus importants sont
les flavones, les flavonols, les flavanones, lelydiioflavanols, les isoflavones, les
isoflavanones et les anthocyanes. Ces divers caamasrencontrent a la fois sous forme
libre ou sous forme de glycosides, on les trouugnelmaniére trés générale, dans toutes
les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre Iséalidans divers organes : racine, tige, bois,

feuilles, fleurs et fruits.

Plusieurs milliers de molécules ont été identifi@ese jour. Ainsi nous en absorbons
chaque fois que nous consommons un aliment d'@igi@gétale. Ills ont une origine
biosynthétique commune et par conséquent, posséaentun méme squelette de base a
quinze atomes de carbones2-phényl-benzopyrane»,constitué de deux unités

aromatiques, deux cycles €g (A et B) reliés par un cycle pyranique cenffajure 10).

5 4

Figure 10: structure de base des flavonoi@lésim etal., 2002)
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2.2.Les tannins

lls sont des composés végétaux non azotés quisepent un groupe hétérogeéne
assez difficile & définir de facon rigoureuse etdaise car il n’y a pas de structure chimique
de base. Leurs structures chimique sont en effaées et rassemblées en famille en

fonction d’activité commune.

De ce fait toute classification chimique des tasnest forcément arbitraire,
cependant on se réfere souvent a une distinctitre ¢annins hydrolysables et tannins
condenseégGriffith., 1991).

2.2.1. Tannins hydrolysable : ils sont constitués par une molécule de sucre (le
glucose le plus souvent) estérifié par I'acideigat ou un de ses dérivés
(acide ellagique, chébelique ou valonique). listdacilement hydrolysables
par voie chimique ou enzymatique.

2.2.2. Tannins condensés ce sont des produits de la polymérisatiorilalean-3-
20ls (catéchines) eflavan-3,4-diols (leuco anthocyanidines). lls sont aussi
désignés aussi sous le nom de « tannins catéshiquet ne sont

hydrolysables que dans des conditions fortemendeaci

3. Les polyphénols de la caroube

Les polyphénols se trouvent dans les gousses delmisous forme de granules
bruns clair, de taille entre 100pum et 500 um. Qasges se trouvent dans la fraction
fibreuse de la pulpe de caroube et peuvent étraiexpar des solvants polaires, a haute
température(Wursch et al.,, 1984) La section d’une gousse de caroube examinée au
microscope électronique montre la présence dedarghkules parenchymateuses remplies
de granules de tannin ressemblant a des pieceaam microscopie optiquVirsch
etal., 1984)

Les tanins sont tres répandus dans le regne vedistasont particulierement
abondants chez les coniferes, les Fagacées, leséagShestem etal.,2001).

Tous les organes végétaux peuvent en renfermenfté, le bois, les feuilles, les
fruits, les racines, les grainggjhanbabaee et Ree.,2001).es tanins sont présents dans
une variété de plantes utilisées dans lalimemtatimtamment les céréales et les

légumineuses (sorgho,millet, orge, haricots seestsppois, caroube et les fruits comme
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(pomme, mure, canneberge, datte, raisin, aubépé@uhe, poire, kaki, prune, framboise et
fraise)peronny.,2005)

4. Caractéristiques des polyphénols de la caroube

Peu d’études ont été consacrées a l'analyse dgphgolols de la caroube. Les
teneurs et la composition en polyphénols diffedah auteur a un autre. Les fluctuations
obtenues doivent étre dues a difféerents facteunsno® la variété de la caroube, le pays
producteur, la partie analysée (pulpe, fibre, pasbluble ou partie résiduelle insoluble),
les méthodes utilisées pour I'extraction des paypis ou leur déterminatigiviarakis.,
1996)Les variétés sauvages sont plus riches en tanomteq variétés cultivééslarakis
etal., 1993)

Une gousse de caroube contient, en moyenne, 1®mglgphénols totaux par g de
matiere fraiche, 2,75 mg/g de tannins condens@®9Btmg/g de tannins hydrolysables. A
noter que des concentrations beaucoup plus éléd8g&smg/g de polyphénols totaux, 16,2
mg/g de tannins condensés et 2,98 mg/g de tangihellgsables) sont détectées dans le
germe alors que ces composeés se trouvent a lI'étmades dans la graif&vallone etal.,
1997).

La teneur en tannins condensés des gousses ddeaewsitue entre 16% et 20%
de la masse sediWirsch et al., 1984 ; Saura—Calixto., 1988apporte aussi une teneur
en polyphénols de 19,2% (17,9% de tannins condezts&3% de tannins solubles dans
I'eau). 94% de ces polyphénols font partie desitésde fibre de la caroube.

Les polyphénols de la caroube ont une masse maiéeures élevée rarement
rencontrée chez d’autres plant®gursch et al., 1984) Pres de 50% des tannins sont de
masse moléculaire comprise entre 3200 et 3600 DAl@Mir et al.,1971) l'autre moitié
se rencontre sous forme de granules de plus haagsenmoléculaire avoisinant 32 000 Da
(Wirsch etal., 1984)

Les principaux polyphénols décrits dans les goussesaroube sont insolubles,
hautement polymérisés, appartenant aux tannins eoséd contenant un noyau
flavangWursch et al., 1984)Le degré de polymérisation des flavanols, estimé pa
(Kumazawa et al.,2002est de 31,1% et les flavanols constituent 23% adgppénols

totaux.
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5. Propriété biologique et effets des polyphénols

Les polyphénols suscitent depuis une dizaine desiné@ intérét croissant de la part

des nutritionnistes, des industriels de I'agro-alimaire et des consommateurs.

En effet, les polyphénols font partie de ce quenl'cappelle les
phytomicronutriments. Ce sont les antioxydants piss abondants dans les aliments
puisque 'homme en consomme environ 1 g/jfficalbert et Williamson., 2000) soit
prés de dix fois plus que de vitamine C et 100 foiss que de vitamine E ou de

caroténoidegGrolier et al., 2001)

Les polyphénols neutralisent les radicaux librescattribuent ainsi a prévenir
diverses pathologies dégénératives telles que camedadies cardiovasculaires, cataracte,
maladies du systeme nerveux central ou déficiemeesinitaires,(Jovanovic etal., 1998
; Torres et Bobet.,2001 ; Vaher et Koel., 2003).

Les polyphénols ont aussi un effet antiallergiquefkaence des flavonoides sur la
production de I'histamine ¢Di carlo G. etal., 1999)effet anti-inflammatoir@andolfi et
coll., 1984) effets antifongiques et antibactériens, les platgseplus étudiées pour leurs
propriétés antibactériennes sont riches en compus&soliques. Ces composés possedent
une forte activité antibactérienne,ils ont un effatimicrobien contre un large spectre de
bactéries :E. coli, Staphylococus aureus, Bacillus cereus,tekisa monocytogenes,
Clostrediumspp, Helicobacterpyl@dauli., 2001)les tannins sont utilisés pour la
protection des filets de péche contre la prolifératdes germes responsables de la

destruction de la cellulose des filgigom., 2000).

L’effet protecteur des polyphénols contre I'oxydatides LDL (Low Density
Lipoproteins) est bien établi in vitro et pourrsigéxpliquer par un effet d’épargne d’autres
antioxydants lipophiles tels que la vitamine E gnée dans la phase lipidique des LDL
(Grolier et al., 2001; Vaher et Koel., 2003).

Cependant, les polyphénols se caractérisent parfaibke biodisponibilité dans
I'organisme (Arts et al., 2001)Premierement, les taux d’absorption intestinale des
polyphénols ingérés peuvent varier largement d’otyghénol a l'autre(Heim et al.,
2002) L’'absorption dépend aussi dautres facteurs commedosage, le véhicule
d’administration, le régime alimentaire, les diéfidces de sexe et la population

microbienne du cOlofHeim etal., 2002)
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Les pranthocyanidines dont le degré de polyméasathoyen dans les aliments
variecommunément entre 4 et 10 (masse moléculaimpise entre 1200 et 3000) ne sont
pas absorbées a travers la barriére intestinal®iasni’étre dégradées en molécules de
plus petite taille(Grolier et al., 2001)Le métabolisme des polyphénols concerne des
modifications de structure tels I'hydroxylation, taéthylation, la déglycosylation et le
clivage de I'hétérocyclédHeim et al., 2002) Un autre facteur entravant I'activité des
polyphénols dans I'organisme est le masquage @uraititeraction avec les protéines du
plasmdArts et al., 2001)

6. Activité antimicrobienne des composés phénoliques :

L’activité antimicrobienne est une substance chimicqui détruit les germes

pathogenes ou empéche leur multiplication.

Les grands groupes de composés antibiotiques semhiénols et les polyphénols,
les terpenoides, les huiles essentielles et ledadttes. On distingue des composés a forte
activité antimicrobienne et des composés a faiblizigé antimicrobienne. La variation de
la composition chimique explique donc les variaioombservées dans Iactivité

microbienne des plantésiaejorie Murphy., 1999).

On distingue plusieurs types de cette activitérséars propriétés et les microbes

concernés :

6.1. Antiseptique

Opération aux résultats momentanés permettant\aaunides tissus vivants dans la
limite de leur tolérance, d’éliminer ou de tuerddas microorganismes et/ ou d’inactiver
les virus en fonction des objectifs fix@CLIN sud-ouest., 2000)

6.2. Anti-inflammatoire

Substances chimiques ayant le pouvoir de réduserdactions inflammatoires de
I'organisme. On distingue plusieurs catégories afes d’anti-inflammatoires : les uns
sont hormonauxCamille., 2001)

6.2.1. Anti-inflammatoires hormonaux :

Les glucocorticoides sont des hormones stéroidesétéés par les glandes
corticosurrénales, I'hydrocortisone et 'aldosté&okn thérapeutique, on peut utiliser des
extraits naturels de ces glandes ou des produisnobd par synthése industrielle, ces

derniers ont le méme type de propriétés, mais (@dbses égales) plus actifs. En plus de
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leur activité anti-inflammatoire, qui est essetgielles corticoides ont de nombreuses
actions secondaires dont certains constituant antage supplémentaire en thérapeutique,
mais dont d’autres sont génants et peuvent impgmseleur intensité I'arrét du traitement
(danger d’hémorragies, résistance amoindrie visa-etes infections, ocedéme et
hypertension, modifications de la morphologie dye3u L’hormone hypophysaire
corticotrope a un effet anti-inflammatoire indiremt stimulant la sécrétion des stéroides

surrénaliengCamille., 2001)
6.2.2. Anti-inflammatoires non hormonaux :

lIs proviennent de familles chimiques tres diverdisssont nombreux et on en découvre
sans cesse de nouveaux. Certains ont une actiatkeraphes mieux connus, les plus
anciens sont les salicylés dont le type est I'aspir plus récents sont les dérivés pyrazolés,
comme la phénylbutazone, ou indolique telle I'inddacine. D’autre ont un effet plus
lent ; sels d’or, anti-malariques de synthése. @édicaments sont plus particulierement

indiqués en rhumatologie.

Tous les anti-inflammatoires peuvent étre utilipés voie générale dans de tres

nombreuses affections. La plupart ont aussi urieralicale(Camille., 2001)
6.3 Activité antifongique

Utilisée pour lutter contre les mycoses et candidpsinfections dues a des
champignons microscopiques. Ces derniéres ont nfierie progressé au cours des
dernieres années. Cette évolution s’explique notaminpar [I'utilisation accrue de
médicaments tels que les antibiotiques, les cdd& ou les immunodépresseurs, la
prescription des antibiotiques, en inhibant laiféchtion bactérienne, facilite la croissance
d’autres microorganismes : quant aux corticoides ask immunodépresseurs, ils
contribuent a l'affaiblissement de l'organisme et h réponse immunitaire, ce qui
augmente le risque que surviennent des infectitias dpportunistes.

En fonction de la localisation et de la gravité ke mycose, on utilise des
antifongigues a usage local sous forme de poudéme ou gel, ou des antifongiques a
usage systématique sous forme de comprimés, dowalede perfusions intraveineuses.
L’action des antifongiques est soit fongistatigigechampignon ne se développe pas), soit

fongicide (le champignon est tué).
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Les médicaments antifongiqgues sont essentiellengeatipés en trois grandes
classes : les dérivés azotés, les dérivés polyenles antifongiques dive(€CLIN sud-
ouest., 2000)

6.4 Antiparasitaires

Substances ayant pour but de lutter contre liidactiue a un parasite détruisant ce
dernier.

Le terme « antiparasitaire » groupe un grand nordbrmédicaments, dont le mode
d’action et d’administration différent en fonctide la localisation du parasite sur ou dans
I'organisme. En effet, les parasites forment ureertde extrémement hétérogéne que I'on
peut classer en ectoparasites, qui infectent la peales cheveux (arachnide responsable
de la gale, pou, puce, etc.) et endoparasitesyigent a I'intérieur de I'organisme et se
développent dans I'appareil circulatoire, le tubgedtif ou le tissu musculaire (amibes,
plasmodium, vers, etc.).

Les antiparasitaires externes (insecticides ouhardes), tels que le lindane ou les
pyréthrines, agissent comme neurotoxiques, pasriédi systéme nerveux du parasite.

Les médicaments luttant contre les parasites ieserrcomprennent les
antihelminthiques (ou vermifuges), qui combattes#t Vers intestinaux, les antiamibiens,
contre la dysenterie, et les antipaludéens, gitetrale paludisme (ou malariélylaejorie
Murphy., 1999).

6.5 Activités antibactériennes

Les effets des antibiotiques sont extrémement sliauisqu'ils dépendent de
I'antibiotique, du germe étudié, de I'état physgitpue de la bactérie ou du champignon
inférieur(Maejorie Murphy., 1999).

On distingue deux catégories concernant I'actiafigbactérienne :

6.5.1Bactériostase

La bactériostase correspond a un ralentissementaderoissance bactérienne
(bacteriostase partielle), pouvant aller jusquaart de la croissance. Ceci ne vaut que si
la bactérie était en phase de croissance avaonkaa. Dans le cas contraire une absence
de développement peut aussi correspondre a uneeat@fon tres prononcée du temps de
latence. Cette derniere hypothése est trés rarefmegtiée.

La bacteriostase peut étre étudiée en milieu leypdr exemple par un suivi
photométrique de la croissance des microorganiemgsesence de concentrations variées
d’antibiotiques(Maejorie Murphy. C., 1999).
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6.5.2. Bactéricide
Certains antibiotiques provoquent, a partir d’'urertaine concentration seulil,
I'apparition d’'une mortalité bactérienne. Cettetbacide s’effectue essentiellement selon
deux modalités.
L’effet peut étre proportionnel a la concentratidiantibiotique (le plus souvent
jusqu’a une concentration au-dela de laguelleyilanplus d’accroissement de la létalité) :
I'effet est de type «tout ou rien » et la viteske mortalité est maximale des que la

concentration seuil de bactéricide est attefteejorie Murphy. C., 1999).

7. Les polyphénols : intérét nutritionnel
7.1.1. Prévention contre les maladies cardiovasculaires:

La consommation des polyphénols se traduit parauggnentation transitoire de la
capacité antioxydante du plasma dans les heuresiygnt le repas.

Parvenus au niveau des artéres, ils préviennesydiion des lipoprotéines de faible
densité (LowDensityLipoproteins ou LDL), qui estn' des facteurs clé du processus
physiopathologique de I'athérosclérose. En inhibarydation des LDLs, ils limitent leur
incrustation dans les parois des artéres qui dorrt a I'épaississement des parois et a
réduire le flux de sang qui parvient au niveautdssis. Les polyphénols agiraient aussi en
inhibant I'agrégation plaquettaire impliquée daasphénomene de thrombose qui peut
conduire a l'occlusion des artéres. Deux étudesqules récentes réalisées aux Etats-Unis
et bau Chili ont montré que les polyphénols amétiorle fonctionnement de
I'endothélium.

Ces cellules qui tapissent les parois des artetesnj un réle clé dans 'lhoméostasie
des arteres et la prévention de [I'athéroscléroses Ipolyphénols en prévenant
I'athérosclérose et les risques de thrombose Iraigat les risques d’infarctus du
myocarde, ce que tend a confirmer les quelqueestépidémiologiques déja publiées.

7.1.2. Prévention contre le cancer :

Ajoutés aurégime de divers animaux de laboratdsdjmitent le développement
de tumeurs induitesexpérimentalement par expos#iaes agents carcinogenes. lls sont
actifs contre denombreux cancers (colon, eston@e, fein, prostate, poumon, peau,
vessie, etc.) a tousles stades de la cancérogeheseade d'initiation, ils agissent comme
agents bloquantsen empéchant I'activation de priocgyénes, en piégeant les mutagenes

électrophiles ouen stimulant la réparation des ADMN&és. Au stade de promotion et de
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progression, ilsagissent comme agents suppressgeirgumeurs. Les mécanismes
impliqués peuvent laencore étre trés variés: ptéwerdu stress oxydant, inhibition du
métabolisme de I'acide arachidonique et des réactidlammatoires associees, inhibition
de la protéine kinase Cet de la prolifération daite, induction de I'apoptose, inhibition de

l'angiogenése.
Lespreuves de leurs effets chez I'hnomme restergnomt encore insuffisantes.

7.1.3. effets protecteurs contre lesmaladies hormono-dépdantes telle que

I'ostéoporose :

En modulant la réponse auxcestrogenes endogendain€guolyphénols et plus
particulierement les isoflavones dusoja tres étgli@ujourd’hui, ont une affinité
remarquable pour les récepteurs descestrogenesnietqsalifies pour cela de phyto-
cestrogenes. Les fruits et légumescontiennent aesspolyphénols tels la quercétine de
I'oignon qui possede également des propriétés psesttogéniques ou inhibe laperte
osseuse chez la rate ovariectomisée. La encorudelles études restentnécessaires pour

confirmer ces effets chez 'homme.

Les orientations récentes des recherches sur lgphgmols visent d'une part a
mieux comprendre les mécanismes d’action au nivealéculaire et cellulaire et a évaluer
par des études cliniques leur incidence sur certa@rqueurs clé associés aux pathologies.

D’autre part, les recherches épidémiologiques visamréciser les associations
entre les niveaux de consommation des divers péhyplk et le risque de développer les
pathologies permettront de préciser la nature dégppénols et les niveaux d’apports les

plus favorables a la prévention des diverses padjies.
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Chapitre IlI : les prébiotiques

Introduction

L’intestin contient environ 100 000 milliards de cbé&ries et autres micro-
organismes qui forment la « flore intestinale a. flore a un rdle trés important sur la
santé car elle compléte la digestion, fabrique ptesluits dérivés qui peuvent exercer un
réle métabolique et collabore avec le systeme initaina intestinal pour défendre notre
organisme. D’apres plusieurs études in vitro, lesbiotiques auraient un effet bénéfique
dans la diminution de la constipation et un rélesdé réduction du risque de cancer
colorectale et des maladies infectieuses. Les espstimulées par les prébiotiques sont
essentiellement des bactéries lactiques de l'intedactobacilles et bifidobactéries. La
majorité des prébiotiques utilisés a I'heure adtusbnt des fibres alimentaires solubles :

les oligosaccharides, fructo-oligosaccharides.

Il ne faut pas confondre entre prébiotique qui st@d molécules organiques et les

probiotiques qui sont des micro-organismes vivants.
1. Définition

Les prébiotiques sont des oligosaccharides défausime « non digestibles
ingrédients alimentaires » qui, lorsqu’ils sont smmmés en quantités suffisantes, de
maniere sélective stimulent la croissance et /actiVité d’'une ou d’'un nombre limité des
microbes dans le colon entrainant des avantages lposanté. lls ont une incidence

positive sur la composition et le métabolique detivité de la microflore intestinale.

Les composeés prebiotiques peuvent aussi avoir immmodulateur propriété, avec
ou sans l'ajout de bactéries probiotiques. En oué&e effets des prébiotiques comme
agents stabilisants dans des produits probiotigeaegant le stockage, la lyophilisation, et
séchage par pulvérisation ont été rapportés paieuits auteurdesmond etal., 2005 ;
Schwab etal.,2007).

Autre autorisations d'oligosaccharide sont, par ngxe, une faible valeur
calorique, sucré réduit agissant comme des ageitcaries, possibilité de modifier la
viscosité et le point de congélation d’aliments.
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Selon (robertfroid.,2007),les criteres de classement des prébiotiques st |

suivants :

» Larésistance a 'acidité gastrique

» L’hydrolyse par le mammifére enzyme gastro-intestet I'absorption

» La fermentation par la microflore intestinale et damulation sélective de la
croissance et /ou de I'activité de I'intestine lggiet associées a la santé et au bien-

étre.

Au contraire des probiotiques, la plupart des mtdpies sont utilisés comme
ingrédients alimentaires dans les biscuits, legaiés, le chocolat, la pate a tartiner et

autres produits alimentaires, par exemple. Lesipti§bes les plus communs sont :

= L’'oligofructose

= Linuline

» Les galacto-oligosaccharides

* Le lactulose

= Les oligosaccharides du lait maternel

Pour classifier un ingrédient alimentaire commebmiique, il existe 5 critéres qui
doivent étre validééNang., 2009)
« |l doit étre résistant aux différents processusdidestion pour atteindre le colon
» |l doit pouvoir étre fermenté par la microfloregstinale
* Il doit étre bénéfique pour la santé de I'h6te
* Il doit stimuler de facon sélective les probiotigue

* Il doit rester stable durant les différents traitens alimentaires du processus

Les molécules qui, a ce jour, satisfont a cesrestéont les inulines, les galacto
oligosaccharides(GOS) et le lactulose. Elles entssmns la compositionde certains
aliments etcompléments alimentaires. Les inulinest dles mélanges d'oligo et de
polysaccharides essentiellement composés de faictdes termes de fructo
oligosaccharides (FOS) et d’oligo fructose sonlisdéts pour des inulines de faible poids
moléculaire.

D’autres candidats existent (isomalto-oligosacclesi lacto  sucrose,
xylooligosaccharides, oligosaccharides du sojagahligosaccharides, gomme arabique,
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hydrolysats de pectines...) qui ont fait ou font Jetbd’études préliminaires mais sans, a
ce jour, satisfaire les critéres ci-dessus.

Parmi les prébiotiques commercialisés, on retrodineuline, les fructo-
oligosaccharides, lesgalacto-oligosaccharides, idemalto-oligosaccharides, les malto-

oligosaccharides, les xylooligosaccharifdsissattoet al, 2007)

Tableau. 5 :exemples des composés prébiotiques commerciélisésardet
Barthomeuf., 1999 ; Franck., 2002)

PREBIOTIQUES NOM STRUCTURE FOURNISSEUR
Oligofructoses Raftilose Fru-Frun+ Glc- Orafti (Belgique)
Frun
Fructooligosaccharides Actilight Glc-Frun Beghin Meiji
Industries (France)
Galactooligosaccharides  Oligomate Glc-Galn Yakult (Japon)
Lactulose MLS-50 Gal-Fru Morinaga (Japon)
oligosaccharides de soja  Soya-Oligo  Galn-Glc-Fru Calpis (Japon)
Isomaltooligosaccharides IMO 900 Glen ShowaSangyo
(Japon)
Glucooligosaccharides Bioecolia Glen Solabia (France)
Mannooligosaccharides Bio-MOS Mann AlltechBiotechnology
(USA)
Xylooligosaccharides Xylo-oligo Xyln Suntory (Japon)

2. Les différentes familles prébiotiques

On peut classer les prébiotiques en deux grandggso. les prébiotiques reconnus,

dont certains sont commercialisés, et les préhiesgmergents.
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2.1.les prébiotiques reconnus

Le premier groupe est essentiellement constituéroie familles : les fructo
oligosaccharides (FOS), les galacto oligosacchari@®OS) et le lactulose ; ces
prébiotiques sont aujourd’hui bien reconnus au dapo Europe et aux Etats Unis.

2.1.1. Les FOS et l'inuline

Les FOS sont des oligoméres de D-fructose assparédes liaisons-(1—2) avec
un résidu D—glucose en bout de chaine liépgi—2). Ills sont obtenus par réaction
d’hydrolyse enzymatique de l'inuline.L’inuline esh ensemble de polymeéres de fructose
de DP >20, elle est extraite industriellement deH&orée, mais on la trouve également
dans l'ail, I'oignon, la tomate, la banane et felmaut de Jérusalef@rittenden., 1999)

Ce sont les prébiotiques les plus étudiés et Iptitude a stimuler la croissance de
Bifidobactérium a été établie par de nombreusesdetutant in vitro que in
vivo.(Roberfroid., 1998)

2.1.2. Les Galacto oligosaccharides (GOS)

Ce sont des oligoméres de la forme @&l(l—4)-[B-(1—6) Gal}, avec n de 2 a 5.
lIs sont naturellement présents dans le lait majalegnent obtenus par synthese
enzymatique a partir du lactogerittenden., 1999; Kolida., 2000)Is sont non
digestiblegBouhnik., 1997)Comme avec les FOS, les testsvitro mettent en évidence
un effet bifidogene mais ils accroissent égalemel# population des
lactobacilleg.Tanaka., 1983) Sur des rats porteurs d’une microflore humai@ewland
et al.,1993) a montré que les transgalacto oligosaccharidemeanigient le nombre de
bifidobactéries et de lactobacilles mais en outreirdiaient le nombre d’entérobactéries.
De plus ces oligoméres réduisent les activités raatigues néfastes. Chez I'homme
plusieurs études aboutissent aux mémes res(iltatska., 1983; Ito., 1990)

2.1.3. Le Lactulose

C’est un disaccharide synthétique galactose- dagctlié enp-(1—4) dérivé du
lactose. Il est connu pour ses effets laxatifsgwikest pris a fortes doses (supérieures a
20g par jour)Salminen., 1997Mais a plus faibles doses, il agit en tant que ipt&lue en
augmentant le nombre de bifidobactéries alors gueombre deClostridium perfringens,
de Bacteroidesgde streptocoque®t d’entérobactéries décr¢8alminen., 1997; Terada.,
1992; Ballongue., 1997; Tuohy., 2002)
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2.2.Les prébiotiqgues émergents

Plusieurs causes sont a I'origine du développememouveaux prébiotiques : tout
d’abord les progres réalisés dans les processyzratkiction (Gibson., 2000)puis les
développements des biotechnologies et de la gé&métmoléculaire(Rabiu., 2001;
Rastall., 2002)enfin la recherche de diversification des voiesvd®risation de certains
produits naturels, déchets de I'agriculture.

Parmi ces prébiotiques émergents on peut cites :idemalto oligosaccharides
(IMO), les oligosaccharides de soja (SOS) et lésotigosaccharides (XOS).

On ajoutera, dans une moindre mesure en termeadautx d’expertise, les gluco-
oligosaccharides et les pectioligosacchafidgsroft., 2001; Olano-martin., 2002;
Rastall., 2002) Il a également été avancé que les amidons résigtanivaient entrer dans
cette catégori€Crittenden., 2001; Wang., 2002; Shuusuke., 2003)

3. La différence entre les prébiotiques et les probiajues

Les prébiotiques sont des glucides non digestiplieservent de « nourriture » aux
probiotiques. Les prébiotiques contribuent a ldifgn@tion et au maintien des probiotiques
dans I'appareil digestif. Les glucides non digdesbne sont pas tous des prébiotiques.
Tous les prébiotiques doivent respecter des csiteseientifiques particuliers. Les
probiotiques sont de bonnes bactéries naturelleprésentes dans notre appareil digestif,
plus particulierement le célon. Certains probiogiguont été associés a des bienfaits

spécifiques pour la santBoberfroid., 2001)

4. Critéres de sélection d’un prébiotique

Afin de satisfaire a la définition des prébiotiquéss molécules doivent pouvoir
atteindre intactes le célon ou elles pourront aléh® fermentées sélectivement dans
I'écosysteme intestinal complexe. Les candidatdiptiégues doivent étre sélectionnés

selon les différents critéres décrits dansdeleau 6
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Tableau. 6 Proposition de critéres de sélection des prébieiguapplication
intestinale(Franck., 2002 ; AFSSA., 2003)
CRITERES DE = produits ou organismes a lorigine de lingrédient
SECURITE parfaitement caractérisés
= procédé d’obtention parfaitement décrit
= identification et caractérisation des molécules/ast
» jdentification des microorganismes ciblés pour la
fermentation
= pas de production excessive de gaz
CRITERES = non digestibilité et non assimilation dans la parti
FONCTIONNELS supérieure du systéme gastro-intestinal
= fermentescible dans le célon de facon sélectiveupar
nombre limité de bactéries potentiellement favagabl
= capacité a altérer la composition de la microflooéque
en faveur d’'une florepotentiellement plus saine
* induction éventuelle d’effets systémiques qui petve
étre positifs pour la santé del’h6te
CRITERES = pas de modification de lingrédient au cours des
TECHNOLOGIQUES transformations et du stockage des préparations

Les doses recommandées pour que les prébiotiaquiest ®fficaces, dépendent du
profil bactérien des sujets et de la nature densekcules actives. En effet, certains
prébiotiques de faible masse molaire sont susdeptdinduire la production de plus forte
quantité de gaz a l'origine de douleurs abdominategourraient provoquer a forte dose
des diarrhées osmotiques. Par ailleurs, les pigbeg sont faiblement tolérés par les
personnes a troubles intesting@ummings et MacFarlane., 2002 ; Marteau efl.,
2001)En outre, jusqu’a présent, aucun élément n’indigueaisque particulier allergique
lié a l'utilisation de glucides indigestibl€aFSSA., 2003)

5. Aspect réglementaire des prébiotiques

Les prébiotiques sont classés au niveau europégmenu’ingrédient alimentaire
ou additif alimentairéFranck., 2002)

Tout comme pour les fibres alimentaires, la noreslidilité des prébiotiques est
une des caractéristiques principales. La quesBgmose donc de savoir s'il faut classer ou
non les prébiotiques en tant que fibres alimergaP®ur l'instant, seuls les FOS Actilight
et Raftilose ont obtenu les confirmations régleraees du statut de fibres solubles depuis
2002(Champ., 2003)
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6. Mécanisme d’action des prébiotiques:
= Survivre a l'acidité de I'estomac
= Eviter leur digestion dans l'intestin gréle
» Favoriser la fermentation sélective par les baesésaprophytes du célon
= Stimuler la croissance des probiotiques (bifidobaes)
= Stimuler la motilité intestinale et la réabsorptidieau, d’électrolytes et des sels

minéraux (C&’, Mg'™)

Figure 11 :les mécanismes d’action des prébiotigRederfroid., 2007)

indigene. C'est cette microflore sélectivement modifiée qui directement / indirectement est a
lorigine des effets du prebiotique.
Modifications

Prebiotique == e » Effets sur la sante
de la microflore

7. Effet bénéfique des prébiotiques sur la santé :

7.1. Santé du systéeme digestif
On constate un intérét grandissant pour les alisngat contribuent a une saine
digestion. Les prébiotiques sont des substancedagorisent la régularité du systeme
digestif en encourageant la prolifération des batébénéfiques dans les intestins. Les
recherches semblent indiquer qu’'un avantage nuoeride bonnes bactéries aide le
systéme digestif a préserver sa santé normale,celr signifie que les bactéries
potentiellement nuisibles sont en position d’inféité et qu’elles sont moins en mesure de

causer des problemes.

Plusieurs prébiotiques agissent sur le corps cotenfieraient des fibres ; c'est-a-
dire qu’ils ne sont pas completement digérés |ladedir passage dans le systeme (Gl)
gastro intestinale ; et sont par conséquent corgsdéomme faisant partie des fibres

alimentaires.

Une combinaison de prébiotiques tels que le polydeg et le lactitol affecte
I'écosysteme microbien du tractus gastro-intabtishe rat et améliore la réponse
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immunitaire en augmentant la sécrétion d'immunagiobs A (IgA)(Peuranen etal.,
2004)

En outre, dans le traitement de la trouble colite,y a quelques indications
expérimentales quant aux effets bénéfiques deliimwdans I'amélioration de la colite
distale chez le rgvidela etal., 2001)

Chez les porcelets(Tang et al., 2005a rapporté que la supplémentation
alimentaire de (OGM) par 0,12% galacto-oligosaddeamannane a été en mesure

d'augmenter les performances de croissance etideeda diarrhée.

7.2. Absorption minérale
Sans étre laxatifs ni avoir directement I'effetréibsur le volume, les prébiotiques
améliorent le transit intestinal chez les gens fsanff de constipation ainsi que chez ceux

souffrant de diarrhée.
Les prébiotiques ont également la capacité de rédiiflammation intestinale.

L'usage de prébiotiques augmente aussi I'absorpdies minéraux. Cet effet est
mesurable pour le magnésium, le calcium, le fefeetinc. Lorsqu’elles utilisent les
prébiotiques, les bactéries bénéfiques fabriquesd dcides faibles (acides lactiques,
butyrique) ; Ces acides abaissent le pH de limig$t rendent plus acide), entrainant une
amélioration du métabolisme de l'intestin en géhétale I'absorption des minéraux, une

réduction de la croissance des pathogenes.

Autre effet particulierement intéressant, I'acidgybique est utilisé par les cellules
du gros intestin (le célon) pour fabriquer de I'égie et améliorer la santé de la paroi
intestinale. Plus les bifidobactéries sont nomlesust plus elles sont bien nourries
(prébiotiques), plus elles produisent des acidas grchaines courtes (I'acide butyrique)
qui améliorent I'environnement intestinal, aidamsaa prévenir la formation de cryptes

aberrantes et de polypes et en bout de ligne neecale I'intestin.

Chez les jeunes adolescents, la consommation dgrutiel d'une combinaison de
prébiotique a courte et a longue chaine, fructaeeype inuline de maniére significative,
augmente l'absorption du calcium et favorise la émdlisation osseuse pendant la
croissance pubertaire. Effets des facteurs alinrestaur le calcium, I'absorption peut étre
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modulée par des facteurs génétiques spécifiquaampris vitamine D polymorphismes du
géne du récepte@Abrams etal., 2005)

En outre, des études sur des modeles animaux ontrénone disponibilité
d’augmentation du calcium avec de linuline et déligofructose dans

I'alimentation(Scholz-AhrensetSchrezenmeir., 2007)

D’un point de vue fonctionnel les prébiotiques agig sur 'absorption du calcium
et du magnésium ce qui améliorerait la minéralisatisseuse et diminuerait donc le risque

d’ostéoporos€Scholz-ahrens., 2000)

7.3.Prévention de cancer
La fermentation des prébiotiques conduit a la petidn d'acides gras a chaine
courte(AGCC) qui fournissent plusieurs effets sumiuqueuse colique.

En effet, ils affectent directement ou indirectemlanprolifération des entérocytes
de lintestin, linflammation, la carcinogenése, désponibilit¢ des minéraux, et la
colonisation par des pathogenes, les activitésreatigues et la production de métabolites
azotés. L'acide butyrique est utilisé par les tedlépithéliales de la muqueuse du célon
comme source d'énergie, étant en outre un factewralssancéBugautet etBentéjac.,
1993)De récentes études precliniques ont rapporté gqubutyrate pourrait étre dans
lachimio-prévention de la carcinogenéSeheppach et Weiler., 2004u agent protecteur
contre lecancer du célon par la promotion de lédihciation des celluld&im, et al.,
1982)

En plus de butyrate, le propionate peut avoir detseanti-inflammatoires sur les
cellules du cancer du cdlon. Dans une étude i &t des lignées coliques HT29 L97
(qui représente le début et le stade final de gasheeblon), les fractions de surnageant de
la fermentation de inuline a montré une importamtéssance d’inhibition et induction de

I'effet apoptose dans les cellules tumorales dorc@lumain(Munjal et al., 2009)

7.4.Les prébiotiques dans I'alimentation des nourrissos
A coté de leurs effets sur la flore intestinale, peébiotiques ont un effet sensible
sur le comportement intestinal. Au niveau de I§titegréle, ils restent en solution dans le
chyme et augmentent la pression osmotique, créenappel d'eau dans la lumiére

intestinale. Au niveau du colon, la fermentationtbaenne s'accompagne de la production
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de gaz et dacides gras a chaine courte qui samtusopour influencer la maotilité
intestinale.

Si ces effets sont recherchés chez l'adulte powliamar le transit intestinal et
éviter les problémes de constipation créés paeralimentation moderne trop pauvre en
fibres, il n'en est pas de méme chez le nourrissornune consommation élevée de

prébiotiques peut créer des symptdomes pathologiagiesrhée, flatulence, coliques.

Des études cliniques sont en cours pour déternardose a la fois efficace et bien
tolérée chez le jeune enfant. Les premiers résutibtenus avec les oligosaccharides a
effet prébiotiques prouvés (oligofructose et inalise révelent décevants : la dose de 2 g
par jour est bien tolérée mais ne montre pas tl'effidogene, alors qu'au taux de 3 g par

jour, on observe une augmentation significativexdonbre de selle$Guesry etal., 2000)

Les tannins de la caroube sont largement utilisés ¢ combat des diarrhées chez
I'enfant(Loeb etal., 1989)
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Tableau 7.Effets positifs des prébiotiques sur la santé {gffeobables ou
suspectég)Bornetet al, 2002 ; Franck., 2002 ; AFSSA., 2003)

EVIDENCES SCIENTIFIQUES FORTES

EFFETS DES PREBIOTIQUES MECANISMES DES PREBIOTIQUES

faible valeur calorique .

modulation de la flore intestinale ]

amélioration de la motilité intestinale et "
soulagement de la constipation .

EVIDENCES SCIENTIFIQUES PROMETTEUSES

non digestibilité et fermentation colique
complete en lactate, acides gras a chaine
courte (acétate, propionate et butyrate)
et gaz (CO2, H2, CH4)

fermentation sélective par la flore
positive endogene au détriment de la
flore pathogéne

augmentation de la pression osmotique
production de butyrate fournissant de
I'énergie aux colonocytes

production de gaz

accroissement de la  biomasse
bactérienne

EFFETS DES PREBIOTIQUES MECANISMES DES PREBIOTIQUES

stimulation de I'absorption des minéraux et .
réduction des risques d’ostéoporose

effet hypolipidémique, effet hypoglycémique .

et

prévention du diabéte .
diminution des diarrhées .
prévention des infections intestinales .
diminution du risquedu cancer du c6lon -

acidification du milieu améliorant la
solubilisation du calcium et du
magnésium

production d'acétate et de propionate
modulant la lipogenése hépatique
production de propionate modulant la
gluconéogenese hépatique

libération  d’hormones intestinales
(incrétines)

fermentation sélective par la flore
positive endogene au détriment de la
flore pathogéne

production d’acides gras a chaine courte
stimulant I'absorption d’eau par le célon
fermentation sélective par la flore
endogene positive

production d’acides gras a chaine courte
induisant un environnement acide
modulation du systéeme immunitaire via
la flore endogene

modulation du systéme immunitaire via
la flore endogene

modulation de la flore positive exhibant
une faible activitt enzymatique
carcinogénique
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8. la farine de la gousse de caroube FPC

La pulpe est trés utilisée soit comme aliment digt€, soit comme remplagant du
chocolat, soit encore en alimentation animale. E#ietres riche en sucres (40-60%) en
particulier, saccharose (27-40%), fructose (3-8¢@lwcose (3-5%) mais pauvre en lipides
(0,4-0,6%) ou protéines (2-6%d)eroy., 1929; Avallone etal., 1997) Par ailleurs, la
pulpe présente également une teneur trés élevdibren (27-50%) et une quantité non
négligeable de tanin&aura-calixto., 1988) Assez souvent, la pulpe est toastée et broyée
donnant une poudre de couleur marron a ardbme dmletdfarine de caroube ; FPC). A
part son utilisation en alimentation humaine, cellsemble particulierement adaptée a
I'alimentation du porc. Le remplacement du dextrakela poudre de lait ou des céréales
par de la FPC permet d’obtenir des performancegassance similaires chez le porcelet
(Piva etal., 1978; Santi etal., 1987aussi bien que chez le porc en croissance-finition
(Lanza et al.,, 1983)Les sucres apportés par la FPC contribuent trésaptement a la
palatabilité des régimes et aucun effet antinotritel des tanins sur les paramétres
mesurés n’est observé.

Les diarrhées de post-sevrage sont un problemé&éamsent dans I'élevage du porc
(Madec etal., 1998gt la décision de I'Union Européenne de prohibatilisation des
antibiotiques en tant qu’additifs alimentaires faa qu’aggraver la situation. Les tanins de
la caroube présentent d'importantes propriétésdiatihéiqueqWirsch., 1987)et sont

largement utilisés dans le combat des diarrhées|drdant(Loeb etal., 1989)
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1. L’objectif

Mettre en évidence I'activité antagonists gelyphénols a différentes concentrations
(5, 10, 25 et 50%) testée vis-a-vis trois bacsépathogendsscherichia coli 10536
ATTC etSalmonelld3311 ATCC etisteria 13932.

2. Plan de travall

[ Cinétique microbienneex}aﬂ%n des polyphénols act%ib%ntimicrobienne }—P[CCM

3. Les souches pathogenes

Les différents souches pathogénes utilisées daeinexpérimental sont reportés dans le
tableau ci-dessous

Tableau 08 :Natureet I'origine de différentes souches pathogenidisées

Souches Référence Milieu de culture
Escherichia coli 10536 ATTC Bouillon BHI
Salmonella 13311 ATCC Bouillon BHI
Listeria 13932 ATCC Bouillon BHI
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4. Matériel biologique

Le matériel végétal constitué de gousses de canoutee a été collecté dans la
région de REMCHI.

Figure 12: présentation du matériel biologique utilisé (g} grains, pulpe, farine)
(Original)

5. Milieux de culture et conditions de croissance

Tous les milieux de culture préparés sont autoslav&21°C pendant 15 min.

Les souches de référenéscherichia cOATCC 10536 Salmonell&ATCC 13311et
ListeriaATCC 13932nt été réactivée deux fois et cultivée sur BHIibhow
(Brain-Heart-Infusion : réfCM02250x0id,Biomérieux, France). L'incubation est faite e
aérobiose pendant 24 h a 37°C. Pour I'étude deltéon du pathogéne au cours de sa
croissance le milieu Mueller-Hinton Gélose (R&f04190xoid, Biomérieux, France) a
37°C pendant 24 hen aérobiose a été utilisésdashes ont été cultivé au moins trois fois

avant I'expérience.
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6. Etude de I'activité antimicrobienne

Pour évaluer in vitro l'activité antimicrobienne sdeomposés phénoliques, la
méthode utilisée est celle de diffusion par puitsgelose telle que décrite p@erghe et
Vlietinck., 1991). Les tests ont été realisés sur des bactéries gmtb&scherichia
COliIATCC10536, SalmonellATCC 13311 et ListeriaATCC13932afin d’avoir une idée
sur I'étendue du champ d’action des extraits aqudifférentes concentrations ont été
testées. L’activité antimicrobienne est détermie@etermes de diamétre de la zone

d’inhibition de croissance microbienne produitéoau des puits apres incubation.

7. Etude de I'évolution de la cinétique de croissanaet de production

L’étude de [Iévolution de la croissance Edcherichia coRhTCC 10536
SalmonellATCC 13311 et ListeriaBATCC 13932 est effectuée dans le milieu BHI
bouillon a pH 6,8 a 37 °Cen aérobiose. Des prélevesn stériles sont effectués
périodiquement toute les 2 heures pendant 24hatired’évaluer la croissance (DO) a600
nm par spectrophotométrie sur un spectrophotontiréype Jenway 6700 Visible UV-
Visible ; la détermination de I'évolution de la ¢ba microbienne en microcultures
s'effectue par isolement sur milieu Mueller-Hintagélose ;ces deux méthodes sont
utilisées dans le but de déterminer la charge rnierme dEscherichia coMATCC 10536,
SalmonellaATCC 13311 etlListeria ATCC 13932évaluée a TUUFC/ml mise en contact

avec les différentes concentrations des extragagligues.

8. Technigue en milieu solide (méthode de diffusion emilieu géloseé)

Les boites de Pétri contenant 1000 ul de suspetsiotérienne & POFC/mI sont
remplisde 15 ml de géloseMueller-Hinton le conhtdic germe cible avec les extraits
phénoliques se fait par homogénéisation pendanh3Les boites sont ensuite séchées
pendant 10 minutes & 37°C a I'étuve. A l'aide damporte-piéce stérile, on pratique des
cavités dans la gélose, ensuite chaque cavitéeagtlie par 50 pl du produit a tester a
différentes concentrations (5, 10, 25 et 50%). hekes de Pétri avant de les incuber a
37°C pendant 24h sont placées a 4°C pendant 3 heuanar faciliter la diffusion des
extraits phénoliques. Le polyphénol diffuse radiadat en donnant une zone d’inhibition
circulaire a la surface de la gélose préalablemmmiemencé avec la suspension

bactérienne(Eymard., 2003) Elle est considérée comme positive pour tout ptodu
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donnant un diametre d’inhibition supérieur a 2 hhompson et al, 1996¢ité par
(Doumandjiet al, 2010)La mesure de la zone d’inhibition (Zi) est effegugelon la

formule suivante:

[ Zi (mm) = diamétre de la zone d’inhibition obten§emm) — diameétre de puits (6mm)J

.Tous les essais sont réalisés en triple.

9. Concentration minimale inhibitrice: test de microdilutions

Les CMIs sont aussi déterminées vis-a-vis des hest&ibles. L'inoculum de
chaque bactérie testée est obtenu a partir d'témilpure de 12 h d’incubation, la charge
microbienne était ajustée & 5%¥10fc/ml & 'aide d’une turbidité standard 0,5 Mcknd.
Des dilutions en série sont préparées dans unengaie concentration de (5, 10, 25
et 50%) (p/ v) dans des tubes a essai stériletecant de bouillon BHI. Les CMIs des
difféerents composés vis-a-vis des souches baotéggesont déterminées par la méthode

de microdilutions en puits.

Des plagues contenant 96 puits (lwaki brand, Asdlechno Glass, Japan) sont
préparées en distribuant dans chaque puits 10@ jpbdillon BHI et 100 ul d’'inoculum.
100 pl de chaque solution des difféerentes conatoms des extraits phénoliques préparées
sont versés dans les premiers puits de chaquaelaq0 pl de chaque dilution en séries
sont transférés dans les puits successifs. Legsedepuits contenant uniguement 200 ul de
bouillon BHI et 100 ul d’inoculum étaient utilis€®mme témoins négatifs. Le volume
final de chaque puits était de 200 pl. Les placoed incubées sous agitation a 37°C/18—
24h. Apres incubation, tous les puits sont examé@tda CMI (%: v/v) est déterminée en
prenant en compte la plus faible concentration >@raig qui inhibe tout développement
bactérien (absence de turbidité). L'H20 distilléérite est utilisée comme témoin négatif.

Chaque test est répété deux fois.
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10. Extraction des phénols

10.1.Elimination des sucres
La caroube étant riche en sucres simples, avaptad€der a I'extraction ; on laisse
la farine de caroube, séchée et moulue préalablemmacérer pendant 12 heures dans de
'eau froide (3°C). Ce procédé, répété 2 fois, prrd’éliminer les oses présents

(Kumazawa etal.,2002) on procede par la suite aux extractions sélectives

10.2 Extraction

10g du matériel végétal broyé est macéré dans l@@mihélangeméthanol/eau
(70% v/v) pendant 20 minutes, a 40°c.Apres filoatile mélange méthanol/eau, est
évaporé a sec sous pression réduite a 45°C. Laurékitenu est récupéré avec 12ml de

méthanol pur, pour les dosages ultéri€tmset Dahlgren., 2005)
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Figure 14: évaporation sous pression réduite (Original)

Figure 15: Filtration des phénols totaux (Original)
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11.Dosage des polyphénols par chromatographie couchénoe (CCM)

La chromatographie est une méthode physiquep@ration de mélanges en leurs
constituants ; elle est basée sur les différent@d@finité des substances a I'égard de deux
phases, I'une stationnaire ou fixe, I'autre mobile.

La chromatographie sur couche mince, ou sur pldG@M), est effectuée surtout
en vue d’une analyse d’'un mélange.

La phase stationnaire solide est fixée sur uneuglagt la phase mobile liquide,
nommeée éluant, est un solvant ou un mélange dargslv
On dépose sur la phase fixe une petite quantitd@&lange a séparer et on met cette phase
au contact de la phase mobile.

La phase mobile migre de bas en haut, par capdljde long de la phase fixe en
entrainant les constituants du mélange. C’est len@imene d’élution, qui permet la
séparation des constituants du meélange a analyser.

Chaque constituant migre d’'une certaine hauteugctéristigue de la substance,

que I'on appelle rapport frontal ou rétention fraet(Rf) :

Rf=hanteur dela tache/ hauteur du front du solvant

Chaque tache correspond a un constituant et oentiile par comparaison du Rf
avec un témoin (une méme substance migre a la ni@ueeur dans des conditions
opératoires identiques ; méme Rf).

L’analyse sur couches minces est réalisée sur laggig en verre de gel de silice
(5%10 cm). Le systeme de solvant utilisé pour ledyghénols totaux est
chloroforme/méthanol (9/1).

L’échantillon des polyphénols totaux 15 mg est prémlans 0.5 ml de chloroforme
puis déposé en petit spot sur la plaque.

L’observation du chromatogramme est effectuée emnédre visible et sous U.V. a
366 nm.
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A partir de l'analyse des cinétiques de croissait@st intéressant de relever que les
trois souches pathogénes Edtherichia coll0536Salmonelld3311 et duisteria 13932 ;

présentent le méme profil cinétique au début dephase exponentielle, la cinétique de

croissance est représentée respectivement dafigulel6, 17 et 18 avec des densités

optiques variables selon I'espéce.

Il a été remarqué que pour les charges bactériemeedd UFC/mI; les pathogénes

atteint 4h d’incubation la croissance est tresdapile 6h a 8h, les valeurs du taux de

croissance diminue a partir de 8 heures.
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Figure 16: Courbe représentative de la cinétique bactéeertascherichia Coli
ATCC 10536 durant 24h.
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Figure 17: Courbe représentative de la cinétique bactéridetisteria ATCC 13932
durant 24h
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Figure 18 : Courbe représentative de la cinétique bactérider@almonella ATCC
13311 durant 24h.
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2. Dénombrement des souches
La méthode deGuiraud, 1998utilisée, nous a permis d’ajuster la charge mi@obe
de nos souches pathogénes, les résultats de démosnriirsont représentés respectivement,
(157E.C, 123Set 131L UFC /ml).

Figurel9: photo représentative de dénombremeraenonell&TCC 13311,
Escherichia ColhTCC 10536 etlisteriaATCC 13932sur gélose Mueller Hinton aprés 8h
d’incubation a 37°C.

3. Démonstration du pouvoir antibactérien des extraitphénolique

L'activité antimicrobienne des composés phénoligess évaluée sur trois souches
microbiennes de référence. Le pouvoir antimicrolllea composés phénoliques est obtenu

par la mesure du diametre de zone d'inhibition em m

L'échelle de I'estimation de I'activité antimicrebne est donné péviutai et al, 2009); ils

ont classé les diamétres de zones d'inhibitiofa deoissance bactérienne en 5 classes ;
- Tres fortement inhibitrice : 30mm

- Fortement inhibitrice : 21mm, 29mm

- Modérément inhibitrice ; 16mm, 20mm

- Légérement inhibitrice : 11mm, 16 mm

- Non inhibitrice : D< 10
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3.1Le pouvoir antibactérien des extraits phénoliques-g-a-vis Escherichia Coli
10536 :

La figure 20indique les résultats obtenus des tests de I'atimntibactérienne des
extraits phénoliques aux différentes concentrati@ds 10, 25 et 50%) sur la souche
bactérienne suivanteEscherichia Coll0536. Il présente un spectre d’activité antibaetére
apparait comme des zones claires avec bordutieaies comme elle indique la figure, le
diamétre d'inhibition est variable et varie de 1a®.1cm.

La meilleure zone d’inhibition obtenue est cellela@eoncentration de 25 et 50 % avec
un diameétre de zone d’inhibition allant de 1,8 asgu’a 2,1 cm

Ces résultats se concordent avec ceuXQleang et al, 2002Qui ont démontrés que
I'activité antimicrobienne d€eratoniaSiliquaest due aux polysaccharides et principalement
aux composeés bioactifs des polyphénols et préesérux flavonoides qui se trouvent en
guantité considérable dans les gousses de caronira& nous allons le démonter.

L’inhibition est notés positive lorsqu’elle est smeure a 0,8 mn(Schillinger et
lucke,2001)

Figure 20: effet inhibiteur de différentes concentrations dg&traits phénoliques sur la

croissanceal’Escherichia Coli10536

Aussi (MonjdAbdRazik et al, 2012)a démontré que I'extrait méthanoique des fruits de
CeratoniaSiliquaa une activité antibactérienne contre les bactggram positives et gram

négatives.
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Figure 21: Diametre des zones d’inhibitions (E. Colien mm en fonction de
concentrations deextraits phénoliques
La concentrabn la plus inhibitrice est de % avec un diametre d¢,2 cm, 25% a aussi
un effet inhibiteur trés proche celle de 50%avec un diamétre de 1,ém pour les

concentrations dé et 10% le diamétre se varie entre 0,8 écm.

Ces reésultats se rapprochent de ceu(Ben Hsouna et al, 2012jui ont trouvé qu'E
Coli ATCC 10536avait une zone d’inhibition de 12 £ 0,2 millimetf@es auteurs ont trou'
aussi une sensibilité visaas des bactéries suivantePseudomonas AerinosaATCC 9027,
et Salmonella enteritidisqui ont un intervalle de zone d'inhibition allat¢ 10 a 1.

millimetres.
3.2Le pouvoir antibactérien des extraits phénolique-vis-a-vis Salmonelle13311 :

La figure cidessous montre le spec d’inhibition des polyphénolsis-a-vis la souche
suivante Salmonella TyphimuriurATCC 13311e meilleur diamétre d’inhibition enregist
aux concentrationde 25et 50 % allant de 1,9 &4 2,4
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Figure 22: Diametre des zones d’'inhibitions Salmonelld43311en mm en fonction de
concentrations des extraits phénolic

Figure 23 effet inhibiteur de différentes concentrations dgtraits phénoliques sur

croissanceSalmonella Typhimurium.

La plus forte activité a été obtenue avec un diegrdg zoe d’inhibition de croissanc
de 10 & 24 mm

Cette bactérie a manifesté une certaine sensibéii@ble a ces extraits phénoliqt

Ces résultats concordent avec les travauxLA MBERT et al, 2001jui a testé
I'effet antibactérierdes polyphénols de plusieurs plantes contre le®iies a Gram positif ¢
a Gram négatif.
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Selon(Cowan,1999)es polyphénols sont les principaux composés aatohiens de:
plantes possédants desmodes d’action divers eaalestés inhibitrices et lales vis-a-vis

d’'un nombre important de microorganisn
3.3Le pouvoir antibactérien des extraitsphénoliques-vis-avis Listeria 1393 :

Les résultats illusteédans la figure -dessous marent le pouvoir antagoniste ¢

polyphénols contre la bactélListeria 13932.

Le diameétre d’inhibition est variable et varie0,8 a 2,1 cdes concentrations lelus
inhibitrices est de 25 et 50 %.

25
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10 ~
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Figure 24 : Diameétre des zones d'inhibitions Listeria 13932 en mm en fonction d
concentrations des extraphénoliques
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Figure 25: effet inhibiteur de différentes concentrations dgtraits phénoliques sur la

croissance.isteria 13932.

Les résultats revélent que I'extrait méthanoligeeCératonia Séliquexerce un effet
antimicrobien considérable sur la soudhsteria 13932, avec des zones d’inhibition de
I'ordre croissant , se varient entre 8 a 21 mm.

Ces résultats se rapprochent de ceuxftes BEN HSOUNA et al, 2012) qui ont
trouvé que les extraits phénoliques de la pulpecdmube a un effet antimicrobien
considérable contre la souche Listeria avec desszdinhibition variable de 0,4 a 13mm.

Cette efficacité est due a la présence des fladesoiqui sont des métabolites
secondaires reputés pour leurs effet antimicropamjdAdbRazik et al, 2012).

Dans un autre travaiBasmaMonjdAbdRazik et al, 2012)ont prouvé que I'extraits
phénoliques d€ératonia Séliqgugossédent une activité antimicrobienne trés poiesas-a-

vis aux bactéries a gram positif.

Les composés phénoliques causent des dommageseaw mie la membrane externe
des bactéries, ce qui entraine une augmentatiden prméabilité membranaire aux protons et
aux ions potassium, une réduction des réservesAiEPLintracellulaire, une perturbation de
la force proton motrice et une dénaturation degépres intracellulaire. Biblio 23, 5 et 12.
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diametre des zones d'inhibition des souches bactériennes en
fonction des % des extraits phénoliques

£ M5% H10% M25% M50%
€
3
c I
1]
b=
2
<
£
k-]
p
=}
)
€
0
°
salmonelle E.Colli Listeria

souches bactériennes

Figure 26. Diamétre des zones d’inhibitions des souchesbacne<E .Coli 10536,S13311

etL 13932 en fonction des % des extraits phéno

L’étude de l'activité antimicrobienne des extrgtgenoliques de la farine de la pu
de caroube sur les cultures tériennes€Escherichia Colil0536 etlisteria 13932 montre des
zones d’'inhibition semblable avec un diametre dadfe de 18 a 21 mm pour |

concentrations de 25 et 50%.

Les concentrations de 5 a 10% donnent des dias d’inhibition voisin de I'ordre de

8 et 14 mm respectivement.

Tandis que l'effet inhibiteur sur la souche baeténie Salmonelli 13311 est plus
important de ceux @&scherichia Coli 10536 et Listeria 13932; pour les méme
concentrations allant de 5 a 50% les diametreshithition sont de’ordre de 10 a 24 mi

respectivement.

4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice :

D’aprés les résultats obtenus pour Ichnique de diffusion sur gél¢, nous nous
sommes intéressés a déterminer la concentratinoim@aie inhibitrice del’extraits actif sur
les trois souches pathogeénes. Les CMI olus sont de l'ordre de / V) vis-a-vis de
Escherichia coli ATCC 10536 et ‘monella typhimurium ATCC 13311 et Listeria 13932.
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Figure 27: la concentration minimale inhibitrice de croissanEscherichia ColATCC
10536,SalmonellaATCC 13311 et.isteria 13932.

Résultats E.C puit (5, 6), listeria puit (5, 6) et salmdegbuit (6, 7)

5. Dosage des polyphénols par chromatographie sur cdue mince :
La chromatographie sur couches minces (CCM) est maéhode d’analysecouramment
utilisée pour l'identification de composés orgarmguet permet un contrbleaisé et rapide de la

pureté des produits analys@gsdJTRAN, 1991). De plus, étant donnéque la CCM indique le
nombre de composants d’un mélange.

Pour la présente étude, il sera utilisé différémtdons que peuvent renfermer les polyphénols
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CONCLUSION GENERALE

Il est connu depuis les époques antiques que (eeejgjantes et épices ont une activité
antimicrobienne.ll y a eu un intérét considérable ks utiliser pour éliminer les

microorganismes qui ont développé une certainsteggie aux antibiotiques.

Dans le présent travail, nous avons tenté deibowetr a la valorisation de la pulpe de
caroube en Algérie en exploitant sesactivités biojaes.

La pulpe de caroube est utilisée comme agent ceatserr, exhausteur de godt, agent
gélifiant, substituant de cacao, additif dans iedntation de bétail et comme traitement de

diarrhées chez les nourrissons.

Le présent travail a porté sur I'évaluation de tid@t® antimicrobienne contre des

souches pathogénes.

Les résultats de l'activité antimicrobienne ontélé I'efficacité de tous les extraits
contre les souches testées respectivaméruli, Listeria, SalmonellaAussi, les résultats ont
démontré des zones d’inhibition de 8 mm a 21 mnr poes extraits de 5% a 10% et de 18
mm a 21 mm pour des concentrations allant de 23%%; 8mm a 14mm pour les extraits
de 5 a 10%, et de 15mm a 21mm pour des concemsaditant de 25 a 50% respectivement;
le diameétre d’inhibition du Salmonella s’est vagigétre 10mm a 13 pour des extraits de 5 a
10% et de 18 a 24 mm pour les concentrations Z8/& 5

Les résultats de la concentration minimale inhitetont révélé des CMI remarquables
pour les souche&scherichia ColiATCC 10536, Listeria ATCC 13932 etSalmonella
TyphimuriumATCC 13311 pour des extraits phénoliques allar,dé et 1,56%.

Le dosage des polyphénols par chromatographieaswhe mince nous a permis de
mettre en évidence six composés qui sont quercétn@e tannique, acide gallique,

résorcinol, catéchine et phloroglucénol.

Cette étude contribue a la connaissance de I'&etamtimicrobienne de la pulpe de
caroubein vitro, il serait également intéressant de réaliser tBguétudes pour évaluer le
potentiel antioxydant et antimicrobien vivo. Des recherches complémentaires sont

nécessaires pour identifier, isoler et purifierdesstituants bioactives de la pulpe de caroube.
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Il serait aussi intéressant de tester les diff@®nmholécules isolées (extraits de
polyphénols et flavonoide$) vivo sur différents modeles biologiques, afin de trouwee

application thérapeutique des molécules activdéeso

CONCLUSION GENERALE
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Résumé

La pulpe de caroube Geratonia. Siliqua> est utilisée dans différents secteurs notammerhdustrie
agroalimentaire, cosmétiques et pharmaceutique.

Notre travail a pour objectif de déterminer I'advantimicrobienne ainsi que le dosage des polyplsé
de la farine de la pulpe de caroube par chromgbbiggasur couche mince.

Les résultats ont révélé une activité antimicrobéemportante avec une zone d’inhibition allan8de 21
mm pourEscherichia Colilistéria respectivement ; et de 1 a 24 mm pour Salmonella.

Les résultats de la concentration minimale inhitstront révélé des CMI remarquables pour les s@iche
Escherichia ColiListeriaet Salmonella Typhimuriumpour des extraits phénoliques allant de 3,12 €%,5

Le dosage des métabolites secondaires par chroraptog sur couche mince nous a permis de mettre en
évidence six composés qui sont quercétine, acidmigae, acide galligue, résorcinol, catéchine et
phloroglucénol.

Cette étude contribue a la connaissance de I'&&taritimicrobienne de la pulpe de caroube in \étro
pourrait trouver une voie forte intéressante darsaitement des gastroentérites au sein de neasgés.

Mots clés :substances actives, Polyphénols, prébiotique,gioantimicrobien, caroube.
Abstract

The carobpulp "Ceratonia. Siliqua "isused in vassmctorsincludingfoodprocessing, cosmetics and
pharmaceuticals.

Our workaimed to determine the antimicrobial andinigflourpolyphenols of carobpulp by TLC activity.

The resultsrevealed a important antimicrobialatytwith a zone of inhibition rangingfrom 8 to 21 nfor
Escherichia coliListeriarespectively; and 1 to 24 mm f8almonella

The results of the minimum inhibitory concentratishowedremarkable MIC foEscherichia coli
ListeriaandSalmonella Typhimuriuror phenolicextractsfrom 3.12 and 1.56%.

The dosage of secondarymetabolites by TLC allowedouidentify six compounds that are quercetin,
tannicacid, gallicacid, resorcinol, catechin antbpdglucénol.

This studycontributes to the understanding af #mtimicrobialactivity of the carobpulm ivitro and
couldfind an interestingstrongvoice in the treattrefrgastroenteritis in ourfarms.

Key words: Bioactive substance, polyphenol, prebiotic, antioiial power, carob.
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