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Résumé

Ceratonia siliqua est une plante qui appartient a la famille des fabacée. Elle est fréquemment
utilisée dans nos traditions culinaires et médicales pour lutter contre le cholestérol, les diarrhées
aigués infantiles et les troubles digestifs.

Notre travail s’est appuyé sur I’étude de I’extrait méthanolique des graines et des gousses de
ceratonia siliqua. Le criblage phytochimique a révélé la présence de quelques groupes
chimiques (Flavonoides, Alcaloides, poly terpénes...etc) susceptibles d’exprimer les activités
recherchées.

Le dosage des polyphénols des deux extraits méthanolique des graines et gousses indique que les
deux derniers ne sont pas tres riches en polyphénols.

Le dosage des flavonoides des deux extraits montre qu’ils renferment un taux faible en
flavonoides.

Les activités anti-radicalaires ont été évaluées a travers deux méthodes : le test du piégeage du
radical libre DPPH et le test de la réduction du fer (FRAP).

Selon les résultats observés, les deux extraits des graines et des gousses sont dotés d’un potentiel
anti-radicalaire et antioxydant mesuré par rapport a I’antioxydant standard employ¢.

Les résultats de 1’activité antimicrobienne réalisée in vitro sur les 3 souches bactériennes
indiquent que les deux extraits méthanolique de cette plante détiennent d’une activité anti
bactérien faible.

Mots clés : fabacée; Ceratonia siliqua; métabolites secondaires ; polyphénols ; activité
antioxydante ; activité antimicrobienne ; pouvoir réducteur.




Abstract

Ceratonia siliqua is a plant belonging to the family fabacée. It is frequently used in our culinary
and medical traditions to fight against cholesterol, acute infantile diarrhea and digestive
disorders.

Our work was based on the study of the methanolic extract of the seeds and pods of Ceratonia
siliqua. Phytochemical screening revealed the presence of some chemical groups (Flavonoids,
Alkaloids, poly terpenes, etc.) capable of expressing the desired activities.

The dosage of the polyphenols of the two methanolic extracts of the seeds and pods indicates
that the latter two are not very rich in polyphenols.

The dosage of the flavonoids of the two extracts shows that they contain a low level of
flavonoids.

The anti-free radical activities were evaluated using two methods: the DPPH free radical
scavenging test and the iron reduction test (FRAP).

According to the results observed, the two extracts of the seeds and the pods are endowed with
an anti-radical and antioxidant potential measured compared to the standard antioxidant used.

The results of the antimicrobial activity carried out in vitro on the 3 bacterial strains indicate that
the two methanol extracts of this plant have a low anti-bacterial activity.

Keywords: fabacée; Ceratonia siliqua; Secondary metabolites; Polyphenols; Antioxidant
activity; Antimicrobial activity; Reducing power.
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Introduction Générale

Introduction

Durant ces derniéres années une recrudescence d’intérét est a remarquer concernant les
effets biologiques des antioxydants naturels inclus dans la lutte contre le stress oxydatif généré
par les especes réactives de I’oxygene (ERO). Celles-ci sont impliquées dans le vieillissement
et dans le déclenchement et la progression de plusieurs maladies telles que le cancer,
I’athérosclérose, les accidents cardiovasculaire (AVC), 1’ostéoporose, les maladies
inflammatoires et les maladies neurodegénératives ...etc. dans ce contexte, de nombreuses
recherches scientifiques faites sur les composés bioactifs notamment sur les polyphénols (PP)
qui agissent contre les ERO, on aboutit & leur utilisation dans les industries alimentaires,
cosmétique et pharmacologique (Kebbab,2014).

Les plantes aromatiques ont I’aptitude de synthétiser de nombreux métabolites secondaires en
réponse aux stress biotique et abiotique qu’ils peuvent subir. Ces métabolites secondaires
possedent diverses propriétés biologiques (Haddouchiet al., 2009).

Le choix de notre plante s’est basé sur leur utilisation fréquente dans nos traditions
locales culinaires et médicinales, afin de revaloriser et redécouvrir notre patrimoine national.
De ce fait on s’est focalisé sur les polyphénols.

Le caroubier fait [l'objet de nombreuses recherches scientifiqgues depuis plusieurs
décennies, il recele de multiples propriétés médicinales.

Ceratonia siliqua est un remeéde naturel qui s'avere efficace pour lutter contre le cholestérol,
les diarrhées aigués infantiles, la tuberculose pulmonaire, les infections des bronches, les
troubles digestifs et méme certains types de cancer dont il ralentirait la progression (Berrougui
, 2007).

L’objectif de notre travail est la valorisation des plantes aromatiques et médicinales de notre
région.

La valorisation de la plante Ceratonia siliqua englobe plusieurs aspects, le criblage
phytochimique et 1’évaluation de leur activités biologiques (antimicrobienne et antioxydante).

Notre manuscrit s’articule autour de trois parties :




La premiére partie consiste en une synthese bibliographique qui a pour objet de donner
des informations sur la plante étudiée, les métabolites secondaires ainsi que sur le stress
oxydant.

Dans la deuxiéme partie, nous avons focalisé sur le matériel et les méthodes utilisées dans
notre travail. notament, les méthodes utilisées pour le criblage phytochimique, 1’extraction,
le dosage colorimétrique (des polyphénols et des flavonoides), les activités anti-oxydantes
(Pouvoir réducteur et DPPH) ainsi que I’activité antimicrobienne des deux extraits
méthanolique de notre plante (gousses et graines).

Nous discuterons, dans la derniére partie, les résultats obtenus lors de cette étude.

Pour terminer, une conclusion genérale sur 1’ensemble de cette étude ainsi que
les perspectives ont été dégageées.
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Chapitre | : étude botanique de la plante

1. Généralité sur la famille fabacées

Les Fabacées ou Papilionacées constituent avec les Césalpiniacées et les Mimosacées le
groupe des légumineuses. Ce sont des Angiospermes dicotylédone. Ils représentent les plus
grandes familles de plantes a fleurs, avec plus de 730 genres et 19 400 espéces, réparties aussi
bien en milieu tempéré que tropical. Les feuilles sont alternes, généralement composees,
pennées ou digitées, rarement unifoliées ou des feuilles simples. Les fleurs sont zygomorphes,
le plus souvent hermaphrodites (Wojciechowski in moral, 2011). Les racines sont
généralement pauvres en azote .

L’origine monophylétique de cette famille est confirmée grace a 1’arbre phylogénétique a
partir de géne chloroplastique codant pour la sous-unité du ribulose-1,5-bisphosphat
(Wojciechowski in moral ,2011).

Les Fabacées peuvent étre réparties en 4 sous-familles selon (Phylogeny Group 111 (2009):
La sous-famille de Bauhinioides

La sous-famille des mimosoides

La sous-famille des Caesalpinoideae

La sous-famille des Papilionoideae
2- I’espéce de ceratonia siliqua

Le nom scientifique du caroubier, Ceratonia siliqua L. dérive du grec Keras (corne) et du latin
siliqua désignant une silique ou gousse et faisant allusion a la dureté et a la forme du fruit qui
ressemble a la corne de bouc (Battle et al., 1997).

3-Taxonomie et systématique

En 1995 Rejeb précise que le caroubier possede plusieurs noms variables selon le Pays. Il se
nomme, Kharroub en arabe, algarrobo en espagnol, carroubo en italien, caroubier en francais,
etc...

Le caroubier résiste a la sécheresse et est sensible au froid (Biner et al., 2007).

Des études cytologiques ont montrés que, génétiquement, le genre Ceratonia possede un
nombre total de chromosomes de 24 (Goldblatt, 1981; Bures et al., 2004).

Systématique : (Quezel et santa ,1962) :
Régne : Plantae.
Sous-regne : Tracheobionta.

Division :  Magnoliophyta.




Classe : Magnoliopsida.
Sous-classe : Rosidae .
Famille : Fabaceae.
Ordre : Fabales.

Genre : Ceratonia.

Espéce:  Ceratoniasiliqua .

4-Description
4-1 L’arbre du caroubier

Le caroubier est un arbuste dioique parfois hermaphrodite et rarement monoique (Linskenset
Scholten, 1980; Batlle et al, 1988). Il se caractérise par des feuilles persistantes et de
croissance lente (Biner et al., 2007;Bouzouita et al., 2007). Les racines de cette plante sont
fortes et envahissantes et peuvent atteindre une taille allant de 8 & 15 m (Correia et al.,2005)
(Figure 1).

Le caroubier est considéré comme le seul arbre méditerranéen qui fleurit en été : d’aolt a
octobre (Aafi ,1996) ou en automne : de septembre & novembre (Fournier, 1977).

Figure N°1 : L arbre du caroubier (The nature conservancy, 2001).

4-2 Les fleurs:

Les fleurs sont bisexuelles, trés petites et sont constituées d'un calice pourpre sans corolle.
Elles sont réunies en grappes axillaires cylindriques. Elles font leur apparition durant la
période d'aolt a octobre. La morphologie florale est complexe et varie largement d’une
référence a une autre (Albanell, 1990) (Figure 2).




Figure N° 2: Inflorescence méle (a), fleurs femelles et gousses (b) et fleurs
hermaphrodites (c) (Batlle et Tous, 1997).

4-3 Les feuilles :

Les feuilles sont persistantes, de longueur variant entre 10 et 20 cm et sont composées de trois
a cing paires de folioles.

Les folioles sont de forme ovale, de couleur vert sombre (Ait Chitt et al., 2007). Elles sont
caractérisées par un pétiole sillonné de couleur vert luisant sur la face dorsale et vert pale sur
la face ventrale (Figure 3).
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4- 4 Les fruits

Les fruits appelés gousses, de grande taille, 10 a 30 cm de longueur et 2 a 3.5 cm de largeur.
Les gousses sont séparées a I’intérieur par un tissu pulpeux sucré dont la maturation nécessite
une durée de 9 a 10 mois (Batlle et Tous, 1997).

4-5 Les graines :

Les graines de caroube sont brunes, de forme ovoide, aplatie, biconvexes et trés dure. Elles
sont séparées les unes des autres par des cloisons pulpeuses (Batlle et Tous, 1997). Leur
nombre varie généralement entre 10 et 15 (Dakia, 2003).

5- Origine du caroubier :

La ceratonia siliqua est une substance thermophile cultivée en climat méditerranéen. Elle est
originaire des pays arabes (Petit et al., 1995).

Des études archéobotaniques ont montrés que le caroubier était présent a I'Est de la
méditerranée (syrie et turquie) (Estrada et al., 2006).

La nouvelle espéce de caroubier Ceratonia oreothauma Hillc, a été découverte au niveau des
montagnes de 1’ Arabie (Oman) et de la Somalie (Hillcoat et al., 1980).

6 - Distribution géographique du caroubier :

Selon Hillcoat et al., 1980 le caroubier se trouve a l'état sauvage dans les régions
méditerranéennes de I'Est, (Chypre, Egypte, Palestine, Jordanie, Liban, Libye, Arabie
saoudite, Syrie, Tunisie, Turquie). Cependant il est cultivé en Algérie, Argentine, Australie,
Chili, Croatie, France, Gréece, Inde, Indonésie, Italie, Malte, Maroc, Mexique, Pakistan,
Portugal, Espagne, Etats-Unis d'’Amérique et Venezuela (Figure 4).

En Algérie, le caroubier est cultivé dans 1’Atlas Saharien (Quezel et Santa, 1962) ou la
température varie entre 5°C et 20°C et la pluviométrie de 80mm/an a 600mm/an (Rebour,
1968).




7- Utilisation du caroubier

7- 1 Utilisation commerciale

Les fleurs de 1’arbre du caroubier sont utilisées par les apiculteurs pour la production du miel
de caroube, alors que les feuilles sont utilisées pour I’alimentation des animaux. L’écorce et
les racines sont utilisées en tannerie grace a leur teneur en tanins. Le bois du caroubier, dur,
de couleur rouge, est estimé dans la charbonnerie et la menuiserie (Hariri et al., 2009).

Les gousses contiennent des graines entourées par des pulpes. Réduites en poudre elles
donnent une farine. Cette farine est une source importante de sucre utilisée bien avant la
canne a sucre et la betterave sucriére et employée depuis longtemps comme nourriture de
bétail (Ait Chitt et al., 2007).

La farine de caroube est utilisee de nos jours dans l'industrie agro-alimentaire (Shay et
Abourouh, 2006 ) comme additif (code E410) pour les glaces, les patisseries, les aliments
diététiques (la caroube est dépourvu de gluten). Egalement comme succédané de cacao
(Berrougui, 2007). Elle est aussi utilisée dans le lait en poudre pour bébé remplacant la




traditionnelle farine de blé. Cette farine est censée étre moins allergene que la farine de
ceréales.

7-2 Utilisation pharmacologique

De nombreuses études cliniques ont souligné 1’efficacité de la poudre de caroube dans le
traitement des diarrhées aigués infantiles (rairi et al., 2000).

Le caroube adsorberait aussi les entérostomies produites par certaines souches bactériennes,
comme Escherichia coli et staphylocoques (Ben Hsouna et al., 1986).

Selon 1’étude récente de Sanchez et al., 2010, le caroube est une source de production de
bioéthanol.

Selon (Rejeb, 1995), la pulpe est recommandée contre la tuberculose pulmonaire et les
infections des bronches.

Cette plante possede en thérapeutique un effet hypocholestérolémiant, antiprolifératif, anti
diarrhéique et troubles digestifs. (Berrougui, 2007).

8- Production de caroubier

8- 1 Production dans le monde :

La production mondiale de la caroube est estimée a 205.589 t et se concentre principalement
en Espagne, premier pays producteur, suivi par I’Italie et le Portugal.

L’ Algérie occupe le huitiéme rang avec une production de 4000 t, soit 1,95% de la
production mondiale (Batlle et Tous, 1997) (Tableau 1).

Tableau N°1 : la production mondiale de caroube (FAOSTAT, 2010).

Pays Production en tonne (2004) Production en tonnes (2008)

Espagne 67000 72000

Maroc 40000 31224

Italie 24000 25000

Portugal 20000 23000

Gréce 19000 15000
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Turquie

14000

12100

chypre

7000

3915

Algérie

4600

3600

Liban

3200

2800

Tunisie

1000

1000

monde

182680

191167

8 -2 Production en Algeérie :

La production nationale de caroube est estimée a 33841 Qx et se concentre principalement
dans la wilaya de Bejaia avec une production de 18.417 Qx, ce qui représente 54,42 % de la
production nationale suivie par la wilaya de Blida (23,79%) et Tipaza (16,55%) (Tableau 2).

Tableau N° 2 : Production de caroube en Algérie (FAOSTAT, 2010).

wilaya

Surface cultivée (ha)

Production (gx) Rendement (gx /ha)

Bejaia

645

18417 28,6

Tipaza

105

5600 53,3

Blida

100

8050 80,5

Boumerdes

32

1080 40,0

Bouira

22

144 6,9

Mila

80 8,0

Tlemcen

B Arreridj

Ain defla

Mascara

Tizi-Ouzou

Total
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Chapitre 11 : Les métabolites secondaires

1- Généralités sur les métabolites secondaires

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides. On appelle métabolites secondaires
les composés biosynthétisés naturellement. Nombreux d’entre eux possedent des propriétés
thérapeutiques utilisés en médecine traditionnelle et moderne (Nguyen et al., 2013).

Les métabolites secondaires sont classés en trois groupes : les composés phénoliques, les
terpénes et les alcaloides (Krief, 2003 ; Haven et al., 2000).

2 -Les polyphénols
2-1- Présentations des polyphénols

Les composés phénoliques ou les polyphénols (PP) sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes (Fleuriet, 1982 ; Yusuf, 2006). lls possedent plusieurs groupements
phénoliques, c’est a dire au moins un noyau phénolique a six carbones, lié au moins a un
groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside
(Bruneton , 1999).

Les polyphénols peuvent étre divisés en dix classes. Chaque classe varie de 1’autre par sa
structure chimique. Telle que phénol simple ; tannins.

Le terme « phénol » englobe 10000 composés naturels connus (Martin et Andriantsitohaina,
2002).

La biosynthése des polyphénols est assurée par deux voies principales: La voie du
Shikimate, responsable de la synthese des acides aminés Phe et Tyr aprés transamination et
désamination aboutit aux acides cinnamiques (Knaggs, 2003). Egalement la voie du
polyacétate (condensation de molécules d’acétylCoenzyme) qui aboutit a des composés tels
que les naphtoquinones (Bruneton,1999; Naczk, etShahidi,2004).

Les polyphénols s’intégrent dans I1’alimentation humaine et animale (Martin et
Andriantsitohaina, 2002) dans les légumes, les fruits, les céréales les boissons, le cacao etc.
Ces molécules possédent aussi un effet antioxydant, effet Protecteur contre lI'apparition de
certains cancers (Macheix et al, 2006).

2- 2- Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée sur la structure, le nombre de noyaux aromatiques
et les elements structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer deux grands groupes: les
composés phenoliques simples et les composés phénoliques complexes (Boros, 2010).
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2- 2- 1- Les phénols simples (C6):
2- 2- 1- 1 - Acides hydroxy benzoiques :
-Dérivent de l'acide benzoique

-Structure générale de base de type (C6-C1) (Figure 5, Tableau 3).

(Sarni-Manchadoet Cheynier, 2006).

Figure N°5 : structure des acides hydroxy benzoiques.

Tableau N°3: Principaux acides hydroxybenzoiques.

R2 R3 Acide phénol

H H A .benzoique

H OH A .p .hydroxy benzoique

OH OH A.protocatechique

OH A.vanilique

OH A.gallique

A.syringique

A.salicylique

A.gentisique

2- 2- 1- 2 Acides hydroxy cinnamiques :
-Dérivent de l'acide cinnamique.
- Structure générale de base de type (C6-C3) (Figure 6, Tableau 4).

(Sarni-Manchado et Cheynie , 2006).
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OOH

R3

Figure N°6 : structure des acides hydroxy cinnamiques.

Tableau N°4 : Principaux acides hydroxycinnamiques.

R1 R2 R3 C6C3

H H H Acide cinnamique

H OH Acide p. coumarique

OH OH Acide cafeique

OH Acide férulique

OH Acide sinapique

OH Ac .tri(OH)cinnamique

2-2-1 -3 Coumarines :

Les coumarines dérivent des acides hydroxy cinnamiques par cyclisation interne de la chaine
latérale (Guignard, 1998 ; Deina et al., 2003 ; Booth et al., 2004) (Figure 7). lls Sont présents
dans la cellule végétale sous forme de glycoside (Hofmann, 2003 ; Macheix et al., 2005).
Cette forme permet d’éviter la toxicité des coumarines.

Les coumarines possédent des activités : anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire,
anticoagulante, anti tumorale, diurétique, antimicrobienne, antivirale et analgésique
(Stefanova et al.,2007).

N

O O

Coumarine

Figure N° 7 : Structure d’une molécule de coumarine (cowan, 1999).
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Les composés phénoliques complexes
2- 2- 2 -1- Les flavonoides
A- Generalités

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavus (jaune) (Bouakaz, 2006). Ce sont des
composants de couleur jaune. lls sont considérés comme des pigments quasi universels des
vegétaux. Ces composants sont présents sous forme libre (aglycone) ou sous forme de
glycosides (Erlund, 2004).

Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes puis migrent vers
les vacuoles (Piguemal, 2008). lls sont répartis dans toutes les parties des végétaux supérieurs
: racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Verhoeyen et al., 2002).

Les flavonoides possedent de nombreuses activités biologiques : antivirales, anti-
inflammatoires et anticancéreuses puisque ils ont la capacité de piéger les radicaux libres tels
que les radicaux hydroxyles (OHe) et superoxydes.

B- Structure chimique

Tous les flavonoides possedent le méme squelette de base a quinze atomes de carbones. Ils
sont constitués de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine
en C3 (Figure 8).

FigureN°8 : structure de base d’un flavonoide (Dacosta, 2003) .

C- Classification des flavonoides

La classification est basée sur la présence de double liaison C2-C3, du groupe 3-O et la
fonction 4-oxo (Yao et al., 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). Les flavonoides sont
divisés en différentes classes : anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles, flavones,




isoflavones, flavanes, isoflavanes, flavanols, isoflavanols, flavanones, isoflavanones et
aurones (Figure 9)(Havsteen, 2002 ; Edenharder et Griinhage, 2003).

Flavones Flavonols Flavanones

flavonoides
Isoflavanes

Chalcone

Principales classes
de flavonoides

0

Isoflavones Aurone €. Jaspord (2014)

Figure N°9 :Principales classes de flavonoides (E . jaspord, 2014).

2- 2- 2-1-4 La biosynthése des flavonoides

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et, de ce fait, possedent le
méme ¢élément structural de base. L’étape clé de la formation des flavonoides est la
condensation, catalysée par la chalcone synthase, d’une unité phényle propanoide avec trois
unités malonyl-CoA (Figure 10). Cette chalcone est ’intermédiaire caractéristique de la
synthese des divers flavonoides (Bruneton, 1999).
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p-coumaroyl CoA + 3 acétyl CoA

CHSl
OH
o on
94

CHll .
o o

FNR

Flua"»4—oi - Flavanones 5, O |

OH O
V OH
3 F3H
I = @ OH
w0 I

3-Déo OH
anthocyanidines OH O

OH O Flavones

HO
Dihydroflavonols E»

Flavane-3,4-diols
% (Leucoanthocyanes) — > O |

OH Androcyanidines
GT
o~ 5, S
4

OGlycoside
Tannins condenses Flavan-3-ols Anthocyanines
(Catechines)

OH

Abbréviations: CHS= Chalcone Synthase; CHI= Chalcone Isomérase

FS= Flavone Synthase; IFS=Isoflavone Synthase; FNR= Flavanone réductase;

F3H= Favanone-3-Hydroxylase; FLS= Flavonol Synthase; DFR= DihydroFlavonol Réductase
ANS= Anthocyanidine Synthase; GT= GlucosylTransférase

Figure N°10: Biosynthese des flavonoides (Bruneton, 1999).

2-2-2-2 Les tanins
A- generalités

Ce sont des substances d’origine végétale, non azotées, de structure poly phénolique. Ils sont
soluble dans I’eau, 1’alcool, 1’acétone et sont peu soluble dans 1’éther. De saveur astringente,
responsables de transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible (Brunet, 2008).

Dans les plantes, les tanins existent a I’état complexe, les tannoides; certains sont combinés a
des sucres.
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Dans tous les cas, les tanins ont des rdles de protection, des végétaux, contre les prédateurs.
IIs partagent la caractéristique fonctionnelle de tanner les protéines, c’est-a-dire de former des
complexes avec celles-ci.

Les tanins induisent une amélioration des performances animales, croissance du rendement en
viande et en lait (Barry et al., 1986).

B- Classifications des tanins

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes
distincts. Les tanins hydrolysables, sont des phénols liés a un résidu sucré par un lien ester et
les tanins condensés qui sont des polymeres deérivés de résidus flavonols (Mueller-Harvey et
Mc Allan, 1992; Bruneton, 1999; Hagerman, 2002).

e Les tanins hydrolysables (THs)

Ce sont des oligo- ou poly-esters d’un sucre, en général le glucose, associés a des molécules
d’acide-phénol (Figure 11) (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992; Jean-Blain, 1998; Bruneton,
1999; Mueller-Harvey, 2001). Ils sont classés selon la nature de 1’acide-phénol en :

» Tanins galliques possedent un acide gallique
» Tanins éllagiques ont un acide hexahydroxyphénique (Hagerman, 2002).

Ces substances s’hydrolysent facilement en milieux acide et alcalin ou sous [’action
d’enzymes, tannases, pour donner des glucides et des acides phénoliques (Leinmaller et al.,
1991).

Glucose HO OH

HO

Gallic acid
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e Les tanins condensés (TCs)

Sont des polyphénols appartenant a la famille des flavonoides (Mueller-Harvey et Mc Allan,
1992; Bruneton, 1999). Ce sont des oligoméres ou des polymeéres d’unités de flavonoides.
L’unité de base (ou monomere) des TCs est un flavan-3-ol (catéchine) liés par des liaisons de
type C-C (Type B) ou C-O-C (type A) (Figure 12,13) (Mueller-Harvey et Mc Allan, 1992;
Jean-Blain, 1998; Bruneton, 1999; Feucht et Treutter, 1999; Schofield et al., 2001).

Catechin

Proanthocyanidins

Figure N° 13 : Principales formes des tanins condenses (Mueller-Harvey et Mc
Allan, 1992; Jean-Blain, 1998; Bruneton, 1999; Feucht et Treutter, 1999;
Schofield et al., 2001).




2-3- La biosynthese des polyphénols

La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont :

2 -3-1- La voie de I’acide shikimique :

C’est la voie de biosynthése des composés aromatiques, phénolique C6-C1 (Kening et
al., 1995) (figure 14) a partir de 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate
qui proviennent de la dégradation du glucose par la voie des pentoses phosphate et la
glycolyse respectivement.

2-3-2 _La voie de I’acétate malonate

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de 1’acétyl- COA donnant le
malonyl-CoA. Ce dernier subit une cyclisation des chaines polycétoniques, obtenues par
condensation répétée d unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de I’acétyl-CoA.
Cette réaction est catalysée par 1’enzyme acétyl-CoA carboxylase (FleegeretFlipse
1964 ; Richter 1993).
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Figure N° 14 : Biosynthése des composés phénoliques (mohammedi, 2013).

3- Les terpenes
3-1- Generalités

Les terpenes sont des molécules formées par I’assemblage de nombre entier d'unités penta
carbonées ramifiées et dérivant du 2-méthyl butadiéne. Elles sont appelées unités isopréniques
(CsHg) n (Qureshi. N et Porter. J. W, 1981). La tres grande majorité des terpénes sont
specifiques du régne vegéetal mais on peut les rencontrer aussi chez les animaux (les
champignons, les algues marines, les insectes et les éponges) (Benaissa 2011).
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Les terpénes sont classés selon le nombre d’unités isopréne en :

> Hémi terpénes (C5), peu de composés naturels ayant une formule de C5 ramifiée ont
été rencontrés.
monoterpénes (C10), issus de couplage de deux unités isopréniques.
diterpénes (C20), issus du couplage de quatre unités isopréniques.
sesquiterpenes (C25), issus du couplage de cing isoprenes.
triterpénes (C30), ils sont tres répandus, notamment dans les résines, a I'état libre,
estérifié, ou sous forme hétérosidique.

Les stéroides peuvent étre considérés comme des triterpénes tétracycliques ayant perdu au
moins trois méthyles.

Tous les terpenes peuvent étre acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques ou
polycycliques (Belbache, 2003; Malecky, 2005).

3- 2 la biosynthese des terpenes

La condensation de trois molécules d’acétyl-CoA forme le B-hydroxy B-méthylglutaryl-CoA.
La réduction de ce dernier donne MVA qui est par la suite activé par un enzyme spécifique.
Le MVA est converti en isopentenyl pyrophosphate (IPP) ou isopréne actif. C’est le IPP qui
constitue [’unit¢ isoprénique d’enchainement. Il s’isomérise en diméthyl allyl
pyrophosphate(DMAPP). La condensation d’une molécule DMAPP avec une molécule IPP
donne un terpéne.

4 - les alcaloides
4-1 Généralités

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractére alcalin. Il
présente une structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga , 2011). Il donne une
réaction de précipitation avec certains réactifs. C’est un composé synthétisé au niveau des
racines et sera transporté, par la suite, au niveau de son site de stockage (Rakotonanahary ,
2012).

Les alcaloides ont des masses moléculaires variant entre 100 et 900 Da.

Les alcaloides non oxygénés sont liquides a température ordinaire (nicotine, spartéine,
confine).

Les alcaloides oxygénés sont solides, cristallisables et rarement colorés.

4-2 Classification

Selon leur composition chimique et surtout leur structure moléculaire, les alcaloides peuvent
étre divisé en plusieurs groupes : Alcaloides issus de la lysine ; Alcaloides dérivés de I’acide




Chapitre 11 : Les métabolites secondaires

nicotinique ; Alcaloides tropaniques ; Alcaloides issus de la phénylalanine : capsaicine du
piment, colchicine du colchique, alcaloides issus du tryptophane (Mauro , 2006).

Ces acides aminés sont décarboxylés en amines couplés a d’autres squelettes carbonés
(Cyril, 2001). 11 existe trois genres d’alcaloides :

. Les alcaloides vrais

IIs représentent le plus grand nombre d’alcaloides, Ils dérivent d’acides aminés et
comportent un atome d’azote dans leur systéme hétérocyclique. Ils sont présents Soit Sous
forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde (Badiaga, 2011).

o Les pseudo-alcaloides

Les pseudo-alcaloides ne sont pas des dérivés d’acides aminés (Badiaga ; 2011). Ce sont des
dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et du métabolisme de [’acétate
(Rakotonanahary, 2012).

o Les proto-alcaloides

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un
hétérocycle. Ils ont un caractére basique et sont ¢laborés in vivo a partir d’acides aminés. Ils
sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans 1’eau (Badiaga, 2011).

5- Les polyphénols du caroubier

Les polyphénols sont présents dans toutes les plantes mais leur nature et leur teneur varient
largement d'une espéce a l'autre, et donc d'un aliment a l'autre (Grolier et al. 2001).

La caroube est une bonne source de poly-phénols (16-20%) (Bamforth, 1999; Dewick, 1995 ;
El Hajaji, 2010).

Les feuilles de caroubier contiennent des quantités élevées en composés poly-phénoliques qui
sont des constituants importants de fibre (Owen et al., 2003). La fibre de caroube est une des
fibres alimentaires ayant la plus forte teneur en poly-phénols (Papagiannopoulos, 2004).

Les polyphénols se trouvent aussi dans les gousses de caroube sous forme de granules bruns
clair, de taille entre 100pum et 500 pum. Ces granules se trouvent dans la fraction fibreuse de la
pulpe de caroube et peuvent étre extraites par des solvants polaires, a haute température
(Wursch et al.,, 1984). La section d’une gousse de caroube examinée au microscope
électronique montre la présence de larges cellules parenchymateuses remplies de granules de
tannin condensés contenant un noyau flavane (Wirsch et al., 1984). Le degré de
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polymérisation des flavanols, estimé par Kumazawa et al., 2002 est de 31,1% et les flavanols
constituent 23% des polyphénols.

La consommation de fibres de caroube a démontré un pouvoir antioxydant élevé (Kumazawa
et al., 2002) et un abaissement du taux de cholestérol et des triglycérides sérique (Zunft ,
2003).
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Chapitre 111 : le stress oxydatif

1- Le stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre de la balance entre les systemes de
défense anti oxydants et la production des radicaux libres (Figure 15).

LE STRESS OXYDANT

Figure N° 15: déséquilibre de la balance entre antioxydants et especes
oxygénées actives (Bentafar et Chaib, 2016).

Ce déséquilibre pourrait avoir diverses origines, telle que : la surproduction endogéne
d’agents pro-oxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants, une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, médicament, rayons gamma,
rayon UV, herbicides, métaux toxique) (Arab Naziha ,2016). Ces derniers sont des especes
fortement toxiques et leur exces est tres nocif pour les macromolécules de nos cellules, ils
entrainent beaucoup d’anomalies (Figure 16).
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Figure N° 16 : la conséquence de stress oxydatif au niveau cellulaire

Pour se protéger contre cet effet toxique des radicaux libres, I’organisme a développé des
systemes de défense qui permettent de réguler la production des ROS (espéces oxygénées
actives). Ces systémes sont composés d’antioxydants, d’oligoéléments et de protéines.

2 - Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié. Ce sont
des especes chimiques tres instables qui jouent un rdle dans I’action de certains traitements
anti cancereux. Leur structure comprend un électron célibataire qu’ils recherchent a
assembler en attaquant et en endommageant les molécules voisines (Robert, 2005).

Les radicaux libres se divisent en deux types (Figurel?) :

Primaires qui dérivent directement de I’oxygeéne et appelé (ROS) comme : le radical
superoxyde O,, radical hydroxyl OH, monoxyde d’azote NO.

Secondaires comme : radical peroxyl ROO, radical alkoxyle RO (Favier, 2003).
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Figure N° 17: Origine des différents radicaux libres oxygenés et especes
réactives de 1’oxygene (Favier, 2003).

2-1- les radicaux libres primaires (ROS)

L’oxygene posséde deux électrons radicalaires non appariés sur sa couche externe. Cette
molécule est essentielle au bon fonctionnement de I’organisme.

2-1-1- Radical superoxyde (O;) :

C’est le type le moins réactif des ROS et le radical le plus généralement produit dans
I’organisme, il est chargé négativement (Dacosta, 2003; Vansant, 2004) et produit par la
réduction monovalente de I’oxygene moléculaire. Cette réaction catalyse par le NADPH
oxydase membranaire (laraba, serrat et ouassa ,2016). Dans des conditions physiologiques et
physiopathologiques, 1’0O,- peut aussi étre formé dans certains organites (wolin, 2009) et
régulé par des enzymes comme les super oxydes dismutase qui catalyse sa dismutation.

0, + le > Oz-
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2 -1-2- Radicaux libres hydroxyles : OHe

C’est le radical le plus résistant et le plus réactif, il est fabriqué par des enzymes spécifiques
situés au niveau du peroxysome nommé oxydases.

Parmi Les principales voies menant a la formation, on peut mentionner celle qui contient les
métaux de transition.

Fe3++ .02_ - FeZ+ + 02

Fe," + H,0, > Fe;" + OH™ + ¢OH (Fenton)

Réaction de fenton

Le H,O, peut également réagir avec le radical superoxyde pour former le HO par un
mécanisme réactionnel appelé réaction de haber et weiss (sorge, 2004).

H,0,+0,- - OH + OH +0,

O, +H,0, > "OH+HO +0, (Haber-Weiss)

Réaction de haber-weiss (pelletier et al., 2004).

Le HO est capable de réagir avec la plupart des molécules biologiques comme I’ADN, les
protéines, les sucres et les lipides membranaires.

2-1 -3- Le peroxyde d’hydrogéne: H,0,

Le peroxyde d’hydrogene n’est pas un radical libre, il provient de la dismutation d’O, par
le superoxyde dismutase:

0, + 0, +2H'> H,0, + O,
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Le H,O; est capable d’engendre des radicaux libres carrément réactifs en présence de métaux
lourds (Fer et Cuivre) et donner le HO (Réaction fenton) (Figure 18).

Le peroxyde d’hydrogeéne a la capacité de traverser les membranes des cellules et des
organites cellulaires.

OOH

hydroperoxyde

!
/\/\/\j'\-ﬁf—\/\/\/com‘

endoperoxyde
+ Fer
S
O~

=

==
S~ N

Hydroxynonenal isoprostanes

Figure N°18 : la production des radicaux libres a partir de H,O, (Bonnefont-
Rousselot et al., 2003).

2-1-4- L’oxygene singulet (O,)

Il a la méme structure €lectronique d’oxygene mais il est arrangé et les électrons de la couche
externe sont appariés (Delattre et Bonnefon, 2005). 1l possede un potentiel oxydant supérieur
a celui de I’oxygene.

2 -1-5 Monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (ou oxyde nitrique) est un radical libre synthétisé¢ dans les cellules
endothéliales a partir de 1’arginine et 1’O, en présence de 1’enzyme nitrique oxyde synthétase
selon la réaction suivante :

O, + Arginine+ NADPH - NO + cittrulline +H,0+ NADP*
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Le monoxyde d’azote est un radical qui peut naturellement réagir avec la plupart des especes
oxygénées et se transformer en dioxyde d’azote (NO,):

2NO + O, -> 2NO,

2-1-6 - Peroxynitrie (ONOO-)

Il est formé par la combinaison de monoxyde d’azote avec 1’anion superoxyde selon la
réaction de kochlin ramontox :

NO + O,- - ONOO-

2-2 -Les espéces libres secondaires

Ce sont des especes libres non oxygénées produites par les réactions de certaines
molécules avec les ROS. Par exemple, les acides gras peroxydés sont les résultats de 1’action
des especes oxygénées sur les membranes biologiques.

Les fractions protéiques, les acides aminés et les acides nucléiques peuvent aussi réagir avec
les ROS générant des molécules réactives et nocives.

2-2-1-Radicaux alkyles R et peroxyl ROO :

Les radicaux peroxyles sont des radicaux originaires de I’ajoute de 1’oxygéne sur les radicaux
assemblés sur le carbone R (laraba, serrat et ouassa ,2016).

R+0, 2 RO,




2-3- Origines des especes réactives de ’oxygene

Les radicaux libres peuvent étre d’origine endogeéne par le détour de différents mécanismes
physiologiques dans 1’organisme, mais aussi d’origine exogeéne provoqués par d’autres
sources chimique et physique (Figure 19, Tableau 5).

Tableau N° 5 : les principales sources des radicaux libres.

Les sources

localisation

Endogénes (Adoui,
Fartas et Mechri ;
2016)

A- Chaine respiratoire

la mitochondrie est un organite intracellulaire qui est responsable de la production
d’¢énergie, elle est considérée comme une source principale des radicaux libres.

B — la réaction immunitaire :

Les cellules phagocytaires activées assurent 1’activation du complexe NADPH
oxydase. cette enzyme utilise 1’oxygéne pour produire de grandes quantités de super
oxyde au niveau de la membrane cellulaire.

C — peroxysome :

Le peroxysome joue un rdle essentiel dans la production cellulaire de H,O, par ce
gue cet organite contient plusieurs enzymes produisent du H,0..

D- les microsomes :

L’auto oxydation du cytochrome p450 et I’oxydation du NADPH par le NADPH
déshydrogénase sont les deux principales sources de production d’Os.

E - le cytosol :

Il ya deux enzymes situés au niveau du cytosol impliqués dans la création des
radicaux libres :

1- Laxanthine oxydase :
Est une enzyme soluble réduisant I’hypoxantine en xantine.

2- LaNO synthase :

Beaucoup de cellules capables de produire du monoxyde d’azote a partir d’O, et
I’arginine (Figure 19).




1- Les rayonnements UV :

L'irradiation peut décomposer I'acide nucléique.

2- Certains médicaments :

Exogénes (Adoui, Un certain nombre de médicaments, particulierement I'adriamycine,
Fartas et Mechri ; la bléomycine, et des toxiques forment une source renouvelable des
2016) radicaux libres par des phénomeénes de recyclage.

3 — Fumé du tabac

Dans les poumons la fumée de cigarette peut libérer H,0, qui
peut se distribuer dans les noyaux des cellules et réagir avec le
fer pour produire le OH.

Endogenous sources of ROS and RNS
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Figure N°19 : Sources endogenes des especes réactives (Adoui et al., 2016).
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Figure N°20: les sources exogenes des radicaux libres (sekli, 2012).

2-4- Le devenir des radicaux libres

Les radicaux libres sont responsables d’endommager toutes les molécules biologiques
comme les lipides, les protéines, les acides nucléiques, ou les hydrates de carbone (Favier,
2003).

2-4-1- Sur PADN

Les radicaux libres peuvent agissent en provoquant des altérations de bases, des pontages
ADN-protéines ou des ruptures de brins (Shimizu H., 2004).

2-4-2- Sur les lipides

Les radicaux libres peuvent attaquer les lipides et notamment les acides gras mono- et
polyinsaturés (AGPI), les phospholipides membranaires comme [’acides linoléique ou
arachidonique (Pincemail, 1999). Ce phénomeéne appelé peroxydation lipidique qui résulte de
l'arrachement d’un hydrogéne sur les carbones situés entre les deux doubles liaisons pour
former un radical diéne conjugué, qui sera oxydé en radical peroxyde.

Le radical peroxyde formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui
forme un nouveau radical diéne conjugué (Esterbauer et al., 1992).
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La Lipo-péroxydation aboutissant a la formation de LDL oxydés qui sont captés par des
macrophages, formeront le dépét lipidigue de la plaque dathérome (maladies
cardiovasculaires). L'attaque des phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la
membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la
transduction des signaux (Favier, 2003) (Figure 21).

Peroxydation Lipidique induite par le radical ‘OH
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Figure N°21: les phases de peroxydation lipidique induites par le radical OH
(favier , 2003).

2-4-3- Sur les proteines

Les radicaux libres peuvent aussi agir sur les macromolécules en provoquant des
inactivations enzymatiques, des fragmentations de ces molécules (collagene, protéoglycannes,
acide hyaluronique) ainsi que la formation de dimeres (Figure 22) ou d’agrégats protéiniques
dans les membranes cytoplasmiques (Shimizu H., 2004).

Le radical HO réagit avec différents acides aminés des chaines de protéines, particuliérement
les acides aminés aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine, ou celui ayant un noyau
imidazole, l'histidine. Aprés la liaison, le radical HOe¢ provoque un changement de
conformation de la molécule de protéine (Pasquier, 1995).
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Effet sur les protéines
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Figure N° 22 : effet des radicaux libres sur les protéines ( slide player.fr).

2-4-4 -sur les glucides :

Les radicaux libres peuvent aussi agir sur le glucose et générer des intermédiaires réactifs. Les
dommages oxydatifs peuvent alors se propager via I’attaque des radicaux formés sur d’autres
molécules.

3 - Les antioxydants :
3-1- Généralités

Pour protéger le corps contre les radicaux libres, 1I’organisme dispose un complexe de défense
antioxydants. On distingue deux sources d’antioxydants: I’une exogéne est apportée par
I’alimentation (vitamines, caroténoides ...) et l’autre endogéne se compose d’enzymes
(superoxyde dismutase, glutathion peroxydase...) (Figure 23).
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Figure N° 23 : les différentes especes oxygénees actives et les antioxydants
régulateurs de leur production (milbury et richer, 2008).

3-2- Définitions

Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a I’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénoméne d’oxydation
pour former un composé stable (ShimizuH, 2004).

3-3- Classification des antioxydants

3-3-1 -Les antioxydants endogénes

La défense de la cellule est assurée par des enzymes antioxydants qui sont des systemes de
défense tres efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD),
de catalase et de peroxydase (glutathion et ascorbate) (harrar abd el nacer , 2012).
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3-3- 1- 1- Super oxyde dismutase (SOD) :

Est une enzyme qui permet 1’¢limination de l’anion superoxyde par une réaction de
dissimulation, elle produit de I’oxygéne et du peroxyde d’hydrogene.

La SOD existe sous trois iso formes : une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions de
cuivre et zinc, une forme mitochondriale associée au manganése et une forme extracellulaire
(Arab Naziha ,2013).

3-3-1-2- La catalase

La catalase permet de transformer deux molécules de peroxyde d’hydrogeéne en eau et en
oxygene qui sont des composés stables. Cette enzyme est localisée dans le foie et les globules
rouges.

3-3-1-3- La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase est une enzyme utilisée non seulement pour détoxifier le peroxyde
d’hydrogeéne, mais aussi d’autres hydro peroxydes. C’est un produit de l’oxydation du
cholestérol ou des acides gras (ganther, 1999).

La glutathion péroxydase se trouve dans le cytoplasme et dans les mitochondries.

En présence de deux molécules de glutathion sous forme réduites, la glutathion peroxydase
catalyse la transformation de peroxyde d’hydrogéne en deux molécules d’eau (Figure 24).
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Figure N° 24 : les différents antioxydants endogenes ( favier, 2003).

3-3-2 -Les antioxydants exogenes

IIs inclusent : la vitamine E, 1’acide ascorbique, le B-caroténe, les flavonoides, les composés
phenoliques, ... etc (kohen et nuska, 2002).
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3-3-2-1- Les médicaments
A- la probucol (lurselle)

Probucol est un médicament agissant comme antioxydant en éliminant 1’oxydation des
lipoprotéines de faible densité (LDL) ( Bossokpi, 2002).

B- B-N-acétylcysteine

N-acétylcystéine est une molécule qui introduit les cellules et agit de maniere tres efficace
dans la régénération du glutathion (bossokpi, 2002).

3-3-2-2- Les antioxydants naturels

Les antioxydants naturels sont présents environ dans toutes les plantes, tous les
microorganismes, les champignons et méme dans les tissus des animaux (pelli et lyly, 2003).

e Lesvitamines

A- La vitamine E

La vitamine E ou a-tocophérol, est un antioxydant liposoluble, elle capte les radicaux
peroxyles lipidique RO,. La partie active de la molécule étant la fonction phénol réductrice.
Celle-ci perd facilement un atome d’hydrogéne et se transforme en radical a-tocophéryle, ce
radical capte les radicaux superoxydes, les radicaux hydroxyles et 1’oxygéne singulet (Figure
25).

O/\CHP

(G-{- _C}-{‘_O"; h

Figure N°25 : Structure de la vitamine E (Diarra, 2006).

B- La vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble. 1’ascorbate est un trés bon
capteur de radicaux libres oxygénés puisque il réagit non seulement avec les radicaux
hydroxyles mais aussi avec les radicaux syperoxydes O, (diallo, 2005).
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e Les polyphénols

Les composés phénoliques sont capables d’agir et controler les radicaux libres en donnant un
électron ou un atome d’hydrogene.

Les groupes hydroxyles des polyphénols sont des donneurs d’atomes d’hydrogéne ; ils
peuvent réagir avec les especes réactives de I’oxygene et les espéces réactives de 1’azote
(boubekri, 2014).

e Les caroténoides

Les caroténoides peuvent agir comme des antioxydants par différents mécanismes. Les plus
importants sont :

v Le blocage des chaines de réaction radicalaire.

v" 1Ils proviennent de I’initiation des réactions radicalaires en neutralisant
I’oxygene singulet. Tous les caroténoides non pas la méme action pour
désactivé I’oxygene singulet (bouhadjra, 2011).

3-4- Mécanismes d’action des antioxydants

Le mécanisme d’activité antioxydante inclue :

» Le piégeage direct des EOR, I’inhibition des enzymes impliqués dans le stress
oxydant et la chélation des traces métalliques responsable de la production des EOR.

» Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : élimination des radicaux
libres chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’O, dans des systéemes fermés (kebbab
ryma ,2014).
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Chapitre 1 : Matériels et méthodes
1- Matériels
1-1- Matériel végétale

Le matériel végétal utilisé dans cette étude correspond a des graines et leur gousse de I’espece
ceratonia siliqua récoltées en février 2017 dans la région de Jijel.

1-2 -matériel microbien

Les trois souches microbiennes qui ont été utilisées dans cette expérimentation, proviennent
du laboratoire de microbiologie de I'université des fréeres Mentouri de Constantine.

Les souches sont : Staphylococcus aureus, Bacilus subtilus et Escherichia coli.
2- Méthodes

1- Préparation des extraits

Apres récupération de la plante, les graines et les gousses sont lavées puis séchées a ’air libre.
Ensuite elles sont broyées (Figure 26) a I’aide d’un broyeur électrique selon la méthode de
Bougandoura et Bendimerad en 2012.

La méthode d’extraction que nous avons utilisée est la macération successive par deux
solvants de polarité croissante. L’éther de pétrole pour éliminer la chlorophylle ainsi que les
substances lipophiles et le deuxiéme solvant est le méthanol qui extrait les composés polaires.

Figure N° 26: les graines et les gousses de ceratonia siliqua apres broyage.

> Protocole d’extraction

250 g de poudre (graines et gousses) ont été extraits avec 750ml d’éther de pétrole et placés
sous agitation mécanique pendant 24 heures a température ambiante. Apreés filtration, le
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résidu de D’extraction précédente a été repris par 750ml de méthanol/eau et laissé sous
agitation pendant 24 heures dans les mémes conditions (Figure 27).

Chaque étape d’extraction est refaite trois fois avec renouvellement du solvant.

A la fin de I’extraction, les extraits organiques (EEp, EMet) ont été concentrés sous vide au
rotavapor (BUCHI) aux températures 37 C° et 40C° respectivement. Aprés concentration, ces
extraits sont séchés a I’air libre (Figure 28).

Les extraits réalises sont ensuite stockés a temperature -4°C, a I’abri de la lumiére jusqu’a leur
utilisation (Madi, 2010).

Figure N° 27 : Les graines et les gousses filtrées par pompe sous vide
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Matériel végetal
(graines/gousses)

|
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Figure N°28 : Schéma d’extraction par les solvants organiques

2 - Criblage « screening » phytochimique

Ce terme screening, correspond a une technique de « criblage » c’est-a-dire la recherche
systématique des produits naturels
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L’analyse phytochimique est réalisée sur la base des tests de coloration caractéristiques en vue
de mettre en évidence les grands groupes chimiques. A cet effet, plusieurs types de reactifs
ont éte utilisés (Harborne ,1973).

2-1 - Test des quinones libres

Un gramme de matériel végétal sec finement broyé est placé dans un tube avec 15 a 30 ml
d’éther de pétrole. Apres agitation et un repos de 24 h, I’extrait est filtré et concentré au
rotavapor. La présence de quinones libres est confirmée par I’ajout de quelques gouttes de
NaOH 1/10, lorsque la phase agqueuse vire au jaune, rouge ou violet (Dahou et al., 2003).

2-2- Test des tanins

Pour détecter la présence des tanins, on ajoute a chaque extrait quelques gouttes de FeCls
(Chlorure ferrique) a 1%. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au
bleu verdatre en présence de tanins catéchiques (tanins condensés) (Diallo et al., 2004).

2-3- Test des saponines

Test de la mousse : I’extrait est repris dans 5ml d’eau distillée, puis introduit dans un tube a
essal. Le tube est agité vigoureusement, la formation d’une mousse (hauteur supérieur de
1cm) stable et persistante pendant 15min, indique la présence des saponines (Vigor et al.,
2011).

2-4 - Test des flavonoides

Un mélange de quelques copeaux de Mg* et de gouttes d’HCI concentré, placé dans un tube,
est ajouté a 2ml d’extrait. L’apparition d’une coloration allant de 1’orangé au rouge pourpre
indique une réaction positive (Ciulel, 1982).

2-6- Test des stérols ou triterpenes

La mise en évidence des triterpenes est réalisée selon la technique de Koffi et al., 2009.
L’extrait de I’éther de pétrole est dilué dans 2ml d’anhydride acétique. L’ajout de quelques
gouttes d’acide sulfurique concentré permet 1’apparition d’une coloration violette qui indique
la présence de triterpenes, ou une coloration verte qui indique la présence de stérols.

2-6 - Test des alcaloides

Les alcaloides sont également mis en évidence par le réactif de Mayer (10 g de Kl et 2,70 g de
HgCl, dissous dans 20 ml d’eau). L’ajout de quelques gouttes de ce réactif & 2 ml de la
solution d’extrait entraine la formation d’un précipité blanc ou blanc-jaune en présence
d’alcaloide.
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2-7- Composes réducteurs

Leur détection consiste a traiter Iml de 1’extrait avec 2 ml d’eau distillée et 20 gouttes de la
liqgueur de Fehling, puis chauffer. Un test positif est révélé par la formation d’un précipité
rouge-brique (Trease et Evans, 1978 ; Yamini K et al., 2011).

3- Caractérisation quantitative des extraits

3-1- Dosage des polyphénols totaux par colorimétrie (méthode de Folin-
Ciocalteu)

Le dosage des polyphénols totaux, par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, a été

décrit en 1965 par Singleton et Rossi. Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur
jaune constitué par un mélange dacide phosphotungstique (H3PW12040) et dacide
phosphomolybdique (H3PMo01,040). Il est réduit lors de l'oxydation des phénols, en un
mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau, 1968).

La teneur des polyphénols a été déterminée par spectrophotométrie, suivant le protocole
appliqué en 2007 par Li et ses collaborateurs.

200 pl de I’extrait (EG/ EGr) dilué est meélangé avec 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu dilué
10 fois dans de l’eau distillée. Aprés 4 minutes, 800 pl de carbonate de sodium a
concentration 7,5% sont ajoutés, puis le volume est ajusté a 3 ml avec ’eau distillée (Figure
29). Aprés une incubation du mélange réactionnel pendant 2 heures a température ambiante et
a 1’obscurité, I’absorbance est mesurée a 765 nm. La courbe d’étalonnage est effectuée par
I’acide gallique a différentes concentrations (0 - 1 pg /ml), dans les mémes conditions et les
mémes étapes du dosage. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide
gallique par grammes du poids d’extrait (mg EMG/ g Ex).
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3-2 Dosage des Flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides de I’extraits de Ceratonia siliqua est effectuée
par la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) (Djeridane et al ., 2006 ; Bahorum, 1997).
Iml d’extrait (EG / EGr) a ¢été ajouté a 1ml d’AlCl; (2% dans le méthanol). Aprés 10min
d’incubation a 37°C et a I’obscurité, 1’absorbance est lue a 430nm.

La concentration des flavonoides dans I’extrait a été calculée a partir d’une courbe
d’étalonnage y= ax+b établie avec la Quercétine a différentes concentrations (0-1pg/ml,
chacune a été préparée dans le méthanol) pratiquée dans les mémes conditions opératoires que
I’extrait (Figure 30).

Figure N°30: dosage des flavonoides des graines et gousses.

La teneur en flavonoides a été exprimée en milligramme équivalent de Quercétine par
gramme d’extrait (mg EQ/g Ex).

4- Les activités biologiques in vitro

4-1- Le pouvoir réducteur(PR)

La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe** présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe?*, la réaction est révélée par le virement de la couleur jaune
du fer ferrique (Fe**) a la couleur bleu vert du fer ferreux (Fe?"), I’intensité de cette coloration
est mesurée par spectrophotométrie a 700 nm.

Le protocole expérimental utilisé est celui de Yildirim et al., 2001 ou 1 ml de I’extrait a
différentes concentrations, est mélangé avec 2 ml d’une solution tampon phosphate & 0.2 M
(pH= 6.6) et 2 ml d’une solution de ferricyanure de
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potassium KsFe(CN)s a 1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20 min, puis refroidi a
température ambiante. 2 ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper la
réaction, puis les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. 2 ml du surnageant sont
ajoutés a 2,5 ml d’eau distillée et 2ml d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H,0) a 0.1%
(figure 31). La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre.

Figure N°31 : dosage du pouvoir réducteur des graines et gousses.

4-2 - Evaluation de ’activité antioxydant par diphényl-picryl-hydrazyl
(DPPH)

Le Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH) est un radical libre stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristique & 517 nm. Cette couleur disparait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété anti
radicalaire, entrainant ainsi une décoloration (I’intensité de la coloration est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons)
(Sanchez-Moreno, 2002). On peut résumer la réaction sous la forme de 1’équation :

DPPH + (AH)n — DPPH-H +(A)n

Ou (AH)n représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH (violet)
pour le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique
de décoloration a 517 nm.Un volume de 100ul de chaque extrait (avec dilution convenable)
est incubé (30min) avec 2ml d’une solution méthanolique de DPPH (0,ImM). Les
absorbances a 517 nm ont été enregistrées (Figure 32). Les résultats obtenus pour chaque
extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour I’Acide Ascorbique pris comme un
antioxydant standard. L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

% d’activité anti radicalaire = [(Abs contrdle-Abs échantillon)/Abs contrble] x100.




Figure N° 32 : dosage de DPPH des graines et gousses du caroubier
5- L’activité anti bactérienne

5-1 Méthode de diffusion (Antibiogramme)

Pour évaluer ’activité antimicrobienne des extraits de Ceratonia siliqua, nous avons adopté la
méthode de diffusion sur milieu gélosé en utilisant les disques stériles en cellulose, appelée
antibiogramme (Berghe et Vlietinck., 1991).

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide
dans une boite de Pétri, avec création d’un gradient de concentration, aprés un certain temps
de contact entre le produit el le microorganisme cible. L’effet du produit antimicrobien sur la
cible est appréci¢ par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diametre
d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, tres sensible, extrémement sensible ou
résistante.

Ce travail est effectué au laboratoire de microbiologie université des fréres Mentouri
Constantine.

Les souches bactériennes choisies sont: Staphylococcus aureus, Bacilus subtilus et
Escherichia coli.

5-2 Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton (M.H) préparé
comme sulit :

Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir avec
agitation jusqu'a dissolution complete, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et
finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.




5-3- Stérilisation du matériel

L’eau distillée, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes et les
disques en papier Wattman (6 mm de diameétre) enrobés dans du papier aluminium ont été
stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

5-4- Préparation des dilutions d’extraits de Ceratonia siliqua

Les extraits de ceratonia siliqua ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour
préparer les différentes concentrations avec des dilutions successives, sachant que la
concentration de la solution mere de chaque extrait est de 5mg/ml.

5-5 — Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes misent en culture dans le bouillant nutritif et incubées a 37°C
pendant 48h. Leur opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland ou a une DO de 0.08 a 0.10
a 625 nm. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien
de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort.

5-6- Ensemencement et depoét des disques

1ml de chaque suspension de culture bactérienne est étalé a la surface du milieu gélosé M.H a
I’aide d’un rateau. Les disques imprégnés des extraits sont déposés délicatement sur la surface
de la gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile. De méme les antibiogrammes réalisés avec
des disques contenants les témoins positifs (Ac Ascorbique et la Quercétine) ont été utilisés
pour la comparaison avec les résultats des extraits testés et les disques imprégnés de DMSO
(témoin négatif).

Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.

L’expérience est répétée trois fois pour chaque extrait et pour chaque espece bactérienne.

5-6 Lecture des antibiogrammes

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diamétres des halos d’inhibitions
au tour des disques a I’aide d’un pied a coulisse.

Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par
des signes d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits (Ponce et al. 2003).

Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm
Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.

Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm
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> Les étapes d’obtention des deux extraits secs de Ceratonia siliqua (graines et
gousses) :

Les graines :

Macération Filtration Filtrat + poudre

Evaporation Extrait des graines

Figure N°33: Les principales étapes pour 1’obtention d’extrait sec des graines
de Ceratonia siliqua.




Filtration

Evaporation Extrait des gousses

Figure N°34 : Les principales étapes pour 1’obtention d’extrait sec des
Gousses de Ceratonia siliqua

e Criblage phytochimique :

L’analyse phytochimique réalisée a permis de remarquer la présence des grands groupes
chimiques : flavonoides, terpenoides, saponosides, tannins et alcaloides dans les deux extraits
de Ceratonia siliqua.

Selon leur intensité de couleur, les réactions qui se produisent sont classées de : négative (-)
jusqu’a franchement positive (+++). Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de
précipitation ou de coloration par des réactifs spéecifiques.

Les tableaux ci-dessous représentent les différents tests de caractérisation de quelques
métabolites secondaires dans les graines et gousses de caroubier :
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1- Graines:

Tableau N°6 : Resultats du criblage phytochimique des graines de Ceratonia
Siliqua

Le composé chimique Présence/Absence dans = Résultat par rapport au témoin
Pextrait

Quinones libres

Tanins catechiques

Saponines

Stérols,

triterpenes




Flavonoides

Sucre réducteur

alcaloides

(+) : présence, (++) : présence considérable, (+++) : abondance, (-) : absence.

2- (GOusses :

TableauN°7 : Résultats du criblage phytochimique des gousses de Ceratonia
Siliqua.

Le composé chimique Présence/Absence dans | Résultat par rapport au
Iextrait témoin

Quinones libres




Tanins galliques
Saponines
Flavonoides
Sucres réducteurs
alcaloides




Stérol et

poly terpénes

(+) : présence (++) : présence considérable (+++) : abondance (-) : absence

Les deux tableaux montrent que les graines et gousses de Ceratonia Siliqua renferment des
flavonoides, stérols, polytérpenes, saponines et alcaloides.

Notre plante est dépourvue de quinones libres.

Les essais phytochimiques effectués sur les deux extraits du cératonia siliqua ont révélé : La
présence des flavonoides en grande quantité dans les deux extraits de ceratonia siliqua, notre
résultats concorde avec les résultats des travaux effectués par (Kumazawa et al., 2002) sur la
richesse de caroubier en flavonoides.

L’existence des saponines, stérols, polyterpénes et alcaloides est confirmé par I’observation
d’une mousse persistant pour les saponines, la formation d’un anneau violet pour les stérols et
une précipitation jaune pour les alcaloides respectivement. Ceci concorde avec les résultats
obtenus dans notre travail.

L’apparition de la couleur bleu verdatre (test de FeCls) reflete la présence des tanins
catéchiques dans I’extrait des graines et la couleur bleu noire trés foncée indique la présence
des tannins gallique dans I’extrait des gousses.

L’extrait des gousses est trés riche en sucres réducteurs, cette richesse est détectée par
I’apparition d’un complexe rouge brique au niveau de I’extrait testé, par contre les graines ne
contiennent pas ce type de métabolite.

2-Caractérisation quantitative des extraits de la plante

2-1- Teneur des extraits en polyphénols

La teneur en phénols totaux est estimee par la méthode de Folin- Ciocalteu.

Afin de caractériser ’extrait préparé a partir des graines et gousses de ceratonia siliqua, la
quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y=ax+b) réalisée par une solution étalon (I’acide gallique) a différentes
concentrations (Figure 35).




courbe d'etalonnage d'acide gallique
(polyphenols)

y=6,1971x+ 0,0169
R? =0,9898

absorbance {nm)

0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
concentrations : mg/ml

Figure N°35: droite d’étalonnage d’acide gallique

La quantité des polyphénols correspondante a 1’extrait étudié a été rapportée en milligramme
équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg AG/g Extrait).

Les deux tableaux ci-dessous représentent la teneur en polyphénols totaux dans les extraits
des gousses et graines de caroubier :

Tableau N°8 : teneur en phénols totaux dans 1’extrait méthanolique des gousses

Echantillon dosé Teneur en polyphénols totaux (mg d’acide
gallique/g d’extrait)

L’extrait méthanolique des 33,73

gousses

Le résultat obtenu indique que la quantité des composés phénoliques est de 33,73 mg AG/g
Ex. La teneur en polyphenols est relativement tres grande dans notre extrait.

Le résultat que nous avons obtenus concorde avec les résultats trouvés par (Gaouar ;
2011),(Avallone et al., 1997), (Owen et al., 2003) et (Papagiannopoulos et al., 2004).

Tableau N°9 : teneur en phénols totaux dans I’extrait des graines
Echantillon dosé Teneur en polyphénols totaux
(mg d’acide gallique/g d’extrait)

L’extrait méthanolique des graines 25,5
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Le résultat obtenu indique que la quantité des composés phénoliques dans 1’extrait des graines
est de 25,5 mg AG/g Ex. La teneur en polyphénols dans I’extrait des graines est inferieur par
rapport a la quantité trouvée dans les gousses.

Les travaux conduits par (Papagiannopoulos et al ; 2004), (Ayaz et al ; 2007) et (AbiAzar ;
2007) sur les graines du caroubier confirment nos résultats en indiquant que 1’extrait
méthanolique des gousses est le plus riche en polyphénols totaux.

Les résultats trouvés dans notre travail sont différents par rapport aux résultats trouvés par
(Benkhadda et Bensalah ; 2016). Cette différence trouve probablement son explication dans la
différence de méthode d’extraction utilisée.

2-2-Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides est déterminé par la méthode de (Djeridane et al., 2006 et Gaouar,
2011). Dans notre dosage nous avons réalis¢ une méthode colorimétrique basée sur
I’utilisation d’un standard qui est la Quercétine.

La Quercétine est considérée comme un contrdle positif, il nous a permis de réaliser une
courbe d’étalonnage, d’ou on a calculé la teneur en flavonoides de 1’extrait méthanolique de la
plante étudiée qui est exprimée en mg équivalent de la Quercétine (EQ) par gramme d’extrait
(Figure 36).

droite de la quercetine

y=14,4x+0,0146
R? =0,9984

absorbance a 430 nm

0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
concentrations (mg/ml)

Figure N°36 : droite de la Quercetine

Le résultat de la teneur en flavonoides des deux extraits étudiés est présenté dans les deux
tableaux suivants :




Tableau N°10 : teneur en flavonoides dans 1’extrait méthanolique des gousses.

Echantillon dosé Teneur en flavonoides (mg de Quercetine/g
d’extrait)

Extrait méthanolique des gousses 2,30

La teneur en flavonoides de 1’extrait des gousses est égale a 2,30 mg EQ/g Ex. Notre extrait
renferme une teneur faible en flavonoides.

Les résultats obtenus par Guaouar en 2011 sont inférieurs a nos résultats.

Tableau N°11: teneur en flavonoides dans I’extrait méthanolique des graines

Echantillon dosé Teneur en flavonoides (mg de Quercetine/ g
d’extrait)

Extrait méthanolique des graines ’ 10,53

La teneur en flavonoides dans 1’extrait des graines est égale a 10,53 mg EQ/g d’extrait. La
teneur en flavonoides dans I’extrait des graines est supérieure par rapport a la quantité trouvee
dans les gousses.

A partir de ces résultats on peut dire que les graines de caroubier sont plus riches en
flavonoides que les gousses.

Notre résultats est supérieur aux résultats trouvés par Ayaz et al en 2007 qui ont trouves que
le caroube contenait un taux des flavonoides de ’ordre de 0,41mg /g d’extrait et aussi par
rapport aux résultats trouvés par (Owen et al ; 2003) et (Ortega et al ; 2011) qui ont
démontrés que le taux des flavonoides dans la caroube est de 1,02mg/g d’extrait. Cette
différence observée peut s’expliquer par la provenance géographique, le degré de maturité et
la durée de stockage et aussi la méthode d’extraction utilisée.

2-3-Activité antioxydants(DPPH) :

L’activité antioxydants des deux extraits méthanolique de Ceratonia siliqua est mesurée en
présence d’un antioxydant standard qui est I’acide ascorbique (vit C), et vis —a Vvis du radical
DPPH, I’activité est estimée a 1’aide d’un spectrophotométre a une longueur d’onde de 517
nm.

L’activité anti radicalaire est détectée par la réduction de radical DPPH.

La réduction de ce dernier aboutit a un changement de la couleur (DPPHe) violette vers le
jaune (DPPH-H).




La capacité de la réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance déduite par des
substances anti radicalaires.

activité antioxydante de I'acide ascorbique

120 -
100
%
80
Inhibition

0,02 0,04 0,06

Concentrations (mg/ml)

Figure N° 37 : % d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations
de I’acide ascorbique

%
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FigureN°38 : % d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations de
I’extrait des graines
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Figure N°39: % d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations

de I’extrait des gousses.

D’apres ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente
avec 1’augmentation de la concentration. Le taux d’inhibition du DPPH enregistré en présence
des deux extraits de la plante est inférieur a celui de I’acide ascorbique.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit le parametre 1Csp.

e Evaluation de I’ICs

ICso est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité
d'antioxydants nécessaires pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la
valeur d’ICs est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est élevée (Pokorny et al ;
2001). La concentration de I’échantillon essentiel pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a
été calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de
différentes concentrations d’extraits préparés.

Les valeurs d’ICsg trouvées pour les extraits étudiées sont représentées dans le tableau
suivant:

TableauN°12 : valeurs des I1Csy des extraits testés.

Acide ascorbique
Gousses de ceratonia siliqua

Graines de ceratonia siliqua




Chapitre 2 : Résultats et discussions

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus de 1’activité anti radicalaire de I’extrait des
gousses et graines de Ceratonia siliqua, montrent que les deux extraits testés possédent une
activité anti radicalaire avec un ICsy de I’ordre de 0,446mg/ml pour les gousses et 0,480
mg/ml pour les graines. En comparaison avec 1’antioxydant standard (I’ Acide ascorbique) qui
démontre un 1C50%= 0,038 mg/ml, nous constatons que les deux extraits de caroubier sont
moins actifs par rapport au standard et que I’extrait des gousses posséde une activité
antioxydante supérieure en comparaison avec I’extrait des graines qui a une activité
antioxydant un peu basse. Cette différence est due a la richesse des gousses en composés
phénoliques que les graines parce que les résultats démontrent que la teneur en polyphénols
dans I’extrait méthanolique des gousses est égale a 33,73mg AG /g Ex par contre, chez les
graines, elle est égale a 25,5mgAG/g EX.

Les résultats obtenus concernant le ICsy des graines concorde avec les résultats trouvé par
(Ouici ; 2012) qui a trouvé un IC50 de I’ordre de 0,48mg/ml. Mais elle est supérieure aux
résultats trouvés par (Benkhaldi ; 2013). Ce dernier a trouvé des valeurs, soit pour 1’ICsq des
gousses ou bien des graines, inferieurs a nos résultats (IC50 gousses=9,77mg/ml et IC50
graines =0,56mg/ml).

Notre résultats est inferieur par rapport aux résultats de (Ben Hsouna et al ; 1986) avec une
valeur d’IC50=0,033mg/ml, ainsi qu’aux résultats de (Kumazawa et al ; 2002) qui a trouvé
une valeur d’IC50=0,25mg/ml.

Des études montrent que 1’activité anti-radicalaire est corrélée avec le taux des polyphénols et
des flavonoides dans les extraits des plantes médicinales (Mariod et al ; 2009) et (Locatelli et
al ; 2010).

2-4-Pouvoir réducteur de fer

pouvoir reducteur graines et acide ascorbique

04 -

0,35 -
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

== extrait des graines
=fll— acide ascorbique

absorbance a 700 nm

0 T T
0,2 0,4

Concentrations (mg/ml)

FigureN°40 : pouvoir réducteur des gousses et acide ascorbique.
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Figure N° 41 : pouvoir réducteur des gousses et acide ascorbique.

L’activité réductrice des extraits méthanolique de Ceratonia siliqua a été évaluée en
utilisant la méthode de FRAP. Cette derniere est une analyse d'activité antioxydante rapide,
reproductible, et facile a exécuter (Benzie et Strain ; 1996). La méthode est basée sur la
capacité des polyphénols & réduire le fer ferrique Fe** en fer ferreux Fe**. La puissance de
réduction est I'un des mécanismes antioxydants (Karagozier et al ; 2008). Par conséquent,
Fe?" est évalué en mesurant et en surveillant l'augmentation de la densité de la couleur bleu
dans le milieu réactionnel a 700 nm (Chung et al ; 2002).

Les résultats obtenus dans les deux courbes montrent que la capacité de la réduction de Fe**
en Fe?* est proportionnelle a I’augmentation de la concentration d’échantillons. Les deux
extraits de la plante donnent une activité réductrice un peu faible par rapport a son standard
(acide ascorbique).

Pour I’acide ascorbique la réduction de fer est trés grande en comparaison avec la capacité
réductrice des deux extraits méthanoliques du caroube.

Nos résultats concordent avec les ceux de (Ozturk et al ; 2007, Su et al ; 2008 et Liuk et al ;
2009) qui ont montrés que toutes augmentation de concentration d’échantillon conduit a
I’augmentation de la capacité de réduction de fer.

D’aprés (Benkhaldi ; 2013) tous les extraits de Cératonia siliqua ont la capacité de réduire le
fer.
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2-5-Activité anti microbienne

e Maéthode de diffusion (antibiogramme)

Les observations effectuées sur les effets des extraits de Ceratonia siliqua sur la croissance
des souches bactériennes testées : S. aureus, E. coli et B. subtilus sont représentées dans le
tableau N° 13 et la figure 42.
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Quercétine

Les concentrations sont disposées de droite a gauche en suivant la fleche.

» Pour les boites situés a droite les [C] sont de (1 jusqu’a 5 mg/ml).
> Pour les boites a gauche les [C] sont de (10 jusqu’a 20mg /ml).

|:> Chaque concentration se répété 2 fois donc pour chaque [C] on a 2 disques.
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Extrait des graines




FigureN°42 : résultats de I’activité anti bactérienne des différents extraits.

TableauN°13 : les diamétres des zones d’inhibition des différentes souches
en (mm) par méthode des disques.

Diameétre de la zone d’inhibition (mm)

Souches bactériennes

Extraits [C] E. coli B.subtilis S.aureus
(mg/ml)

Quercétine




10 10

Ac. gallique 11 11
11 11
11

12

Ac.
ascorbique

gousses

graines

Pour I’évaluation du potentiel antimicrobien de ces extraits, on a préféré les tester contre
plusieurs cibles bactériennes, car chacune d’elle posséde des structures cellulaires et un
métabolisme particulier.

La sensibilité des bactéries aux extraits est déterminée selon le diamétre du halo d’inhibition
par la méthode de diffusion sur gélose M.H.

Les résultats montrent que les deux extraits du caroubier se sont avérés inactifs contre la
souche de B.subtilis.




Chapitre 2 : Résultats et discussions

L’extrait des graines donne un effet d’inhibition faible vis-a-vis de la souche d’E. Coli, cette
bactérie possede un potentiel de résistance tres elevé. En revanche il a une activité inhibitrice
un peu grande vis-a-vis de la souche de Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition de
5mm. Par contre I’extrait des gousses posséde un effet inhibiteur trés faible vis-a-vis de la
souche Staphylococcus aureus.

La résistance de la souche Escherichia coli ATCC vis-a-vis de I’extrait des graines peut
étre attribuée a la capacité de I’agent antibactérien de diffuser uniformément dans la gélose.

Les deux extraits de Ceratonia siliqgua donnent une activité antimicrobienne trés faible
contre les souches testées parce que tous les deux contiennent un total des composés
phénoliques un peu faible et ne dépasse pas 33,73mg /g d’extrait.

Concernant le DMSO, on observe que ce dernier n’a aucun effet vis-a-vis des 3 souches
bactériennes testées.

Le résultat enregistré par la Quercétine a indiqué qu’elle a une activité inhibitrice vis-a-vis
des souches d’E. Coli et Bacillus subtils avec une zone d’inhibition de diamétre=4mm. Mais
elle a un effet plus grand contre la souche de Staphylococcus aureus avec une zone
d’inhibition de diametre=6mm.

La zone d’inhibition augmente largement avec 1’augmentation de la concentration des
extraits, ce qui a été constaté aussi par (Dordevic et ses collaborateurs ; 2007).

La charge du disque influence I’activité¢ antimicrobienne. Effectivement, Rasooli et ses
collaborateurs ; 2008 ont remarqué que I’inhibition de la croissance est forte lorsque le disque

est plus chargeé.

D’aprés (Natarajan et al ; 2005) et (Fazeli et al ; 2007) la méthode utilisée pour 1’évaluation
de ’activité antibactérienne influe aussi sur les résultats obtenus.

Brantner et al., en 1996 ont démontrés que les composés phénoliques, les flavonoides et les
stéroides a une certaines concentration peuvent inhiber la croissance des microorganismes. Il
est confirmé que les flavonoides a caractére lipophile peuvent détruire les membranes
microbiennes en augmentant la fluidité des lipides membranaires. Le nombre et la position
des groupements hydroxyles présents sur le noyau aromatique des composés phénoliques
peuvent entrainer la toxicité des microorganismes (Cowan ; 1999).

L’activité antimicrobienne dépend a la fois de la présence des composés phénoliques, et aussi
de la présence de divers métabolites secondaires, de I’emplacement et le nombre des groupes
d'hydroxyles (Falleh et al ; 2008).
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Conclusion

La flore algérienne jouie d’une biodiversité considérable, elle posséde de nombreuses plantes
aromatiques et médicinales riches en métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques différentes. Dans le cadre de la valorisation de ces
ressources, une plante aromatique Ceratonia siliqua a fait 1’objet d’une étude phytochimique
de ses extraits et d’une évaluation de ses potentiels antioxydants.

Dans le présent travail, le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de notre plante
en métabolites secondaires, ou nous avons constaté la présence des flavonoides, de stérols, de
triterpenes et d’alcaloides.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides totaux dans les deux
extraits analysés montrent qu’ils sont riches en ces métabolites. La teneur en polyphénols
dans I’extrait des gousses est égale a 33,73mg d’acide gallique/g d’extrait, concernant 1’extrait
des graines la teneur en polyphénols est de ’ordre de 25,5mg d’acide gallique/g d’extrait.

Pour les flavonoides la teneur dans les gousses est égale a 2,30mg de Quercétine/g d’extrait et
pour les graines est de 10,53mg de Quercétine/g d’extrait.

L'activité antioxydante in vitro est aussi étudiée avec la méthode de réduction du radical libre
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) et la méthode de réduction du fer (FRAP). Les deux
tests effectués ont montré que le pouvoir antioxydant est proportionnel a I’augmentation de la
concentration des extraits.

Selon les résultats obtenus du test de I’effet scavenger du radical DPPH, les deux extraits
méthanoliques testés jouissent d’un potentiel anti radicalaire de I’ordre de 0,446mg/ml pour
les gousses et de 0,480 mg/ml pour les graines donc les deux extraits de Ceratonia siliqua
donnent une activité antioxydante importante.

Le pouvoir réducteur des deux extraits méthanolique a été évalué et représenté par les
absorbances notées, on a observés que les deux extraits de caroubier possedent une activité de
réduction de fer inferieur vis-a-vis a son standard qui a une activité plus grande.

D’aprés les résultats obtenus, nous pouvons déduit que les extraits testés de la plante
Ceratonia siliqua sont pourvues d’une activité antioxydante intéressante.

L’activité antimicrobienne des deux extraits méthanolique donne un effet différent contre les
3 souches bactériennes testés, nous avons remarqués que 1’extrait des gousses estimé d’une
activité anti bactérienne importante vis-a-vis d’E.coli malgré un potentiel de résistance tres
élevé et moins actif contre les souches de B. subtilus et Staphylococus. Pour 1’extrait des
graines nous avons observés qu’il possede un effet d’inhibition vis-a-vis de staphylococus
aureus et il est moins actif contre B.subtilus et E.coli.




En perspectives, La détermination des composés actifs au niveau des gousses et graines de
Ceratonia siliqua nécessite des études a 1’échelle moléculaire notamment en ce qui concerne
I’identification et la purification des différents composés phénoliques qui peuvent étre
responsables de divers effets ainsi que le mécanisme absolu par lequel ces composés réalisent
leurs effets antioxydants.
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ANNEXES

La préparation des solutions :

e Solution de ferricyanure de potassium KzFe a1 % :
Mélanger 1ml de ferricyanure de potassium avec 100ml de 1’eau distillée.
Donc : 2,59 250ml de H,0.
e Solutionde TCA a 107 :
Meélanger 10g de TCA dans 100 ml de I’eau distillée.
Donc : 259 250ml de H,0.
e Solution de FeClz a0,17% :
Mélanger 0,1ml de FeCl3 dans 100ml de 1’eau distillée.
Donc : 0,4g 400 ml H,O.
e Solution tampon phosphate a 0,2M et pH=6,6 :
a. Solution 1 : Na;HPO, — 28,4g + H,0 pour compléter 1L.
Donc : 28,4g — 1000ml
X=7,1g — 250ml
b. Solution 2 : NaH,PO,4 2H,0 — 31,21g + H,O pour compléter 1L.
Donc : 31,21g — 1000ml
X=17,8g — 250ml
En fin, Phosphate buffer a 0,2M et pH= 6,6 est un mélange de solution 1 et solution 2 dont

le volume 37,5ml et 62,5ml respectivement.

e Préparation de la Liqueur de Fehling
Solution A :

Dans un erlenmeyer de 250 ml : Dissoudre 7g de sulfate de cuivre penta hydraté dans 100 ml
d'eau.




Solution B :

Dans un erlenmeyer de 250 ml : Dissoudre 34,6 g de tartrate double de sodium et de
potassium, 10 g d’hydroxyde de sodium dans 100 ml d'eau.

e Preéparation de Mayer

10 g de Kl et 2,70 g de HgCl; dissous dans 20 ml d’cau.
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