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Introduction

Depuis longtemps, les plantes ont occupé une place prépondérante dans la vie de
I'hnomme. Toutes les civilisations ancienne ont utilisé les plantes soit sauvages soit cultivees
pour se nourrir, se défendre, et se soigner (Messai, 2011). Le recours a la médecine
traditionnelle est une pratique trés courante dans les campagnes et méme dans les villes.
L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2002) estime que 80% de la population des pays
en développement utilisent les plantes médicinales pour combattre plusieurs maladies et assurer
leurs soins de santé, en recourant principalement aux extraits de ces plantes pour satisfaire leurs
besoins (Giséle, et al 2018). Cette situation peut s’expliquer par la toxicité des produits
synthétiques, cott élevé des médicaments chimiques, ou I’insuffisance des centres de santé
surtout en milieu rural (Mpondo et al, 2012).

De facon plus large, une plantes médicinale est un végétal doué d’un effet thérapeutique
sur I’organisme sans étre toxique a dose normale comme un antioxydant, antibactérienne, anti-
inflammatoire, inhibiteur enzymatique par des molécules et composés actifs, (les polyphénols,
les flavonoides, les alcaloides).

Aujourd’hui, de nombreux travaux menés dans le domaine de I’ethnopharmacologique,
montrent que les plantes utilisées en médicine traductionnelle et qui ont été testées sont souvent
d’une part, des plantes efficaces dans le modéle pharmacologique et d’autre part seraient
dépourvues de toxicités a certaines doses (Francois, 2010). Parmi les potentialités biologiques
reconnues des plantes, l'activité antioxydante présente un intérét de plus en plus grandissant a
cause des rbles importants que jouent les composés antioxydants, retrouvés au niveau des
plantes, dans le traitement et la prévention des maladies du stress oxydant. En plus, le potentiel
inhibiteur ou immunostimulateur des extraits de plantes sur les enzymes, sont de plus en plus

exploités in vitro et in vivo (Sahabi, 2009).

Dans ce contexte notre choix est basé sur une plante médicinal qui est nommée Ceratonia
siliqgua L largement répartie en Algérie et qui attire beaucoup d’attention en raison de son
importance économique, sa richesse en composition bioactive et donc pour ses propriétes

thérapeutique

L’objectif de notre étude est 1’évaluation des activités biologiques principalement
I’activité antioxydante mesurée par plusieurs tests (DPPH, ABTS, CUPRAC, Pouvoir
réducteur...) et enzymatique (AChE) ces tests étaient realises sur les feuilles de Ceratonia
siliqgua L, dans le but de trouver des molécules et composés naturels plus actives et puissantes

que celle des molécules synthétiques.

Notre travail a été divisé en deux grandes parties :

XV



Introduction

» La premiére partie concerne la recherche bibliographique ou la partie théorique qui
comporte trois chapitre : I’étude botanique de la plante Ceratonia siliqua L, les métabolites
secondaires et finalement les activités biologiques.

» Ladeuxieme partie concerne, la partie expérimentale du mémoire, qui comporte un chapitre
de matériel et méthodes utilises lors de travail et un chapitre qui présente les différentes
résultats obtenues avec leur discussion et finalement une conclusion générale qui résume

I’ensemble du travail réalisé.
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Chapitre 1 : Etude botanique de la plante
.1 famille des fabaceae

Les Fabaceae ou Légumineuses constituent une des plus grandes familles des plantes a
fleurs les plus connue, avec plus de 730 genres et 19 400 especes, réparties aussi bien en milieu
tempéré que tropical (Sylvie, 2011).

1.2. Description général de la plante

Le caroubier ou Ceratonia sliliqgua L appartient a la famille des légumineuses (Fabacées),
(Abdullatif, 2017). Il est un arbuste dioique a feuilles persistantes et de croissance lente. C’est
une essence thermophile. Ceratonia siliqua L atteint une taille de 15 a 17 métres et une durée
de vie de 200 a 500 ans (Sébastien, 2018).

Le genre Ceratonia renferme en plus de Ceratonia siliqua L deux autres espéces :

e Ceratonia oreothauma qui est natif d’Arabie (Oumane).

e Ceratonia somalensis originaire du nord de la somalie (Batte et Tous, 1997).
1.3. Origine et air de répartition

Ceratonia siliqua L est une espéce thermophile cultivée en climat méditerranéen, mais
originaire des pays arabes. On le retrouve principalement en Espagne, en ltalie, en Gréce,
au Portugal et au Maroc. Le caroubier présente une bonne résistance a la sécheresse mais st
sensible au froid (Sébastien, 2018).

En Algérie, comme dans plusieurs pays méditerranéens, le caroubier croit dans les
conditions naturelles a 1’état sauvage sous des bioclimats de type subhumide, semi-aride et

aride. 1l est généralement en association avec I’olivier (Benmahioul et al, 2011).

I.4. Dénomination de Ceratonia siligua L

Le mot « caroubier » venant de 1’arbre alkharroube, connu sous le nom scientifique de
Ceratonia siliqua L qui désigne en grec Keratina (ceratonia) signifiant petit corne et le nom
d’espeéce siliqua désigne en latin une silique ou gousse, il est aussi connu sous le nom de
carouge, pain de saint gean —baptiste, figuier d’Egypte et en arabe <3, (Boublenza,
2012).
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1.5. Classification

Selon (Cronquiste, 1981) Ceratonia siliqua apartient au :

Régne : plantae

Sous —regne : Tracheobionta (plante vasculaire).
Embranchement : spermaphytes.
Sous-embranchement : Magnoliophyta (Angiosperme)
Classe : Magnoliopsida.

Sous-classe : Rosidae.

Ordre : Fabales.

Famille : Caesalpiniaceas.

Sous —famille : Caesalpinioideas.

Genre : Ceratonia.

Genre espece : Ceratonia siliqua L.

1.6. Description de Ceratonia siliqua L

Figure 1: Arbre de Ceratonia siliqua L (Battle et Tous, 1997).

1.6.1. Feuilles

Les feuilles de Ceratonia siliqua L sont assez grandes (10 a 20 cm), composées de 4 a

10 folioles ovales opposées, de couleur verte luisantes a la face supérieure et vert pale a la face

inferieure. Ceratonia siliqua L, perte ses feuilles tous les deux ans, au mois de Juillet (Benamar
etal, 2011).
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Figure 2 : Feuilles de Ceratonia siliqua L (Battle et Tous, 1997).
1.6.2. Fleurs

Elles sont groupées en grappes latérales posseédent une couleur pourpre et parfois
rougeatre. La morphologie florale chez Ceratonia siliqua L est trés complexe dont on peut

distinguer (Figure 3) :

¢ Des inflorescences male (Simon, 2010) avec des étamines courtes ou bien longues.
e Des inflorescences femelles avec des étamines rudimentaires.

e Des inflorescences hermaphrodites.

La floraison a lieu en automne c’est pour ¢a cette espéce considérée comme la seule dans

la région méditerranéenne qui fleurisse en été (Benamar et al, 2011).

Figure 3 : Inflorescence de caroubier femelle et male (Hassan, 2008).
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1.6.3. Fruits

La gousse de Ceratonia siliqua L est principalement composée de deux éléments : la pulpe
et les graines. Elle nécessite 9 a 10 mois pour atteindre la maturité (Batlle et Tous, 1997).

La gousse possede une couleur verte avant la maturité, et devient brune foncée a noire et

parfumées apres la maturité (Figure 4) (Haddarah, 2013).

Figure 4 : Fruits de Ceratonia siligua L (Mohammed Yahya et al, 2017).

1.6.4. Graines

Les graines sont ovoides, rigides, d’une couleur qui dépend de la variété, elle peut-étre

marron ou rougeatre (Figure 5) (Batlle et Tous, 1997).

Elles sont constituées de trois éléments : les téguments, la radicelle, I’endosperme (Sébastien,

2018).

Figure 5 : Graine de Ceratonia siliqua L (Yassine, 2013).
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1.6.5. Ecorces

Ceratonia siliqua L posséde une écorce lisse et grise lorsque la plante est jeune ; et brune

et rugueuse a I’age adulte. Son bois de couleur rougeatre est trés dur (Ait Chitt et al, 2007).

1.7. Composition chimique de Cératonia siligiua L
Ceratonia siliquaL est une espéce présente un réservoir potentiel de molécules naturelles
bioactives, elle contient également des composés phénoliques qui lui conferent différents roles
biologique (Dallali et al ,2018).

Des tannins condensés insolubles, terpenoides (stérole), alcaloides, quinones (Klonew et al.
2007 ; lachkar et al 2016)

Des acides phénoliques (acide coumarique et I’acide gallique) sont identifient dans les extraits
des pulpes (Fedal et al, 2011).

Des flavonoides qui sont des (flavones, flavonoles, flavonones, isoflavones) (Metrouh, 2009).
Les gousses et les graines de Ceratonia siliqua sont riches en glucides, fibres alimentaires, les
matieres grasses et les protéines (Gaouar, 2011).

Cette espece est aussi riche en acide aminés tel que 1’acide aspartique, 1’alanine, la valine et

également des minéraux de potassium et de calcium (Irfan et khalid, 2017).
1.8. Utilisation de Ceratonia siliqua L

Ceratonia siligua L est un arbre d’importance écologique, socio-eéconomique, et
industriel. Dans en terme de produits, 1’arbre et ses composants (feuille, fleurs, écorce et
racines) sont utilent (El kahkabhir, 2016).

1.8.1. Utilisation traditionnelle

Depuis longtemps, I’écorce et les feuilles ont été utilisées dans la médecine traditionnelle
en Tunisie et Turque pour traiter les maladies laxatives, diurétiques, anti-diarrhéique et pour le

traitement de la gastro-entérite des bébés qui allaitent (Aboura, 2018).
1.8.2. Usages alimentaires

L'utilisation de Ceratonia siliqua L comme ingrédient alimentaire par les industries

pharmaceutiques et alimentaires pourrait étre développée.

De nombreux fabricants agroalimentaires utilisent la farine de pulpe de Ceratonia siliqua L
comme additif (E410), comme substitut du cacao dans les patisseries et la creme glacee. La

richesse de la pulpe et des graines de caroube en éléments minéraux refléte I'importance
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accordée a cet aliment depuis longtemps pour la nutrition animale et humaine (EI bouzdoudi,
2017).

De plus, leur pulpe est riche en sucre total (48-56%), et dans certains pays le sirop de caroube
est une boisson populaire, obtenue a partir de croquettes de caroube avec de I'eau (Mohammed
Yahya et al, 2017).

1.8.3. Utilisation cosmétique

L’une des applications industrielles de Ceratonia siliqua L est utilisée en cosmétique
pour sa capacité a former une solution trés visqueuse a une faible concentration en raison de

ses propriétés épaississantes, émulsifiantes et stabilisantes (Addarah, 2013).
1.8.4. Importance économique

Ceratonia siliqua L est une source de bon marché d’hydrates de carbone actuellement
explorées comme matériaux pour la production de bioéthanol. Le bois de Ceratonia siliqua L

est trés utilisé pour la fabrication du charbon. L’écorce et les racines sont employées dans le
tannage (Addarah, 2013).

1.8.5. Travaux antérieur

Tableau 1 : Propriétés thérapeutiques de Ceratonia siliqua L.

Propriétés thérapeutiques | Action Références

Effet anticancéreux Extrait riche en polyphénols de feuilles de | Custédio et al, 2011.
des feuilles Ceratonia Ceratonia siliqua L a fortement diminué

siliqgua L la viabilitt de la lignée cellulaire

d'adénocarcinome cervical humain
(HeLa).
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Effet

anti-inflammatoire

Ceratonia siliqua L posséde un effet anti
inflammatoire significatif et peut étre liée
a I’inhibition de médiateurs
inflammatoires (sérotonine, 1I’histamine,

prostaglandine et cytokine).

Lachkar et al, 2016.

Effet sur le cholestérol et

les triglycérides

Les fruits de Ceratonia siliqua L contient
une teneur élevée en fibres insolubles qui
réduisent les triglycérides chez la femme
et réduisent le taux de cholestérol
LDL /HDL

Zunft et al, 2003 (

Nadia et al, 2014)

Effet antioxydant

- La présence de vitamine E dans les
graines de Ceratonia siliqua L a été
démontrée.

-La richesse du fruit et feuille en
polyphénols qui sont la principale source
de pouvoir antioxydant de Ceratonia
siliqua L, par piégeage des radicaux libres
(OH).

Mokhtari et al, 2012.
Sebail et al, 2013.

Effet hypoglycémiant

La gousse de Ceratonia siliqgua L
immature empéche I'absorption intestinale
du glucose par l'inhibition du transport
électrogéne du glucose.

L'effet hypoglycémiant exemple
pancréatique in vitro de I'extrait
méthanoique en évidence par I'inhibition

de I’a -amylase et de la -glucosidase.

Kais et al, 2017.
Mousa et al, 2018.
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Introduction

Le métabolisme (du grec : métabole, changement) est un processus treés dynamique, dont
les molécules sont en continuel renouvellement ; la composition d’une cellule a un instant donné
est un équilibre entre synthése et dégradation. L’essentiel des synthéses est orienté vers la
production de molécules qui sont importantes pour la structure et le fonctionnement de la cellule
(Hopkins, 2003). Les produit de métabolisme secondaire sont en trés grand nombre, plus de
200 000 structure définie et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produite en
faible quantité (Mansour, 2015).

Ces molécules ne se rencontrent pas chez toutes les espéces donc ils n’interviennent pas
dans les activités fondamentales de 1’organisme végétal (croissance, développement,
reproduction), ils sont accumulés aprés leur élaboration, mais peuvent étre dégradé (Gseyra,
2006).

Les composeées de métabolisme secondaire sont classées en 3 grandes classes :
-Les composés aromatique ou polyphénols.

-Les terpenoides et leurs dérives.

-Les alcaloides (Merghem, 2009).
I. Composes phénoliques

1.1. Définition

Comme définition, nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés phénoliques
hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton. Ils sont localisés dans
différentes parties des plantes selon 1’espéce végétale et le groupe polyphénolique considéré
(Akroum, 2011). Ces composés chimiques sont trés divers depuis les simples acides

phénolique jusqu’aux grands polyméres complexes (Hopkins, 2003).
| .2. Structure chimique

La structure de base qui les caractérise est la présence d’un ou de plusieurs noyaux
aromatiques auxquels sont directement liés un ou plusieurs groupements hydroxyles libres ou
engagés dans une autre fonction (éther, ester), parmi ces métabolites on cite : les acides

phenoliques, les flavonoides et les tanins (Amrouche et Yaya Koko, 2017).
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1.3. Biosynthése des polyphénols
1.3.1.Voie d’acide shikimique

Dans cette voie 1’erythrose 4- phosphate et le phosphoenol pyruvate sont produits par les
hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la glycolyse
respectivement (Akroum, 2011). lls sont condensés pour former le 3-deoxy-D-arabino-
heptulosonate 7-phosphate (DAHP). Cette réaction est catalysée par I’enzyme DAHP synthase
(2-dehydro-3-deoxyarabinoheptulosonate-7phosphate  synthase). La série des réactions
enzymatiques conduit respectivement a la formation de : 1’acide 3-déhydroquinique par
I’enzyme 3- déhydroquinate synthase ; 1’acide 3-déhydroshikimique par I’enzyme 3-
déhydroquinate déhydratase et finalement I’acide shikimique par I’enzyme shikimate
déshydrogénase. L’acide shikimique est encore converti en shikimate 3-phosphate par I’enzyme
shikimate kinase, et plus tard en 5enolpyruvylshikimate 3-phosphate (EPSP) par I’enzyme 5-
enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase, EPSP est alors converti en acide chorismique par
la chorismate synthase. L’acide chorismique est a un point de branchement pour la biosynthése
des acides aminés aromatiques : le tryptophane et la tyrosine, la phénylalanine (Boubekri,
2014) qui, par désamination donne le précurseur immédiat des phénols, 1’acide cinnamique
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). L acide cinnamique est rapidement transformé en acide
p-coumarique par 1’addition d’un radical hydroxyle. La tyrosine est également désaminée en

acide p-coumarique (Hopkins, 1995).
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1.3.2. Voie d’acétate/ malonate

La glycolyse et la B —oxydation aboutissent a la formation de I-acétylCoA donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d unités * Acétate * qui se fait par carboxylation de 1’acétyl-

CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Djeffel, 2017).

I.4.Classification des composés phénoliques
1.4.1. Acide phénolique

Les acides phénoliques sont largement distribués dans les fruits, les tiges et les feuilles
des légumes (Andriale et al, 1997). Ces molécule sont caractérises par la présence d’au moins
un noyau benzoique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle libre ou engagé

dans une autre fonction : éther ou ester, hétéroside (Madi, 2018).

- Acide phénols dérivés d’acide benzoique (Amrouche et Yaya Koko, 2017) :
- Ce sont des dérivés de I’acide benzoique.
- lls ont une structure générale de base de type (C6-C1).
- lIs existent souvent sous forme d’esters ou de glycosides.
- Acide phénols dérivés d’acide cinnamique (Amrouche et Yaya Koko, 2017) :
- lls dérivent de I’acide cinnamique.
- lIs ont une structure générale de base de type (C6-C3).

- lls existent souvent sous forme combinée avec des molécules organique.

COH
f
I S
-
Ry
R
Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
R1=R4=H, R2=0CHj3;, R3=OH Acide vanillique R1=R3=H, R2=OH Acide p-coumarique
R1= H,R2=R3=R4=0OH Acide gallique R1=R2=0OH, R3=H Acide caféique
R1=0OH, R2=R3=R4=H Acide salicylique R1=0CHj3, R2=0OH, R3=H Acide férulique

Figure 7 : Structure des acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques (Saffidine , 2015).
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1.4.2. Flavonoides
a. Définition

L’appellation *flavonoides* ressemble une tres large gamme de composés
polyphénolique. Ces composés représentent le groupe de composés phénoliques le plus
diversifié. Le terme *flavonoides * est du a leur couleur jaune (= flavus en latin) qu’ils
engendrent (Akroum, 2011).

b. Structure

De nos jours, plus de 9000 flavonoides ont été identifiés et leur nombre ne cesse
d’accroitre (Ben khaldi, 2013). Ils ont une origine biosynthétique commune et par conséquent,
posseédent tous un méme squelette de basse a quinze atomes de carbone, constitué de deux
noyaux aromatiques (noyau A et B), et d’un hétérocycle oxygéné (cycle C) (Figure 8)
(Benguerba, 2008). Des groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent

étre attachés sur les noyaux de cette molécule (Talbi, 2015).

Figure 8 : Structure de base des flavonoides. (BENGURBA, 2008).

c. Localisation et distribution
Les flavonoides sont présents dans différentes parties des végétaux supérieurs selon le
type de I’espéce : racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines, bois....etc (Tableau 2)

(Akroum, 2011).
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Tableau 2: Sources alimentaires des flavonoides (Bengurba, 2008).

flavonoides aliment
flavonols
kaempférol Radis, brocoli, thé noir
quercétine Oignon, pomme, olive, tomate
myricétine Canneberge, vin rouge
Quercétine-3-glucoside oignon
Quercétine-3-rhamnoglucoside (rutine) Thé noir
flavones
chrysine Peau des fruits
apigénine Persil, thym, romarin, céleri
lutéoline Persil, céleri
Lutéoline-7-apiosylglucoside Poivron rouge
flavonones
naringénine Fruits des genres citrus
Hespertine-7-rhamnoglucoside Jus d'orange
(hesperidine)
Naringenine-7-rhamnoglucoside Jus d'orange
(narirutine)
Flavan-3-ols
épicatéchine Thé vert, thé noir
catéchine Thé vert, thé noir, pomme
épigallocatéchine Vin rouge
Anthocyanidol
cyanidol Cassis, myrtille
malvidol Raisin, fraise, cassis
apigénidol Framboise, fraise
isoflavones
Genisteine-7-glucoside soja
Daidzeine-7-glucoside soja
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d. Classification des flavonoides
En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divises en différentes classes :
anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles, flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes,

flavanols, isoflavanoles, flavanones, isoflavanones, aurones (Figure 9) (Belyagoubi, 2011).

' \‘//_\\\// R’
(C)
H = \ )
AT O /1

isoflavonoles

IO
s R

isoflavones flavanones

isoflavanones flavanols

flavanes isoflavanes aurones

o. O
N
O

anthocyanidines

OH

Figure 9 : Structure des squelettes de base des flavonoides (Belyagoubi, 2012).
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e. Biosynthese des flavonoides

Les connaissances actuelles sur la biosynthése et la production des flavonoides catalysées
par des enzymes proviennent de plusieurs études réalisées par de nombreux chercheurs. Malgré
leur diversité structurale importante tous les flavonoides semblent avoir une voie synthétique
commune (Mekkiou, 2015).

Ce sont des dérivés des phénylpropanoides caractérisés par 1’adjonction au noyau
coumaryle (en C6-C3) activé par le coenzyme A (coumaryle-CoA), de 3 acétyles (fournis par
3 malonyl-CoA), réaction suivie d’une cyclisation qui aboutit a une chalcone, la
tétrahydroxychalcone (Jean-Frangois et al, 2017). 4,2°,4’,6’-tétrahydroxychalcone est
intermédiaire pour la formation de toutes les classes des flavonoides. Ces condensations sont
catalysées par la chalcone synthase (CHS), enzyme clé dans la formation des flavonoides qui
conduit a un précurseur, une chalcone (Figure 10). La chalcone néoformée donne une
flavonone (la naringénine), une transformation catalysée par une chalcone-isomérase (CHI)
(Saffidine, 2015).

La biosynthése des différents groupes de flavonoides implique un ensemble complexe de
réactions comprenant des hydroxylations, méthylation, oxydation, réduction, glycosylation.
(Madi, 2018).
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Figure 10 : La biosynthése des flavonoides (Bengourba, 2008).
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1.5. Propriétés biologiques des polyphénols et des flavonoides

Les polyphénols sont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur structure
chimique, puis qu’elles comprennent plus de 6000 molécules. 1l constituant une importante

famille d’antioxydants dans les plantes, les fruits et les légumes (Kessoum, 2014).

Permis ces activitts : [Dactivité antiallergique, antimicrobienne, antivirale,
antibactérienne, anti-carcinogénes, anti-inflammatoire et vaso-dilatoire (ces actions sont
attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leur propriété redox en jouant un réle important
dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de 1’oxygéne)
(Belaidi et Boubendir, 2018). Les polyphénols sont également utilisés dans 1’industrie agro-

alimentaire comme additif, colorant, arome ou agent de conservation (Kessoum, 2014).
Ce qui concerne les flavonoides ont une activité :

e Activité antioxydante : ces composées peuvent empécher les dommages oxydatifs par
différents mécanismes d’actions : soit par capteur des radicaux hydroxyles, super oxydes,
et peroxydes, soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre), soit I’inhibition des enzymes
responsables de la génération des radicaux libres (Belyagoubi, 2012).

e Activité anti-inflammatoire : les flavonoides et les tanins sont reconnue par leur toxicité vis-
a-vis des microorganismes par 1’inhibition des hydrolases (Cowan, 1999).

e Activite sur le systeme cardio-vasculaire : Ils sont un effet positif dans 1’athérosclérose et
les maladies cardio-vasculaires en diminuant 1I’oxydation de LDL, et également un intérét
dans le traitement de 1’hypertension artérielle, prévention des infarctus myocardiques
(Mladinka et al, 2010).

e Eten plus, des activités antivirales, anti -tumorales, antiallergique, anticancéreuses, ils sont
également des actions positives sur le diabete, les maladies d’Alzheimer et de parkinson
(Saffidine, 2015).




Chapitre 3
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I. Activité antioxydante

| .1. Introduction

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par
un nouveau concept, celui du *stress oxydant*, c’est —a-dire d’une situation ou la cellule ne
contr6le plus la présence excessive de radicaux oxygenés toxique, situation que les chercheurs

impliquent dans la plupart des maladies humaines (Alain Favier, 2003).

1.2. Stress et radicaux libres

1.2.1. Définition de stress

Le stress oxydant est se définit comme 1’incapacité de 1’organisme de se défendre contre
les espéces réactives de 1’oxygene (ERO) en raison de la perturbation d’équilibre endogéne
entre ces derniers et les agents oxydants (AO). Ce déséquilibre conduit potentiellement a des

dégats structuraux et fonctionnels (Bensakhria, 2018).

Notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi
nos mauvaises habitudes alimentaire, augment de facon anormale la production des EOA dans
notre organisme (Haleng et al, 2007).

Antioxydant

Pro-oxydant

Figure 11 : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants.

1.2.2. Qu’est-ce qu’un radicale libre

Un radicale libre est une espéce caractérisée par une instabilité et /ou un pouvoir oxydant
fort, il se différencie par la présence d’un électron non apparié sur la couche électronique la

plus externe (Akroum, 2011).
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1.2.2.1. Origine des radicaux libre

a. Origine endogene

Elles peuvent étre de différents types, mais est essentiellement d’origine enzymatique comme

le NADPH oxydase et du complexe mitochondriale de la chaine respiratoire.

I1 existe d’autre source joue un role dans la production de radicaux comme la xanthine oxydase,

les peroxysomes, les lipo-oxygeénases, les réactions inflammatoire (Rezaire, 2012).
b. Origine exogéne

Peut avoir diverses origines, telle que (Madi, 2018) :
Les radiations ionisantes (exposition importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle),
la pollution, la consommation de tabac et d’alcool, tous processus susceptible de surcharger les
réactions de détoxication hépatique, notamment une perte de poids importante.

1.3. Espeéce réactive d’oxygéne ERO

L’oxygene est un ¢élément pour les organismes multicellulaires parce qu’il permet de
produire de 1’énergie en oxydant de la matiere organique, mais nos cellules convertissent une
partie de cet oxygéne en métabolites toxique : les radicaux libres organiques (Benmansour,
2016) qui peut donner I’espéce réactive d’oxygene (ERO) issus de ’oxygéne moléculaire. Elles
représentent la plus importante classe d’espéces réactives générées dans les organismes vivants

a cause de I’importance du métabolisme aérobie (M.Ronald ST-Louis, 2011).

a. Radical super oxyde 102

A I’état naturel, I’oxygéne qui comporte naturellement deux électrons célibataire sur la
couche périphérique, est trés instable avec une trés forte tendance a oxyder les composés qu’il
rencontre en leur arrachant un électron pour I’apparier a I’'un de ses €lectrons célibataire, donc

ces composes deviennent a leur tour instables (Xavier Leverve, 2009).

b. Radicale hydroxyle OH

Il est une espece radicalaire hautement réactive. Il est principalement formé lors de

réactions d’ion métallique avec le peroxyde d’hydrogene (Boudjouref, 2011).

C. Peroxyde d’Hydrogéne H20>
L’anion super oxyde subit généralement une réaction spontanée de dismutation,
aboutissant a la formation de peroxyde hydrogéne (H20:2) et I’oxygéene (Figure 12) (M.Ronald
ST-Louis, 2011).
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Figure 12 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I’oxygéne (Alain
Favier, 2003).

11 existe d’autre espéce réactive de I’oxygene tel que le radical libre azoté (RNS) : I’oxydation
azotiqgue NO est principalement produite par un systeme enzymatique, NO synthétase qui

transforme 1’arginine en citrulline en présence de la NADPH.

L-Arginine + O2 —— L-Citrulline + NO (Benaissa Bouguerne, 2012).

I.4. Conséquence de stress oxydatif

Les espéces réactives d’oxygene sont produites d’une manier accrue lorsque la régulation
du métabolisme de I’oxygeéne est perturbée (stress oxydant), ces espéce sont responsables de
maniére directe ou indirecte de nombreux dommages oxydatifs au niveau moléculaire (acide
nucléique, protéine, lipides), peuvent affectant considérablement les mécanismes cellulaires
(Monique Gardes-Albert et al, 2003).

1.4.1. Les lipides : les premiéres cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents

dans les membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras
polyinsaturés (AGPI) sont trés sensibles a I’oxydation en raison de leur degré éleve
d’instauration (Blandine, 2006).

1.4.2. Les protéines : L’oxydation des protéines et des acides aminés par les ERO aboutit

a la formation des produits carbonyle et hydroxyle. Les acides aminés aromatiques tels que
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tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine et les acides aminés soufrés dont la cystéine et la
méthionine, les acides aminés basiques (arginine, leucine) sont plus particulierement sensibles

a ces phénomeénes (Clementine, 2013).

1.4.3. ADN : ’ADN (nucléaire ou mitochondriale) est également une cible majeure des ERO
dont les radicaux O, et OH provoquent des Iésions de I’ ADN ceux-Ci prouvent entrainer a long
terme des mutations, délétion, amplification a 1’origine d’un dysfonctionnement au niveau du

métabolisme protéique (Chistelle et Koechlin-Ramonatxo, 2006).
1.5. Antioxydante et systeme de défense

Un antioxydant est une substance qui a faible concentration prévient ou retarde
significativement I’oxydation d’un substrat, il a pour role d’empécher la formation des radicaux
libres, de permettre leur élimination ou bien de réparer les dégats causes par les radicaux libres
(Cléementine, 2013).

1.5.1. Antioxydante enzymatique

a. Super oxyde dismutase (SOD)

Ces métalloprotéines qui représentent une des premiére lignes de défense contre le stress
oxydant entrainant 1’élimination de 1’anion super-oxyde O™ par une réaction de dismutation en

le transformant en peroxyde 1’hydrogéne et en oxygéne (Haleng et al, 2007).

b. Catalase

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les
peroxysomes. Elle catalyse la réaction de détoxification du H>O> (généralement produits par la
SOD) (Benaissa , 2012).

c. Systeme Glutathion Peroxydase/ Glutathion réductase (GPx/GR)

La glutathion peroxydase (GPx) est présente dans le cytoplasme ou elle catalyse la
régulation des hydroperoxydes (H202) et des peroxydes lipidique en utilisant le glutathion
réduit (GSH) comme donneur d’hydrogene (Benaissa, 2012).

d. Thioridoxine peroxydase (Trx)

Gréace a ses propriétés de capture des radicaux libres il agit contre une grande variété de

stress oxydatifs. Des données biochimiques montrent que les thiorédoxines réduisent des
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protéines clés pour le déeveloppement, la division cellulaire ou la réponse au stress oxydatif
(Anisio Francisco, 2005).

1.5.2.Antioxydants non enzymatiques

a. Vitamine C ou acide ascorbique

Il est une vitamine hydrosoluble (Boubekri, 2014), cytosolique ou extracellulaire. Elle peut
capter directement 1’oxygéne et I’'OH (Figure 13), elle peut aussi réduire le radicale a-

tocophérol et ainsi permettre une meilleure efficacité de la vitamine E (Blandine, 2006).

HOH,C(HO)HC 0

OH OH

acide ascorbique

Figure 13 : Structure de la vitamine C (Vertuani, 2004).

b. Vitamine E ou a- tocophérol

Il est une vitamine liposoluble, elle se fixe aux membranes et peut ainsi séquestrer les radicaux
libres empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique (Figure 14) (Blandine,
2006). Son hydrogéne situé dans le noyau phénolique, réduit ainsi le radical RO, et constitue
par ce biais le seul antioxydant liposoluble assurant cette protection (Anisio Francisco, 2005).

OH

CiHs3

a-tocophérol

Figure 14 : Structure de la vitamine E (Lopez, 2005).
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c. Glutathion

Gréace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx), le glutathion réduit
(GSH) réduit le peroxyde d’hydrogéne il peut aussi réduire les radicaux formés par I’oxydation

des vitamines E et C baissant ainsi les niveaux de peroxydation lipidique (Blandine, 2006).
d. Caroténoides

Les caroténoides possédant un role spécifique de capteur d’oxygéne singuelet Oz, ce qui
leur permet d’exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets

de la lumiere solaire (Monique Gardés-Albert et al, 2003).
e. Acide Urique

Acide urique est un puissant réducteur des radicaux libres : il réduit les radicaux peroxyde,
hydroxyle, ’acide urique représente 60% de la capacité antioxydante plasmatique (Clementine
, 2013).

f. Bilirubine
La bilirubine est un composé non hydrosoluble, elle est capable de piéger des radicaux
RO, elle protége I’albumine et les acides gras liés a I’albumine contre les attaques radicalaires

(Bennamara, 2017).

g. Les phénols

Les polyphénols sont des molécules organiques hydrosolubles, ils sont capables de piéger
des espéces radicalaires et de chelater les métaux de transition comme le Fer et le Cuivre qui
permettent de catalyser les oxydations (Guillouty, 2016).

1.5.3. Antioxydant synthétique

La butylhydroxyanisol (BHA) et butylhydroxytoléne (BHT) sont les antioxydants
synthétiques lipophiles les plus fréquemment utilisés comme conservateurs a faible
concentration (Figure 15), dont les produits cosmétiques et alimentaires afin de protéger les
lipides du rancissement. Les produits de dégradation du BHA et BHT étant suspectés d’étre
cancérogeénes (Carole Barus, 2008).
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Figure 15 : Formules développées du BHA et du BHT (Carole Barus, 2008).

I1. Activité enzymatique

I1.1. activité anti Alzheimer

11.1.1. 1a maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer est une affection dégénérative du systéme nerveux central
entrainant une perte progressive des fonctions cognitives, notamment de la meémoire, et des
troubles comportementaux. La maladie a été décrite pour la premiére fois par le psychiatre et
anatomopathologiste Allemand, Alois Alzheimer en 1906 (Emiline , 2010). Elle se caractérise
également par une atrophie cérébrale importante et sur le plan neurobiologique par un déficit
en acétylcholine da a la perte synaptique et neuronale (Duyckaerts, 2002). 1l existe plusieurs
stratégies pour améliorer la neurotransmission cholinergique, bien que celle qui a été la plus
efficace jusqu’a présent soit I’hypothése cholinergique, c’est-a-dire la stimulation des
récepteurs cholinergique ou I’augmentation de la disponibilité de I’ACh libérée dans la fente
synaptique neuronale en inhibant son hydrolyse par 1’acetylcholinesterase ( AChE) au moyen
des inhibiteurs AChE (AChEIs)(Mohammed Saleem Ali, 2014).

11.1.2. Acétylcholinestérase

L'acétylcholinestérase est une enzyme neuronale essentielle qui est présente dans le sang
dans les synapses cholinergiques et les jonctions neuromusculaires chez les vertébrés et les
invertébrés. La fonction principale de I'AChE est I'hydrolyse du neurotransmetteur

acetylcholine (ACh), régulant ainsi la neurotransmission (Mutero et Fournier, 1992).
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. Matériels

I.1. Matériel végétale

Les feuilles de Ceratonia siliqua L ont été récoltées de la région Constantine 19/01/1019,
sécher a I’air libre pendant 10 jour a température ambiant, aprés séchage les feuilles sont broyée

par un mixeur pour obtenir des petites particules de taille 1-2 cm (Figure 16).

Figure 16 : Feuilles seches et broyées.

Tableau 3 : Matériel de laboratoire.

Matériel Les solvants

- Bicher. - Méthanol
- Papier filtre. - Ether de pétrole
- Ultrason. - Chloroforme
- R r.

ota vapeu - Acétate d’¢thyle
- Ampoule a déconté.

- Butanol

- Ultracent Ficher scientifique

1. Méthodes

11.1. Extraction solide-liquide

Notre travail est effectué par deux méthodes successives, macération et ultrason, I’extraction

est faite selon le protocole de Laghari et al, 2013.
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200 g de la matiere végétale broyée a été macérée dans un bicher contentent un systeme solvant
méthanol-eau (70/30, V/V), pendant un jour, suivi par ultrason 1H/20 Mhz (Figurel?).
L’extrait est filtré, puis évaporé presque a sec sous pression réduite par 1’évaporateur rotatif,

cette extraction est répétée trois fois (Figurel8).

Figurel8 : Etape d’extraction solide/liquide

1- Filtration,
2- Evaporation
3- Extrait brut

L’extrait obtenu est repris par de I’eau distillée jusqu’a volume 200 ml et filtré par papier

wathman (Figurel9).
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Figure 19 : Reprise de I’extrait méthanolique.
A : Reprise de I’extrait. C : Filtration.
B : Sanification. D : Filtrat.

11.2. Extraction en phase liquide- liquide

Cette extraction se repose sur la spécificité et la polarité croissante des solvants organiques

vis-a-vis les molécules polyphénoliques séparées contenant dans 1’extrait brut obtenu.

» Affrontement par I’éther de pétrole.
» Affrontement par le chloroforme.
» Affrontement par I’acétate d’éthyle
» Affrontement par le butanol.
A I’aide d’une ampoule a déconté, la phase aqueuse a ét¢ mélangée avec 200 ml de premier
solvant qui est I’éther de pétrole puis laisser pour bien séparée.
Les cing phases (la phase éther de pétrole, phase chloroformique, phase acétate d’éthyle, la

phase butanolique et aqueuse) sont récupérées et évaporé par 1’évaporateur rotatif a pression et
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température précise puis reprise par 10 ml de méthanol et laissé sous la hotte pour évaporer le

solvant puis conservé a 4 °C (Tableau 4).

Tableau 4 : Fractionnement de I’extrait brut en phase liquide- liquide.

Solvant

Fractionnement (deux phases)

Ether de
petrole

(1 fois)

Chloroforme

(3 fois)

Acétate
d’éthyle

(3 fois)

Récupération
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Butanol

(3 fois)

Phase
aqueux
résiduelle

11.3. Screening biochimique
L’objective de 1’étude phytochimique est d’avoir une bonne caractérisation sur les activités
biologiques par la recherche et la détection des différentes classes des métabolites secondaires

de notre plante.

1. Test des stéroides
Les stéroides sont mis en évidence par dissoudre chaque extrait dans 1 ml de chloroforme et
ajouter 1 ml d’acide sulfurique concentré. Le test positif est révélé par I’apparition d’une couche

supérieure de couleur rouge (Trease & Evans, 1978).
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2. Test des quinones libres

2 ml d’extrait a été mélangé avec quelques gouttes de NAOH (1/10). La présence des quinones

libres est montrée par I’apparition d’une couleur jaune, rouge ou violet (Najja et al, 2011).
3. Test des flavonoides

La présence ou 1’absence des flavonoides dans un extrait peut étre mise en évidence par un test
simple et rapides ; test au magnésium (Karumi et al, 2004). On met quelques gouttes de HCL
concentré (2N) et 0.5 g de Mg dans 5 ml de I’extrait. On laisse agir 3 min. La coloration rose-
rouge ou jaune, aprés 3 min d’incubation a température ambiante, indique la présence des

flavonoides (Karumi et al, 2004).
4. Test des flavonoides glycosides

On mélange 2 ml de I’extrait dilué¢ dans le méthanol avec 1 ml d’hydroxyde de potassium
(KOH) a 1%. L’apparition d’une couleur jaune, révele la présence des flavonoides glycoside
(Igbal Hussain et al, 2011).

5. Test des sucres réducteurs

5 ml de liqueur de Fehling est ajouté a 5 ml de I’extrait. La formation d’un précipité rouge
brique aprés 2-3 min de chauffage au bain-marie a 70°C indique une réaction positive (Yves
Alain et al, 2007).

6. Test des saponines

La détection des saponines est réalisée en ajoutant un peu d’eau a 1 ml de I’extrait. Par la suite,
cette solution est fortement agitée. Aprés 15 min de repos, la détection des saponines se traduit
par la persistance d’une mousse d’eau moins 1 cm aprés les 15 min (Dohou et al, 2003 ; Koffi

et al, 2009).
7. Test des anthocyanines

On mélange 5ml d’extrait avec 4ml d’hydroxyle d’ammoniac (NH4OH) concentré (30%).

L’apparition d’une coloration rouge indique la présence des anthocyanines (Bidie et al, 2011).
8. Test des alcaloides

Taste d’alcaloide ou test de Mayer : I’extrait méthanoique est repris dans quelque ml d’HCl

50%. La formation d’un précipite jaune, apres 1’ajout de quelque gouttes du réactifs de Mayer,
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témoigne la présence d’alcaloides. Ce test est fondé sur la capacité qu’on les alcaloides a se

combiner avec les métaux lourds (Dohou et al, 2003).
9. Test des tanins vrais

Un aliquote d’extrait repris dans un 2 ml d’eau distillée, ajoute quelque gouttes d’HCI
concentré le tout est chauffé au bain marie bouillant, la formation d’un précipité rouge indique
un test positif (Yves-Alain et al, 2007).

11.4. Dosage

11.4.1. Total Flavonoide

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé¢ sur la formation d’un complexe entre
trichlorure d’aluminium (AIClIs3) et les flavonoides. La méthode de Topcu et al, 2007 et utilisée
avec quelques modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits.

% Procédure
Un volume de 50 pl de I’extraite diluée est ajouté a 130 pl de méthanol suivi par 10 pl
potassium d’acétate (CH3COOK) et 10 pl nitrate d’aluminium (AI(NO3)2, 9H20), aprés 40 min
I’absorbance est lue ¢ une longueur d’onde de 415 nm. Un blanc échantillon est préparé en

remplacant les réactifs par le méthanol (50ul extrait + 150ul méthanol).

La querceétine a été utilisée comme une courbe d’étalonnage des flavonoides a une concentration

de 0,2 mg/ml.
11.4.2. Total Phénolique

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller et
al, 2010.

Le réactif FCR, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (HsPMO12040), est réduit, lors de [I'oxydation des phénols. La
coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et posséde

une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm.

La concentration des polyphénols totaux est estimée a partir d’une courbe d’étalonnage établie

avec de I’acide gallique (0,2mg /ml).
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% Procédure
Un volume de 20 pl d’extrait de plante a été ajouté a 100pl de FCR dilué (1 :10) et 75 ul de
carbonate de sodium (7,5%) dans une microplaque 96 puits, mettre le mélange a 1’obscurité
pendant deux heures puis la lecture est fait a 765 nm. Un blanc est préparé de la méme maniere

en remplacant 1’extrait par le solvant utilis¢ (Méthanol).

I1.5. Activites anti-oxydantes (in vitro)

In vitro les propriétés antioxydants des extraits des feuilles de Ceratonia siliqua L ont été
déterminées par plusieurs méthodes différentes : piégeage du radicale libre DPPH, piégeage de
I’ABTS, méthode CUPRAC, Pouvoir réducteur, I’activité superoxyde DMSO alcalin,

Phénanthroline,

11.5.1. Piégeage des radicaux libres a I’aide du DPPH

Le principe de cette méthode est la réduction du DPPH (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyl) de
couleur violette en 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune (Figure 20). Le DPPH
absorbe a 517 nm, mais lors de la réduction par un antioxydant son absorption diminue
(Bensouici, 2015).

sWe sWe

RH —— + R
O5N NO, OsN NO,

NO, NO,

Figure 20 : Transformation de radical DPPH en DPPH.

% Préparation de la DPPH

La solution de DPPH a été préparé par la solubilisation de 6 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol et gardé & -20°C & P’abri de la lumiére. L’absorbance est 517 nm dans le
spectrophotometre.

Le pourcentage d’inhibition de différents extraits a été calculé a partir de la formule suivant :

% Inhibition = [(A C_ A E) /A C)*100]
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A C : Absorbance du contrdle.

A E : Absorbance de I’extrait.

A partir d’équations de régression linéaire des graphes représentes :

Y=aX+Db

Nous avons déterminé CI50 qui est définie comme la concentration de 1’échantillon testé
nécessaire pour balayer 50 % des radicaux libres. Elle est calculée graphiquement par la
régression linéaire des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations des fractions utilisées.

Donc CI50 de chaque extrait est calculé :

CI50 = (Y- b) /a

< Procédure

Le protocole suivi est celui de Blois, 1958, dont un volume de 40 pl de chaque extrait a
différente concentration est déposé dans une microplaque de 96 puits et 160 pl de la DPPH .Un
contréle négatif est préparé en ajoutant 40 ul du méthanol a 160pl de DPPH aprés incubation a

température ambiant a I’obscurité pendant 30 min, 1’absorbance est mesurée a 517nm.

11.5.2. Activité ABTS

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al, 1999. L’activité totale d’une
molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTS™ Donc en réagissant avec le
persulfate de potassium (K> S2 Og), ABTS forme le radical ABTS" de couleur bleue a vert
I’ajoute d’un antioxydant va réduire ce radicale et provoque la décoloration du mélange
(Beddou, 2015).
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CH,

CoHs CaHs + CHy

(ou antioxydant a tester donneur de H")

v ABTS**
- + .
THN+ 055 s s SO5"+ NH, ©
>:N—N:< :O/
N\ /N HyC
CoHs CoHs CH,

Figure 21 : Formation et piégeage du radical ABTS + par un antioxydant donneur de H".

» Préparation de la solution d’ABTS

A partir de I’ABTS (19,2 mg) et du persulfate de potassium K2S20g (3,3 mg) : les deux produits
en solution aqueuse (10 ml H20) sont mélangés et mis a 1’abri de la lumiére pendant 12- 16H,
’absorbance de la solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou H20) a 0.700 + 0.020 a
734 nm avant ’'usage.

«* Procédure

160 pl de solution d’ABTS" a été ajouté a 40 pl d’extrait diluée, aprés 10 min I’absorbance a

été fait a 734 nm.

L'activité ABTS" a été exprimée en pourcentage et calculée par I'équation suivante :

ABTS* scavenging effect (%) = (Acontrol - Asample / Acontrol)* 100.

11.5.3. La réduction du complexe Cuivre-Neocuproéne (CUPRAC méthode)

La méthode CUPRAC (cupric ion reducing antioxydant capacity) est basé sur le suivie de la
diminution de I’absorption accrue du complexe Néocuproéne (NC), cuivre (Cu*?) Ncz-

Cu*?(Figure22).




Partie Pratique

Matériels et Méthodes

En effet, en présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-neocuproéne est réduit et cette
réduction est quantifi¢ spectrophotometriquement a une longueur d’onde de 450 nm.

(Bensouici, 2015).

Oxidized
AOX Product

on\/

Figure 22 : Réduction du complexe chromogene de Cu*2-Nc.

« Procédure

Le protocole suivi est celui d’Apak et al, 2004, dont un volume de 40 pl extrait a été ajouté a
60 ul de la solution d’acétate d’ammonium puis 50 pl neocupronin 50 pl CuCly, aprés 1 heure

I’absorbance a été fait a 450nm.
11.5.4. Pouvoir réducteur

La méthode du pouvoir réducteur appelé FRAP est un essai simple, rapide et reproductible est
universel, Cette méthode est basée sur ’aptitude des extraits a réduire le fer ferrique (Fe**) en
fer ferreux (Fe?"). Le mécanisme est connu comme état un indicateur de 1’activité donatrice
d’¢lectron 1’absorbance est déterminée a 700 nm. L’augmentation de 1’absorbance de milieu
réactionnelle indique une augmentation du pouvoir réducteur des extraites testés. a-Tocophérol

est utilisé comme contréle positif (Beddou, 2015).
% Procédure

Un volume del0 pl éxtrait a été ajouté a 40 pl phosphate buffer (pH 6.6) et 50 ul potassium
ferricyanide (1%) KsFe (CN) 6. Aprés 20 min a 50°C, un volume de 50 pl acide trichlorore
acétique (TCA) (10%) et 40 ul H20 et 10 ul Chlorure ferrique FeCl3 (0.1%) a été ajouté au

mélange. L’absorbance a étét mesurae a 700 nm.
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11.5.5. Piégeage de radical superoxyde par la méthode DMSO-alcalin
Cette activité permet de tester par spectrophotométrie la capacité de 1’extrait antioxydant a
capturer I’anion superoxyde (O2°-), ce qui empéchera la réduction du nitro blue tetrazolium
(NBT) en bleu de formazan. Le test est positif si la solution est colorée en jaune. En effet, la
génération de ce radical anionique stable est favorisée par 1’alcalinisation du DMSO.
Les absorbances obtenues permettent de calculer un pourcentage de réduction du NBT2"par

rapport a un témoin constitué d’un milieu réactionnel dépourvu de composé antioxydante

(Parejo et al, 2002).
% Procédure

40 pl extrait et 130 ul DMSO alcalin (20 mg de NaOH est dissoute dans 1 ml de H2O et
compléter par le DMSO a 100 ml) ont été ajouté a 30 ul NBT (10 mg dans 10 ml de I’eau

distillé), I’absorbance a été lue a 560 nm.
11.5.6. Phénanthroline

La méthode phénanthroline était basée sur la réduction de Fe 3* en Fe 2* jon par un antioxydant
I’ion Fe?* formé a ensuit réagi avec 1’ortho-phénanthroline pour forme un complexe rouge-
orange. L.’ancienne méthode a la phénanthroline a été modifiée en remplacant le méthanol par
de I’eau comme solvant, les conditions optimales ont été déterminées par la variation de
longueur d’onde, de I’ortho-phénanthroline et de la concentration de FeCls (Yefride et al,
2018).

% Procédure
Selon le protocole de Szydlowska-Czerniaka et al, 2008, un volume 10 pl extrait a été ajouté
a 50 pl Chlorure ferrique FeClz (0.2%) et 30 ul Phenanthroline (0.5%) puis 110ul MeOH, apres
I’incubation a I’obscurité pendant 20 min a 30°C, 1’absorbance a été mesurée a 510 nm. Le

BHT est utilisé comme standard.
11.6. Activite enzymatique in vitro

11.6.1. Anti-acétylcholinestérase (Alzheimer in-vitro)

L’acétylcholinestérase (AChE) est 1’enzyme responsable de la métabolisation de
I’acétylcholine, neurotransmetteur du systéme cholinergique qui est impliqué notamment dans
les fonctions cognitives. L’inhibition de cette enzyme va engendrer une diminution du turn-
over de I’acétylcholine et donc augmenter les effets cholinergiques. Les inhibiteurs de

I’acétylcholinestérase sont utilisés pour diminuer les symptomes de la maladie d’Alzheimer.
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Dans la Maladie d’Alzheimer (MA), les cellules nerveuses se détériorent progressivement,
surtout celles produisant de acétylcholine, substrat important pour la mémoire (Bensouici,
2015).

< Procédure

L’activité Acetylcholinesterase est déterminée par la méthode d’Ellman et al, 1961.

150 pL de sodium phosphate buffer (pH 8.0) a été ajouté a 10 uL d’extrait solution dissous
dans I’éthanol a différente concentrations suivi par 20 pL AChE puis incubé a 25°C pendant 15
min, aprés ’incubation 10 uL de DTNB (0.5 mM) et 10 pL d’acetlthiocholine iodide ont été
ajouté au mélange, 1’absorbance a été lue a 412 nm, pour 0 min une fois, 5 min deux lecture,

10 min trois lecture, 15 min quatre lecture.
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I. Rendement des extraites
Le rendement d’extrait est calculé par la formule suivante (Fellah et al, 2018).
Rendement d’extraction = (masse d’extrait / masse d’échantillon)*100.

Chaque extrait a été caractérisé par sa couleur, son aspect et son rendement par rapport a la

matiére seche.

Tableau 5 : Couleur et aspect et rendement de chaque extrait.

Extrait Couleur Aspect Rendement
EtPe Vert clair Pateux 0,18%
Chf Vert foncé Pateux 0,61%
AcEt Marron foncé Liquide 2,67%
BuOH Jaune Poudre 2,45%
MeOH Vert foncé Pateux 0,73%
AQ Couleur miel Lyophilisé 4,45%
(marron)

Les résultats obtenus montrent que parmi les six extraits, I’extrait AQ représente le rendement
le plus élevé 4,45 %, suivi par I’extrait AcEt 2,67% et BUOH 2,45%, alors que 1’extrait MeOH
et Chf possedent presque le méme rendement (0,73% et 0,61%), I’extrait EtPe posséde le

rendement le plus bas 0,18%.

Il. Criblage phytochimique
L’objectif du screening phytochimique est la détection des différents métabolites secondaires

dans les feuilles de Ceratonia siliqua L.

Ces tests sont réalisés sur les différentes extraits (Ether de pétrole, chloroforme, acétate

d’éthyle, butanol, méthanol, aqueuse).
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Tableau 6 : Résultats de screening phytochimique de six extraits des feuilles de Ceratonia siliqua L.

Métabolite Coloration Témoins Résultats Presence
secondaire /Absence
Flavonoides Coloration EtPe : ++
rose-rouge Chf : +++
ou jaune AcEt : ++
BuOH : ++
MeOH: +++
AQ: -
Alcaloides Un EtPe : +++
(test de précipite Chf : +++
Mayer) jaune ACEL: +++
BUOH : +++
MeOH: +++
AQ : +++
Sucres un EtPe : +++
réducteurs précipité ACEt : +++
rouge BUOH : +++
brique MeOH:+++
AQ : ++
Tanins vrais Un EtPe : ++
précipité Chf: +
rouge AcEt : +
BuOH: +
MeOH : +
AQ: +




Partie Pratique

Résultats et discussion

Anthocyanines Coloration

Quinones libre

Flavonoides

glycosides

Saponines

Stéroides

rouge

Coloration
jaune,
rouge ou

violet

Coloration

jaune

Une
mousse
d’eau

(1cm)

Coloration

rouge

EtPe : +++
ACEt : +++
BuOH : ++
MeOH: +++

AQ: -

EtPe : ++
Chf: ++
ACEt : +++
BUOH : +++
MeOH: +++

AQ: -

EtPe :+++
AcEt :+++
BUuOH :+++
MeOH :+++

AQ: -

EtPe :+++
ACEt :+++
BUuOH :-
MeOH :+++
AQ :++

EtPe :+++
Chf :++
AcCEt :+++
BuOH :++
MeOH :+++
AQ :+
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(+++) Réaction trés positif : Présence confirme

(++) Réaction positif : Présence modérée.

(+) Réaction plus au moins positive : Présence faible
(-) Réaction négative : Absences

L’analyse phytochimique des différents extraits des feuilles de Ceratonia siliqua L montre une

richesse relative en métabolites secondaires.

- Dextrait EtPe révele la présence des alcaloides, des stéroides, sucre réducteurs,

anthocianines, et des saponines.

- L’extrait Chf, a montré la présence des alcaloides et des flavonoides.

- L’extrait AcEt montré une présence confirmée des tous les métabolites analysés.

- DPanalyse d’éxtrait BuOH a révele I’absence des saponines et une présence trés faible des
tanins vrais.

- Dextrait MeOH a révélé une présence trés faible des tanins vrais alors qu’une présence

importante des autres métabolites analysée.

- D’extrait aqueux révélé 1’absence des flavonoides, alcaloides, flavonoides glycosides,

anthocyanines.

I11. Dosage
I11.1. Dosage des polyphénols

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(Singleton et Rossi, 1965), selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller
et al, 2010.

L’acide gallique est utilisée comme un standards, les résultats obtenue est présentée dans une

courbe d’étalonnage dont I’équation : (Y=0,0034X +0,1044) avec R?=0,99.

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait.
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Figure 23 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique

Tableau 7 : Teneurs en polyphénols totaux de six extraites.

Extrait Polyphénols (mg EAG /g d’extrait)
EtPe 162,12 +0,04

Chf 509,16+0,09

AcEt 56,24+0,04

BuOH 920,94+0,11

MeOH 162,1+0,02

AQ 379,76+0,04

Les valeurs sont les teneurs en polyphénols + Ecart type.

A partir des résultats obtenues, nous avons observé des teneurs en polyphénols varies dans les
différents extraits de notre plante, dont I’extrait BUOH présente la quantité la plus importante
avec une teneur de 920,94 mg EAG/g d’extrait, cette teneur est proche a celle de extraits Chf
509,16 mg EAG/g, alors que I’extrait EtPe et MeOH présentent la méme teneur en polyphénols
(162,1 mg EAG/ g).

Une résultats trouvés par Amessis, 2007 sur I’espéce Retama sphaerocarpa, famille de
Fabaceae ont trouvé une teneurs des polyphénols inferieur a celle de notre résultats pour
I’extrait MeOH ( 138,98+7,21 mgEAG/g d’extrait sec ).

Comparativement au travail de Madoui en 2018 sur 1’éspece Cytisus Triflorus, (familles de
Fabaceae ) a trouvé des teneurs en polyphénols faibles a celle de nos résultats pour les extraits
suivants MeOH (79,85+3,51ugEAG/mg d’extrait), AQ (53,89+0,10 ngEAG/mg d’extrait), Chf
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(69,78+2,02ugEAG/mg d’extrait), EtPe (54,36210,79ugEAG/mg d’extrait), ACEt (98,11 2,02

ugEAG/mg d’extrait).

111.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre AlCl3

et les flavonoides, ayant une absorbance maximale a 430 nm.

La quercétine a été utilisé comme un standard, la courbe d’étalonnage ayant 1I’équation :

('Y=0,048X) avec Rz=0,997.

La teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent d’acide quercétine par g d’extrait.
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Figure 24 : Courbe d’étalonnage de quercétine.

Tableau 8 : Teneurs en flavonoides totaux de six extraits.

Extrait Flavonoides (mg EQ /g
d’extrait)

EtPe 37,5 0,01

Chf 129,16 +0,01

AcEt 28 0,01

BuOH 387,5+0,04

MeOH 58,32 0,01

AQ 41,66 +0,04

Les valeurs sont les teneurs en flavonoides + Ecart type

La quantification des teneurs en flavonoides des feuilles de Ceratonia siliqua L révele que

I’extrait BuOH contient la teneur en flavonoides la plus élevée égale 387,5mg EQ /g d’extrait

suivi par I’extrait Chf a une teneur 129,16 mg EQ /g d’extrait.
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Alors que les extraits MeOH, AQ et EtPe montrent des teneurs moyenne (58,32 mg EQ/g,
41,66mg EQ/g, 37,5mg EQ/Q), et la teneur la plus bas est constaté par I’extrait AcCEt (28 mg

EQ/Q).

Une autre étude réalisée par Amessis, 2007 sur I’espéce Retama sphaerocarpa, (famille de
Fabaceae ) a trouvé une faible teneur on flavonoides de I’extrait méthanolique (11,47+0,55
mg EQ/g d’extrait sec) par rapport au nos extrait méthanolique (58,32 +0,01 mg EQ /g

d’extrait).

Madoui en 2018 a trouvé que 1’éspece Cytisus Triflorus, (familles de Fabaceae) présente
une faible tenuer en flavonoides pour les extraits EtPe (3,77+ 0,6 ngEQ/mg d’extrait), Chf (17,4
+ 0,466 pngEQ/mg d’extrait), AcEt (1,42+0,0086 pugEQ/mg d’extrait), MeOH (9,84+0,296
ngEQ/mg d’extrait), AQ (9,87+0,336 ngEQ/mg d’extrait) par rapport aux notre teneurs.

La différence en polyphénols peut étre due au matériel végétal utilisée et la méthode

d’extraction ainsi que 1’environnement.
V. Evaluation des activités antioxydantes

Six méthodes ont été utilisées pour évaluer I’activité antioxydante des extraites éther de pétrole
(EtPe), chloroformique (Chf), acétate d’éthyle (AcEt), buthanolique (BuOH), méthanolique
(MeOH), et aqueuse (AQ).

IV.1. Evaluation de P’activité anti-radicalaire DPPH

Les profils d’activité anti-radicalaire obtenus révélent que les extraits de notre plante possédent
une activité contre le radicale DPPH dépondant de la concentration de chaque extrait

(diminution de la couleur violet et I’apparition de la couleur jaune)

L’activité antioxydante est exprimée en CI50 (la concentration efficace d’extrait qui cause la
perte de 50% de I’activité de radical libre, ce derniere est déterminée graphiquement a partir de
la courbe réalisée en fonction des concentrations des extraits et leurs pourcentage d’inhibition

respectifs (figure 18, tableau 11).
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Figure 25 : Activité anti-radicalaire DPPH des extraits des feuilles de Ceratonia siliqua L.

La comparaison de I’activité scavenger du radical DPPH des différents extraits et des standards
(BHT et BHA) montre une activité anti-radicalaire déepondant de la concentration donc a
chaque fois que la concentration des extraits augmente le pourcentage d’inhibition du radical

libre DPPH augmente.

L’extrait AcEt ainsi que 1’extrait MeOH ont montré les activités les plus élevée avec de faibles
concentrations par rapport aux autres extraits, dont pour 25 pg/ml le premier extrait atteint un
pourcentage d’inhibition de 87.51% et I’autre atteint un pourcentage d’inhibition de 86.22%
avec la méme concentration, I’extrait Chf et I’extrait AQ ont présentés les plus faibles

pourcentages d’inhibition (8.35% et 23.72% respectivement).

Tableau 9 : CI50 de six extraits et les deux standards BHA et BHT.

Extrait ‘ CI50 en pg/ml
EtPe 29,11 +0,13

Chf 75,08 £0,06
AcEt 10,08 +0,05
BuOH 34,36 +0,03
MeOH 10,3+0,03

AQ 73,08 + 0,02
BHT 6,82 £ 0,49

BHA 7,29 +0,49

Les valeurs sont CI50 + Ecart type.
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Figure 26 : Histogramme d’activité anti-radicalaire DPPH des extraits des feuilles de Ceratonia siliqua

L et des standards (BHT et BHA).

En, général, toutes les extraits des feuilles de Ceratonia siliqua L ont provoqué une
décoloration plus au moins différente de la solution DPPH, ceci prouve leur capacités

antioxydante qui est exprimée par les valeurs C150.

D’apreés les résultats obtenus par la figure 18, I’extrait ACEt et I’extrait MeOH présentent la
meilleure activité anti-radicalaire avec des CI50 de I’ordre de 10.08 pg/ml et 10.3 ug/ml
respectivement, cette activité est comparables aux standards BH T et BHA (6,82 ug/ml et 7,29
pg/ml), suivi par les fractions EtPe et BUOH (CI50 égale 29,11pg/ml, 34,36pg/ml) qui
possedent une activité antiradicalaire moins importante par rapport aux standards BHA et BHT.

Par contre, 1’activité antiradicalaire la plus faible a été exprimée par les fractions Chf et AQ

avec des valeurs CI50 plus élevées (75,08 pug/ml, 73.8 ug/ml la plus faible).

L’activité antioxydante de BHA et de BHT est significativement supérieure a celle obtenus par

ces deux fractions.

L’activité antiradicalaire de notre extrait méthanolique est supérieure a celle obtenu par
Boukaabache et al, 2013 dans leur étude sur la plante Genista quadriflora de la méme famille

(fabaceae) dont CI50 égale 58,97ug/ml.

Cependant une autre étude réalisé par Ghanmi en 2017 sur les feuilles de la méme espece a
trouvé une activité anti radicalaire puissante avec des valeurs inferieure CI50 pour les fractions
AcEt (0.6 pg/ml) et BUOH (1.4 pg/ml).
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IV.2. Activité ABTS

Les courbe de pourcentage d’inhibition de chaque extrait est tracée en fonction de la

concentration, pour ensuit évaluée I’activité antiradicalaire ABTS par la concentration

d’inhibition CI50.
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Figure 27 : Activité anti-radicalaire ABTS des extraites des feuilles de Ceratonia siliqua L.

Tableau 10 : Concentration inhibitrice (CI50) de six extraits et les deux standards BHA et BHT.

Extrait CI150 en pg /mi
EtPe 6.982 + 0.01

Chf 6.015 +0.01

AcEt 4.303 £0.02
BuOH 5.615 +0.02
MeOH 7.098 +0.93

AQ 45.08 +0.93
BHT 1.59 +0.03

BHA 1.030 +0.01

Les valeurs sont CI50 + Ecart type.
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Figure 28 : Histogramme d’activité anti-radicalaire ABTS des extraits des feuilles de Ceratonia
siliqua L et des standards (BHT et BHA).

Les résultats obtenus par le test ABTS™ montré clairement que les extraits de notre plante, ont
un trés bon potentiel du radical ABTS", dont parmi les six extraits I’extrait acétate d’éthyle et
n-butanol  représentent les valeurs CI50 les plus basses (C150=4.30ug /ml et 5.61ug/ml

respectivement) et donc 1’activité anti-radicalaire la plus élevée.

Cependant cette activité est proche a celle des standards (BHT et BHA), suivi par I’extrait
chloroformique, éther de pétrole, ainsi que 1’extrait méthanolique qui possédent des CI50 trés
proches (C150=6,036pg/ml, 98ug/ml et 7,09 pug/ml respectivement), donc ces fractions ont des

activités antioxydants voisin.

L’extrait aqueuse présente une activité tres faible avec un CI50 de I’ordre de 45.8 mg/ml par
apport aux standards BHT et BHA (CI50= 1.59+0.03 pg/ml et1.03+00 pg/ml).

La fraction acétate d’éthyle et butanolique possédent une bonne activité inhibitrice de radical
ABTS+ par rapport aux autres extraits cette activité est due a la richesse de ces fraction en
molécules polaires (les flavonoides et les polyphénols).

Les recherches bibliographiques effectuées nous ont pas permis de trouver des travaux réalisé
sur la méme espéce donc on a comparés nos résultats avec d’autre résultats obtenus par
Habibetni en 2018 sur une espece faisant partie de la famille des Fabaceae. Les extraits de
I’espece S.juncenum L, ont révelé pour le teste ABTS des valeurs CI50 de 52,74ug/ml pour
I’extraits Chf et 23,49 pg/ml pour le BuOH et 42,02ug/ml pour AcEt. Nos extraits ont présenté

la meilleur capacité antiradicalaire vis-a-vis de I’ABTS par rapport aux extrais de S.junceuml.




Partie Pratique Résultats et discussion

IVV.3. La réduction du complexe Cuivre-Neocuproéne (CUPRAC méthode)

Les standards utilisés sont le BHA et le BHT, les résultats obtenus ont permis de tracer la courbe

de pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations (figure 29)
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Figure 29 : Absorbance en fonction des différentes concentrations de six extraits.
D’aprés ces résultats nous observons que 1’absorbance augmente en fonction de I’augmentation

de la concentration utilisée.

Tableau 11 : Absorbance 0,5 de six extraits et les standards (BHA, BHT).

Extrait AO0,5 en pg/ml
EtPe 13.238 £0.06
Chf 14.350 £0.06
AcEt 7.636 +0.04
BuOH 7.022 £0.04
MeOH 14 £0.07

AQ 22.833+0.11
BHT 8.33+£0.87
BHA 2.24 £0.19

A0, 5 : la concentration a 1’absorbance 0,5.
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Figure 30 : Histogramme représentant la capacité antioxydante réductrice cuprique, les résultats

obtenus sont comparés aux normes BHT et BHA.

L’extrait BUOH et AcEt ont montré une meilleure activité inhibitrice du CUPRAC avec des
valeurs similaires et égale 7.63ug/ml et 7,63 pg/ml, en comparaison avec le standard BHT
(A0.5=8.33 g/ ml) ces fractions possédent presque la méme activité de BHT, alors une activité
Iegérement faible que de BHA avec un A0.5 de 2.24 ug/ ml.

Avec des absorbances égale 13.24 pg/ml, 14 pg/ml et 14.35 pg/ml, les trois extrais EtPe, MeOH
et Chf représentent une activité inhibitrice comparable a celle du standard BHT mais 3 fois
faible a celle de BHA.

Les fractions éther de pétrole, méthanolique et aqueuse possedent des valeurs plus éleveés
d’A0.5 (13.23ug/ml, 14pg/ml et 22.83 pg/ml respectivement) présentent des faibles activités
réductrice de cuivre par apport aux autre extraits (I’activité de ces fraction est loin d’étre
compareé avec le standard BHA.

La fraction aqueuse a manifesté 1’activité la plus faible avec une A 0,5 égale 22.83 pg/ml.
L’extrait BuOH qui presente la forte activité antioxydante posséde la meilleur teneur on
polyphénol.

Nos recherches bibliographiques ne nous ont pas permis de trouver des travaux réalisé dans la
méme condition, et sur les feuilles de la méme espece, donc on a comparé nos résultats avec
les travaux de Djeghim en 2016 sur une espéece du genre Genista de la méme famille des
Fabaceae, cette plante présente pour le teste CUPRAC un A0.5 de 42.50 pg/ml pour I’extraits
MeOH et 35.62ug/ml pour I’extraits Chf. Ce sont des valeurs d’A0.5 élevé par rapport a celle
de nos extraits, donc les extraits de notre plante présentent la meilleure capacité réductrice du

complexe neocupronine que celle des extraits de la plante du genre Genista.




Partie Pratique

Résultats et discussion

IV.4. Phénanthroline

Les résultats de la capacité réductrice de fer mesuré par ce test sont déterminées graphiquement

a partir de la courbe réalisé en fonction de 1’absorbances des extraites et leur concentration

(figure 31, tableau 12),
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Figure 31 : Absorbances des extraits en fonction de leur concentration.

Tableau 12 : Absorbance 0,5 de six extraits et les standards.

Extrait ‘ A0, 5 en pg/ml
EtPe 8,25+0,12

Chf 33,08+0,02
ACEt 6.21+0,44
ButOH 8.50+0,08
MetOH 8,47+0,08

AQ 297+0,02

BHA 0,93+0,07

BHT 2,24+0,17

Les valeurs sont les absorbances 0,5 + Ecart type.
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Figure 32 : Histogramme d’absorbance 0,5 de six extraits des feuilles de Ceratonia siliqua L et des
standards (BHA et BHT).

D’apres les résultats obtenus on observe que la fraction AcEt possede la meilleure activité
antioxydante avec une A0,5 égale 6,21 pug/ml, elle est supérieure a celui de BHA et BHT (A0,5
=0,93ug/ml et 2,24 pg/ml)

Par ailleurs, les extraits MeOH, BUOH et EtPe indique des AO,5 similaires et supérieures a celle

de standard donc une activité légérement faible.

L’extrait Chf a montré une A0,5 supérieure aux valeurs des standards BHA et BHT donc une

activité légérement faible, alors que 1’extrait AQ a une trés faible activité réductrice de fer.

IVV.5. Pouvoir réducteur

Dans notre travail, nous avons testé les déférentes extraits des feuilles, les résultats obtenus
nous ont permis de tracer des courber de variation du I’absorbances en fonction de la

concentration de chaque extrait.

D’aprés ces résultats, nous remarquons que la capacité de réduction du fer est proportionnelle
a I’augmentation de la concentration pour tous les échantillons, cette capacité est estimée par la

concentration inhibitrice (C150) qui correspond a une absorbance égale 0,5.
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Figure 33 : Absorbances des extraits en fonction des concentrations.

Tableau 13 : Absorbance 0,5 de six extraits et le standard a- Tocophérol

Extrait A0,5 en pg/ml
EtPe
Chf 32,11+0,06
AcEt 14,78+0,21
BuOH 0,18+0,31
MeOH 23,12+0,21
AQ 46,37+0,08
a- Tocophérol 34.93+2.38
46,37
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Figure 34 : Le pouvoir réducteur de six extraits des feuilles de Ceratonia siliqua L et le standard.
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D’apres les résultats obtenus par la figure 34, I’extrait BuOH posséde une excellente activite
réductrice de fer avec un A0,5 égale 0,18 ug/ml, cette valeur est importante plus faible que
celles obtenues par tous les extraits et le standard qui a A0,5 égale 34.93ug/ml, I’extrait EtPe

possede aussi une activité forte avec une A0,5=4,01 pg/ml.

Les résultats des extraits MeOH, AcEt et Chf présentent des valeurs inférieures a celle de

standard c’est-a-dire une activité réductrice de fer largement supérieur a celle de o- Tocophérol

Une étude réalisée par Madoui, 2018 sur Cytisus Triflorus, (familles de Fabaceae) trouvé des
valeurs d’A0,5 supérieure a celle de nos résultats pour les extraits MeOH (A0,5= 460 g /ml),
Chf (A0,5= 510 pg/ml) et I’extrait AcEt (A0,5= 960 pug/ml), donc posséde une faible activité

réductrice de fer.
IV.6. Piégeage de radical superoxyde par la méthode DMSO-alcalin

Les différents extraits de Ceratonia siliqua L’ont montré une bonne activité de piégeage du
radical superoxyde (figure 35, tableau 14), cette activité est estimé par la concentration
inhibitrice (CI50), déterminée partir des graphes tracée par % d’inhibition en fonction de la

concentration de différents extraits.
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Figure 35 : Les % d’inhibition en fonction des concentrations pour les différents extraits.
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Tableau 14 : CI50 de six extraits et les standards (acide tanique et a-Tocopherol).

Extrait ‘ CI50en pg/ml ‘
Chf 14.54 +0.08

AcEt 8.11 +0.12

BuOH 13.79 £0.15

MeOH 15.85 +£0.05

AQ NA

Acide tanique <3.125

a-Tocopherol <3.125

Les valeurs sont CI50 + Ecart type.
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Figure 36 : Histogramme représente les CI50 pour I’activité superoxyde DMSO alcalin exprimé en

pg/ml.
Les valeurs CI50 des extraits EtPe, AcEt, BUOH, Chf, MeOH étaient respectivement de

6,84ug/ml, 8,12ug/ml, 13,79ug/ml, 14,51ug/m, 15, 85 pg/ml. L’extrait EtPe et AcEt possédent
un effet de piégeur trés important du superoxyde, il est comparable a 1’activité antioxydante des
standards acide tannique et a- tocophérol (CI150 égale 3,125 pg/ml), suivi par les fractions
BuOH, Chf, MeOH qui ont presque la méme activite anti radicalaire avec des valeurs CI50 trés

proches, cette activite est Iégérement faible vis-a-vis les standards.

Dans ce teste en remarque que 1’extrait aqueuse ne représente aucune activité contre ce radical.
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Par comparaison, I’activité de notre extrait MeOH, AcEt, Chf, EtPe est la meilleure par rapport
aux autre resultats obtenus par Madoui en 2018 sur une plante de la méme famille de Fabaceae
(Cytisus Triflorus) qui représente des C150 plus élevés (MeOH 36,35ug/ml, AcEt 38,15 ug /ml,
Chf 182,17pug/ml et EtPe 432,76 pg/ml.

V.Evaluation d’activité enzymatique

L’activité anti-enzymatique a été évaluée par une seule méthode.

V.1. anti-acétylcholinestérase (anti-Alzheimer)

Les résultats d’inhibition d’acétylcholinestérase sont déterminés graphiquement a partir de la

courbe réalisée en fonction des % d’inhibition des extraits et leur concentration selon la

figure37. Cette activité est estimée par la concentration inhibitrice (CI50).
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Figure 37 : L’activité anti-acétylcholinestérase de six extraits des feuilles de Ceratonia siliqua L.

Tableau 15 : CI50 de six extraits et le standard (Galantamine).

Extrait ‘ CI150 en pg/ml

EtPe 7,75+0,12

Chf 42,69+0,16
AcEt 38,61+0,16
BuOH 30,22+0,12
MeOH 24,87+0,07
AQ 19,24+0,11
Galanthamine 6,27+1,15

Les valeurs sont CI50 + Ecart type.
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Figure 38 :CI50 pour I’activité inhibitrice de ’acétylcholinestérase de Ceratonia siliqua L exprimé

Dans ce test, nous avons testé les six extraits de Ceratonia siliqua L, mais seul I’extrait EtPe a
montre une excellente activité contre 1’acétylcholinestérase avec CI50 égale 7,75ug/ml, cette

activité est presque la méme au standard galanthamine (CI50= 6,27 ug/ml).

L’extraits MeOH et AQ ont une activité inhibitrice légérement faible avec une CI50

moyennement éléve a celle de standard.

Les extraits BuOH, AcEt, Chf ont des CI50 proche et donc une faible activité anti
acétylcholinestérase, cette activité est 5 fois inférieure a la capacité de galantanine.

Bien que nos extraits présentes une teneur en polyphénols plus élevée mais ils n’ont pas

présente une activité inhibitrice d’AChE.

en pg/ml.




Coneclusion



Conolusion

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la recherche
des molécules actives d’origine naturelle. Dans le présent travail, nous nous somme intéressées
au screening phytochimique, I’activité antioxydante ainsi que 1’activité enzymatique (anti

Alzheimer) des différents extraits des feuilles de la plante Ceratonia siliqua L.

De point de vu phytochimique, nous avons réalisé deux type d’extraction (liquide solide, pour
obtenir I’extrait brute (extrait méthanolique), la deuxiéme extraction est de type liquide liquide)
pout obtention de différents fraction (EtPe, Chf, AcEt, BuOH, MeOH).

Le screening phytochimique réalisé a montré la richesse de notre plante en métabolites
secondaires (la présence des Alcaloides, des stéroides, quinone libre, flavonoides glucosides,

sucres réducteurs, saponines).

L’analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides totaux dans les six extraits de
notre plante a révélé des teneurs considérables en métabolite dosés chez les fractions
butanolique et chloroformique.

L’évaluation d’activité antioxydante par la méthode anti-radicalaire (DPPH) montre que
I’extrait acétate d’éthyle et ’extrait méthanolique présentent la meilleure activité avec des

valeurs CI50 identiques 10.08 et 10.3 pg/ml respectivement.

L’activit¢ ABTS montre que I’extrait acétate d’éthyle et butanolique représentent une tres
bonne activité contre ce radical avec des valeurs CI50 faible (4.30ug /ml et 5.61ug/ml

respectivement).

L’extrait ACEt et butanolique des feuilles de Ceratonia siliqgua L présentent également une
meilleure activité réductrice de fer, qui est confirmée par le test pouvoir réducteur et

phénanathroline.

L’activité réductrice de cuivre, est constaté chez extrait acétate d’éthyle et butanolique qui ont

une CI50 similaire et inférieure a celle de BHT.

Parmi les six extraits on constate que 1’extrait butanolique et éther de pétrole possedent une bon
pouvoir antioxydante due a sa richesse en composées phénoliques, et on constate aussi que pour
la plus part des tests I’extrait méthanolique a révélé une activité antioxydante tres faibles peut

étre d0 a des interférences entre les molécules.

Concernant I’activité anticholinestérase, 1’extrait éther de pétrole représente une bonne capacité

d’inhibition de cette enzyme.




Conolusion

Perspective

Du fait que les différents extraits des feuilles de notre plante Ceratonia siliqgua L ont un
potentiel antioxydant trés important, d'autres recherches complémentaires sont nécessaires pour
isolée et identifier les composés phénoliques responsables de I'activité antioxydant de notre

espéce, et évaluer leur mode d’action.

L’ensemble de nos résultats obtenus in vitro constitue un point de départ pour passer aux études

in vivo sur des modeles animaux.







I. Criblage phytochimique
1. Préparation de la solution d’hydroxyde de potassium (KOH) a 1% :

1% C’est —a-dire dissoudre 1g d’hydroxyde de potassium dans 100ml d’eau distillée.

2. Préparation de liqueur de Fehling :

Solution A :

Dans un erlenmeyer de 250 ml : dissoudre 7g de sulfate de cuivre penta hydraté dans 100ml
d’eau distillée

Solution B :

Dans un erlenmeyer de 250 ml : Dissoudre 34,69 de tetrate double de sodium et de potassium,
10 g d’hydroxyde de sodium dans 100mlk d’eau.

3. Préparation de Chlorure ferrique (FeCl3) a 1% :

1g chlorure ferrique est dissoudre dans 100 ml d’eau distillée.

4. Préparation de réactif de Mayer :

Dissoudre 2,70 g de chlorure de Mercure (HgCI2) +10 g d’iodure de potassium (KI) dans 20
ml d’eau distillée.

5. Préparation d’hydroxyle d’ammoniac (NH4OH) a 30% :

Dissoudre 30 g d’hydroxyle d’ammoniac dans 100ml d’eau distillée.

I1.Dosage

I1.1. Dosage des flavonoides

1. Préparation des solutions :

Solution 1 :

Dissoudre 9,80 g de potassium d’acétate (CH3COOK) dans 100 ml d’eau distillée.
Solution 2 :

Dissoudre 10 g de nitrate d’aluminium (Al(NO3)3, 9H20) dans 100ml d’eau distillée.

2. Préparation de I’extrait de plante :

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de I’eau distillée (ou
Méthanol).

3. Préparation de la gamme d’étalon de la Quercetin :

Dissoudre 1 mg de la Quercetin dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution 0,2mg/ml S.



11.2. Dosage des polyphénols totaux
1. Préparation de Carbonate de sodium (Na2CO3) a 7,5% :
Dissoudre 7,5 g de Carbonate de sodium (Na.COs) dans 100 ml d’eau distillé.
2. Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilue 10 fois :
Iml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10ml avec 1’eau distillée (9ml).

3. Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique :

Dissoudre 0,5 mg de I’acide gallique dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution S:
(0,2mg/ml).

4. Préparation de I’extrait de plante :

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de I’eau distillée (ou

Méthanol).

I11. La réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC méthode)

Préparation des solutions
Dissoudre 1,927 g Acétate d’ammonium (ACNHa4) dans 25 ml (H20) — S1 transparent
(PH=7.0)

Dissoudre 0,042625 g (Cu Clz, 2H20) dans 25 ml (H20) — S2 bleu
Dissoudre 0,039 g (Neocupronin) + 25 ml (MeOH) — S3

IV. Pouvoir réducteur

Dissoudre 1 g de potassium ferricyanide (KsFe (CN)g)dans 100 ml H20.
Dissoudre 1 g d’acide trichlorur acétique (TCA) dans 10 ml H-O.
Dissoudre 0, 1 g de chlorure ferrique (FeCls3) dans 100 ml H20.

V. Super oxyde dismutase DMSO

Dissoudre 20 mg de NaOH dans 1 ml de H20 et compléter par le DMSO a 100 ml.
Dissoudre 10 mg NBT dans 10 ml de I’eau distillé.

V. Anti- cholinestérase (Alzheimer in-vitro)

Solution tampon :

Dissoudre 8,890 g de (Na2HPO4, 2H20) dans 500 ml de H20 — V1



Dissoudrs 1,56 g de (NaH2PO4, 2H20) dans 100 ml de H.O — V2
V1 +V2 — Solution Tampon .On ajoute du NaOH pour augmenter la valeur du PH.
1. DTNB (5,5'-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid)) Solution:

16 mg DTNB + 1 ml (PH=7) + 7, 5 mg NaHCO3 + 1 ml (PH=7) + 2 ml (PH=7) + 4 ml (PH=8) —

volume total 8 ml

2. ACI (Acetylthiocholine iodide) substrate Solution:

Dissoudre 16 mg ACI et 4 ml H,O et 4 ml de tampon (PH =8)

Préparation d’enzymes :

3. AChE Solution :

Dissoudre 0,2 mg AChE et 4 ml de tampon (PH=8) pour donner la solution A.

Mettre 20 pl de la solution A dans 20 eppendorf.

On prend un seul eppendorf qui contient 20 pl de la solution A et on ajoute 3 ml de PH = 8, controlé

I’absorbance a 412 nm

Tableau : % d’inhibition pour le test DPPH.

[Hg/ml] EtPe
100 87,01
50 85,17
25 37,72
12,5 30,81
6,25 13,76
3,125 2,73
1,5625 1,76

Chf

Tableau : % d’inhibition pour le test ABTS.

[Hg/mlI] EtPe
50
25
12,5
6,25
3,125
1,5625
0,78125

Chf

92,48
92,80
89,40
79,10
52,11
31,70
10,66

AcEt BUuOH MeOH AQ
69,81 88,93 89,02 86,50 72,35
30,89 87,51 72,46 86,68 41,75
8,36 87,53 38,91 86,22 23,73
6,25 69,74 13,99 62,61 12,57
4,66 36,06 9,41 25,89 3,99
3,60 25,40 6,12 6,65 3,27
2,12 9,32 3,09 1,42 2,99
AcEt BUuOH MeOH AQ
93,04 93,26 93,30 90,34 56,52
93,29 93,05 92,43 86,51 41,25
93,09 93,31 93,15 88,45 28,07
86,83 92,70 91,81 78,62 16,30
56,84 75,11 63,74 50,12 9,16
33,63 43,75 35,81 27,78 5,36
18,94 25,39 15,23 15,25 2,62



Tableau : % d’inhibition pour le test DMSO.

[ng/mi]

800
400
200
100

50

25
12,5

EtPe

91,83
83,25
88,94
85,41
78,13
60,35
44,72

Chf

93,58
87,54
85,73
83,41
76,42
57,33
40,84

AcEt

91,74
90,57
89,01
88,38
82,28
73,38
47,61

BuOH

92,89
88,53
86,13
84,01
78,13
64,78
45,27

MeOH

90,88
91,85
89,65
82,18
72,49
56,44
41,88

Tableau : Les absorbance des extraits et les concentrations de test phénanthroline.

[g/mi]

50

25
12,5
6,25
3,125
1.5625
0,7812

EtPe

2,33
1,05
0,79
0,40
0,30
0,24
0,21

Chf

0,65
0,43
0,32
0,25
0,22
0,18
0,18

AcEt

3,09
2,08
1,38
0,76
0,47
0,30
0,25

BuOH

1,19
0,93
0,59
0,47
0,31
0,23
0,22

MeOH

1,87
1,02
0,68
0,50
0,23
0,22
0,23

AQ

AQ

Tableau : Les absorbance des extraits et les concentrations de test pouvoir réducteur.

[Hg/ml]

200

100

50

25

12,5

6,25

3,125

EtPe

1,32
1,29
1,02
0,71
0,52
0,35
0,23

Chf

1,51
1,16
0,91
0,45
0,32
0,19
0,16

AcEt

1,86
1,22
1,11
1,10
0,90
0,47
0,22

BuOH
1,24
1,17
1,01
0,76
0,71
0,53
0,31

MeOH
1,60
1,46
1,55
1,26
0,77
0,39
0,32

AQ

93,64
92,98
91,17
92,39
88,37
78,98
48,24

0,21
0,18
0,15
0,15
0,15
0,16
0,31

1,36
0,98
0,51
0,50
0,26
0,20
0,13



Tableau : % d’inhibition pour le test AChE

[kg/mi]
50
25
12,5
6,25
3,125
1,5625
0,78125

EtPe
94,96
95,21
90,82
62,07
30,54
27,21
16,48

Chf
48,56
48,44
29,05

4,71

3,16
-3,53
-1,32

AcEt
64,06
30,79
23,79

8,45

4,25
-4,62
-5,52

BuOH
68,60
53,98
35,83
25,84

1,76
3,07
-11,35

MeOH
86,90
68,20
32,43

2,08
-50,85
-75,68
-34,64

AQ
82,99
62,47
42,97
42,63
19,73

-13,78
-6,69
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Résumé

Ceratonia siliqua L est une plante médicinale appartient a la famille de Fabaceae, elle posséde
des multiples effects thérapeutiques et une variété des activités biologiques.

Dans le présent travail 1’objectif ultime est 1’étude phytochimique des différentes fractions
issues des feuilles de Ceratonia siliqua L, I’estimation quantitative des polyphénols totaux par
la méthode de Folin-Ciocalteu et les flavonoides totaux par la méthode au trichlorure

d’ammonium, 1’évaluation de I’activité antioxydante et anti-enzymatique in vitro.

Les résultats de criblage phytochimigue ont montré la richesse des extraits de notre plante en
métabolites secondaires principalement la présence les alcaloides, les stéroides, les quinones
libre, les flavonoides glycosides, les sucres réducteurs, les anthocyanidines aves des proportions
différentes. L’analyse quantitative des polyphénols totaux a révélé des teneurs considérables
chez la fraction butanolique 920,94+0,11 mgEAG/g, et chloroformique 509,16+0,09
mgEAG/g, de méme lateneur la plus élevée des flavonoides totaux est constatée dans la fraction
butanolique 387,5+0,04 mg EAG/qg.

L’¢évaluation du potentiel antioxydante par plusieurs tests in vitro (le piégeage du radical libre
DPPH, le CUPRAC, I’ABTS, Phénantroline, pouvoir réducteur, et le superoxyde DMSO

alcalin) a mis en évidence un pouvoir antioxydant trés important.

L’évaluation de I’activité anti-enzymatique par le test anti-acétylcholinestérase a montré la

capacité des extraits de notre plantes a inhiber 1’acétylcholinestérase.

Ces résultats révelent que les feuilles du Ceratonia siliqua L présentent une richesse
considérable par différents métabolites secondaires et que la plus part des extraits testé ont une

bonne activité antioxydante et anti-enzymatique.

Mots clés : Ceratonia siliqua L, Polyphénols, flavonoides, Activité antioxydante, Activité anti-

enzymatique.



Abstract

Ceratonia siliqua L is a medicinal plant belonging to the Fabaceae family, it has multiple
therapeutic effects and a variety of biological activities.

In this work the ultimate objective is the phytochemical study of deferents extracted from
Ceratonia siliqua L leaves, the quantitative estimation of total polyphenols by the Folin-
Ciocalteu method and total flavonoids by the ammonium trichloride method, the evaluation of

antioxidant and anti-enzymatic activity in vitro.

The results of phytochemical screening showed the richness of extracts of our plant in
secondary metabolite by presence of alkaloids, steroids, free quinones, flavonoids glycosides,
reducing sugars, anthocyanidins. Quantitative analysis of total polyphenols and total flavonoids

revealed significant levels of metabolite in botanical and chlorofirmic fractions.

The evaluation of antioxidant potential by several in vitro tests (trapping of the free radical
DPPH, CUPRAC, ABTS, Phenantroline, reducing power, and alkaline DMSO superoxide)

showed a high antioxidant power.

The evaluation of the enzyme activity by the acetylcholinesterase test showed the ability of our
plant extracts to inhibit acetylcholinesterase.

These results revealed that leaves of Ceratonia siliqua L have a very imporant richness in
secondary metabolite and most of the extracts tested have good antioxidant and anti-enzymatic

activity.

Key words : Ceratonia siliqua L, Polyphénols, flavonoides, antioxydant activity. enzymatic
activity.
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