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Résumé :

La présente étude porte sur la valorisation de 1’espece Ceratonia Siliqua en présentant ces
différents caractéristiques, composés chimiques et ces activités biologiques sur 1’organisme
vivants en exprimant ces propriétés thérapeutiques ce qui va avoir un impacte dans

I’amélioration de son exploitation.

Le caroubier ( Ceratonia Siliqua ) appartient a la grand famille des légumineuse, originaire

de la zone méditerranée ; il est robuste et rustique .

Le caroubier est utilisé pour plusieurs intéréts écologiques, industriels, économiques et

ornementaux indésirable.

Le caroubier contient des composés chimiques différents comme les meétabolites
secondaires, les composés phénoliques, les tanins a des structures et propriétés biologique

différents ou chaque composé a ces propres activités biologiques.

Parmi les différents activités biologiques de 1’espéce Ceratonia Siliqua on a évalué :
I’activités antioxydante , par utilisation des méthodes d’évaluation in vitro (méthode du
DPPH, piégeage de I’ABTS, test de capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

et test de blanchissement du -caroténe).

L’activité anti-cholinestérase qui a une relation avec la maladie d’Alzheimer (MA) ou la
diminution de L’acétylcholinestérase (AChE) provoque I’augmentation de 1’acétylcholine

important pour la mémoire.
L’activité anti-inflammatoire.

Mots clés : caroubier, Ceratonia Siliqua, composé phénolique, stress oxydatif, métabolite

secondaire, activité biologique, importance, antioxydant.



AbsStract

This study focuses on the valuation of the species Ceratonia Siliqua

by presenting these different characteristics, chemical compounds and these biological
activities on the living organism
by expressing these therapeutic properties which will have an impact in improving its
operation.

The carob (Ceratonia Siliqua) belongs to the large family of legumes, native to the

Mediterranean area; it is robust and rustic.

The carob tree is used for several undesirable ecological, industrial, economic and

ornamental interests.

Carob tree contains different chemical compounds like secondary metabolites, phenolic
compounds, tannins with different structures and biological properties where each compound

has its own biological activities.

Among the different biological activities, of the Ceratonia Siliqua species, we have

evaluated:

antioxidant activity, using in vitro assessment methods (DPPH method, ABTS trapping,

copper reduction antioxidant capacity test (CUPRAC) and B-carotene bleaching test).

The anti-cholinesterase activity which has a relation with Alzheimer's disease (AD) or the
decrease in Acetylcholinesterase (AChE) causes the increase of acetylcholine important for

memory.
Anti-inflammatory activity.

Keywords : Carob, Ceratonia Siliqua, phenolic compounds, oxidative stress, secondary

metabolites, biological activity, importance, antioxidant.
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Introduction général

La région méditerranéenne abrite une diversité biologique de premiére importance
(Abdelguerfi & Laouar, 1999 ; Ohba & Amirouche, 2003). Depuis 1’antiquité beaucoup de
sociétés humaines vivent dans des régions ri8Nches en biodiversités animale et végétale. Ces
sociéteés ont pu exploiter ces especes en les transformant en produits alimentaires, en colorants

ou en médicament.

Le premier texte connu sur la médicamentation par les plantes est gravé sur une tablette
d'argile, rédigé par les Sumériens en caractéres cunéiformes 3000 ans av. J.-C. Cette
civilisation profitait déja des vertus de certaines plantes telles le myrte, le chanvre, le thym et

le saule en décoctions filtrées.

Le Papyrus Ebers, du XVle siécle av. J.-C. est le premier recueil connu, consacré aux
plantes médicinales. De loin le plus volumineux de I'Egypte ancienne avec « 110 pages », il
fait référence a de plus anciens documents citant des dizaines de plantes, accompagné d'un

mode d'utilisation.

De nos jours, les progrés accomplis a 1’identification des principes actifs, a la découverte
de nouvelles propriétés pharmacologiques n’ayant pas, en générale, d’effets secondaires, de
molécules issues de plantes, ont contribué a faire de la phytothérapie une médecine a part

entiére.

Aujourd’hui, [Defficacité de [1’utilisation de plantes médicinale est démontrée
scientifiguement. Les progres scientifiques et techniques réalisés ces dernieres années dans les
domaines de 1’agronomie, la chimie végétale et la pharmacologie ont permis de mettre au
point des formes thérapeutiques et galéniques encore plus sdres, plus adaptées et toujours plus
efficaces pour la phytothérapie.

En effet, le 2le siecle est marqué par I’émergence d’une nouvelle phytothérapie
(Technique du cryobroyage). Le médicament a base de plantes est un "complexe" de

molécules, issu d’une ou de plusieurs especes végétales (Wichtl M., Anton R).

La phytothérapie est devenue la réponse idéale aux maladies du siécle. En plus de la riche
application des plantes medicinales dans le domaine de la santé comme pour traiter les
troubles du sommeil, la prise du poids ou les problemes de stress... Ces dernicres présentent

un cotés tres économique.




Introduction général

Le caroubier de I’espeéce Ceratonia siliqua est un arbre typiquement méditerranéen
présentant un intérét trés important. Cependant développement de l'industrie alimentaire et
I'accroissement de la demande concernant cette espece, lui ont fait connaitre un essor

incroyable dans ces régions. (Gubbuk et al., 2010).

Le caroubier (Ceratonia siliqua) est une espéce agro-sylvo-pastorale ayant d'énormes
intéréts socio-économiques et écologiques. Grace a son aptitude a développer différentes
stratégies d'adaptation aux contraintes hydriques, cet arbre s'installe favorablement dans les
zones arides et semi-arides. (Bulletin mensuel d’information et de liaison du PNTTA ;
Ministére de 1’Agriculture et de Autrefois, 1'exploitation du caroubier était négligée dans
plusieurs pays, mais l'industrialisation de son fruit (caroube) connait aujourd’hui un
remarquable développement dii aux diverses possibilités d’utilisations industrielles qu’il

présente (Albanell et al., 1993 ;Catarino, 1993).

Aussi, cet arbre est d'une importance économique considérable ; ses gousses, plus riches en
sucre que la canne a sucre ou la betterave sucriere, sont utilisées en industrie agroalimentaire
et pharmacologique, notamment comme anti-diarrhéique. Leur richesse en fibres, leur confeére
des vertus hypocholestérolémiantes et hypoglycémiantes. Les composés phénoliques qu’elles

contiennent sont a 1’origine de leur propriété antioxydants (Hariri et al.,2009).

Lors de la prospection bibliographique on a constaté une certaine négligence envers cet
arbre qui n’occupe pas encore la place qu’il mérite. Ce dernier a un intérét socio-économique
et écologique incontestable, par la rusticité et la résistance a la sécheresse qu’il présente, la
fertilisation du sol et son aptitude a développer différente stratégies d’adaptation aux
contraintes hydriques. Sa valeur fourragére peut contribuer a I’amélioration des potentialités
pastorale du pays grace a ces caractéristiques. Ces fruits sont utiles en alimentation humaine

et animale, et son bois en menuiserie et apiculture.

Ce travail a pour but de contribuer a I’étude consistant a la valorisation de cette plante, en
exprimant ces caractéristiques, sa composition chimique ainsi que ces activités biologiques et
leurs impactes sur la santé humaine. Nous allons aborder, en premier lieu, des géneéralités sur
le caroubier, les propriétés thérapeutique et les différents composants de celui-ci ; puis mettre

en évidence les différentes activités biologiques anti oxydantes, antibactérienne ...




Chapitre 1
Geénéralités




Chapitre 1 Géneralites

Dans ce chapitre, nous allons introduire quelques définitions et concepts nous permettant

de mieux appréhender la suite de notre sujet.

1 Stress oxydatif

Depuis des années les scientifiques se sont intéressés aux especes réactives de
I’oxygene (ROS: Reactive Oxygen Species), qui sont impliqués dans de nombreuses maladies

humaines (Lobo et al., 2010) parmi laquelle le stress oxydatif.
Définition et origine

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants, en faveur des

oxydants, conduisant, potentielleme nt, a des dégats structuraux et fonctionnels.

Equilibre entre les oxydants et les
antioxydants = pas de stress oxydatif

/‘/__\\//——\—\\

\\\—//
Oxydants Systéme de défense

antioxydante:

ROS endogene SOD, CAT, GSH-Px
+ \it. C/E, caroténoides,
ROS exogéne flavonoides

e

A

Déséquilibre entre les oxydants et
les antioxydants = stress oxydatif

T
\—// Systéme
O
Rosendegene | VO, Coe
ROS e-;ogéne

Figure 1 évolution du stress oxydatif selon I'équilibre oxydants-antioxydants
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Le stress oxydatif joue un role clé dans plusieurs pathologies comme le vieillissement,
influe sur le systéme cardio-vasculaires, peut induire des cancers, touche le systeme nerveux
et provoque des maladies neurodégéneératives, affecte la vision, cause des troubles rénaux, des

maladies respiratoires ainsi que des maladies inflammatoires.
Radical libre

Un radical est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou plus)
non apparié. De par sa structure particuliére, il a tendance a attirer les électrons d’autres
atomes et molécules pour gagner sa stabilité. Plusieurs ¢léments peuvent étre a 1’origine de

radicaux libres.

Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les formes activées de
I’oxygene. La réactivité particulicre de I’oxygeéne est due a la structure biradicalaire de la
molécule. Les radicaux libres sont issus du métabolisme physiologique mais ils peuvent aussi

étre, produits lors de « déviations » du métabolisme cellulaire.

Réle de I'oxygeéne

Production d'oxygéne a partir de I'eau par les cyanobactéries (-1500 millions): 0,=1%
b

Formation de la couche d'ozone qui reduit les Ultra-Viclets et favorise le
développement de la vie sur terre (-500 millions): O,=10%

Apparition de I'homme (-5 millions): Q5 = 21% Systemes
— antioxydants
Respiration ROS /
| | T~
Energie Protection | Dégats
Régj;tion
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Métabolisme de I'oxygene

- 4+ Reéduction de l'oxygéne,
O,+4e +4H 2H,0  (egpiration
02 +1e 02-' 2-5% « fuite » qui produit des
superoxydes
v Production d d
- - roduction de peroxyde
+ +
O, O, S0D H,0, + O, d'hydrogéne catalysée par la SOD
H,O, + Fe? ‘OH + Fe 3 + "OH Production d’hydroxyle
par la réaction de Fenton
Dismutation catalysée par la
H,O, + H,0, 2H,0+0, 1 ysée p
HEDZ + 2GSH H O + 2(3SSH Reduction parle Glutathion
GPx et la Glutathion peroxydase

Principaux radicaux libres du stress oxydant :
O, = radical superoxyde.
HO, = radical perhydroxyde.
OH = radical hydroxyle.
RO, = radical peroxyle, R= substrat organique.

RO = radical alkoxyle.
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Tableau 1 Structures des atomes d’oxygene des intermédiaires réduits de ’oxygéne.

Oxygene Radical Peroxyde Radical Eau
superoxyde  d’hydrogéne hydroxyle

Forme O--0 “0O--0- “O--0° dol 02'
déprotonées

Forme HO--O'  HO--OH  'OH HOH
protonée

Degré (0) (0) (-1)(0) (-1)(-1) (-1) (-2)
d’oxydation

Le radical hydroxyle: ‘OH

« Potentiel standard d’oxydoréduction trés élevé (E° ‘OH/H20 = 2.34 V a pH = 7) pouvoir

oxydant treés élevé = avide d’électrons.

« Constante de vitesse élevée (k = 10™° mol™ L S™) = forte réactivité = réagissent sur leur

lieu de production de fagon non spécifique (diffusion:10 nm et faible durée de vie:10°S).
Mode d’action du radical hydroxyle
Le radical hydroxyle peut oxyder un substrat selon 2 modes d’action différents:

Arrachement d’un électron:
3 =
OH+Fe®* ——— Fe  +OH
Arrachement d’un atome d’hydrogene sur un substrat organique RH:

OH+RH — &+ R +H,0
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. ;
R'+0; — RO, Radical peroxyle qui initie la peroxydation lipidique = réactions

en chaine = dégradation membraire

Cibles Effets Résultats

- Diminution de I
Protéines activité enzymatique \
5|

. : Altération
— _ | Dégates membranaire
Lipides > | & oxydation de la structure et
b des fonctions
Aldehydes / cellulaires
ADN | = » | Mutation
Hydrates de Milodiﬁcatinn des
carbone récepteurs

Figure 2 Les méfaits des radicaux libres.

Sources de radicaux libres

Les radicaux libres, présent dans le métabolisme, peuvent avoir deux types de sources

distinctes a savoir des sources endogenes et exogenes.( Sorg 2004 ) :

Endogéne Exogéne
« Mitochondries + Cigarette
* Phagocytoses « Radiation ionisantes

« Xanthine oxydase
« Métaux de transition
+ Peroxysomes

« Pollutions diverses
Rayonnement UV
* Produits chimiques &

+ Exercice .

, médicaments
* Inflammation Ozone
* Choc

ischiémique/reperfusion
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2 Systemes antioxydants

Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement I’oxydation de ce
substrat. Un systéme antioxydant est la capacité de capter ou de piéger les radicaux libres,
produits spontanément et d’une fagon continue, dans 1’organisme vivant. Ceci-dit, la capture

de ces radicaux peux s’effectuées par voies exogeénes ou endogenes comme suit :

Endogéne Exogéne

* Enzymes antioxydants ~ « Antioxydants
- I;létcxiﬂcaticn des radicaux _ Donneurs d'électrons
. “Pres , pour neutraliser les

+ Différentes molécules radicaux libres
— Glutathion

— Activateur de génes
antioxydants et/ou de
systémes de réparation

— Acide urique
— Protéines (ex. transferrin)
« Systémes indirects

— Systémes enzymatiques
induits (ARE)

— Systéme de réparation
(ADN)

Parmi les voies endogeénes il existe des enzymes antioxydants dont le mode opérationnel

est décrit comme suit :

- SUPEROXYDE DISMUTASE
: +
202 +2H > H202+02
SOD
CATALASE
2 H,0, +| 0, +2 H,0,
CAT
H,0, + 2 GSH GLUTHATION PEROXYDASE | o H,O + GSSG
GSH PEROXYDASE

10
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La surexpression (50x) du gene humain CAT dans la souris (mitochondrie) est

responsable de 1’augmentation de la longévité (20%). (Schriner et al., science 2005,1 1
06653).

Les résultats obtenus chez la mouche (Drosophila transgénique) montrent que
I’extension de la longévité par la SOD est modulée par le sexe et le patrimoine
génétique. (Spencer et al. Aging Cell, 2003).

Le polymorphisme génétique de la SOD chez ’homme et la femme est associé a
une augmentation du risque du cancer de la prostate et du sein respectivement, en
relation avec le niveau du systeme de défense antioxydant. (Li et al. Cancer Res.2005,
Cai et al. Breast cancer res. 2004).

D’autre part il peut y’avoir I’action des molécules antioxydantes et les systémes indirects
endogenes :

+  Glutahtion + ARE
— Tripeptide: Glu-Cys-Gly — Antioxidant Responsive
Elements = éléments qui

régulent I'expression des

« Acide urique génes red-ox.

— Produit d'oxydation des
purines » Systémes de réparation
— Jusqu'a 500°000 lésions

+ Protéines sur 'ADN par cellule et

— Transferrin (lie les ions par jour (ROS,
métalliques) radiations, drogues,
mutagénes) .

Parmi les voies exogenes il existe les antioxydants fournis par les aliments tels que : la
vitamine C, la vitamine E, les carotenoids, les polyphénols (Flavonoides, Catechins,

Isoflavones...etc) et les glucosinolates.

Les vitamines C et E peuvent étre issues des aliments suivants :

11
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Vitamine E Vitamine C
— 4 tocophérols + 4 — Hydrosoluble (cytosol)
tocotriénols — Recycle la vitamine E
— Liposolubles — Activité oxydante
(membranes) — Instable (lumiére et T.)
— Graines céréales, — Agrumes et légumes
noix et les huiles verts

Et pour les caroténoides et les glucosinolates :

Caroténoides Glucosinolates
— Réle antioxidants — Peuvent induire les
— Présent dans + de ARE
600 plantes (fruits et — Plantes cruciferes,
légumes colorés) Choux, broccolis, etc

Et pour ce qui ne concerne notre sujet a savoir la famille des polyphénols ; on peut trouver
les flavonoides dans les aliments tels que les oignions et les pommes ; les Catechins dans le

thé ; les isoflavones dans le soja et les anthocyanes dans les raisins....

En général les antioxydants exogenes protégent des maladies telles que le cancer et les
maladies cardiovasculaires, réduisent les risques de développer certaines maladies par un

niveau d’antioxydants plus haut dans le plasma.

3 Preésentation du caroubier (Ceratonia siliqua L.)

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.), appartenant a la grande famille des légumineuses, est
une espéce presque endémique du pourtour méditerranéen, cultivé depuis longtemps pour les
produits dérivés qu’il présente, mais aussi pour sa résistance sécheresse (Biner et al., 2007 ;

Avallone et al., 1997).

12
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Taxonomie

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. 1l est connu aussi sous le nom de pain de St. Jean-Baptiste (Battle .1 . 1997). 1l est aussi
appelé Carouge, Pain de saint Jean-Baptiste, figuier d'Egypte, feve de Pythagore (Batlle et al.,
1997). Par ailleurs, le nom dialectal kharouv, originaire d’hébreu, a donné lieu a plusieurs
dérivés tels Kharroub en arabe, algarrobo en espagnol, carroubo en italien, caroubier en

frangais, etc... En outre, les graines de caroube, vu leur uniformité, sont appelées ‘carats’
(Rejeb, 1995).

Le caroubier est typique dans le sud de la region Portugaise de I'Algarve, ou il porte le nom
Alfarrobeira (pour l'arbre), et Alfarroba (pour les fruits), ainsi que dans le sud de I'Espagne
(en espagnol : algarrobo, algarroba), en Catalogne et celle de Valence (catalan : garrofer,
Garrofa), a Malte (Maltais :Harruba), dans les iles italiennes de Sicile et de la Sardaigne
(Italien : carrubo, carruba), et dans le sud de la Grece, de Chypre, ainsi que de nombreuses
iles grecques telles que la Crete et Samos. Le nom grecque commun est (grec : yopovmid,
charoupia), ou (grec : &uAiokepatid, ksilokeratia), ce qui signifie <<corne de bois >>. En
Turquie, il est connu comme <« keciboynuzu>>, qui signifie «corne de chevre >>. En Israel,

on I’appelle "Haroov" ( 2171 ), connu sous le nom "d'arbre de sauvetage - kav kharoovin" [6]

[8].

13
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Tableau 2 appellation de I’espéce Ceratonia siliqua L dans les différents pays du

monde

Région Appellation

Latin Siliqua

Espagnol Algarrobo, garrover

Italien carrubo, carruba

Portugaise de I'Algarve Alfarroba

Malte Harruba

Israel Haroov

14
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Catalan garrofer, garrover

Anglais carob bean, carob tree, locust bean,
St. John’s bread

Allemand johannisbrotbaum, karubenbaum
Grecque Charaoupi

Malais Gelenggang

Chinois chiao-tou-shu

Thailandais chum het tai

Connue et originaire du Sud-est d’Arabie (Oumane) et des bordures de la corne africaine
(Nord de Somalie).

Cependant, Candolle (1983) et Vavilov (1951) ont rapporté qu’il serait natif de la région
Est-méditerranéenne (Turquie et Syrie). Le caroubier était connu dans le proche Orient et les
fles de la Méditerranée.

Le caroubier a été introduit tres anciennement par les grecs, puis par les Arabes et les
Berberes de 1I’Afrique du Nord, en Grece, en Italie, en Espagne et au Portugal (REJEB,
1994).

En Egypte les pharaons ont utilisé la farine du fruit pour rigidifier les bandelettes des
mamies (XVlle siecle avant J.C). Cette espece ligneuse a été domestiquée depuis le
néolithique (4000 ans avant J.C.), et sa culture extensive date au moins de 2000 ans avant J.C.
(BATLLE et TOUS, 1997).
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Les Numides s’en servait pour ’alimentation des bétes de valeur et, selon Gsell, il entrait

dans la préparation de la nourriture humaine (Lavallée., 1962).

Schweinfurth (1894), a insinué qu’il est originaire des pays montagneux du Sud d’Arabie

(Yémen).
Conservation des graines

Le comportement de stockage des graines est orthodoxe, la viabilité peut étre maintenue
pendant 5 ans a I’air libre avec un entreposage a 5 C° sans perte de viabilité. Bien que les
graines de caroube soient restées viables, aussi longtemps que 5 ans, stockés a basse
température dans des consternants hermétiques, il est conseille d’utiliser les semences de la
saison en cours. Aussi, les graines sont probablement viables aprés leur passage dans

I’appareil digestif d’un animal (source : world Agroforestry centre).
Intéréts et utilisations du caroubier

Le caroubier est un arbre d’une d’importance écologique, industrielle et ornementale
indiscutable (Hariri et al., 2009). L’utilité¢ des différentes parties du caroubier (feuilles,
fleurs, fruits, bois, écorces et racines) rend ce dernier 1’un des arbres fruitiers et forestiers les

plus performants. (Aafi, 1996).
Importance écologique

Le caroubier est largement utilisé dans le reboisement et la reforestation des zones
affectées par 1’érosion et la désertification, grace a sa rusticité et de son adaptation auX

contraintes de I’environnement. (Boudy, 1950; Rejeb et al., 1991 ; Biner et al., 2007).
Importance ornementale

Le caroubier convient comme plante ornementale en bordure des routes et dans
les jardins (Batlle et Tous, 1997).

Importance industrielle et médicale

Cette derniere est établie par les différents constituants :

16
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3.1.1 Lagomme (endosperme)
e agent stabilisateur, gélifiant, fixateur dans différents domaines comme
I'agroalimentaire (fromage, mayonnaise, salades, etc.),
e le cosmétique (cremes, dentifrices, etc.),

e lindustrie pharmaceutique (médicaments, sirops, etc.), la tannerie, le textile,
etc(Biner et al., 2007 ; Dakia et al., 2007). M.Elaoufi (2013).

3.1.2 Lafarine:

e Employée en agro-alimentaire et la production industrielle de l'alcool par

fermentation.

3.1.3 Les fruits:

e Ont des propriétés anti-diarrhéiques.

A noter que le mélange de fruits de caroube et de figues cuits est donné aux femmes lors de

leurs relevailles.

Le décocté de jeunes pousses est utilisé par voie orale pour soigner les hémorroides, alors

que leur mastication est employeée pour traiter les aphtes.
3.1.4 En phytothérapie:

On utilise la pulpe et les graines de la caroube comme remede pour les vomissements chez
les bébés et les enfants et contre les entérites infantiles. Le fruit est également conseillé lors

des régimes restrictifs.
Le jus frais des fruits traite les ulcéres gastriques, les maux d’estomac et des intestins.

La decoction des fruits secs contre toutes sortes de diarrhées, le manque en eau et de sels

minéraux.

La poudre de la caroube est actuellement utilisée dans la production des confiseries. Les
graines du fruit sont aussi utiles dans les domaines pharmaceutique et cosmétique, et aussi

comme un substituant du cacao.

Les autres parties de 1’arbre sont aussi d’une grande utilité.
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Le bois du caroubier est d’une trés bonne qualité, lourd et d’une couleur rougeatre.

Le caroubier est une plante mellifere : son miel est de bonne qualité. (PUTOD, 1982).
Pendant la floraison, les abeilles en profitent pour produire le miel du caroubier. Les feuilles
de cet arbre sont un bon aliment pour le bétail. Le fruit sert aussi a faire grossir le bétail tout

en lui évitant d’accumuler la graisse.

sacun Sen Miel ! i

Figure 3 Miel de caroube.

Au Moyen-age Le caroubier donnait lieu a un commerce important entre les provinces du
Midi et du Nord, les Etats Germaniques et la Grande—Bretagne. Son bois était employé dans

I’ébénisterie de I’époque et son fruit servait a la préparation des confitures (Lavallée.,1962).

Il est cultivé depuis longtemps, surtout pour ses fruits comestibles et sucrés qui sont riches
en calcium, phosphore, potassium, magnésium, et pectine. la pulpe est préconisée contre la
tuberculose pulmonaire. (JONES, 1953).

Le caroubier protege par son ombre les autres plantes ; (MARES, 1971).

Tableau 3 Classification de caroubier (Quezel et Santa., 1962).

Régne Plantae

Embranchement Tracheobionta
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Sous-embranchement Angiospermes

Sous-classe Rosidae

Famille Fabaceae

Espece CeratoniasiliquaL




Chapitre | Généralités

Tableau 4 Classification pré- phylogénétique (Cronquist, 1981).

Régne Plantae

. Tracheobionta
Sous-regne

Sous-embranchement Magnoliophyta (Angiosperme)

Sous-classe Rosidae

Famille Caesalpiniaceae

Sous-famille Caesalpinioideae

Espece CeratoniasiliquaL
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Tableau 5 Classification phylogénétique (APGII, 2003).

Régne : Plantae :

Sous-régne : Tracheobionta

Sous-embranchement Eu-Angiospermes

Sous-classe Rosidés

Famille Fabaceae

Sous-famille Caesalpinioideae

Espece Ceratonia siliqua L
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Description morphologique
3.1.5 Arbre

Parmi les arbres méditerranéens les plus abondants, le caroubier nécessitant des climats
chauds pour sa croissance, sa hauteur peut valoir moyennement une quinzaine de metres.
(QUEZEL et SANTA), 1962. Plus précisément elle est entre 7 et 20 m avec un tronc dont la

base peut atteindre 2 a 3 metres de circonférence.

C’est un arbre soit arbuste sclérophylle ou sempervirent, avec une écorce de couleur
changeable selon 1’age de 1’arbre, s’il est jeune 1’écorce est lisse et grise alors que s’il est a
I’age adulte elle devient brune et rugueuse. (Rejeb et al., 1991 ; Batlle et Tous, 1997 ; Ait
Chitt et al., 2007). De méme, son bois est blanc-jaunatre a 1’état juvénile puis devient rose

veiné et enfin rouge foncé, en vieillissement et aussi avec une augmentation de la durete.

Comme le caroubier pousse lentement, il a une longévité considérable jusqu'a 500 ans. Son
tronc est épais, trés crevassé et tortueux comme I’olivier. (Fiche présentation arbre

Ceratonia siliqua) .

Figure 4 L’arbre du caroubier
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3.1.6 Fleurs

Le caroubier est une espéce dioique et rarement monoique (LINSKENS et
SCHOLTEN,1980 ; BATLLE et TOUS, 1980). Les fleurs sont verdatres, de petite taille (6 a
16 mm de longueur), spiralées et réunies en un grand nombre pour former des grappes droites
et axillaires, plus courtes que les feuilles a 1’aisselle desquelles elles se sont développées

(Batlle et Tous, 1997).

Figure 5 Fleurs du caroubier.

Les fleurs groupées en grappes latérales sont de couleur pourpre et parfois rougeéatre. La

morphologie florale chez cette espéce est trés complexe, on distingue :

v Des inflorescences males avec des étamines courtes ou longues,
v" Des inflorescences femelles avec des étamines rudimentaires, et occasionnellement,

des inflorescences hermaphrodites.

Les fleurs femelles sont constituées d’un pistil court et recourbé avec un petit ovaire (5 a
7mm) bicarpellé. Les stigmates sont bilobés et couvertes par des papilles. A la base, le disque
nectarifére est entouré de 5 a 6 sépales rudimentaires. Par contre, la corolle est absente et les

fleurs males portent 5 étamines (Aafi, 1996).

Il y a suppression d’un axe durant le développement et le fonctionnement des cellules
pour aboutir a des fleurs méles ou femelles. La morphologie florale est complexe et varie
largement d’une référence a une autre, par exemple il existe des:

v Inflorescences males a fleurs caractérisées par des étamines a longs filaments et a

pistil non développé.
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v Inflorescences males a fleurs caractérisées par des étamines courtes et un pistil non
développé.

v Inflorescences hermaphrodites a fleurs avec des étamines et un pistil bien développés ;

<

Inflorescences femelles avec un pistil bien développé et des étamines rudimentaires;
v" Inflorescences polygames comportant des fleurs femelles, des fleurs males et des
fleurs hermaphrodites. Les fleurs du caroubier marocain seraient plutdt unisexuées; la

forme hermaphrodite reste rare dans la partie cotiere méditerranéenne de 1’Espagne.

3.1.7 Feuille

Les feuilles persistantes, de 10 & 20 cm long, se caractérisent par un pétiole sillonné sur la
face interne et un rachis portant 8 a 15 folioles, opposées, de 3 a 7 cm (Figure ), elles sont
coriaces, entieres, ovales a elliptiques, paripennées, légérement échancrées de couleur verte

(Ait Chitt et al., 2007). Brillante a la face supérieure et vert pale a la face inférieure.

Le caroubier ne perd pas ses feuilles en automne sauf en juillet chaque deux ans, lesquelles

sont renouvelées au printemps de la méme année, en avril et mai.

Figure 6 Feuilles du caroubier.

3.1.8 Fruits

Les fruits du caroubier contient la pulpe enveloppant des grains régulieres (Ait Chitt et al.,
2007), avec des sa teneur élevée en sucres et en composés phenoliques. . (Dakia et al., 2007).
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Figure 7 Fruits du caroubier.
3.1.9 Graine

Les graines de caroube sont brunes, de forme ovoide aplatie, biconvexes et trés dures. Elles
sont séparées les unes des autres par des cloisons pulpeuses. On en compte de quinze a vingt
par gousse. La pulpe jaune pale contenue dans les gousses est farineuse et sucrée a maturité.
Comestible, au gout chocolaté, elle est parfois consommée dans les pays pauvres (Source :
Wikipedia Fr).

Ecologie

Le caroubier contribue au développement des zones défavorisées par ces importantes
capacités d'adaptation aux stress du sol et du climat (Gharnit et al., 2006), il peut adapter
morphologiquement et physiologiquement au manque d’eau; c’est une espéce résistante a la
sécheresse. Rejeb (1995)

Les principales adaptations se fait par les stomates qui sont situés sur une seule face, le
nombre de stomates est assez élevé et ils sont de petite taille, le systéme racinaire est
développé, un dépot de cire important, I’assimilation et les échanges gazeux dépendent de

I’état hydrique général. (Gharnit. N. ; EI Mtili. N. ; Ennabili. A)
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Distribution géographique du caroubier

La distribution des espéces arborescentes, telle que C. siliqua est limitée par des stress liés
aux froids (Mitrakos, 1981). Dans les zones basses méditerranéennes (0-500m, rarement
900m d’altitude), le caroubier constitue une essence dominante et caractéristique du maquis

des arbres sclérophylles (Zohary et Orshan 1959; Folch i Guillen, 1981).

Le caroubier est un arbre essentiellement méditerranéen, dont 1’aire de répartition s’étend
sur I’ Asie mineure, I’ Afrique du Nord, I’Europe méridionale et la péninsule Ibérique. En effet,
on le rencontre en allant de ’Espagne et du Portugal jusqu’en Turquie, en passant par le
Maroc, 1’Algérie, la Tunisie, la Libye, I’Egypte, mais également en Syrie, en Yougoslavie, en
Grece, a Chypre, en Italie et en France (Gharnit, 2003). Il a été introduit avec réussite dans
d’autres pays, notamment en Australie, en Afrique du Sud, aux Etas-Unis, aux Philippines,
ainsi qu’en Iran (Rejeb et al., 1991). Actuellement on trouve le caroubier dans plusieurs pays,
de I’Europe et de I’Afrique du Nord a I’état sauvage en association avec, 1’oléastre, le thuya,

le pin, le chéne vert, etc. (Batlle et al., 1997).
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Figure 8 Centre d’origine et distribution du caroubier dans le monde (Batlle et Tous,

1997).

Au Maroc, le caroubier est localisé dans les plaines et les moyennes montagnes du Rif, du
Moyen Atlas, du Haut Atlas et de 1’Anti-Atlas et dans des bioclimats de type humide,

subhumide, semi-aride et aride cOtier a variantes chaude et tempérée. Il est souvent en
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association avec l’olivier, le lentisque, le thuya ou l’arganier. La principale population
spontanée de caroubier est localisée dans les régions situées entre 600 et 1000 m d’altitude, en
association avec d’autres espéces foresticres et abritées des vents et du froid (Ait Chitt et al.,
2007).

D’apres une étude réalisée en Maroc, dans le but de localiser les différentes régions de
réparation géographique du caroubier, les différentes conditions climatiques ont été analysé

dans tous le Maroc.

La méthode d’échantillonnage stratifi¢ a été utilisée dans quelle topographie,
I’homogénéité de la végétation et 1’altitude ont été regroupées en 7 entités géographiques de

caroube (Taroudant, Agadir, Essaouira, Marrakesh, Beni Mellal, Taza et Houceima).

Al Houceima

Figure 9 Carte de répartition des populations du caroubier au Maroc.

Ces provenances se caractérisent par des similaires conditions climatiques et

topographiques et par une flore homogene, comme I’illustre le tableau :
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Tableau 6 les conditions géographique et météorologique de provenance de caroubier.

Latitude Longitude Altitude Précipitations
Provenance Région
N W (m) (mm)
Haut Atlas s onns )
Taroudant (sud-ouest) 30°37 8°20 200-400 250
Agadir Coté ouest 30°41° 9°33° 150-350 300
Essaouira Coté ouest 31°20° 9°40° 100-200 300
Marrakesh Montagne d’haut 31°29° 7943’ 700-1000 500
Atlas
- Montagne de AT 0(3* ]
Beni Mellal moyen Atlas 32°30 6°03 500-800 550
Montagne de onos onos i
Taza moyen Atlas 34°08 4°08 500-600 700
Al Houcima Coté Nord 35°11° 3°57° 50-250 327

Comme le caroubier se distribue dans le bassin méditerranéen, en Algérie, le caroubier se

répartit dan 1’ Atlas Saharien (Quezel et santa 1963), selon le critére de production, il se

trouve dans les wilayas suivants : Bejaia, Blida, Boumerdés, Ain-Defla, Bouira, Tlemcen,
Mila, Mascara, Tizi Ouzou, B.B.Arreridj (DSA de Tlemcen, 2009).
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Figure 10 Carte geographique de la distribution de caroubier dans I'algerie
Production de caroube en Algeérie

Selon les statistiques fournies par I’organisation des nations unies pour 1’alimentation et
I’agriculture (SAO), I’Algérie est a la traine parmi les pays mediterranés producteur de
caroubier loin derriére 1’Espagne, Maroc, I’Italie et les autres pays. Elle a connu une petite
régression de production de caroube (4000 tonnes en 2011 a 3136 tonnes en 2012). Ceci est
essentiellement du aux feux de forét, le tableau 7 présente la production et le rendement du

caroubier en Algérie.

Les wilayas ont été classées par ordre décroissant selon la surface cultivée (ha).
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Tableau 7 surface cultivée, production et rendement de la caroube en Algérie, année

Wilaya cul tis\fér;?ﬁ:) Production(gx)
Bejaia 645 18417
Tipaza 105 5600
Blida 100 8050
Boumerde: 32 1080
Bouira 22 144
Mila 10 80
Tlemcen 5 100
B.B Arreid 4 20
Ain-Defla 2 300
Mascara 1 30
Tizi-Ouzot 1 20
Total 927 33841

Suivant les criteres climatiques, on a établi 1’aire de répartition du caroubier en Algérie.
Ses lieux de prédilection sont des collines bien ensoleillées des régions littorales : Sahel
algérois, Dahra, Grande-Kabylie et Petite-Kabylie, vallée de la Sommam (1074 ha) et de
1I’Oued-Isser, les collines d’Oran et des coteaux de Mostaganem a étage semi-aride chaud, les
plaines de Bone, Mitidja et les vallées intérieures (1054 ha). Il descend jusqu’a Bou-Saada,
mais n’y porte pas de fruits, et dans la zone de Traras au Nord de Tlemcen (276 ha)

(Lavallée, 1962 ; Zitouni, 2010).

La figure 11 représente la répartition géographique du caroubier selon les domaines

bioclimatiques
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Figure 11 Répartition géographique du caroubier selon les domaines bioclimatiques
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4 Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires végétaux peuvent étre définis comme des molécules
indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires
(protéines, lipides et glucides). Ces métabolites secondaires interviennent dans la structure des
plantes (lignines et tannins) mais également, elles exercent une action déterminante sur

I’adaptation des plantes a leur environnement (MANSOUR A. 2009).

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, dont plus de200000
molécules ont été identifiées. Classés selon leur appartenance chimique en composés

phénoliques, alcaloides et terpénoides (Amas. 1997).
Les composes terpéniques

Les terpénes, ou isopénoides, outrapénoides sont 1’une des classes les plus diverses de
métabolites. Il a été répertorié plus de 30 000 composes dont la tres grande végeétal et qui
englobe les aromes, les parfums, les antibiotiques, les hormones végétales et animales, les
lipides des membranes (Goldstein et al.,1990 ;Colby et al.,1993). Les terpénes sont des
constituants habituels des cellules végétale, impliqués ou non dans des fonction métabolique
essentielles. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (C5H8) reconnue par Wallach dés (1887) les
divers squelettes terpéniques sont classées par le nombre de chainons isopréniques qui les
composent : Monoterpénes C10. Sequiterpénes C15. Di terpenes C20. Triterpenes C30.
Tetraterpénes C40 Polyterpénes.

Les mono terpénes sont les plus simples constituants des terpénes dont la majorité est
rencontrée dans les huile essentielle (90 pourcentage) (padua et al.,1999). Avec les
sesquiterpénes qui donnent le gout amer .leur action est anti-inflammatoire et anti-
microbienne. Les principes amers de fagcon générale stimulement aussi les sécrétions

digestives, sont sédatifs et relacant.
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Les alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie
et en médecine (Guignard 2000). Ce sont des substances organiques azotées, a propriétés
thérapeutiques ou toxiques (Dellile, 2007). Ils ont des structures trés diverses et dérivent de
différents acides aminées ou de I’acide mévalonique en passant par différentes voies

biosynthétiques (Judd et al.,2002).

Les alcaloides riches en azote et source de toxicité : belladone (atropine), pavot
somnifére(morphine), digitale(digitaline), caséine, éphédrine, quinine, strychnine, pipérine,

nicotine, codéine, les huiles volatiles et fixes :

Riche en acides gras saturés, mono-insaturés poly-saturés et essentiels fondamentaux pour

la croissance cellulaire (parois cellulaires).
Les composes phénoliques

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires largement
répandues dans le regne végétal étant trouvé dans tous les fruits et les légumes. Ces composes
sont présents dans toutes les parties des plantes mais avec une répartition quantitative qui
varient entre les différents tissus. Plus de 8000 structures ont été identifiées (Waksmundzka-
Hajnos, M. & Sherma, J 2011).

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec
environnement en jouant soit le rdle des signaux de reconnaissance ente les plante, et les
symbioses ou bien lui permettant de résister aux divers agressions vis-a-vis des organismes
pathogene. lls participent de maniére tres efficace a la tolérance des végétaux a des stress
varies, donc ces composés jouent un role essentiel dans I’équilibre et 1’adaptation de la plante
au sein de son milieu naturel (Jean-Jacques Macheix, Annie Fleuriet, Christian Jay-Allemand
2005).

4.1.1 Structure général des polyphénols

La structure chimique des polyphénols est comparable a tous les polyphénols. Ils sont

caractérises par un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont classés
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en différents groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des
substitutions qui les relient (Manallah A 2012).

4.1.2 Classification des composés phéenoliques

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus
d'autres constituants .Les polyphénols naturels vont de molécules simples, comme les acides

phenoliques, a des composes hautement polymeérisés comme les tanins.

Il existe différentes classes de polyphénols, notamment : les acides phénoliques, les
flavonoides, les tanins, les stilbénes, les lignanes, les saponines, les phytostérols ou bien
phytostanols, les plus importants sont: les acides phénols, les flavonoides et les tanins
(Ahmed Bessas 2008).

Polyphénols
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Figure 12 les différents classes des polyphénols.
4.1.3 Les acides phénols

Les acides phénoliques sont des composés organiques possédant au moins une fonction

carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils sont répartis en deux grandes classes: il y’a
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d’une part les acides benzoiques en C7 : (C6-C1) et d’autre part les acides cinnamiques en
C9: (C6-C3) (Pr. MARKAOUI Mostafa 2009).

e Acides phénols dérivés de I’acide benzoique (C6-C1): trés présent dans le régne
végétal soit sous forme libre ou sous forme combinée a 1’état d’ester ou
d’hétéroside, ex : Acide p-hydroxy benzoique, Acide salicylique ....

e Acides phénols dérivés de I’acide cinnamique (C6-C3) : ils présentent une
distribution trés large dans le régne végétal, le plus souvent estérifiés ,ex : acide

caféique (Dr Sahraoui W, s. d.).
4.1.4 Les flavonoides

Le terme flavonoide rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Belakhder D. 1997), les flavonoides (du latin, flavus : jaune) au sens
strict sont des pigments quasiment universels des végétaux. Ils sont présents dans la plupart
des plantes, Ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles
(Bruneton J 1999).

4.1.4.1 Structure générale

Les flavonoides ont une origine biosynthétigue commune et ils possédent tous un méme
squelette de base a quinze atomes de carbone constitué de deux unités aromatiques, de cycle
en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 (Bruneton J 1999).

Figure 13 Squelette de base des flavonoides [Dean, 1963].
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4.1.4.2 Classification des flavonoides

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta 2000). Les
principaux classes des flavonoides sont : les flavonols, les flavones, les flavanones, les flavan-

3-ols, les isoflavones et les anthocyanes (Sadasivam, S. & Thayumanavan, B. 2003).

OH

Anthocyaning OH OH O

Flavanols Flavones

OH

OH ©O OH O

Flavanones Flavonols

HO O
@@ on
OH O :

Isoflavones

Figure 14 Structure chimique de certains flavonoides représentatifs de chaque classe.

4.1.5 Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en commun la
propriété de tanner la peau. Ces substances ont en effet la propriété de se combiner aux
protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant. Ils peuvent exister dans divers organes, mais
on note une accumulation plus particuliecrement dans les tissus agés ou d’origine
pathologique. Ils sont localisés dans les vacuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux

alcaloides. On distingue: les tanins hydrolysables et les tanins condenses (Rabasso, N 2006).
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4.1.5.1 Structure chimique et classification

R/
A X4

Tanins hydrolysables : Ce sont des hétéropolyméres possédant un noyau central
constitué d’un polyol. Il s’agit souvent d’un D-glucose sur lequel les groupements
hydroxyles sont, en partie ou en totalité, estérifiés avec 1’acide gallique (cas des
gallotanins) ou un dimére de I’acide gallique qui est I’acide hexahydroxydiphénique
(cas des ellagitanins). Comme leur nom I’indique, ces substances s’hydrolysent
facilement en milieux acides et alcalins ou sous I’action d’enzymes (telle que la
tannase), pour donner des glucides et des acides phénolique (Leinmuller E., Steingass
H. and Menke K.H 1991).

Tanins condensés : Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols
qui se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possedent pas
de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. I
s’agit des polymeéres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles
par des liaisons carbonecarbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés

dans tous les groupes végétaux, Gymnospermes et Fougeres (Bruneton J 1999).
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Figure 15 structures chimiques de : a-tanins hydrolysable b-tanins condensée

Propriétes biologiques des polyphénols

Les

recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en

particulier sont trés poussees en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les

activités antiallergique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, antimicrobienne, antivirale,

antibactérienne, anticarcinogénique, cardioprotective et vasodilatoir. Ces actions sont

attribuées a leur effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en jouant un rdle
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important dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de

I’oxygene, ou décomposition des peroxydes.

En ce qui concerne les flavonoides, ces composés peuvent empéchés les dommages
oxydatifs par différentes mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoxyles et peroxydes; soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui
sont d’importance majeure dans I’initiation des réactions radicalaires ; soit 1’inhibition des

enzymes responsables de la génération des radicaux libres (BENHAMMOU 2011).

Tableau 8 Activités biologiques des composes polyphénoliques.

Polyphénols Activités Références

anti bactériennes

Acides phénols anti fongiques Ravn et al., 1984
anti oxydantes
Coumarines anti carcinogenes Bildet et al.,1987
anti tumorales
Anti inflammatoire
Flavonoides Hypotenseurs et Aruoma.,1995

diurétiques

Tanins galliques et

caatechigues (Huglin et schneider.,1998)

Anti oxydantes

Tableau 9 les principales classes des composés antimicrobiennes du caroubier

Classe Sous classe Exemple
Phénols C_atecﬁme
. epicatéchine
simples
Acide Acide
Phénolique cinnamique
Polyphénols Fla\;(:nmdes Chrysin
Flavones Abyssinone
Flavonols Totaro |
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Tanins Ellagitanins
Coumarines Warfarines
Quinones Hypéricine
Terpénoides et les "
. . Capasaicine
huiles essentielle
» Pipérine
Alcaloides -
Berbérine

5 Composés chimiques contenus dans I’espéce Ceratonia siliqgua

(caroubier)

La pulpe et les graines sont les deux principaux constituants de la gousse du caroubier et
représentent respectivement 90% et 10% de son poids total. La composition chimique de la
graine a eté évaluée en 2007 par (bouzouita et col.) mettant en évidence la carence de cette
derni¢re en minéraux et en fibres. Et d’aprés d’autres auteurs, la composition chimique de la
pulpe dépend en général, du cultivar, de I’origine de la plante et parfois de la période de

récolte (Calixto et Cafiellas, 1982).

Tableau 10 composition moyenne de la pulpe de caroube (puhan et wielingan).

Constituants Pourcentage %

Sucres totaux 48-56

Sucrose 32-38
Glucose 5-6
Fructose 5-7
PintoL 5-7

Tannins 18-20
Polysaccharides non amines 18
Cendre 2-3
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Lipides 0,2-0,6

La gousse du caroubier présente une valeur énergétique importante (17 ,5kj /g de MS)
(biner et al ,2007). Le caroubier contient également des composées phénoliques présentant

différentes fonctions : antioxydant, facilite la digestion, baisse du taux cholestérol...

Différentes études ont montré que ces polyphénols sont essentiellement des tanins
condensés (16 a 20 %), des proanthocyanidines, des flavonoides, des ellagitanins... (owen et
al,2003 ;makris et kefalas,2004).

La gousse du caroubier contient d’autres composés comme les éléments minéraux et les

vitamines.

Les minéraux se trouvent essentiellement dans la pulpe de la caroube, et pour 100 g de
cette derniere on trouve : 970 mg de potassium, 300 mg de calcium, 71 mg de phosphore et 60
mg de magnésium. Il y a aussi des traces de fer, de manganese, de zinc et de cuivre. Ozcan et
al., (2007),
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1 Activité anti-oxydante

Introduction

Ces dernic¢res années, 1’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour 1’extraction, 1’identification et la quantification
de ces composes a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et
les produits agroalimentaires(Sanchez-Moreno 2002; Marc et al. 2004; Huang, Ou, et Prior
2005a; Bensouici et Kabouche 2015).

Mise en évidence de P’activité anti-radicalaire

Les radicaux libres sont produits dans notre organisme sous I’action de facteurs
déclenchant externes (UV, radiations ionisantes, métaux de transition, fumées de combustion,
poussieres d’amiante et de silice, antiseptiques, médicaments, pesticides, solvants,...), mais
également dans le cadre de phénomenes biologiques importants, comme la respiration
cellulaire. Certaines cellules immunitaires (leucocytes, macrophages) utilisent quant a elles
les radicaux libres pour la destruction de microorganismes infectieux dans leurs lysosomes.
Parmi les radicaux libres auxquels notre organisme est exposé, on retrouve les espéces
réactives de 1’oxygéne tels que les radicaux superoxyde (O, ), hydroxyle (OH.) et peroxyles
(ROv), le peroxyde d’hydrogene (H,0,) et I’oxygene singulet (10). La production permanente
de ces molécules réactives dans notre corps est généralement contrdlée par I’action de
systemes enzymatiques (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase,...) ou
d’antioxydants (vitamine E, B-caroténe, ...). Lorsque cet équilibre précaire est rompu en
faveur des radicaux libres, il se produit un « stress oxydatif », qui va entrainer la peroxydation
des lipides et 1’attaque des bases azotées et des acides aminés. Par les dommages ainsi causés
a nos cellules, ces différents mécanismes semblent jouer un rdle prépondérant dans les
phénomenes du vieillissement et engendrer des pathologies tels que des cancers et des
troubles neurodégénératifs, comme les maladies d'Alzheimer ou de Parkinson. L’apport
exogene d’antioxydants (alimentation, médicaments,...) pourrait donc ralentir, voire prévenir,
ces désordres physiologiques(Cuendet 1999). De nombreuses méthodes ont été mises au point

pour déterminer l'activité antioxydante d'aliments, d'extraits ou de composés individuels. Ces
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tests peuvent se diviser en deux catégories: les tests mesurant le transfert d'électrons ou
d'hydrogene vers un radical colore stable facile a détecter (DPPH, TEAC) et ce faisant
intervenir une compétition (ORAC, décoloration de [P-caroténe et de crocine) entre
l'antioxydant et une cible a protéger (pigments, lipides). D’aprés une étude récente(Alam,
Bristi, et Rafiquzzaman 2013), 19 méthodes sont utilisées actuellement pour 1’estimation in
vitro du pouvoir antioxydant d’un échantillon et la méthode au DPPH représente le test le plus
souvent adopté (Figure 16). Il est important de sélectionner et d’employer des méthodes
fiables et rapides dans le but d’évaluer cette activité. A cet effet, le test choisi dans ce travail

est la réduction du radical DPPH« par les polyphénols en modéle simple de 1’environnement

gastrique.
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Figure 16 Fréquence d’utilisation des méthodes d’évaluation in vitro de I’activité

Les antioxydants les plus connus sont le -caroténe (provitamine A), 1’acide ascorbique

(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques (Figure 17)
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Vitamine E : a-tocophérol
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Figure 17 Principaux composés naturels (ou synthétisés) possédant des propriétés.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, 1’activité antioxydante

par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROOs+ par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant
Parameter)(Da Silva et al. 1991); les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion

Reducing Antioxidant Parameter)(Benzie et Strain 1996; Bensouici et Kabouche 2015); ou les

radicaux ABTSe (sel d’ammonium de [’acide 2,2’-azinobis-3- ethylbenzothiazoline-6-
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sulfonique)(Re et al. 1999a), ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPHe (diphényl-
picrylhydrazyle)(Sharma et Bhat 2009). Compte tenu de la complexité des processus
d’oxydation et la nature diversifiée des antioxydants, avec des composants a la fois
hydrophiles et hydrophobes, il n’y a pas une méthode universelle par laquelle 1’activité
antioxydante peut étre mesurée quantitativement d’une fagon bien précise. Le plus souvent il
faut combiner les réponses de tests différents et complémentaires pour avoir une indication
sur la capacité antioxydante de 1’échantillon a tester(Tabart et al. 2009; Li et al., s. d.; Saint-

Cricq de Gaulejac, Provost, et Vivas 1999; Bensouici et Kabouche 2015).
Méthode du DPPH

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPHe est recommandé pour des
composés contenant, SH-, NH- et OH-(Salah et al. 1995; Bensouici et Kabouche 2015). I
s’effectue a température ambiante, les groupes permettant d’¢liminer tout risque de
dégradation thermique des molécules thermolabiles. Le test est largement utilisé au niveau de
I’évolution des extraits hydrophiles en provenance de thé vert, des jus de fruits et de raisins,
pépins et pulpes, trés riches en composés phénoliques(Cai et al. 2006; Mensor et al. 2001;
Nanjo et al. 1996a; Sendra, Sentandreu, et Navarro 2006; Bensouici et Kabouche 2015).

Réaction entre le radical libre DPPHe et I’antioxydant

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picryhydrazyl) est un radical stable de couleur violette en
solution. Lorsqu’il est réduit en présence d’une substance réductrice (par un mécanisme
combinant le transfert d’un atome d’hydrogene et le transfert d’électrons), la couleur de la
solution devient jaune. Plus la substance est antioxydante et plus la coloration violette initiale
va disparaitre. On apprécie ce changement de couleur grace a un enregistrement a la longueur

540 nm (a I’aide d’un spectrophotometre (Figure 18)
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Figure 18 Transformation du radical DPPHe en DPPHH

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de

mécanismes: (i) la libération de 1’atome d’hydrogene du groupement hydroxyle (cinétique

rapide de certains acides et dérivés phénoliques); (ii) la libération d’un électron (cinétique

lente des dérivés glycosylés et des anthocyanes)(Nanjo et al. 1996b; Huang, Ou, et Prior

2005b)Dans le cas des composés phénoliques (®-OH), le mécanisme principal d’action est le

piégeage des radicaux libres par le transfert de ’atome H sur le DPPHe alors transformé en

une molécule stable DPPHH(Molyneux 2004; Sanchez- Moreno, Larrauri, et Saura- Calixto
1998).

DPPH++ ®OH — DPPHH + ®O-

Plusieurs voies réactionnelles sont alors possibles qui forment des structures plus au moins

stables :

OO+ PO — PO-0P
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DPPHe+ ®O+— ®O-DPPH
®O- (semi-quinone)- He — ®=0 (quinone)

La capacité anti-radicalaire (capacité a fixer des radicaux libres, donc a arréter la
propagation de la réaction en chaine) ne peut étre mesurée directement, mais par controle de
I’effet de la réactivité. Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de
réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPHe, type

de solvants, pH) et le profil phénolique en particulier(Molyneux 2004).

Piégeage de I’ABTS (2,2’-azinobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid])

Dans la méthode TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), ’activité antioxydante
totale d’une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTSe+, obtenu a partir
de ’ABTS (sel d’ammonium de ’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique))
comparativement a un antioxydant de référence : le Trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-
tétraméthylchroman-2-carboxylique), dont la structure moléculaire cyclique est similaire a
celle de la vitamine E. L’obtention du radical cation résulte du contact de ’ABTS avec une
enzyme de peroxydation (peroxydase metmyoglobine (Miller et Rice-Evans 1997) ou
horseradish peroxidase)(Arnao, Cano, et Acosta 2001)en présence de H202 ou d’un oxydant
(dioxyde de manganése (Benavente-Garcia et al. 2000; Miller et al. 1996) ou persulfate de
potassium(Re et al. 1999b). Le radical ABTSe+, en contact avec un donneur de H* conduit a
I’ABTS+ et a la décoloration & 734 nm de la solution(Lien et al. 1999). D’autres auteurs
utilisent 1’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), ou ABTS, a la place de
son sel d’ammonium et analysent I’inhibition du radical ABTS, produit par un initiateur de
radicaux thermolabiles, I’ABAP (2,2’-azobis-(2-amidinopropane) HCI) (van den Berg et al.
2000). La cinétique de réaction de 1’antioxydant étudié doit étre examinée préalablement pour
déterminer la fin de réaction. La capacité antioxydante en équivalent Trolox (TEAC)
correspond a la concentration (mmole/l ou mg/l) de Trolox® ayant la méme activité qu'une
méme concentration unitaire de substance a tester, jus de fruit par exemple (Miller et Rice-
Evans 1997; Bensouici et Kabouche 2015) (Figure 19).
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Figure 19 Formation et piégeage du radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de
He

Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC (cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivie
de la diminution de I’absorbance accrue du complexe Néocuproéne (NC), cuivre (Cu+2)Nc2-
Cu*? . En effet, en présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-neocuproene est
réduit et cette réaction est quantifié¢ spectrophotometriquement a une longueur d’onde de 450
nm(Apak et al. 2004). Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles
phénoliques en quinones & travers la réduction du complexe Cu*? -Nc, produisant ainsi un

complexe chromogéne de Cu*? -Nc qui absorbe & 450 nm (Figure 20)
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Figure 20 Réduction du complexe chromogéne de Cu*? -Nc

Chélation des ions métalliques

Les polyphénols contribuent a I’inhibition de la formation des radicaux libres par la
chélation de métaux de transition tels que le fer (Fe2+) et le cuivre (Cu+ ), qui sont essentiels
pour de nombreuses fonctions physiologiques. Ils entrent notamment dans la composition des
hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du systeme de défense antioxydant (Fe pour la
catalase et Cu pour la superoxyde dismutase). Cependant, ils peuvent aussi étre responsables
de la production du radical OHe par la réduction de H202 lors de la réaction de Fenton

(Heim, Tagliaferro, et Bobilya 2002; Bensouici et Kabouche 2015).

H,0, + Fe** (Cu*) » " OH +-OH+ Fe** (Cu*)

En outre, I’autoxydation des ions Fe2+ et Cu+ est une source de O2e- et de H202. Ainsi,
complexer les ions du fer et du cuivre sous une forme qui bloque leur activité redox est un
mécanisme d’action antioxydante. Les polyphénols abondants dans I’alimentation, notamment

les flavonoides, séquestrent ces ions métalliques au niveau de différents sites (Figure 21).
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M =Fe'* Cu?

Figure 21 . Sites d’ions métalliques par les flavonoides.

Test de blanchissement du f-carotene

Cette méthode est basée sur la perte de la couleur jaune du B-caroténe et donc de la
consommation de celui-ci, due a la réaction avec les radicaux qui sont formés par 1’oxydation
de I’acide linoléique en émulsion (Marco 1968; Bensouici et Kabouche 2015). Le
blanchissement du B-caroténe, ralenti en présence d’antioxydants, est mesuré par un suivi
spectrophotométrique a 470 nm. L’absorbance est ainsi lue au temps 0 puis au bout de deux
heures. Cette méthode est sensible, ceci étant di a la forte absorption du B-carotene mais est
plus lente que celle du DPPH. Récemment, la méthode a été améliorée gréce a I’utilisation de
microplaques a 96 puits. Cette méthode est largement utilisée dans I’évaluation de I’activité
anti-oxydante de différents types d’échantillons tels que les composés seuls, les extraits de

plantes, de graines, de fruits, de légumes.

2 Evaluation de Pactivité anti-cholinestérase

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.
Dans la Maladie d’Alzheimer (MA), les cellules nerveuses se détériorent progressivement,
surtout celles produisant de 1’acétylcholine, substance importante pour la mémoire. On a

montré qu’il existe une baisse de la concentration d’acétylcholine dans le cerveau de patients
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atteints de MA. Les anticholinestérasiques diminuent 1’activité de 1’acétylcholinestérase,
enzyme détruisant 1’acétylcholine. Leur action favorise donc 1’¢élévation de la concentration
d’acétylcholine dans le cerveau. L’activité Acetylcholinesterase et butyrylcholinesterase est

déterminée par la méthode d’Ellman(Ellman et al. 1961).

O O
> T AChE Hy o
ch S |- N R CH3 — F +
CH3 HJ HJ H3C OH
Acetylthiocholine (ATCI) Thiocholine Acide acétique
HOOC COOH
o e e
DTNB
HOOC I COOH
N NZ
oL P o~ e e o
Meélange disulphide Jaune Acide-5-thio 2-nitrobenzoique (TNB)

Figure 22 Mécanisme chimiques de la méthode d’Ellman’s.

3 Etude de la toxicité aigué par voie orale
Notion de toxicité

Les effets toxiques d’une substance varient considérablement selon sa nature, 1’organe
cible et son mécanisme d’action. Ces effets constituent la résultante d’interactions
biochimiques entre la substance toxique et/ou ses métabolites et les structures de I’organisme.
Une meilleure connaissance de ces caractéristiques permet d’améliorer 1’évaluation des
risques potentiels pour la santé et facilite le développement de mesures rationnelles dans la

prévention et le traitement(Traoré et al. 1999; Bensouici et Kabouche 2015).
Toxicité par administration unique : Toxicité aigué

Elle se manifeste rapidement, voire immédiatement, aprés une prise unique ou a court

terme aprés plusieurs prises rapprochées. C’est 1’étude qualitative et quantitative des
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phénomenes toxiques qu’il est possible de rencontrer aprés administration unique de la ou des
substances actives contenues dans le médicament. Cette étude décrit les symptdmes observés,
y compris les phénoménes locaux et fournit pour autant que cela est possible, I’indication de
la DL avec ses limites de confiance (95%). L’étude sur I’animal de laboratoire doit étre
effectuée sur un nombre égal d’animaux males et femelles. La durée de 1’observation des
animaux est précisée par I’expérimentateur. En général, elle n’est pas inférieure a une semaine
(« physiologie pharmacologie therapeutique animales de ruckebusch - AbeBooks » s. d.).
L’¢étude de la toxicité aigu€ permet d’exprimer la dose qui tue 50% des animaux d’expérience
(DL50) ainsi que la dose maximale sans effet toxique (DME) c’est a dire la dose la plus
¢élevée pour laquelle aucun effet toxique n’est relevé par rapport au lot témoin(Traoré et al.
1999; Bensouici et Kabouche 2015).

Toxicité par administration réitérée : toxicité sub-aigué et chronique

Ces épreuves ont pour objet de mettre en évidence les altérations fonctionnelles et/ou
pathologiques consécutives aux administrations répétées de la substance active examinée et
d’établir les conditions d’apparition de ces altérations en fonction de la posologie. Les
expérimentations se font sur deux espéces de mammiferes dont une non-rongeur. Une des
deux épreuves durera 2 a 4 semaines, 'autre 3 a4 6 mois. Le choix de la ou des voies
d’administration doit tenir compte de la voie pour I’emploi thérapeutique et des possibilités de
résorption. Le mode et le rythme des administrations ne sont pas codifiés strictement mais
doivent étre clairement indiqués ainsi que la durée des essais. Il est utile de choisir la dose la
plus élevée de facon a faire apparaitre des effets nocifs, les doses inférieures permettent alors
de situer la marge de tolérance du nouveau produit chez I’animal. L appréciation des effets
toxiques est faite sur la base de I’examen du comportement, de la croissance, de la formule
sanguine et des épreuves fonctionnelles particulierement celles qui se rapportent aux organes
extérieurs ainsi que la base des comptes rendus nécropsiques, accompagnes des examens
histologiques qui s’y rattachent (« physiologie pharmacologie therapeutique animales de
ruckebusch - AbeBooks » s. d.; Bensouici et Kabouche 2015).
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4 Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

. Introduction

L'inflammation est une réaction de défense de I'organisme a diverses agressions qui
peuvent étre d'origine physique, chimique, biologique (réponse immunitaire) ou infectieuse.
Le traitement actuel de l'inflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens
(glucocorticoides) et non stéroidiens comme I'aspirine. Ces molécules bien qu'étant efficaces
présentent le plus souvent des effets indésirables qui peuvent géner leur utilisation au long
cours(Gaziano et Gibson 2006). Dans I’évaluation de D’activité anti-inflammatoire on
recherche les effets sur les premicres phases de I’inflammation primaire et les effets sur
I’inflammation secondaire. Sur DI’inflammation primaire, on recherche les effets anti-
érythémateux, anti-cedémateux et les effets de réduction du granulome. On étudie
I’inflammation primaire et secondaire sur ’arthrite a 1’adjuvant de Freund (un adjuvant

immunologique)(Dougados 1999; Bensouici et Kabouche 2015).
Méthodes d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire

On distingue cing méthodes d’évaluation de I’activité AINS (anti-inflammatoire non

stéroidiens) :
4.1.1 Erythéme aux rayons ultraviolets chez le cobaye

Affection cutanée caractérisée par une éruption de taches rosées, on observe I’intensité de
la coloration rouge de la peau épilée du dos de cobaye soumise aux rayons ultraviolets, en
absence et en présence d’anti-inflammatoires(Dougados 1999). Les anti-inflammatoires se
classent dans D'ordre d’activit¢é décroissante : indométacine, acide méfénamique,

phénylbutazone, amidopyrine, salicylate de sodium.
4.1.2 Perméabilité capillaire chez le lapin

Sur la peau épilée du lapin albinos, on applique de I’essence de térébenthine ou de 1’huile
de croton. On met en évidence une exsudation plasmatique par I’injection intraveineuse de
bleu de Tryptan ou de bleu Evans qui se lient aux protéines plasmatiques. L’étendue de la

tache cutanée est proportionnelle a la permeabilité capillaire(Dougados 1999). L’étendue de la
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diffusion du bleu dans la substance fondamentale du derme est réduite en présence d’anti-

inflammatoires.
4.1.3 L’cedéme de patte du rat selon Winter

L’exsudation est évaluée par le gonflement de la patte postérieure du rat aprés injection
intra- articulaire d’un agent phlogogéne : la carragénine est la plus utilisée. On évalue
I’cedéme par pléthysmographie. Ce test explore la deuxieme phase de 1’inflammation. Sont
actifs dans D’ordre d’activité décroissante : I’indométacine, 1’acide flufénamique, 1’acide
méfénamique, la phénylbutazone, ’acide acétylsalicylique(Rainsford 1984; « physiologie
pharmacologie therapeutique animales de ruckebusch - AbeBooks » s.d.; Bensouici et
Kabouche 2015). Ce test permet de mettre en évidence les effets anti-inflammatoires mais ne
permet pas de classer les AINS pour leur intérét clinique car la puissance des effets chez le rat

ne préjuge pas de I'intérét clinique d’un AINS et ne permet pas de classer les AINS entre eux.
4.1.4 .L’inflammation locale de I’oreille

L’inflammation de 1’oreille de rat, provoquée par I’application locale d’huile de croton

peut étre réduite par 1’application locale de substances anti-inflammatoires (Rainsford 1984).
4.1.5 Modeles testant une action pharmacologique de I’AINS

Ex : modéle de cage tissulaire avec inhibition de la synthese de la PGE2 (prostaglandine) :
Une balle de golf (creuse de practice) est placée chirurgicalement sous la peau de cheval ;
apres quelques jours, un transsudat s’accumule dans la cavité ; en injectant dans la balle un
agent phlogogene comme la carragenine, on déclenche une inflammation et la formation d’un
exsudat inflammatoire contenant des prostaglandines ; les AINS peuvent étre testés pour leur

capacité a bloquer cette synthése de prostaglandines(Higgins, Lees, et Sedgwick 1987).
4.1.6 Modeles testant une réponse clinique de I’AINS

Ex : Arthrite a ’adjuvant de Freund : L’injection intra-articulaire dans la patte postérieure
du rat d’adjuvant de Freund (suspension de bacilles tuberculeux tués) détermine une réaction
démateuse qui se développe immédiatement (inflammation primaire). En deux ou trois

semaines, apparaissent a distance, sur la patte postérieure controlatérale, sur les pattes
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antérieures, a la queue, aux oreilles une réaction inflammatoire avec gonflement, rougeur,
chaleur et douleur (inflammation secondaire). Les anti-inflammatoires administrés pendant
cet essai empéchent les deux réactions primaire et secondaire(Dougados 1999; Bensouici et
Kabouche 2015).

5 Evaluation de ’activité antibactérienne
Définitions
5.1.1 Les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants qui ne sont constitués que d’une seule cellule :
on dit qu’ils sont unicellulaires. Dotés d’une membrane cellulaire et d’un matériel génétique
(ADN), les bactéries sont capables d’assumer les fonctions élémentaires propres au vivant : se
reproduire, transmettre 1’information génétique, mais aussi tirer matiére et énergie de
I’environnement. Elles possédent une certaine autonomie et un métabolisme
propre(« Bactériologie médicale | Elsevier Masson » s. d.) Il existe cependant des espéces
pathogéenes a I’origine de nombreuses maladies infectieuses comme la peste, la tuberculose, le
choléra, la syphilis, etc... Les plus dangereuses sont celles qui causent des infections
respiratoires : la tuberculose tue par exemple plus de 2 millions de personnes par an Les
bactéries nocives peuvent étre combattues par les antibiotiques. Ce sont souvent des
molécules synthétiques qui vont détruire ou bloguer la croissance des bactéries. lIls agissent de
maniére spécifique sur celles-ci, en bloquant la synthese de la paroi de la cellule ou en
inhibant leur métabolisme. L’avantage de ce traitement est qu’il est suffisamment sélectif
pour ne viser que les bactéries : il n’aura donc aucun impact (sauf exception) sur les cellules

du patient traité(Bensouici et Kabouche 2015).
Les différentes méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne
5.1.2 Meéthode de dilution en milieu liquide

En milieu liquide, la croissance bactérienne se visualise par un trouble ou un culot
bactérien. On réalise une gamme d’antibiotique de concentrations décroissantes par dilutions

successive.
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5.1.3 Méthode de dilution en milieu gélosé

Les dilutions d’antibiotique sont incorporées dans une gélose de Mueller-Hinton coulée en
boite de Pétri. Chaque boite contient une concentration d’antibiotique différente. La surface
de la gélose est ensemencée par des stries de suspension de bactéries. Une dizaine de souches
peuvent étre testées sur une boite. La CMI correspond a la plus petite concentration en
antibiotique qui inhibe la croissance bactérienne (aucune colonie sur la strie)(Bensouici et
Kabouche 2015).

5.1.4 Méthode E-test

Une bandelette est imprégnée de quantités croissantes d’antibiotique. Elle est placée sur
une gélose pour antibiogramme ensemencée classiquement. L’antibiotique diffuse en formant
un gradient de concentration : la zone d’inhibition a la forme d’une ellipse et la lecture est
alors directe sur la bandelette l1a ou celle-ci rencontre la zone d’inhibition. Au point
d'intersection entre la zone d'inhibition et la bandelette, la concentration en antibiotique

correspond a la CMI de la souche étudiée.
5.1.5 Effet bactéricide

L’effet bactéricide consiste en la destruction d’une partie de la population d’une souche
bactérienne Pour tester le pouvoir bactéricide d'un antibiotique sur la souche isolée il faut
déterminer la concentration minimale bactéricide (CMB) (cette concentration est toujours

supérieure a la CMI).
Détermination de la CMI

La CMI permet d’apprécier in vitro la sensibilité d’une souche vis-a-vis d’un antibiotique
mais elle ne refléte pas la realité thérapeutique. Déterminer la CMI, consiste a determiner la
concentration en antibiotique inhibant la croissance bactérienne. La CMI d'un germe donné

peut étre mesurée par différents procédés de laboratoire(Bensouici et Kabouche 2015).
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Conclusion générale

Depuis D’antiquité I’homme a employé les plantes pour soigner naturellement les

différents maux du corps humain ou la phytothérapie a devenue une méedecine naturelle.

Le stress oxydatif est un phénomene ou la cellule a des agressions par les radicaux libres et
il y aura une présence excessive d’espéces réactives de l’oxygene, il est originaire de

beaucoup de maladies.

Ce travail a pour but de quantifier les composés chimiques et valoriser les activités

biologiques de 1’espece Ceratonia Siliqua (Le caroubier).

La gousse du caroubier a une valeur énergétique importante (17 ,5kj /g de MS), elle est
composé de deux principaux constituants : la pulpe et les graines avec d’autres composés

comme les éléments minéraux et les vitamines.

Les métabolites secondaires sont responsable de la structure des plantes ainsi ces
interactions a leur environnement, ils sont réparties en: tanins, alcaloides et composés

phénoliques.
Le caroubier a des activités biologiques trés importantes :

Les radicaux libres sont déclenchés par des facteurs externes ou par la respiration
cellulaire, ils provoquent le stress oxydatif responsable des phénoménes de vieillissements

et beaucoup de pathologies comme la maladie d d'Alzheimer ou de Parkinson.

Les antioxydants : p-carotene (provitamine A), ’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) et les composés phénoliques
sont le résultat de la méthode au DPPH, dans le but de déterminer
I'activité antioxydante et il y a d’autre test comme : piégeage de
I’ABTS, chélation des ions métalliques, blanchissement du f-carotene

et test par réduction du cuivre (CUPRAC).
La méthode d’Ellman prouve I’activité anti-cholinestérase.

Cinq méthodes sont utilisées dans 1’étude de ’activité anti-inflammatoire :
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Conclusion générale

1. Erythéme aux rayons ultraviolets chez le cobaye, les anti-inflammatoires :
indométacine, acide méfénamique, phénylbutazone, amidopyrine, salicylate de sodium sont
détectés.

2. Perméabilité capillaire chez le lapin : la présence d’anti-inflammatoire est conclue
quand il y a la réduction de diffusion du bleu dans la substance fondamentale du derme.

3. L’cedéme de patte du rat selon Winter met en évidence les effets anti-inflammatoires.

4. L’inflammation locale de 1’oreille se réduit par des anti-inflammatoire.

5. Modeéles testant une action pharmacologique de 1I’AINS et modé¢les testant une réponse
clinique de I’AINS.

L’autre activité la plus connu pour cette plante est 1’activité anti-microbienne qui été étudié
par la capacité d’antibiotiques a inhiber la croissance des souches microbienne soit par
dilution en milieu liquide ou gélosé, ou par E-test qui permet de mesurer la concentration

minimale inhibitrice (CMI) d’un antibiotique.

Dans notre travail on a essayé d’exprimer I’importance de cette plante dans différents
domaines écologiques, ornementales, industrielles et médicales dans le but d’intensifier les
recherches a cette espéces qui est riches en composés chimiques et qui a des activités tres
intéressantes pour la santé humaine ce qui nécessite le développement de production et

d’industrialisation de cette derniére.
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