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Abréviations et symboles :
pg : microgramme.
mg : Milligramme.
ul : microlitre.
nm : nanometre.
T : Temps.
% : Pourcentage.
v/v : Rapport volume par volume.
AA : Activités Anti radicalaire.
H20 : Eau.
H20: : Peroxyde d’hydrogéne.
HCI : Hydrochloric acid.
IC50: Concentration inhibitrice a 50%.
KOH : Hydroxyde de potassium.
Abs : Absorbance.
DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphényl-B-picrylhydrazyle).
EE : Extrait d’éther de pétrole.
EC : extrait chloroformique.
EM : extrait méthanolique.
T : tiges.
Fe : feuilles.
Fr : fruits.
ng EAG/mg PS : microgramme d’équivalent acide gallique par milligramme du
poids sec de la plante.
CCM.: Chromatographie sur couche mince.
NT: non teste.
MeOH: Méthanol.
BHA : Butylhydroxyanisol.
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Introduction




chapitre Description botanique

Introduction :

Historiquement, les étres humains ont utilisés leur environnement et en particulier les
plantes, qui forment des sources riches en produits naturels utilisés depuis des siécles pour
soigner diverses maladies. L’utilisation des plantes, a des fins thérapeutiques, est rapportée dans
la littérature santique, arabe, chinoise, égyptienne, hindou, grecque et romaine. Le pouvoir
thérapeutique des plantes était connu par nos ancétres de facon empirique [1].

De nos jours, la recherche scientifique nous comprenons de plus en plus, que les principes
actifs des plantes médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires. Leurs
propriétés sont actuellement pour un bon nombre reconnu et répertorié, et donc mises a profit,
dans le cadre des médecines traditionnelles et également dans la médecine allopathique
moderne [2][3].

La plupart des matrices naturelles sont des molécules biologiquement actives qui constituent
la clé de volte du systeme interactionnel plantes et environnement, et ils sont assez souvent
impliqués dans la défense des végétaux. Ces composes d'origines naturels présentent l'avantage
d'une tres grande diversité structurale possédant un large éventail d'activités biologiques [4].

Les substances naturelles et les plantes en particulier représentent une immense source des
composés phénoliques (acide phénolique, flavonoides, flavonols, tanins condensés...),
I’extraction brute, naturel de ces composés et I’isolation a partir d'especes de plantes utilisées
en médecine traditionnelle peuvent étre des ressources prolifiques de nouveaux médicaments
[5].

C’est dans ce but s’inscrit notre travail qui consiste a évaluer I’activité antioxydante, anti-
inflammatoire et antidiabétique des extraits méthanoliques des parties aériennes de Ceratonia
siliqua L., plante médicinale de la famille des Fabacées , connue en Algérie sous le nom
Elkharoub.

Notre manuscrit s’articule autour de deux parties :

e La premiere partie comprend trois chapitres: consacré a étude bibliographique c’est-a-
dire la description  botanique de la plante Ceratonia siliqua L., les métabolites
secondaires et ensuite les activités biologiques tels que l'activité anti-oxydante,
antidiabétique « Tolérance au glucose » et anti- inflammatoire.

e La deuxiéme partie représente I’ étude expérimentale, regroupé en deux chapitres:

matériel et méthodes, suivi des résultats obtenus avec leur discussion.



PARTIE |
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE |

Description botanique



I.1. Genéralités sur les Fabacees :

Les Fabacées (Fabaceae) ou Légumineuse appartiennent a la famille des légumineuses et
se compose de 650 genres et 12 000 especes.

Selon la classification phylogénétique APG 111 (2009), elle est divisée en 3 sous-familles :
Caesalpinioideae, Mimosoideae et Faboideae.

Cette famille est composeée de variétés horticoles et beaucoup d’especes sont récoltées dans
un but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, feve, soja) qu’animale
(trefle, luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres, comme combustible,
pour leur bois, leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a balais, réglisse) ou en
chimie [6]

1.1.2. Position systématique des Fabacée:

Tableau 01 : position systématique des fabacees selon différentes approches phylogénétiqu

Ou morphologique [7]

Engler Cronquist(1988) | Thorne (1992) | APG 111(2009)
(1887-1915)
Regne Plantae Plantae Plantae Plantae
Embrenchement | Embryophyta Magnoliopsida Spermatophytae | Spermatophyta
Sous Angiospermae _ Angiospermae Angiospermae
embrenchement
Classe Dicotyledonae Magnoliopsida Magnoliidac Eudicotylcdonae
Sous-classe Archichlamydeae | Rosidae Rutanae Rosidae
Ordre Rosales Fabales Rutales Eurosidae |
Sous-ordre Leguminosineae | _ Fabineae Fabales
Famille Leguminosae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
(=Papilionaceae) (=Leguminosae)
Mimosaceae
Caesalpiniaceae
Sous-famille Faboideae Faboideae Faboideae
Mimosoideae Mimosoideae Mimosoideae
Caesalpinoideae Caesalpinoideae | Caeslpinoideae
Swartzioideae

I.1.3.Caracteres généraux des Fabaceae et des Faboideae :
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Les fabaceae (anciennement légumineuses) sont définies par six caractéristiques
importantes. - Les racines ont des tubercules formes a la suite de l'invasion de bactéries
(rhizobium). Rhizobium - une symbiose de lIégumineuses s'établit : les plantes utilisent le NH3
synthétisé par les bactéries pour la formation d'acides aminés.

Le Rizovium emprunte I'énergie nécessaire aux sucres formeés par les plantes pour fixer l'azote
dans I'atmosphere.

-Les feuilles sont définies et généralement composées en une pennées ou bipennées.

-Les douilles (bords d'un motif floral) sont agrandies sous forme de cones, plateaux, tasses ou
fontes.

- Le pistil est excellent libre, mais a quelques exceptions preés il se réduit a un carpelle dont les
extrémités sont suturées aux nageoires.

-1l suffit que cette lettre soit bilatéralement symétrique (joint) de la fleur.

Chez la plupart des lIégumineuses, cette zygomorphie s'étend a I'ensemble de la fleur (calice,
corolle, Andro city um) selon une forme facilement reconnaissable pour chaque famille.

-Les protéines de graines sont trés réduites voire trés généralement déficientes.

FABACEAE (I EGUMINGOSAE, PAPHICONACEAE) Pl tes

e REE Cronbreahis viviifolan 558 20 O0 o,

Figure 01 : Caracteres botaniques des Faboideae [8].

1.2. Présentation de I’espéce Ceratonia siliqua L. :



Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) est un arbre fruitier méditerranéen de la famille des

Iégumineuses (ou famille des Fabacée), qui est utilisé depuis I'Antiquité pour produire des

fruits (caroube) pour I'nomme et le bétail.

Capable de produire sur des terrains pauvres en marge des cultures ou sur des coteaux

difficiles a cultiver, le caroubier a apporté une ressource vitale a de hombreux peuples de
Méditerranée [9].
Arbre dioique, ses individus sont males ou femelles, et portent rarement des fleurs

hermaphrodites.

Il est naturellement présent dans la végétation forestiere ou pré-forestiére thermophile de

Méditerranée ou il est souvent associé a Pistacia lentiscus [10].

Nom scientifique : Ceratonia siliqua L.

Noms communs : Caroubier, carouge, figuier d'Egypte, pain de saint Jean-Baptiste,
feve de Pythagore.

Noms anglais: CAROB, LOCUST TREE, SAINT JOHN'S BREAD.

Classification botanique : famille des fabacées (FABACEAE).

Differentes formes et préparations : poudres, brisures, boissons, sirops, gelules
(figure:02).

Figure 02 : Ceratonia siliqua L.[9]



1.2.1. Description botanique de Ceratonia siliqua L.

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) est un arbre ou arbuste dioique a feuilles persistantes qui
pousse dans la région méditerranéenne.
Il a une bonne tolérance a la sécheresse mais est sensible au froid et peut atteindre 7 a 15 meétres
de taille et 1 semaine de longueur. 2 a 3 m au bas du tronc.
La durée de conservation peut atteindre 500 ans. L'écorce du caroubier est lisse et grise lorsqu'il

est jeune, brune et rugueuse en vieillissant, et son bois rougeétre est tres dur.[11]

Figure 03 : Le caroubier (Ceratonia siliqua L.)[10]

1.2.2. Morphologie et description des principales parties de I’arbre de Ceratonia siliqua L.:
+«+ Systéme racinaire :
Cet arbre développe un systéeme racinaire pivotant, qui peut atteindre 18m de profondeur
[12].
+» Les Feuilles:
Les feuilles du caroubier sont assez grandes (10 a 20 cm de long) et se composent de 4 a 10
folioles ovales (3 a 7 cm de long) se faisant face, vert clair en haut et vert clair en bas.

Le caroubier perd ses feuilles tous les deux ans, en juillet .



Figure 04 : Les feuilles du Caroubier.[10]

s Lesfleurs:

Les fleurs du caroubier sont unisexuées (elle sont initialement bi-sexes et au cours de leur
développement, I’une des fonctions sexuelle male ou femelle est supprimée), nombreuses et
tres petites, de 6 a 12 mm de long ; constituées d'un calice pourpre sans corolle, sont réunies en
grappes axillaires cylindriques, généralement érigées ou ascendantes, brievement pétiolées,
disposées le long d’un axe ou rachis d’une couleur vert-jaunatre ou rougeéatre de 4 a 10 cm de
longueur sur lequel sont insérées entre 10 a 30 fleurs. Le caroubier est considéré comme le seul
arbre méditerranéen qui fleurit en été, d’aolt a octobre ou en automne, de septembre a
novembre.

Figure 05 : les fleurs du caroubier.[10]

< Fruits :

La carouge ou fruit de caroube est une gousse aux bords irréguliers, oblongue, droite ou
recourbée, de 10 a 20 cm de longueur et de 1,5 a 3 cm de largeur , la gousse est composée de
trois parties : I'exocarpe, le mésocarpe et les graines, a l'intérieur est séparé par des tranches
horizontales charnues, elle contient 4 a 16 graines. La couleur est d'abord verte et brun foncé a

maturité.



Figure 06 : Les fruits du Caroubier (Gousses vertes et Gousses mdrs)[9]

% Lesgrains:
Les graines sont de forme ovoide, de qualité dure, et la dépend de la variété : elles peuvent
étre brunes, rouge clair ou noires, et la longueur et la largeur sont respectivement de 8-10 mm

et 7-8 mm

Figure 07 : Les grains du Caroubier.[9]

1.2.3. Classification APG 111 (2009):

Régne: Archéplastides.

Clade: Angiospermes.

Clade: Dicotylédones vraies.

Clade: Noyau des Dicotylédones vra
Clade: Rosidees.

Clade: Fabidées.

Ordre: Fabales.

Famille:  Fabaceées.

Genre:  Ceratonia.

Espéce: Ceratonia siliqua L.



1.2.4. Origine de Ceratonia siliqua L. :

Le lieu d’origine du caroubier demeure aberrant. Toutefois, De Candolle (1983) et Vavilov
(1951) in:[13] ont rapporté qu’il serait native de la région Est méditerranéenne (Turquie et
Syrie).

Par contre, Schweinfurth (1894) in:[13] a insinué qu’il est originaire des pays montagneux
du Sud d’Arabie (Yémen).

Tardivement, il a été considéré, par Zohary (1973) in: [13], comme originaire de la flore
d’Indo-Malaisie, groupé avec Olea, Laurus, Myrtus et d’autres plantes.

Par ailleurs, Ceratonia oreothauma est la seule espece connue et originaire du Sud-est

d’Arabie (Oumane) et des bordures de la corne africaine (Nord de Somalie) [13].

1.2.5. Conditions de culture de Ceratoniasiliqua L. :

Le caroubier est décrit comme une plante a grande adaptabilité au région du bassin
méditerranéen[14][15],caractérisé par des conditions climatiques semi-aride méditerranéennes.

Les caroubiers ont un systeme profondément enraciné permettant une adaptation aux
différents types de sols et conditions de salinité .

Pour cela, ils poussent mieux dans les sols calcaires et de préférence les zones cotieres
proches de la mer. Cependant, le caroubier peut étre endommagé par des températures basses
inférieures ou égales a -4°C et ne peut survivre a des températures -7°C.

Par contre, il peut subir des températures estivales de 40°C accompagnées de vents secs et
chauds sans étre visiblement affecté. Par ailleurs, pour une maturation compléte, les caroubes
ont besoin d’une exposition total de 5000 a 6000 heures a des températures supérieures a 9°C,
[16].

1.2.6. Répartition géographique de Ceratonia siliqua L.:
% Dans le monde :

Le caroubier est un arbre essentiellement méditerranéen, dont I’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 I’Espagne et du Portugal jusqu’en Turquie, en passant par le Maroc,
I’Algérie, la Tunisie, la Libye, I’Egypte, mais également en Syrie, en Yougoslavie, en Gréce, a
Chypre, en Italie et en France [17][18][19].

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 [20].
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Actuellement on trouve le caroubier dans plusieurs pays, de I’Europe et de I’Afrique du

Nord a I’état sauvage en association avec, I’oléastre, le thuya, le pin, le chéne vert. [21][22].

- | Sy %

Figure 08 : Répartition géographique de Ceratonia siliqua L. dans le monde [22].

< En Algérie :
Le Taslaghwa et I'Akharrouv en Kabyle, connus sous le nom scientifique de Ceratonia

Siliqua L. ou El Kharoub en arabe.

Est un arbre méditerranéen aux nombreuses vertus. En Algérie, on le trouve un peu partout
dans le nord du pays, et méme au nord du Sahara dans des altitudes de moins de 1700 m.

Dans la wilaya de Boumerdes, les villageois des montagnes ont une longue histoire avec le
caroubier, et a Talilt village sis sur les hauteurs de la commune de Beni Amrane, ses quelques
habitants continuent encore de tirer bénéfice de cet arbre [23].

En Algérie, comme dans certains pays méditerranéens, les légumineuses et les cerratonies
poussent dans des conditions naturelles sauvages sous un bioclimat subhumide, semi-aride et
aride. Il est communément associé aux oliviers et aux lentisques.

Suivant ces critéres climatiques ; on a etabli I’aire de répartition du caroubier en Algérie.
Ses lieux de prédilection sont les collines bien ensoleillées des régions littorales ou sublittoral
es: Sahel algérois, Dahra, Grande-Isser, collines d’Oran et des intérieures (1054ha),il descend
jusqu’a Boussadda, mais n’y porte pas de fruit, et dans la zone de Traras au Nord de Tlemcen
(276ha) [24].
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Figure 09 : Répartition géographique de Ceratonia siliqua L. En Algeérie [24].

1.2.7. Composition de Ceratonia siliqua L.:

Chaque caroube pése une quinzaine de grammes et contient de la pulpe charnue constituée
de 40 % de sucres (glucose et du saccharose), 35 % d'amidon, 7 % de protéines, et, dans des
proportions plus faibles, des graisses, des tannins et des sels minéraux.

La caroube est riche en calcium, phosphore, magnésium, silice, fer et pectine.

Les propriéetes épaississantes sont dues a la présence d'un sucre, le galactomannane [25].

Tableau 02: composition moyenne de la pulpe de caroube [25].

Composants %
Sucres 40-60
Saccharose 27 -40
Glucose 3-5
Fructose 3-8
Protéines 2-6
Lipides 04-0,6
Composées phénoliques 2-20
Cendres 2-3
Fibres 27-50
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Le caroubier contient également des composées phénoliques (2 a 20% de M.S) qui lui
conferent différents roles : antioxydant, facilité de la digestion, baisse du taux cholesterol, ect.
Différentes études ont montré que ces polyphénols sont essentiellement des tanins

condensés (16 a 20%), des proanthocyanidines, des flavonoides, des ellagitanins, etc. [26][27].

1.2.8. Activite toxicologiques de Ceratonia siliqua L. :
En 2012, Gulai et son équipe ont étudié les propriétés toxicologiques de Ceratinia silqua
L. chez des lapins males néo-zélandais. Dans cette expérience, des lapins ont obtenu de I'extrait
de caroube en cuisant des fruits de caroube.
Il n'y avait aucun signe toxicologique ou déces associé a l'extrait de caroube, Plus de 7
semaines d'expérience
Le groupe témoin et le groupe de traitement n'ont présenté aucun changement significatif dans
les parametres héematologiques et physiologiques, ainsi que dans I'histologie du foie, des reins,
des poumons, du cerveau et du cceur.
On peut conclure que l'administration d'extrait de caroube n'a pas d'effets toxicologiques

sur les animaux, en particulier.

1.2.9. Utilisations et propriétés biologique de Ceratonia siliqua L. :

Ceratonia siliqua L. est parmi les espéces qui possédent des propriétés thérapeutiques et
diététiques importantes [28].

Elle se presente également comme une essence forestiére et arboricole.ll est d’une grande
importance économique, écologique et sociale. Son utilisation est multiple et résumée dans le

tableau Il

Tableau 03: Propriété traditionnelles et pharmacologiques de C. siliqua L. [28]
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Organe

Partie utilisés

Propriétés traditionnelles et

biologiques

Références

Fruits

Peuple

Graine

Traitement des troubles
fonctionnelles digestifs,
traitement des diarrhées légéres,
abaissement du cholestérol
sanguin et hépatique, otation la
sensation de fain dans les
régimes amaigrissantes,
traitement de I’insuffisance
rénale chronique et
I’affectionde la branche,
traitement de  tuberculose
pulmonaire

Traitement de la gastrite, |
entérite, les angines, les rhumes
et le cancer

Traitement symptomiques des
diarrhées du nourrisson et du
jeune enfant

Activité antioxydant

Rejeb, 1995
Zunft etal ., 2001
Klenow, 2008
Klenow, 2009

Bruneton, 1999

Feuilles

-Diabete

-Activité antimicrobienne
-Activité cytotoxique
-Activité antioxydant
-Activité anticancéreuse

-Peroxydation des lipides

KivCak etal,. 2002 ;
Kumzawa et al., 2002 ;
Geuendel et al., 2006
Kaileh et al ,. 2007
Custodio et al .,
2009 ;Elhajaji et al .,
2010 ; Nagib et al .,
2010 ;Ben Hsouna et al
., 2011 a) ;Custodio et
al.,2011ab)
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Chapitre 11 :

Meétabolite secondaire



Il. Généralités sur les métabolites:

Les substances naturelles sont des composés organiques formés par des organismes vivants,
et leur structure, la chimie de synthése et la biosynthése sont les principaux domaines de la
chimie organique.

Les composés naturels peuvent étre divisés en trois catégories : Premiérement, les composés
qui existent dans toutes les cellules et jouent un rdle important dans le meétabolisme et la
reproduction cellulaires.

Ces composés comprennent des acides nucléiques ainsi que des acides aminés et des sucres
courants. lls sont appelés métabolites primaires. Deuxiémement, les composes de poids
moléculaire eleve (polymeres) qui forment la structure cellulaire, tels que la cellulose, la lignine
et les protéines.

Enfin, les composés caractéristiques d'un nombre limité d'especes sont des métabolites
secondaires[29].

De nombreuses études sur des composés biologiquement actifs ont conduit au
développement de nouveaux médicaments, tels que le paclitaxel, qui est utilisé pour traiter
divers types de cancer. Les aliments naturels affectent généralement I'écologie en régulant
I'interaction entre les plantes, les micro-organismes, les insectes et les animaux.

Ils peuvent également étre des agents protecteurs, des attractifs et des phéromones. Il a été
montré que de nombreux métabolites dits secondaires jouent un réle important dans les relations
entre les plantes et I'environnement : divers composés phénoliques participent a la filtration des
ultraviolets, les anthocyanes sont nécessaires au processus de pollinisation, et la présence
d'anticoagulants végetaux a parfois décide de résister eux, Agent pathogene.

Divisé en trois groupes : Alcaloides, terpénes et phénols [30].

11.1. Métabolites primaires:

Un métabolite primaire est un métabolite directement impliqué dans la croissance, le
développement et la reproduction normaux d'organismes ou de cellules. Le composé a
généralement une fonction physiologique dans l'organisme, c'est-a-dire une fonction interne.
Les principaux métabolites collectent les acides aminés, les lipides, les glucides et les acides

nucléiques [31].
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11.2. Métabolites secondaires :

A ce jour, plus de 100 000 métabolites secondaires ont été identifiés et on estime que chaque
végétal produit au moins une centaine de molécules différentes. Les métabolites secondaires
participent a la vie de relation de la plante, et ils ont des réles trés variés. Ils peuvent servir de
défense (sécrétions ameres ou toxiques pour les prédateurs) ou au contraire, attirer certaines
especes ayant des roles bénéfiques (pollinisateurs). Ils peuvent également permettre la
communication entre les plantes, par des messages d’alerte par exemple, ou faire partie de la

structure de la plante (tanins et lignine)[32].

Types et origine des métabolites secondaires

On peut identifier trois types de métabolites secondaires:
No de différent

Ils dérivent de: molécules

I’IPP (isopentenyl

-Terpénoides diphosphate), une 25000
molécule a 5 C
-Alcaloides Acides aminés 12000
. Voie de I’acide
-Molec_u les shikimique et 8000
phénoliques acétate/malonate

Ces voies synthétisent aussi des
métabolites primaires

Figure 10: type et origine des métabolismes secondaire [32].

11.2.1 Biosynthése des métabolismes secondaire :

La production des métabolites secondaires est étroitement liée au métabolisme primaire,
résultent généralement de trois voies de biosynthése: la voie de shikimate, la voie de mévalonate
et du pyruvate.

La plupart des précurseurs sont issus de la glycolyse (pyruvate, phosphoénolpyruvate,
acétyl- CoA), de la voie des pentoses phosphate (glycéraldéhyde-3-P, Erythrose-4-P) et du
métabolisme des lipides (glycéraldéhyde-3-P et acétyl-CoA).

Ces précurseurs sont a I’origine de la diversité structurale observée au niveau des métabolites
secondaires.

Du point de vue synthétique, ces métabolites secondaires peuvent aussi étre subdivisés en

deux catégories : ils peuvent étre de type phyto anticipines ou de constitution, C'est-a-dire
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synthétisés par la plante de maniére permanente méme en absence d'un facteur de stress par
opposition aux métabolites induits ou phytoalexines qui sont synthétisés uniquement en cas de

stress et sont donc formés de novo[33].

:
:
F
:

|
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3
1

Figure 11: origin biosynthétique des métabolismes secondaires [33].

11.2.2. Classification des métabolismes secondaire :
Les trois classes principales de métabolites secondaires chez les plantes sont :
% Les phénols : tanins, lignine, mélanine, flavonoides.
< Les composées azotées: alcaloides, bétalaine, hétérosides cyanogenes et

glucosinolates.

o,

% Les terpenes : hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sésquiterpénes (C15),
diterpenes (C20), triterpénes (C30), tétraterpénes (C40) et polyterpenes (plus que C40).
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Figure 12: les principales classes de métabolite secondaire chez les végétaux [33].

11.2.2.1. Les polyphénols :
a. Genéralité sur les polyphénols :

Le phénol, un composé organique aromatique, se trouve dans de nombreuses plantes, ils ont
géneralement des effets antiseptiques, antibactériens et insectifuges ; le plus simple d'entre eux
est le phénol (CH30H), qui est antibactérien ; l'autre est lI'acide salicylique (aspirine), qui se
forme dans les saules, la viorne et les glycosides de spiraea, il a des propriétés antiseptiques,
analgesiques et anti-inflammatoires.

Il existe également des acides hydroxycinnamiques, dont le cafe, I'acide ferulique et l'acide
érucique, qui constituent la base des esters d'acide phénolique, des coumarines, des glycosides
et des lignanes, ainsi que la cynarine, le composant principal de l'artichaut, qui a pour effet de
protéger et d'abaisser le cholestérol. .

La curcumine, le composant principal du curcuma, anti-inflammatoire et abaissant la
glycémie Cette classe comprend également le stilbéne, qui se trouve dans la peau des raisins et
du vin rouge et a des effets antioxydants, anti-inflammatoires, anticoagulants et anti-
allergiques, ainsi que les quinones, dont lI'anthraquinone et la naphtoquinone. Ces derniéres ont

des Propriéetés antimicrobiennes et nticancéereuses, telles que la peau de noix.

16


https://www.facebook.com/messenger_media/?thread_id=3670309299739629&attachment_id=943241709793763&message_id=mid.%24gAA0KIHoG2-1_4EMHBF5rv24zvgSo
https://www.facebook.com/messenger_media/?thread_id=3670309299739629&attachment_id=943241709793763&message_id=mid.%24gAA0KIHoG2-1_4EMHBF5rv24zvgSo

b. . Classification des composés phénoliques :
Les composés phénoliques sont un grand group de substances chimiques, qui contiennent au
moins un noyau aromatique et un ou plusieurs groupes hydroxyle.
Il existe différentes classes de polyphénols, notament: les acides phénoliques, les

flavonoides, les tanins, les saponines, les phytostérols.
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Figure 13: Les différentes classes des composés phénoliques [34].

c. . Localisation des composés phénoliques:
Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois).
IIs sont présents aussi dans diverses substances naturelles comme les fruits rouges, le raisin

...etc.

d. ROle et intérét des composés phénoliques :

Les polyphenols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales; ils ont
la capacité de moduler l'activité d'un grand nombre d'enzymes et de certains récepteurs
cellulaires. lls sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance
cellulaire, la rhizogénése, la germination des graines et la maturation des fruits Ces composés
sont réputés aussi pour leur caractere anti-oxydant, neutralisant les radicaux libres et limitant

ainsi certains dommages oxydatifs responsables de plusieurs maladies.
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En outre, un grand nombre de polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés anti-
oxydantes, anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales et anticancéreuses.
Plusieurs études ont été réalisées sur I'impact de la consommation de végétaux sur la santé.

La plupart d’entre elles ont mis en évidence une baisse du facteur de risque pour de

nombreuses affections telles que I’infarctus et le cancer [34].

11.2.2.2. Les acides phénoliques :

a) Définition des acides phénoliques :

Les acides phénoliques constituent la classe majeure des composés phénoliques se trouvent
surtout dans les aliments d'origine végétale Ils sont considérés comme substances
phytochimiques avec des effets prebiotique, antioxydant, de chélation et anti-inflammatoire.
leur toxicité est tres faible car ils sont considérés non toxiques [35].
Un acide-phénol (ou acide phénolique) est un composé organique possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique [36].

Ils sont représentés par deux sous-classes, les acides hydroxybenzoiques et les acides

hydroxycinnamiques.

Hydroxybenzoic Acids Hydroxycinnamic Acids

0
OH %/
N\

Figure 14: Le squelette des acides phénoliques [36].
b) Les acides benzoiques :
Les acides benzoiques présentent une structure en C6-C1, composes d’un noyau
benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un carbone.
Ces composeés sont universellement distribués dans le régne végétal, on trouve I’acides

gallique, protocatechuique, vanillique et syringique [37].
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Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques

H H H H Acide benzoique
H OH H | Acide p-hydroxybenzoique
H OH | OH H Acide protocatechique
A U H |OCH, | OH | H Acide vanillique
Ry cooH | H OH | OH | OH Acide gallique

H | OCH; | OH | OCH; Acide syringique

N OH H H H Acide salicylique

OH H H OH Acide gentisique

Figure 15: Dérivés de I'acide benzoique formule générale.[37]

c) acide gallique :

L’acide gallique est un polyphénol produit par les plantes, qui montre des propriétés anti-
oxydantes. Il est communément utilisé pour mesurer la concentration en polyphénols mais peut
également étre utilise pour mesurer la capacité anti-oxydante, il est présent dans une large

varieté d'échantillons alimentaires a base végétale.

O -OH

HO OH
OH

Figure 16 : Formule semi-développée d’acide gallique.[33]
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d) Les acides cinnamiques :

L'acide cinnamique de formule C6H5-CH=CHCOOH est un acide organique qui se
presente sous la forme d'une poudre blanche inodore, avec une faible solubilité dans I'eau, il a
été découvert et purifié par Péligot et Dumasen (1834) in:[38].

La structure de I’acide cinnamique est divisée en trois unités : acide carboxylique, oléfine
et un anneau benzene.

Dans la nature I'acide cinnamique (I’acide 3-phényle-2-propénoique, généralement désigné
sous le nom de l'acide cinnamique (CoHsO3) [38].

Existe dans les plantes comme précurseur de divers phénylpropanoides tels que les lignines,

les flavonoides, et les coumarines [39].

. Composés Rp | Ry | Ry | Ry
4

Ac. cinnamique H|H|H]|H

R, \ 0 Ac.ocoumarique | OH | H | H | H

Ac. m-coumarique H |OH{ H | H

R, R, | AP -coumarique H [H |OH|H

Ac. caféique H |OH|[OH| H

Figure 17: Dérivés de l'acide cinnamique formule générale.[38]

11.2.2.3. Les flavonoides:

a) Définition des flavonoides :

Les flavonoides Les flavonoides représentent une classe de meétabolites secondaires
largement répandus dans le regne végeétal.

Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie responsables de
la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.

On les trouve dissous dans la vacuole des cellules & I'état d'hétérosides ou comme
constituants de plastes particuliers, les chromoplastes.

Le terme flavonoide regroupe une tres large gamme de composés naturels polyphénoliques.

On dénombre prés de 6500 flavonoides répartis en 12 classes et leur nombre ne cesse
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d“accroitre. Par définition, les flavonoides sont des composés qui ont en commun la structure
du diphénylpropane (C6-C3-C6) (27); les trois carbones servant de jonction entre les deux
noyaux benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéné C et leur
fonction principale semble étre la coloration des plantes (au-dela de la chlorophylle, des
caroténoides et des bétalaines), méme si leur présence est parfois masquée par leur présence
sous forme "leuco”, ce qui explique leur interét commercial dans l'industrie alimentaire.

On distingue différentes structures des flavonoides parmi lesquels se trouvent : les flavones,
les flavonols, les flavanones, les flavanonols, les flavanes, les flavan - 3-oles, les flavylium, les
chalcones, les aurones, les isoflavones, les isoflavonols, les isoflavanes, les ptérocarpanes, les

coumaronochromones, les 3-arylcoumarines, les coumestanes, les roténoides.

Figure 18: Structure de base d'un flavonoide.[40]

b) Classification des flavonoides :

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possédent le
méme élément structural de base.

Ils peuvent étre regroupés en différentes classes selon le degré d’oxydation du noyau
pyranique central, le noyau B relié a I’hétérocycle C dans les positions 2, 3. Dans la position 2
- le flavonoide est appelé Flavane.—

Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyl la flavane est appelé—
Flavanone.

Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est— nommé
Flavone.
Si le squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il est désigné— par

le nom de Flavonol.
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Dans la position 3 : le flavonoide est désigné par le terme Isoflavane.

&
o L O
N \/O“ﬂ_/"“\*?l//ﬁ‘“\ n
Al B ]\
R -
YO o
OH
? isoflavonoles
flavonoles
R -
/‘\
N |\\/ O"‘ -~ ¥
C T T
‘““ ||
|.
(o]

isoflavones flavanones

flavones

T xS Ry

isoflavanols

isoflavanones flavanols

L5

flavanes isoflavanes aurones

i
-
9®

anthocvanidines

OH

Figure 19: Structures des squelettes de base des flavonoides [40].

c) Structure chimique des flavonoides :

La structure flavonoide est organisée autour de la chaine C6-C3-C6 du 1,3-
diphénylpropane, ou deux cycles aromatiques C6 (marqués A et B) sont reliés par une liaison
C3 propane,cela se traduit par la formation dun cycle C6 aromatique appelé cycle
hétérocyclique C.

Selon la position relative des deux cycles aromatiques en C6 dans la chaine du propane,
trois types d'isoméres naturels ont été identifiés : les flavonoides, les isoflavones et les nouveaux

flavonoides.
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Flavonoides Isoflavonoides Néoflavonoides

Figure 20: Les trois principales familles de flavonoides [40].

d) Localisation des flavonoides dans les plantes:

Les flavonoides sont surtout abondants chez les plantes supérieures particulierement dans
certaines familles: Polygonacées, Rustacées et Iégumineuses.

Les formes hétérosides des flavonoides sont hydrosolubles s'accumulent dans les vacuoles.

Ils sont largement distribués dans les feuilles, les graines, I'écorce et les fleurs des plantes,
abondants dans les Iégumes présents dans les aliments de nature végétale (Iégumes, céréales,
Iégumineuses, fruits .... etc) et boissons (vin cidre, biére, thé, cacao ....etc).

Cette présence est grande partie influencée par des facteurs genétiques et des conditions
environnementales. D'autres facteurs tels que la germination, le degré de maturité, la variéte, le
traitement et le stockage ont également une influence sur la teneur des composés phénoliques
des plantes [40].

Ils se localisent dans tous les organes aériens avec une teneur maximale dans les feuilles et

les boutons floraux.

e) Biosynthese des flavonoides:

Les flavonoides sont formés par la condensation de 3 groupes acétate (Sous)
4'(hydroxy)cinnamoyl-CoA acide ; cette condensation conduit a la formation de 2 cycles
benzéniques A et B, est relié par une chaine de 3 atomes de carbone (cycle hétérocyclique C).

La chalcone synthase ou flavone synthase (la deuxieme enzyme clé de ce métabolisme) est
un complexe multi-enzymatique.

Il se compose de trois positions, chaque position garantit I'ajout sequentiel d'unités d'acide
malonique et l'accepteur est I'acide p-(OH)-cinnamique ou l'acide caféique. Les flavonoides
sont synthétisés dans le chloroplaste par le cinnamoyl-CoA (a partir du cinnamoyl-CoA).

Réticulum endoplasmique).

23



Les molécules d'acide flavonoide quittent le chloroplaste et s'accumulent dans des vacuoles
(anthocyanes).

Selon I'état d'oxydation du noyau hétérocyclique, le noyau hétérocyclique est généralement
formé par condensation avec la chaine latérale du phénol OH du noyau A et de l'acide

cinnamique, et il existe de nombreuses variantes.Flavonoides [41].

4,2",4",6'-tétrahydroxychalcone

chalcone-isomerase

(1) flavanone : naringénine (2) flavone : apigénine

l (Z28)-flavanone-3-hydroxylase

OoOH
HO.

Mavonol-synthase
e —

OH OH O
OH O

(3)dihydroflavonol:(2R, 3R)-dihydrokaempférol (4)flavonol:kaempférol

dihydroflavonol-<d-réeductase

OH
@” HO O
HO O
T X on

OH OH

OH OH
(5) flavan-3,4-diol:leucoanthocyanidol

OH . O OH
HO O

3-O-glucosyl-transferase O
/

OH
(8)anthocyanoside:pélargonidol-3-0O-glucoside

(6)flavan-3-ol:afzeléchol

OGlu

OH
(7)anthocyanidol: pélargonidol

Figure 21: La biosynthése des flavonoides [41].

11.2.2.4. Les anthocyanes :
a. Définition des anthocyanes :
Les anthocyanes sont des hétérosides oxygénés liés par leur fonction réductrice a une

molécule non glucidique.
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Les anthocyanes ont une structure de base commune, le cation flavylium ou 2-phényl-1-
benzopyrilium. L'aglycone de I'anthocyane est appelé anthocyanidine [42].

Sa structure se distingue par le nombre et la position de groupes hydroxyls et methyls sur
le noyau B.

La principale caractéristique des anthocyanes est leur diversité de couleur allant du bleu,

au rouge, mauve, rose et orange [43].

11.2.2.5. Les coumarines :
a) Définition des coumarines :
A. Les coumarines sont des substances naturelles dont la structure comporte le noyau
benzo-o pyrone (coumarine) résultant de la lactonisation de 1’acide ortho-hydroxy- cis

cinnamique.

e
OH COOH
O
0 0
Figure 22: L'acide ortho-hydroxy-cis cinnamique coumarine.[33]

Les coumarines tirent leur nom de (coumarou) nom vernaculaire de la féve tonka (Dipteryx

odorata Willd., Fabaceae) d’ou fut isolée, en 1820, la coumarine.

b) Répartition botanique et localisation des coumarines :

Elles sont surtout présentes chez les Dicotylédones et abondantes dans certaines familles :
Rutaceae, Fabaceae, Apiaceae, Oléaceae, Loganiaceae, Solanaceae, Asteraceae et
Hippocastanaceae.

Les coumarines sont formées dans les feuilles et s'laccumulent surtout dans les racines et les

écorces, ainsi que dans les tissus agés ou lésés.

c) Structure chimique des coumarines :
Les coumarines présentent toutes une structure composée d’un cycle benzéne et d’un noyau

lactone (benzo-a-pyrone) formant alors un noyau coumarine simple.
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A ce noyau peuvent s’ajouter différents groupements chimiques & I’origine de quatre types

de coumarines différentes rencontrées chez les plantes supérieures .

d) Classification des coumarines :

Ces constituants possedent une ou plusieurs fonctions phénoliques, éthérifiées ou non (a

I'exception de la coumarine proprement dite) ; c'est pourquoi on les rattache souvent aux

polyphénols. On les divise en :

(0}

Coumarines simples : les coumarines les plus répandues dans le régne végétal possedent
des substitutions (OH ou OCH3) en 6 et 7.
Coumarines complexes ou un noyau furanne ou pyranne est associé au noyau benzo a

pyrone.

On distingue :

les furocoumarines (ou furanocoumarines) :

Les furocoumarines (furobenzo-a-pyrones) qui résultent de la fusion d’un cycle furane
en position 6 et 7 (furocoumarines linéaires) ou en position 7 et 8 (furocoumarines
angulaires) sur un noyau coumarine simple.

Les pyranocoumarines (benzodipyran-2-ones) qui résultent de la fusion d’un cycle
pyrane sur un noyau coumarine simple, formant alors aussi des pyranocoumarines
linéaires et angulaires.

Les phénylcoumarines (benzo-benzo-pyrones) qui résultent de la fusion d’un cycle
phényl sur un noyau coumarine simple et sont issues du métabolisme de I’isoflavone,

contrairement aux autres coumarines qui dérivent toutes de la méme voie de biosynthese

Linéaires Angulaires
MaO.

L IO <

= = - - =

- J - ".""“"""‘- """-\[:' ""-...' o = (_)J 'O

6-meéthoxycoumarine e
Psoraléene Angélicine

Phénylcoumarines Pyranocoumarines
Linéaires Angulaires

Warfarine Xanthylétine Séseline

Figure 23: Structure des différents types de coumarines de plantes supérieures.[33]

e) Biogenése des coumarines :
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Le phénylpropane (ensemble C6-C3) est a I'origine du noyau aromatique et de I'nétérocycle
pyronique.

Il se forme a partir de I'acide shikimique et de I'acide pyruvique; les intermédiaires sont la
phényl-alanine, I'acide cinnamique, I'acide o-coumarique.

La cyclisation de l'acide o-coumarique aboutit directement aux coumarines.

CO0OH

GOH | OH
=18}

Acide shikimigue

]

Acide p=cinnamique

I
“ S SO0

Lincide ortho-hydroxy- cis
cinnamique

| A el

[= =

coumarine

Figure 24: les voix de la biogenese.[33]

f) Propriétés des coumarines :

Les coumarines sont utilisées comme agents de saveur ou dans les parfums (la féve de tonka
est parfois utilisée pour l'aromatisation des tabacs) ; on les utilise aussi dans l'industrie
pharmaceutique, la coumarine a des propriétés anti-inflammatoires, I'esculétine ou I'esculine
sont des agents vitaminiques P a action marquée sur la perméabilité capillaire, ou encore le

dicoumarol.

11.2.2.6. Les tannins :
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a) Définition des tannins :

Les tanins sont des métabolites secondaires de certaines plantes terrestres vasculaires,on les
ren- contre dans toutes les parties du végétal (racine, écorce, feuilles, enveloppe des graines,
liege, fruits non mdrs, galles, etc.).

Ce sont des molécules de nature phénolique (polyphénols hydroso- lubles de masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000 kDa) dont I’un des roles est de protéger les plantes de
I’attaque de certains parasites et des herbivores [44].

L analyse des tanins est d’intérét pour les professionnels de multiples domaines dont la
chimie, la pharmacologie, la science agro-alimentaire, la nutrition animale, I’écologie et la

physiologie vegétale [45].
b) Classification des tannins :

L’élucidation de la structure chimique des tanins a permis de les classer en tanins

hydolysables, condensés et complexes comme le montre la figure ci-dessous.

IETIE

=9 ——

b

Tanins Tanins
complexes . condensés

Tanins
b hydrolysables

Tanins Tanins
galliques ellagiques

Figure 25: Classification des tannins selon leurs structures chimiques.[44]
¢ Tannins hydrolysables :
= Gallotannins:
Les gallotannins ou tannins galliques sont formés autour d'un sucre (glucose ou dérivé du
D-glucose) comportant plusieurs liaisons esters avec des acides galliques (ou leurs dérives).
Il peut se constituer des chaines latérales de plusieurs acides galliques liés selon un mode

meta- ou para.
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= Ellagitannins :

Les ellagitanins ou tanins ellagiques sont formés autour d'un sucre (glucose ou dérivé du D-
glucose) comportant plusieurs liaisons esters avec des acides eallgiques.

Avec plus de 500 composes, les ellagitannins forment le groupe le plus important de tanins.

+« Les tannins complexes :

Les tanins complexes sont construits par une unité gallotanin ou ellagitanin comportant une
liaison a une flavonoide.

% Tannins condensées (non hydrolysables) :

Les tanins condensés sont des oligomeéres ou polymeéres de flavanoides. Ils sont constitués

d'unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone de type 4—8 ou 4—6.
IIs sont non hydrolysables mais traités a chaud par un acide, ils se dégradent en pigments colorés

formés d'anthocyanidols.
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Figure 26: Structure des tanins hydrolysables (A) et condensés (B) [46].

c) Propriété des tannins:

Ils ont des propriétés surtout astringentes :

» Les tanins sont principalement utilisés en usage externe en particulier contre des
blessures, plaies ou hémorroides. En usage interne on les utilise aussi contre la diarrhée
et la gastro-entérite.

» 1l faut savoir qu’en usage interne les tanins ne sont pas absorbés par I’organisme.
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> lls peuvent toutefois se fixer a des substances toxiques et les “neutraliser” au niveau du
tractus gastro-intestinal puis sont éliminés ensemble (tanins-agents toxiques) par les
selles.

> Les tanins présentent aussi des propriétés antioxydantes, antibactériennes et parfois

calmantes.

11.2.2.7. Les terpenes :
a) Définition des terpénes :

Les terpénes sont des composants organiques aromatiques dérivés de I’isoprene
(hydrocarbure de 5 atomes de carbone) qui se trouvent dans tout type de végétation et sont
importants dans de nombreuses interactions biotiques [47], ils sont les sources des ardmes et
des gouts, mais ont également des propriétés et des bénéfices trés importantes, connues depuis
la nuit des temps. Ils assurent plusieurs actions a leur plante, telles que la protection, la défense,

la reproduction, ou influe sur leur maturation et sur leur métabolisme.

b) La classification des terpenes :

Les terpénes en fonction de leur structure chimique est similaire a celle des terpénes, qui
sont classés en fonction du nombre d'unités isoprénes présentes et dans le cas des triterpenes, si
cyclés.

Tableau 04 : La classification des terpénes [47]

Classification Unité d isopréne Les atomes de
carbone
emiterpeni 1 5
monoterpénes 2 10
sesquiterpeni 3 15
diterpeni 4 20
sesterpeni 5 25
triterpénes 6 30
Polyterpénes >6 >30

c) Biosyntheése des terpénes :
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Bien qu'il puisse sembler synthétisé structurellement par polymérisation dell 'isoprene,
terpénes sont biosynthétisés a partir de groupes acétyle d'organismesacétyl-coenzyme A
(Acétyl-CoA) a travers le voie métabolique dell 'HMG-CoA réductase. Les intermédiaires de
la biosynthése sont | 'mévalonate et ses pirofosforici et les esters phosphoriques, |
‘pyrophosphate isopentenyl et pyrophosphate diméthylallyl.
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Figure 27: Les mécanismes réactionnels de tous les monoterpenes synthases commencent par

I'ionisation du substrat géranyl diphosphate.[47]
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Figure 28: Le mécanisme de réaction de toutes les sesquiterpénes synthases commence par

I'lonisation du FPP.[47]

11.2.2.8. Les alcaloides :

a) Définition des alcaloides :
Les alcaloides sont des composes d’origine naturelle qui sont présents dans certains groupes

de plantes. Plus de 3 000 différents types d’alcaloides ont été identifies chez les plantes

b) Type des alcaloides :
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Il existe trois principaux types d'alcaloides: alcaloides pas hétérocyclique, ou des alcaloides
atypiques (protoalkaloids, des amines organiques), telles que par exemple la colchicine.

pseudo-alcaloides, dérivés de terpénoides ou purine. alcaloides hétérocycliques ou alcaloides

typiques.

c) Localisation des alcaloides :

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon l'espéce de
la plante, ils s’accumulent uniquement dans les écorces, dans les racines, dans les feuilles ou
dans les fruits

d) Structure chimique des alcaloides :

Les alcaloides sont un groupe diversifié de composés chimiques et les composés sont des

substances formées lorsque deux éléments ou plus sont chimiquement liés entre eux.

Les scientifiques classent les composés d’apres les groupes qui les ont créés. Les composes
alcaloides contiennent un groupe amine (un groupe amine contient un atome d’azote et une
paire d’électrons libres).

En général, un alcaloide est constitué de : un groupe amine; un ou plusieurs atomes de
carbone; et plusieurs atomes d’hydrogéne (H).

e) Biosyntheése alcaloides :

La plupart des alcaloides sont dérivés d’acide aminés tels que le tryptophane, I’ornithine, la
lysine, I’asparate, I’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés sont
décarboxylés en amines qui sont couplées a d’autres squelettes carbonés.

La strictosidine et la norcoclaurine sont deux composés centraux source de la moitié des

alcaloides connus.
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Figure 29: Biosynthése des alcaloides [48].

f) Propriétés physiques et chimiques des alcaloides :

Les alcaloides ne constituent pas un groupe homogene de corps comparables a celui des
protéines, glucides, lipides; ce sont des composés complexes, aux formules compliquées.
Tous les alcaloides renferment de I'azote N, de I'hydrogene H2 et du Carbone C.
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La plupart contiennent de I'O2, comme la morphine: C17 H19NO3, la codéine C18H21NO03,
I'atropine C17H23NO3, la cocaine C17H21N04, la quinine C20H24N202.

Ce sont généralement des solides cristallisables, peu solubles dans I'eau, solubles dans le
chloroforme, I'éther, I'alcool, le toluéne, et I'éther de pétrole. La présence d'azote les rapproche
des amines, et leur réaction générale plus ou moins accusée est une réaction alcaline, c'est
justement ce qui rappelle leur nom "alcaloide".

Leur solution bleuit la teinture rouge de tournesol, ils précipitent par les tanins et I'acide
picrique, ils montrent des colorations particulieres en présence de divers réactifs: exemple,
I'acide sulfovanidique colore en rouge l'atropine, en orange la quinine, en vert la colchicine, en

brun la morphine [48].

11.2.2.9. Les stérols:

a) Définition des stérols :

Les stérols végétaux, également appelés phytostérols, sont en quelques sortes le cholestérol
du monde végétal. Ce sont des substances dont la structure chimique est trés proche de celle du

cholestérol sanguin de I'étre humain.
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Figure 30: Synthése des phytostérols du tournesol.[48]
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11.2.2.10. Les anthocyanes
a) La biosynthése des anthocyanes :
La biosynthese des anthocyanes comporte une voie commune puis 3 voies paralléles

aboutissant & la pélargonidine, la cyanidine et la delphinidine.
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Figure 31: Biosynthese des 6 anthocyanosides principaux.[33]
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CHAPITRE I

Les activités biologiques



I. Oxydant :

I.1. Les radicaux libres :

Ce sont des especes chimiques, capables d’existence indépendante, qui peuvent
étre formées par la perte ou le gain d’électrons a partir d'un composé non radical. lls
peuvent aussi apparaitre au moment de la rupture symétrique d’'une liaison covalente
apres laquelle chaque atome conserve un électron et devient un radical libre, donc

sont des espéces chimiques instables, tres réactives [49].

o Différentes types des radicaux libres :
Les espeéces radicalaires les plus importantes en biologie sont les radicaux libres

oxygénés (RLO) et le monoxyde d’azote (NO) (Lacollry et al, 2007).

Radicaux Non Radicaux

Espéces réactives d’oxygéne
Hydrogen peroxide,

Superoxide, O*» H.0: Hypochlorous
Hyd.roxyl. acid, HOCI Ozone, O3
OH Singlet oxygen,'O>
Peroxyl, Pe "N

ROO* eroxynitrite,
Alkoxyl, ONOO

RO*

Hydroperoxyl, HO;

Espéces réactives d’azote

Nitric oxide, (nitrogen mono) Peroxynitrite, ONOO

NO?® Nitrogen dioxide, NO*; Alkyl peroxynitrites,
ROONO Dinitrogen
trioxide, N2Os Dinitrogen
tetroxide,

N:204 Nitrous acid, HNO:
Nitronium anion, NO>’
Nitroxyl anion, NO-
Nitrosy! cation,

NO™ Nitryl

chloride, NOCl

Espéces réactives chlorés

Atomic chlorine, CI Hypochlorous acid,
HOCI Chlorine, Cl;
Nitronium (nitryl ) Chloride, NO,Cl

Figure 32: L'ensemble des différents types des especes radicalaires [50].
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[.1.1. Stress oxydant :

STRESS OXYDANT

Cellule normale Radicaux libres Cellule avec un
attaquant la cellule stress oxydant

Figure 33:Le stress oxydant.[53]

L’oxygéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans I'organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces
oxygénées activées (EOA) [51]. Le stress oxydant correspond a un déséquilibre
entre la génération d’especes oxygeneées activées (EOA) et les défenses
antioxydantes de l'organisme [51].

Ce qui se traduit par des dommages oxydatifs de I'ensemble des constituants
cellulaire : les lipides avec perturbations des membranes cellulaires, les protéines avec
altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque de
mutation et de cancérisation [52].

De nombreuses affections humaines ou animales incluent donc un stress oxydant,
local ou général, dans leur pathogenese au méme titre que l'inflammation a laquelle il
est souvent associé. Dans plusieurs maladies graves, notamment celles liées au

vieillissement, le stress oxydant est le facteur déclenchant originel [53].
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Balance du
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Figure 34: Mécanisme montrant un stress oxydant au sein d’'une cellule [52].

[.2. Antioxydant :

[.2.1. Définition
Un antioxydant est par définition une espece chimique plus ou moins complexe
diminuant le stress oxydant au sein de l'organisme. Un antioxydant peut donc :
prévenir la synthése de radicaux libres en inhibant [linitiation des chaines
réactionnelles décrites ci- dessus ou désactiver directement les ROS. Les
antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes d'actions: systemes
enzymatiques, inhibiteurs d’enzymes oxydantes, chélateurs de métaux et piégeurs de

radicaux libres. [54].
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Transfert de proton (HAT)

MI‘I t

Figure35: Mécanisme d'action anti-oxydante des composés phénoliques [55].

[.2.2. Les types d'antioxydants :

Il existe plusieurs types et sources d'antioxydants :
1 /. Endogéne : Les systemes de défense enzymatiques des radicaux libres =>
Superoxyde dismutases => Catalases => Glutathion peroxydases

2 /. Exogene : => Les polyphénols => Les vitamines => Les oligoéléments

Il. Le diabete :

[I.1. Définition :
Le diabéte est une maladie chronique qui apparait lorsque le pancréas ne produit
pas suffisamment d’insuline ou que I'organisme n’utilise pas correctement I'insuline

gu’il produit. Le diabéete correspond a une élévation anormale de la glycémie, définie
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par le taux de sucre dans le sang. Cette augmentation de la glycémie peut provoquer

a plus ou moins long terme des lésions de différents organes, comme les yeux, les

reins, les nerfs et les vaisseaux sanguins En 2014, 8,5 % des adultes de 18 ans et
plus étaient atteints de diabete. En 2016, le diabéte a directement provoqué 1,6
millions de déceés, tandis que I'hyperglycémie a entrainé 2,2 millions de déces en 2012
[61].

[I.2. Type de diabete :

Il existe trois types de diabete : le diabéte de type 1, le diabéte de type 2 et le
diabete gestationnel. On dit d'une personne qu’elle est diabétique lorsque son taux de
sucre dans le sang est : A deux reprises = 1,26 g/L & jeun Ou = 2 g/L & n’'importe quel
moment de la journée, et qu’il est associé a des symptdomes : par exemple : soif
importante, envie fréquente d’uriner, amaigrissement. Ou = 2g/L 2 heures apres

ingestion de 75g de glucose.

a) Le diabéte detypel:
Le diabete de type 1 est un diabete insulinodépendant, ce qui signifie qu’il est
principalement lié a un défaut d’'insuline. En effet, le diabete de type 1 est d0 a une
défaillance du systéme immunitaire qui pour une raison encore inconnue, se retourne
brutalement contre ses propres cellules, les cellules du soi. On parle alors de réaction

auto-immune [60].

b) Le diabéte de type 2:
Le diabéete de type 2 est la forme la plus fréquente de diabete, avec 90 % des cas. Il
se manifeste généralement a I'age adulte, chez les individus de 40 ans et plus.
Malheureusement, on constate qu'il apparait également chez des personnes de plus

en plus jeunes, en raison entre autres de 'augmentation du taux d’obésité.
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Tableau 05:

Caracteristiques cliniques distinctives du diabete [61].

Caractéristiques

cliniques

Diabéte de type 1

Diabéte de type 2

Diabete

monogéneque

Age au moment du

Le plus souvent <25

Le plus souvent <25

Le plus souvent <25

diagnostic ans, mais  peut | ans, mais hausse de | ans; diabéte
survenir a tout age | la fréquence chez les | néonatal si <6 mois
(mais pas avant 'age | adolescents parallele
de 6 mois) au taux croissant
d obésités chez les
enfants et les
adolescents
Poids Généralement Présence chez > 90 | Similaire par rapport
mince, mais compte | % des personnes en |a la  population
tenu de I'épidémie d | surpoids général
obésités, peut étre
en  surpoids ou
obese
Auto_anticorp  anti | Habituellement Négatif Négatif
ilots de Langerhans | positif
Peptide C Sous le seuil de | Taux normal ou éléve | Taux normal

détection du faible

Production d’insuline

Non

Oui

Oui, en général

Traitement de

premiére intention

Insuline

Anti
hyperglycémiants
autre que linsuline,
dépendance
graduelle a linsuline

peut survenir

Dépend du sous —

type

Antécédents

Peu fréquents (5%
a 10 %)

Fréquents (75 % a
90%)

Mode de
transmission
autosomique
observé sur
plusieurs

générations
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Acidocétose Courante Rare
diabétique

[ll. L’'inflammation:
l1l.1. Définition de L’inflammation :

L’inflammation ou réaction inflammatoire est un mécanisme naturel qui va se mettre
en place quand l'organisme subit une agression : chimique, toxique, microbienne,
traumatique. La réaction inflammatoire est essentiellement locale, avec une
mobilisation de cellules qui jouent un réle important dans l'inflammation, les globules
blancs. Localement les globules blancs sécretent des molécules qui vont conduire a
une vasodilatation des vaisseaux. Cette dilatation des vaisseaux permet I'afflux
d’autres cellules qui viennent en renfort pour lutter contre I'agression. Si I'inflammation
ne peut pas étre controlée, le systeme de défense devient de plus en plus important,
avec une mise en place d'une réponse du systéme immunitaire. La réaction
inflammatoire locale va se manifester par une rougeur, une douleur, une chaleur et un
gonflement, qui se traduit par le gonflement des vaisseaux et l'afflux de sang de
cellules pour la défense locale. La réaction inflammatoire est indispensable a
'organisme : elle permet I'élimination des agresseurs et assure la réparation des
lésions. Elle s’arréte lorsque les agressions disparaissent. L'inflammation, c’est donc

notre systeme de défense, qui en temps normal, est bénéfique [59].
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Figure 36: Réaction inflammatoire [59].
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Chapitre I:
Matériel et méthode



. Matériel et méthode

I.1. Matériel végétal :

Nous avons fait nos expériences dans laboratoire Biochimie Appliquée, Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie Université des freres Mentouri, Constantine. Sure I’espéce
Ceratonia siliqua L., appartenant a la famille des fabacées

Une étude et un screening trois organes différents de la plantes Ceratonia siliqua L. qui
sont : tiges, feuilles et fruits. Pour la mise en évidence de métabolites secondaires tels que les
composés phénoliques, Terpenes et alcaloides

1.1.1. La récolte de la matiere végétale :

On a était récolé la plante ceratonia siliqua L. le mois d’octobre 2020 au niveau de
I’université frére Mentouri Constantine 1.

Figure 37 : les trois organes feuilles fruits et tiges de Ceratonia siliqua L.

I.1. 2. Broyage des parties seches :

On était broyé les différents organes du matériel végétal sélectionnés (tiges, feuilles et
fruits) de la plante étudie aprés le séchage jusqu’a Obtenir d’une texture préte a la préparation

des extraits.
I £
/

P r——a
. f

Poudre des Feuilles. Morceaux de tiges. Broyat du fruits.

Figure 38 : Séchage des feuilles, tiges et fruits de Ceratonia siliqua L.
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1.1.3. Extraction des métabolites secondaires :

Dans cette étape on a utilisé la méthode de macération la plante en contacte au froid avec
un solvant quelquonque pour obtenir le maximum de molécules chimiques contenues.

1.1.4. Préparation de I’extrait hydro méthanolique :
Le protocole :

» 100g de matérielle végétale dessus dans 70% méthanol, Apres une
macération de 72 heures a température ambiante, le mélange est filtré.
Cette étape est répeéte trois fois pour les trois organes (tiges, feuilles; fruits).

Figure 39 : Extrait hydro-méthanolique Figure 40: filtration du macérat des feuilles.
des feuilles fruits et tiges.

> Apres la filtration on met I’extraite méthanolique dans un évaporateur rotatif
a une température 40°c. afin d’obtenir un extrait sec.
» Enfin on a obtenir un extraits organiques brute, qui sera récupéré dans des

boites de pétris stériles puis conservés jusqu’a I’ utilisation.

Fruit feuille tige

Figure 41 : I’extrait brute des fruits, feuilles et tiges de Ceratonia siliqua L.
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1.2. Teste phytochimiques :

Notre études ont porté sur la recherche des principaux groupes chimiques (alcaloides,
tanins, flavonoides, saponines, coumarines, terpénes, composés réducteurs,...) dans notre
organe végeétale par des réactifs chimiques spécifiques en tubes.

1.2.1. Détection des Polyphénols :

Figure 42 : flacons Méthanolique, chloroformique et éthérique pour les trois organes
feuilles, fruits et tiges de Ceratonia siliqua L.

1.2.1.1. Détection des Quinones libres :

0.5 g de matériel végétal sec et broyé et placé dans des tubes avec 20 a 30 ml d’éther de
pétrole Apres agitation et un repos de 24heures, apres les extraits sont filtrés.

La présence de quinones libres est confirmée par I’ajout de quelques gouttes de NaOH
(10%), lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet [56].

1.2.1.2. Criblage des Anthraquinones :

A I’extrait chloroformique de chacun des organes, on ajoute du KOH aqueux 10 %
(VIV).

Apres agitation, la présence des anthraquinones est confirmée par un virage de la phase
aqueuse rouge [56].

1.2.1.3. Criblage de Flavonoides :

Se réalise a partir de 30 mg d’extrait hydrométhanolique reparti dans 3 tubes, le 1¢
servant de témoin, les 2 autres pour les deux tests (test de Wil stater et test de Bate-Smith) :

46



» Test de Wilstater : HCI concentré en présence de trois ou quatre tournures de
magnésium. Le changement de coloration est observe.

> Test de Bate-smith : Additionner dans le 3émé tube HCI concentré (0,5ml) et
porter au bain-marie pendant trente minutes. L’apparition d’une coloration
rouge denoté la présence de leucoanthocyanes.

1.2.1.4. Criblage des Tanins :

100mg d’extrait hydrométhanolique sont dissout dans 25ml d’eau distillée chaude puis
additionner de trois a quatre de NaCl 10%, la solution ainsi obtenue est filtrée, le filtrat est
ensuite réparti dans quatre tubes a essai, le 4éme tube servant de témoin :

= Tube n°1: addition de quatre a cing gouttes de gélatine a 1%.

= Tube n°2: addition de quatre a cing gouttes de gélatine salée (gélatine 1% +
NaCl 10%) L’apparition d’une précipitation par la gélatine salée signifie la
présence de Tanins.

= Tube n°3: addition de quatre a cinq goutes de FeCI31% La couleur vire au
bleu noirs en présence de tanins galliques et au brun verdatre en présence
de tanins catechique.

1.2.2. Détection des Stérols, Stéroides et Tritérpénes :
» Protocole expérimentale :

Dépigmenter 100mg d'extrait hydro alcoolique par addition de 10ml de cyclohexane et
agitation pendant 5minutes. Dissoudre le résidu dépigmenté dans 10ml de chloroforme.
Sécher la solution obtenue sur Na>SOsanhydre, puis filtrer. Répartir le filtrat dans quatre tubes
a essai, le 4eme tube servira de témoin.

Tube n°1: test de Salkowski: incliner le tube a 45°, ajouté 1 a 2ml de
Na>SOs, Le changement de coloration est noté immédiatement. Agiter le
mélange légérement et noter le changement graduel de coloration : une
coloration rouge indique la présence de stérols insaturés.

Tube n°2: test de Libermann-Burschard : additionner trois gouttes
d'anhydride acétique puis agiter [égerement. Ajouter une goutte de Na>SO4
concentré. Le changement de coloration est observé pendant une heure, une
coloration bleu-vert indique la présence de stéroides tandis que rouge-
violet a rose dénote la présence de triterpénes.

Tube n°3: Testde Badjet-Kedde: Additionner quelques grains d'acide
picrique. L'apparition d'une coloration orange est due aux stéroides
lactoniques.

Tube 4 : Test de Badjet-Kedde: Addition de quelques grains d’acide picrique
I’apparition d’une coloration orange montre des stéroides laconiques.
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1.2.3. Détection des saponosides :

Pour I’identification rapide d’un organe a saponosides, il suffit de mettre en évidence leur
pouvoir aphrogéne en observant la mousse trés fine qui se forme apres une simple agitation
énergique (pendant 15 secondes) de cette poudre en présence d’eau distillé et sa persistance
au moins 10 min., 1 g de poudre végétal est introduit dans des tubes avec 10 ml d’eau distillée
puis on chauffe le mélange au bain marie a 85°C Pendant 20 min, aprés on agite
vigoureusement chaque tube, en position horizontale pendant 15 secondes environ portoir,
aprés 10 min au repos on compare les hauteurs des mousses.

- Pas de mousse : test negatif.
- Mousse moins de 1cm : test faiblement positif.
- Mousse de 1 a 2cm : test positif.

- Mousse plus de 2cm : test tres positif.

1.2.4. détection des coumarines :

2g de poudre végétale, on ajoute 10ml de méthanol, apres une agitation de quelque minutes
et une filtration, les extraites méthanolique sont soumis a une CCM.

» Préparation de I’éluant :
Un mélange de toluene et d’acétate d’éthyle (34 :14)
» Préparation des plaques :

La visualisation du chromatogramme, apres migration se réalise sous une lampe UV la
longueur d’onde utilisée 365nm.

1.2.5. Chromatographie analytique sur couche mince (CCM) :

La chromatographie sur couche mince est une méthode de séparation des composés qui
permet d’analyser la complexité d’un mélange. Cette technique a été utilisée pour visualiser la
séparation des molécules des deux extraits.

> Principe :

La chromatographie sur couche mince repose sur les phénomeénes d’adsorption,
d’interactions et de polarité. Un mélange de composes est placé sur un support solide (phase
stationnaire) plongé dans un solvant (phase mobile) qui se déplace par capillarité le long de la
phase stationnaire. La phase mobile va entrainer les composés qui migreront a une hauteur
variante en fonction de leur affinité pour la phase stationnaire et la phase mobile. On peut ainsi
caracteriser les composeés selon leur Rf.

» Mode opératoire :
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A. Préparation de la phase mobile : La cuve de migration est partiellement remplie du
mélange de solvant (phase mobile) afin qu’elle soit saturée en vapeur d’éluant ce qui
facilite et améliore la migration. La phase mobile est constituée d’un mélange de
solvants. Différents systémes solvants ont été essayés pour définir celui qui donne une

meilleure séparation.

Tableau 06: Les différents systemes solvants utilisés pour la CCM.

Systemes solvants Proportions
Hexane/acétate d’éthyle | (2 :8) ; (v/v)

Les systemes
solvants utilisés

Acétate d’éthyle/ (10/1170,5) ; (viviv)
Méthanol / Eau distillée

Ether de pétrole/acétate | (8/2) ; (V/V)
d’éthyle

Chloroforme/méthanol (9/1) ; (viv)

B. la phase stationnaire : La chromatographie sur couche mince a été réalisée sur des
plaques pré-étalées de gel de silice sur des plagues en aluminium.

C. Le dépdt des échantillons : Le dép6t se fait a I’aide d’une pipette pasteur sur les points
marques au long de la ligne de la plaque CCM. Le diamétre de la tche ne doit pas
dépasser 4 mm pour réussir la séparation des échantillons. Pour chaque extrait on fera
2a 3 depots successifs. Le dépdt de produit doit étre effectué de fagcon homogéne a I’aide
d’un capillaire sans creuser le support solide. (Erika et.al, 2008).

D. Développement des plaques : Chaque plaque est déposée en position verticale ou
Iégerement inclinée dans la cuve préalablement saturée par les vapeurs du systeme
solvant approprié, I’échantillon a étudier sera plus ou moins entrainé par capillarité de
la phase mobile vers le haut de la plaque (chromatographie ascendante) (Sine, 2003).
Lorsque le front de séparation arrive a 2 cm de I’extrémité supérieure de la plagque, on
retire cette derniére de la cuve. La plaque est séchée a I’aire libre.

lﬂ.‘.\
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Figure 43: développement de la plaque
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1.2.6. dosage des composés phénoliques totaux :

1. Préparation de Carbonate de sodium (Na2COs) a 7,5% :
7,5 g de Na2COs et sont dissouts dans 100 mL d’Eau distillée.
2. Préparation de I’extrait de plante :
Une masse de 1mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 mL de Méthanol.
3. Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois :
Iml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10 mL avec I’eau distillée
(9mL).
4. Procédure :

Une prise de 400 uL d’extrait de plante dilué¢ méthanolique est mélangé avec 2000 pL de
FCR dilué (1 :10) et 1500 uL de carbonate de sodium (7,5%), Aprés un repos de 2 h a
I’obscurité, la lecture est effectuée a une longueur d’onde de 765 nm.

Un blanc est préparé de la méme maniere en remplacant I’extrait par le solvant utilisé par le
méthanol [56].

I1. Activité biologique :

11.1. Activités antioxydants :

L’activité antioxydants des trois extraits feuilles, fruits et tiges de la plante Ceratonia
siliqua L.

» Préparation des solutions :

A partir de chaque extrait, sont préparées 7 solutions de concentration
(I’E '2'8'16°32" 64 ) a partir d’une solution mere a 500 pg/ mL (20 mg d’extrait solubilisés
dans 10 ml de MeOH) (Tableau 06).
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Tableau 07: préparation des solutions.

Solutions préparées

Numérotations des
solutions

Concentration
solution

Concentration finale

0.5 mg d’extrait + 1
mL MeOH

S

2000

400

Prélever 0.5 mL de
(S1) + 0.5 mL
MeOH

S2

1000

200

Prélever 0.5 mL de
(S2) + 0.5 mL
MeOH

S3

500

100

Prélever 0.5 mL de
(S3) + 0.5 mL
MeOH

S4

250

50

Prélever 0.5 mL de
(S4) +0.5mL
MeOH

S5

125

25

Prélever 0.5 mL de
(S5)+0.5mL
MeOH

S6

62.5

125

Prélever 0.5 mL de
(S6) + 0.5 mL
MeOH

S7

31.25

6.25

» Principe:

Le composé chimique DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) fut I'un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydant des composés
phénoliques. Il possede un électron non apparié sur un atome du pont, d'azote [58] (Figure
25).
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Figure 44 : Structure chimique du radical libre DPPH.
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» Préparation du DPPH :
Dissoudre 1.5 mg de DPPH dans un volume de 25mL de méthanol, le radical DPPH
est dissous dans le méthanol et gardé a -20°C a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 517 nm

dans le spectrophotometre.

TR -
Wyl

Figure 45: photographie du DPPH. Figure 46: photographie de blanc.

» Procédure :

Une prise de 40 uL d’extrait dilué méthanolique est mélangé avec 160 uL de DPPH, On
laisse a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 30 minutes, On mesure

I’absorbance a I’aide d’un spectrophotomeétre a 517 nm.

Les résultats sont exprimés en tant qu'activité anti-radicalaire ou l'inhibition des radicaux

libres en pourcentages (AA %) en utilisant la formule suivante:
% AA = [(Abs controle — Abs extrait) / Abs contréle] x 100

e AA %: Pourcentage de l'activité anti-radicalaire (AAR%).
e Abs Echantillon : Absorbance de I'échantillon.

e Abs Controle : Absorbance du contrble négatif.

....?

- -

Figure-47: photographie des différentes concentrations d’EMCS fruits.
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Figure 49: photographie des différentes concentrations d’EMCS tiges.

11.2. Evaluation de I’activité antidiabétique :

L’ hyperglycémie provoquée par voie orale, aussi appelée test de tolérance au glucose,
permet de voir comment notre organisme réagit aprés avoir ingéré du sucre. Pour cela, le taux
de sucre dans le sang est mesuré a jeun et apres la consommation de sucre. La glycémie
s’autorégule grace a la production d’insuline, une hormone sécrétée par le pancréas.

» Matériel végetal :

Constitué extraits hydrométhanoliques de feuilles, tige et fruits de la plante cératonia
siliqua L. préparés par macération.

» Matériel animal :

Nous avons utilisé Des rats adultes males de souches Wistar dont le poids entre 250 et
350g, ont été obtenus aupres de I’animalerie de I’université des freres Mentouri.

Les ras ont été maintenus dans des conditions de laboratoire standard (25°c) avec un
cycle de 10/14 h (lumiére/obscurité), et disposés d’un libre acces a la nourriture et a I'eau de
robinet.

> Réactifs :
= Solution de glucose 4g/kg dans du sérum physiologique.
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=  Extraits méthanoliques des feuilles, fruits et tige de ceratonia siliqua L. :
300mg/kg

= Du bionorm comme antidiabétique oral de référence a raison de 0.5mg/1000g

= | ’eau physiologique 250mg/kg comme substance témoins.

» Protocole expérimentale :

Apres 16 heures de jeline des rats, les rats est prét pour une expérience diabétique.
Dans notre expérience, nous utilisons 4 lots homogénes de 4 rats male par gavage au glucose.

Figure 50: Rats adultes de souche wistar.

= Lot 1 (control négative) recoit un gavage de I’eau physiologique NaCl 0.9% a raison
de 250mg/kg, avant 30 min de I’administration de glucose.

= Lot 2 (control positive) recoit un gavage de bionorm a raison de 0.5mg/kg avant 30
min de I’administration de glucose

= Lot 3, 4 et5 recoivent respectivement un gavage des trois extraits EMCS feuilles, tige
et fruits de Cératonia Sliliqua L. a raison de 200mg/Kkg.

Figure 51: injection des rats par voie intra-péeritonéale.

- Ensuite recu le glucose de 4g/kg de poids des rats corporel d'une solution de glucose a
100 mg / ml administré par gavage
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Figure 52: Gavage d’une dose de glucose a raison de 2g/kg.

- Onamesuré du taux glucose sanguin est faite a I’aide d’un glucometre et des
bandelettes adaptées (accu-check active, Roche) le sang est prélevé au niveau de la
veine principale de la queue (obtenu par une coupe de 2mm).

Figure 53: cupe au niveau de la queue du rat. Figure 54: Mesure du glucose sangu'in.

- Enfin on a mesuré le glucose sanguin a :t-30min, t 0, t30min, t60min, t120min et a
t180min.

11.3. évaluation anti-inflammatoire :
» Matériel végétal :
Constitué extraits hydrométhanoliques de feuilles, tige et fruits de la plante cératonia
siliqua L. préparés par macération.
» Matériel animal :

Nous avons utilisé Des rats adultes males de souches Wistar dont le poids entre 250 et
350g, ont été obtenus aupres de I’animalerie de I’université des freres Mentouri Constantinel.
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Les ras ont été maintenus dans des conditions de laboratoire standard (25°c) avec un cycle
de 10/14 h (lumiére/obscurité), et disposés d’un libre acces a la nourriture et a I'eau de robinet.

» Réactifs :
= Solution de formol 1% dans du sérum physiologique.
=  Extraits méthanoliques des feuilles, fruits et tige de ceratonia siliqua :
200mg/kg
= Du diclofinac comme anti-inflammatoire oral de référence a raison de 10mg/kg
= L’eau physiologique 4ml/kg comme substance témoins.

» Protocole expérimentale :

L'cedéme de I’inflammation est provoqué par I'injection dans I'aponévrose de la plante du
pied d’une solution de formol a 1% au niveau de la vo(te plantaire de la patte droite du rat.
L’cedeme causé par cet agent phlogogéne sera traduit en volume et mesuré par le
Pléthysmométre ce qui permet de suivre I’évolution du processus inflammatoire. Pour chaque
essai de I’activité anti-inflammatoire, Cinque lots de quatre rats ont été utilisés. Ces rats ont
été mises a jeun, 17 heures avant I’essai [57].

= Lot 1(contrdle négative) témoin : Les rats de ce lot recoivent 4ml/kg de la
solution véhicule (eau physiologique) par voie intra-péritonéale (ip), 30 mn
avant I’injection de 0.01 ml de formaldéehyde 1% dans la vodte plantaire de
la patte droite du rat.

Figure 55: injection du formol 1%.

= Lot 2(contrdle positive) réference : Les rats de ce lot ont été traités par voie
(ip) avec un anti-inflammatoire utilisé (Diclofinac) en thérapeutique, 30 mn
avant I’injection du formol, I’administration de I’anti-inflammatoires fait a
raison de 25mg/kg.

= Lot 3,4 et5essai: L’extrait a tester est administré aux souris par voie (ip) a
raison de 200 mg/kg ; 30 mn avant I’injection du formol.
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Figure 56: injection des rats par voie intra-péritonéale.

Le suivi de I’évolution de I’cedéme se fait par mesure des deux pattes : une patte traitée
P(t) et une patte non traitée P(nt), et ceci a 0. 30, 60, 120, 180 mn apres injection du formol.
L activité anti-inflammatoire des produits testés et son évolution ont été estimés par la

détermination des pourcentages moyens d’inhibition de I’cedéme, calculés suivant la formule.
% d'inhibition = 100 x (Vt-V0) témoin - (Vt-V0) traité/ (Vt-V0) témoin
- VO représente le volume de la patte a t=0 (avant injection du formol),

- Vt représente le volume de la patte a un temps (t) quelconque.

Figure 57: Mesure du volume de I’cedéme.
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Chapitre 11

Résultats et discussion :



I. Screening phytochimique :

|.1 Criblage des composes phénolique :

1.1.1.Criblage des quinones :

Le réactif NaOH utilisé pour la détection des quinones dans les extraits

EECS tiges EECS feuilles EECS fruits
Flyur e 00. F1Huuyldpliiies ues Liiviayes ues yulriuries .

1.1.2. Criblage des Anthraquinones :

La mise en évidence des Anthraquinones a I’aide du réactif spécifigue KOH a montré
que les extraits Chloroformiques des tiges, feuilles et fruits de la plante Ceratonia siliqua L.

sont dépourvus de ces substances.

ECCS tiges ECCS feuilles