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Introduction

Au cours de I’évolution, les organismes aérobies se sont adaptés a I’oxygene
atmosphérique par la mise en place de systemes métabolisant la molécule d’oxygéne.
Cette molécule présente la particularité d’étre a la fois un élément indispensable et
toxique pour I’hnomme. La toxicité de I’oxygene est liée a sa structure moléculaire bi-
radicalaire, chimiquement instable, permettant des réarrangements électroniques sur la
couche orbitale externe le rendant plus actif. Ainsi, I’oxygéne moléculaire peut
se transformer dans I’organisme en oxygéne singulet et en anion superoxyde. Ces
substances hautement réactives engendrent a leur tour d’autres especes réactives
oxygénées (ERO) de nature radicalaire ou non radicalaire (Rock, 2003).

Une fois formées, les ERO peuvent induire des dommages oxydatifs souvent
irréversibles au niveau d’un grand nombre de molécules biologiques comme les
enzymes, les protéines, I’ADN, ... (Berger, 2006).

Le stress oxydant représente I'incapacité pour I'organisme a se défendre contre
I’agression due aux espéces oxygénées réactives, en raison de [I'existence d'un
déséquilibre entre la production de ces substances et la capacité de défense des
antioxydants (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Afin d’empécher les ERO d’exercer de facon incontrélée leurs effets déléteres,
I’organisme dispose d’un vaste réseau de défense : les antioxydants (Moffarts et al.,
2005). Il existe deux sources de défenses antioxydantes : I’une est apportée par
I’alimentation sous forme de fruits, de légumes et de boissons riches en vitamines C et
E, caroténoides, polyphénols, tandis que I’autre est d’origine endogéne (glutathion
peroxydase, catalase, ...) (Pincemail et al., 2004).

La caroube est le fruit de Ceratonia siliqua, se développant dans les régions
méditerranéennes et appartenant a la famille des légumineuses. Plusieurs études ont
montré que la caroube présente de nombreuses propriétes biologiques dont les activites
anti-microbienne (Henis et al., 1964), antidiurétique (Warsch 1979 ; Bremness, 1996 ;
Santos et al.,, 2005), antioxydante et hypocholestérolémiante (Gruendel et al.,
2006 ; Klenow et al., 2007).
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Selon Naczk et Shahidi (2004) ; Druynska et al. (2007), les conditions
d’extraction dont la température et la nature chimique du solvant, ont un effet sur

I’activité antioxydante et les teneurs des extraits en substances antioxydantes.

La présente étude comprend deux parties principales; la premiére est une
synthese bibliographique comportant une description de la caroube et des anti-
oxydants.

La deuxieme partie de ce travail est une étude expérimentale ou sont présentés :

e Les extractions des antioxydants a partir de 5 échantillons de la caroube, en
utilisant plusieurs solvants (eau, acétone 30 %, 50 % et 70 %) et a différentes
températures ;

e Le dosage de quelques substances antioxydantes dont les polyphénols, les
flavonoides, les tannins et les caroténoides ;

e La détermination de I’activité antioxydante des extraits de la caroube, en

utilisant deux méthodes (pouvoir réducteur et activité anti-radicalaire).



Synthése
bibliographiques
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I. Classification et description de la caroube

Le nom scientifique du caroubier, Ceratonia siliqua L. dérive du grec Keras
(corne) et du latin siliqua désignant une silique ou gousse, faisant allusion a la dureté
et a la forme du fruit. Le nom commun serait d’origine hébraique : karuv. Le nom
arabe kharroub en dérive (Battle et Tous, 1997).

Le genre Ceratonia appartient a la famille des légumineuses (Fabacées) de
I’ordre des Rosales, de la sous-famille des césalpiniacées (Crété, 1965). Deux especes
du genre Ceratonia sont connues, Ceratonia oreothauma et Ceratonia siliqua
(Barracosa et al., 2007).

Les fruits du caroubier, appelés « caroubes », sont des gousses pendantes de 10-
30 cm de longueur sur 1,5-3,5 cm de largeur et environ 1 cm d'épaisseur. D'abord
vertes, elles deviennent brunes a maturité. La gousse de caroube a une odeur
caractéristique due a I’acide isobutyrique dont la teneur est de 1,3% (Morton, 1987 ;
Ayaz et al., 2007). Une gousse de caroube pése une quinzaine de grammes et est
constituée de la pulpe (90%) et de graines (10%) (Turhan et al., 2006 ; Klenow et al.,
2007).

La production mondiale de gousses de la caroube est estimée a 310 000 tonnes
par an, concentrée principalement en Espagne, Italie, Portugal, Maroc, Grece, Chypre,

Turquie et Algérie (Konaté et al., 2007).

I1. Utilisations de la caroube

Deux produits différents tirés du caroubier sont utilisés dans l'industrie
alimentaire: la farine et la gomme.

La farine de caroube est obtenue en séchant, torréfiant et moulant les gousses
débarrassées de leurs graines (Yousif et Alghzawi, 2000). Elle est utilisée dans
l'industrie agro-alimentaire comme additif (E410) pour les glaces, les patisseries, les
aliments diététiques, notamment comme remplagant de cacao (Bengoechea et al.,
2008). La caroube, contrairement a son homologue le cacao, ne contient ni théobro-
mine, ni caféine, deux alcaloides a 1'action excitante sur l'organisme. Elle est naturelle-

ment sucrée (Bengoechea et al., 2008).
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La gomme de caroube provient, quant a elle, de la mince enveloppe brune qui
recouvre les graines. Elle contient un endosperme blanc et translucide qui agit comme
¢paississant E411 (Dakia et al., 2007). Elle est utilisée surtout dans l'industrie
alimentaire, mais aussi dans d'autres industries (textile, pharmacie, cosmétique) (Santos
et al., 2005 ; Bouzouita et al., 2007).

Les caroubes sont ¢galement utilisées dans I’alimentation des animaux (Lizardo

et al., 2002 ; Silanikove et al., 2006).

III. Composition et valeur nutritive de la caroube

La caroube est riche en glucides (40-60%) en particulier, le saccharose (27-
40%), le fructose (3-8%) et le glucose (3-5%) (Avalone et al., 1997 ; Lizardo et al.,
2002). Un taux ¢leve de fibres et de polyphénols caractérise la caroube (Silanikove et
al., 2006 ; Klenow et al., 2007).

Les principaux polyphénols identifiés dans la cosse de la caroube sont les
tannins condensés insolubles (fortement polymérisés), présents avec des quantités
considérables (Klenow et al., 2007).

Elle est également riche en acides aminés (tableau II) et minéraux (tableau III),

ce qui lui confére une valeur nutritive importante.

Tableau I: Composition de la caroube et de cacao en g /100 g de mati¢re comestible
(Yousif et Alghzawi, 2000).

Poudre de Poudre de
Composant
caroube cacao
Humidité 9,03 2,51
Glucides 38,7 2,16
Glucides réducteurs 11,6 ND
Glucides non réducteurs 27,1 2,16
Fibres 7,24 4,93
Tannins 3,75 491
Protéines 5,82 22,9
Lipides 0,74 22,88
Cendres 2,48 6,40
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Tableau II: Composition de la caroube en acides aminés (Ayaz et al., 2007).

composant Teneur (g/100g protéine)
Acide aspartique + Asparagine 18,25
Acide glutamique + Glutamine 9,65
Serine 6,80
Histidine 2,80
Glycine 3,55
Thréonine 5,10
Arginine 3,20
Alanine 10,55
Proline 5,80
Tyrosine 1,70
Valine 9,05
M¢éthionine 1,40
Cystéine 0,80
Isoleucine 3,80
Leucine 9,30
Phénylalanine 3,10
Lysine 4,20
Tryptophane 0,95

Tableau III: Composition de la caroube en minéraux (Ayaz et al., 2007).

Composant Teneur (mg/100g MS)
Potassium 970
phosphore 71

Calcium 300
Magnésium 60

Fer 1,88
Manganese 1,29

Zinc 0,75

Cuivre 0,85
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IV. Les antioxydants de la caroube
IV.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites secondaires, le plus large
et le plus répandu du régne végétal et font partie intégrante de 1’alimentation (Naczk et
Shahidi, 2004 ; Giilcin, 2006). Plus de 8000 structures phénoliques, allant de
molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire, dont les acides phénoliques,
a des composés hautement polymérisés comme les tannins ont été identifiés
(Vercauteren, 1996 ; Lugasi et al., 2003; Rahman et al., 2006). L’élément structural
fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique,
auquel est directement li¢ un ou plusieurs groupements hydroxyles, libre ou engagé
(Bennick, 2002 ; Hennebelle et al., 2004). Les polyphénols peuvent étre conjugués,
avec un ou plusieurs résidu(s) glucidique(s), ou étre liés a d’autres composés
chimiques tels que des acides carboxyliques, des amines, des lipides ou avec d’autres
phénols (Robards et al., 1999 ; Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Cette deéfinition purement chimique des composés phénoliques peut inclure
d’autres métabolites secondaires tels que les alcaloides et les huiles essentielles. 11 est
donc nécessaire de faire intervenir le critére biosynthétique pour mieux cerner les
limites de ce groupe de composés (Bruneton, 1993). Les polyphénols sont synthétisés
a partir de deux voies:

* Celle de I’acide shikimique, qui conduit apres transamination et désamination
aux acides cinnamiques, précurseurs de la majorité des acides phénoliques (Richter,
1993 ; Croteau et al., 2002).

* Celle issue de I’acétate, qui conduit a des poly B-coesters (polyacétates) de
longueur variable menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les
dihydroxy-1,8 anthraquinones ou les naphtoquinones (Richter, 1993 ; Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

De plus, la diversité structurale des composés polyphénoliques, due a cette
double origine biosynthétique est encore accrue par la possibilité d’une participation
simultanée des deux voies dans 1’¢laboration de composés d’origine mixte : les

flavonoides (Bruneton, 1999 ; Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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La caroube présente plusieurs classes d’antioxydants de nature phénolique

(acides phénoliques, flavonoides, lignanes, anthocyanes et tanins) (Owen et al., 2003).

IV.1.1. Les acides phénoliques et leurs dérivés

Cette classe de composés englobe les dérivés des acides hydroxybenzoiques, les
dérivés des acides hydroxycinnamiques et les coumarines (Ribéreau-Gayon, 1968).
Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de 1’acide benzoique avec la structure
de base C6-C1 (figurel). Ces composés peuvent provenir directement de 1’acide 3-
déshydroshikimique (cas de I’acide gallique) ou de 1’acide chorismique (cas de 1’acide
salicylique) ; ils résultent, en général, de la dégradation de la chaine latérale des acides
cinnamiques (Bruneton, 1999).

Les dérivés d’acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés
importante dont la structure de base est le motif C6-C3 (figure 2) dérive de I’acide
cinnamique (Guinard, 1996) ; leur présence dans le régne végétal est généralement a
I’état d’ester avec d’autres molécules organiques comme les glucides (Richter, 1993).

Les coumarines sont des composés phénoliques qui dérivent aussi des acides
hydroxycinnamiques par cyclisation interne de leur chaine latérale (Guignard, 1979 ;
Heller et al., 1998). Les coumarines sont principalement présentes sous forme glyco-

sylée (Guignard, 1979 ; Bruneton, 1999).

0 OR R Ry Ry Rs
W:-H -OMe -OH -OMe V= Ac_ide syr.ingique.
V: H -OH -OH -OH V= Acide gallique.
. VI: -Me OH -OH -OH VI=Methyl gallate.
o 3
Ry

Figure 1: Structure des acides hydroxybenzoiques identifiés dans la caroube

(Owen et al., 2003)
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COOH
Ra Ry I= Acide cinnamique.
I -H H [I= Acide p-coumarique.
N ::I :;CH?’ _;}: ITI= Acide ferulique

Ry

Figure 2: Structure des acides hydroxycinnamiques identifiés dans la caroube

(Owen et al., 2003)

IV.1.2. Les flavonoides

Le terme flavonoides désigne une tres large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols (Hollman et al., 1996 ). Ils sont considérés
comme des pigments quasi-universels des végétaux ; ils peuvent étre localisés dans
divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Sakihama et al., 2002).
Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés (Lugasi et al., 2003). Ils ont une origine
biosynthétique commune et par conséquent, possedent tous un méme squelette de base
a quinze atomes de carbone (figure 3), constitué de deux unités aromatiques, deux
cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 (Bruneton, 1999 ; Gebhardt et al.,
2005).

Les flavonoides sont classés selon plusieurs critéres : présence ou non d’une
double liaison en position 2, et présence ou non d’un groupement hydroxyle en
position 3 (Tsimogiannis et Oreopoulou, 2006). Des groupements hydroxyles et
méthoxyles peuvent le plus souvent se situer en position 2°, 3°, 4’et 5’ ainsi qu’en
position 5 et 7.

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de mole-
cules, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les
dihydroflavonols, les isoflavones, les flavanols et les anthocyanidines (Pietta, 2000 ;
Gramza et Korczak, 2005).

I1 est important de noter que les flavonoides se rencontrent a la fois sous forme

libre (aglycone) ou sous forme glycosylée (Sakihama et al., 2002 ; Ghedira, 2005).
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Tableau VI: Composition en antioxydants phénoliques de la caroube

(Owen et al., 2003).

Antioxydants phénoliques Rendement (mg/kg) Total (%)
I Acide cinnamique 49,3 1,25
II p- acide coumarique 11,3 0,29
11T Acide férulique 16,3 0,41
v Acide syringique 2,4 0,06
\Y Acide gallique 1647,5 41,76
VI Gallate de méthyle 40,6 1,03
VII Apigénine 12,8 0,32
VIII | Chrysoeriol 29,9 076
IX Tricetine 3°, 5” éthers diméthyliques 3,1 0.08
X | Lutéoline 37,8 0,96
XI Quercétine 12,1 0,31
XII Isorhamnetine 20,1 0,51
XIII | Myricétine 14,4 0,37
XIV | Kaempferol 1,4 0,04
XV Rhamnoside de kaempferol 19,1 0,48
XVI | Rhamnoside de quercétine 403,4 10,23
XVII | Arabinoside de quercétine 27,8 0,70
XVIII | Rhamnoside de myricétine 366,1 9,28
XIX | Glucoside de myricétine 62,2 1,58
XX Narigénine 18.9 0,48
XXI | Genisteine 0,5 0,01
XXII' | 1,6-Di-O- galloyl- B-D- glucose 157,4 3,99
XXII | 1,2,6-Tri-O- galloyl- B- D glucose 418.9 10,62
XXIV | 1,2,3,6-Tetra-O-galloyl-B-D- glucose 571,4 14,49
Total 39447 100
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Figure 3: Structure de base des flavonoides (flavone)

(Pietta, 2000)

Les flavonoides aglycones de la caroube (figure 4) sont représentés par les
flavones (apigenine, chrysoeriol ou luteoline3’-methyl ether, tricetine 3°,5’-dimethyl
ether, luteoline), les flavonols (quercetine, isorhamnetine ou quercetine3’-methyl
ether, myricetine, kaempferol), les flavanones (naringenine) et les isoflavones
(genisteine) (Owen et al., 2003).

Les flavonoides se rencontrent également sous formes O- et C-hétérosides. Il
s’agit généralement des motifs flavonol et flavone qui sont substitués par un glucide en
position 3 et 5, respectivement. La partie osidique consiste en un résidu de D-glucose,
D-galactose, D-allose ou pentose (L-arabinose, L-rhamnose, D-xylose) (Bruneton,
1999).

Les flavonoides glycosylés identifiés dans la caroube (figure 5) sont représentés
par le kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside, la quercetine-3-O-a-L-rhamnoside, la querce-
tine arabinoside, la myricetine-3-O-a-L-rhamnoside et la myricetine glucoside (Owen

etal., 2003).
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Ry Rs

Vili: -H OH -H
Vil -OMe -OH -H
IX: OMe -OH -OMe
X: “OH -OH -H

Flavones:

VII=Apigenine.

VIII=Chrysoeriol(luteoline3’-methyl ether).

[X=Tricetine 3’,5’-dimethyl ether.
X=Luteoline.

Flavanone: X=Naringenine;

R4
Rs
R; Ry Rj
£OH -OH -H

Xll: OMe -OH -H
Xll: O -OH -OH
IV: - H -OH -H

Flavonols:
XI=Quercetine.
XII=Isorhamnetine(quercetine3’-methyl ether)
XIII=Myricetine.
XIV=kaempferol.

XXl

Isoflavone: XXI=Genisteine.

Figure 4: Structure des flavonoides libres identifiés dans la caroube

(Owen et al., 2003).
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R; Ry R; R
WV: H OH H  -wlL-rhamnopyranose H;C 0
XV: OH OH H -uw-L-rhamnopyranose HO
XVI: -OH -OH -H -arabinose HO ol
XVil: -OH -OH -OH -z-L-rhamnopyranose
AX: OH OH -OH <glucose a-L-rhamnopyranose

Flavonols glycosylés :

XV=Kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside.
XVI=Quercetine-3-O-a-L-rhamnoside.
XVII=Quercetine arabinoside.
XVIII=Myricetine-3-0O-a-L-rhamnoside.
XIX=Mpyricetine glucoside.

Figure 5: Structure des flavonoides glycosylés identifiés dans la caroube
(Owen et al.,2003).

IV.1.3. Les tannins

Les tannins sont des composés polyphénoliques d’un poids moléculaire de 500-
3500 Daltons (Lambraki, 1994).

Les polyphénols de la caroube ont une masse moléculaire trés élevée rarement
rencontrée chez d’autres plantes. Pres de 50% des tannins sont de masse moléculaire
comprise entre 3200 et 3600 Daltons (Tamir et al., 1971) ; I’autre moitié se rencontre
sous forme de granules de plus haut poids moléculaire, avoisinant 32 000 Daltons
(Makris et Kefalas, 2004).

La caractéristique la plus déterminante des tannins est leur capacité a former des
complexes (par précipitation) avec les polymeres naturels comme les protéines, les
polysaccharides et les minéraux (Garro-Galvez et al., 1997 ; Rubanza et al., 2005).

Les tannins sont classés selon leur structure en deux groupes majeurs : les
tannins hydrolysables et les tannins condensés (Silanikove et al., 2001 ; Landau et al.,

2004 ).
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IV.1.3.1. Tannins hydrolysables

Ce sont des esters de glucose (figures 6 et 7), c'est-a-dire un noyau central de
glucose sur lequel se fixent, au moyen d’une liaison ester, des acides : I’acide gallique
pour le groupe des gallotannins, 1’acide hexahydroxydiphénique ou ellagique pour le
groupe des ellagitannins (Guignard, 1979 ; Derbel et Ghedira, 2005). Leur hydrolyse,
par des acides, des bases ou certaines enzymes, libére le glucose ainsi que les acides

gallique ou phénoliques liés (Khanababaee et Ree, 2001 ; Bennick, 2002).

IV.1.3.2. Tannins condensés

Les tannins condensés ou proanthocyanidines, produisent des anthocyanidines
quand ils sont chauffés en milieu acide (Reed, 1995 ; Cheynier, 2005).

Les tannins condensés présents dans la caroube sont des polymeéres de
haut poids moléculaire (figure 8) de flavan-3-ol (catéchines) et de flavan-3,4-diol
(leucoanthocyanidines), ou un mélange des deux (Tamiret al., 1971 ; Lambraki,

1994 ; Labieniec et al., 2003).
Q
COOH O OH
HO OH
S, < <
HO o

A B

C
Figure 6: Structure des acides gallique (A) et ellagique (B) et d’un tannin
hydrolysable (C) (Labieniec et al., 2003)

13



Synthése bibliographigue

O-galloyl
R4 Rz Ra OH
HO 0 o
R30 ORy  xxm: -galloyl -H H on
OR; XXl -galloyl -galloyl -H galloyl =
XX -galloyl -galloyl -galloyl
p-D-glucopyranose OH

Gallotannins: XXII=1,6-di-O-galloyl-B-D-glucose.
XXIII=1,2,6-tri-O-galloyl-B-D-glucose.
XXIV=1,2,3,6-tetra-O-galloyl-B-D-glucose.

Figure 7: Structure des tannins hydrolysables identifiés dans la caroube

(Owen et al., 2003).

IV.1.4 Propriétés antioxydantes des composés phénoliques

Grace a leur diversité structurale, les composés phénoliques exercent une
activité antioxydante via plusieurs mécanismes et agissent a différents niveaux des
réactions radicalaires par la chélation des métaux de transition, la neutralisation des
radicaux libres, I’inhibition d’enzymes génératrices de radicaux libres, et 1’induction
de la synthése d’enzymes antioxydantes (Cotelle et al., 1995 ; Bors et al., 1997,
Grassmann et al., 2002 ; Su et al., 2007). Cette activité est étroitement liée a leur
structure, a savoir le nombre et la position des groupements hydroxyles et le degré de
methylation, de glycosylation et de polymérisation (Heim et al., 2002). L’activité anti-
oxydante des composés phénoliques augmente avec le degré de polymérisation et
diminue avec le degré de methylation et de glycosylation au niveau des groupements

hydroxyles (Robards et al., 2005).

Les phénols, les polyphénols simples et les tanins condensés insolubles présents
dans la caroube sont des pi¢geurs efficaces des especes réactives de 1’oxygene ; les
flavonoides, inhibent des enzymes comme la xanthine oxydase, la cyclooxygénase et

la production des cytokines (Owen et al., 2003).
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™ o™

A OH CH B

WDH

OH

HO

C
Figure 8: Structure de flavan-3-ol (A), flavan-3,4-ol (B) et d’un tannin condensé¢ (C)
(Bennick, 2002).

IV.1.4.1. Chélation des métaux

Les ions Fe*" et Cu” sont essentiels pour certaines fonctions physiologiques. Ils
peuvent é&tre, soit des constituants des hémoprotéines, soit des cofacteurs des
différentes enzymes du systtme de défense antioxydant: Fe pour la catalase
(Goudable et Favier, 1997), et Cu et Zn pour la superoxyde dismutase (Afonso et al,
2007)). Mais ces métaux sont aussi responsables de la production du radical hydroxyle

par la réduction du peroxyde d’hydrogéne selon la réaction suivante:

H,0, + Fe*' (Cu") — +OH + OH + Fe** (Cu*")
15



Synthése bibliographigue

Cette réaction peut étre inhibée par les composés phénoliques notamment les
flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs de ces ions métalliques
(Halliwell, 2007). 11 sont connus pour leur capacité a former des complexes stables
avec les ions métalliques grace a leurs fonctions catéchols 3’-hydroxyl, 4’-hydroxyl
sur le cycle B, 3-hydroxyl et 4-oxo de I’hétérocycle C et 4-oxo et 5-hydroxy de
I’hétérocycle C et du cycle A, respectivement (figure 9) (Pietta, 2000 ; Heim et al.,
2002).

Figure 9: Sites de Chélation des métaux de transition par les flavonoides

(Pietta, 2000).

IV.1.4.2. Neutralisation des radicaux libres

Les composés phénoliques sont des piégeurs efficaces de radicaux libres en les
réduisant par transfert direct d’un électron sur leur derniére couche électronique
(Sokol-Letowska et al., 2007 ; Ghedira, 2005).

Les composés phénoliques, en particulier les flavonoides, sont susceptibles de
réagir avec la plupart des radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH"), anions super-
oxydes (O, ™) et radicaux péroxylipidiques (Pietta, 2000). Leur activité¢ anti-radicalaire
nécessite:

 La structure 3°,4’-dihydroxy du cycle B, qui est essentielle a 1’activité des

flavonoides possédant un hétérocycle saturé.

 La double liaison 2-3 conjuguée avec la fonction 4-oxo-, qui est responsable

de la délocalisation d’¢électrons stabilisant le radical aroxyl
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* Les hydroxyles en positions 3 et 5 qui permettent une activité antiradicalaire
maximale (figure 10) (Wang et al., 2004 ; Soobrattee, 2005 ; Valko et al.,
2006 ; Sokol-Letowska et al., 2007).

Figure 10 : Les groupements fonctionnels des flavonoides intervenant dans leur

activité anti-radicalaire (Soobrattee, 2005).

Les flavonoides préviennent la peroxydation lipidique en réagissant avec les
radicaux libres, qui sont susceptibles d’arracher un proton sur le groupement CH, situé¢
entre deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (Harborne et Williams, 2000)
et protégent ainsi les membranes cellulaires (Havsteen, 2002).

Les tannins hydrolysables et les tannins condensés présentent des propriétés
antioxydantes significatives ; ils agissent comme donneurs de protons face aux

radicaux libres lipidiques produits lors de la peroxydation (Okuda, 2005).

IV.1.4.3. Inhibition d’enzymes
Les composés phénoliques affectent 1’activité de nombreux systémes
enzymatiques (Olszanecki et al., 2002). Les flavonoides ont la capacité d’inhiber les

réactions enzymatiques impliquées dans le stress oxydant. Il a été démontré que
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certains flavonoides comme I’apigenine, la quercétine et la myricétine inhibent forte-
ment la xanthine oxydase qui catalyse la réaction de transformation de 1’hypoxanthine

en acide urique (Da Salivaa et al., 2004).

IV.2. Les caroténoides

Le groupe des caroténoides comprend des molécules tétraterpéniques formées
par I’enchainement de huit unités isopréniques. Les caroténoides dérivent par cycli-
sation, déshydrogénation et oxydation de la méme molécule (CyoHse) : le lycopéne
(figure 11) (Derbel et Ghedira, 2005). Ce sont de longues molécules a caractere
lipophile qui possédent dans leur structure chimique, de trés nombreuses doubles
liaisons conjuguées qui leur conférent la capacité d’absorber la lumiére dans le visible
(Rodriguez-Amaya, 1997). Ils peuvent comporter une structure cyclique a chaque
extrémité (Rodriguez-Amaya, 2001).

La structure des caroténoides détermine leurs caractéristiques, leurs propriétés

physicochimiques et leur activité biologique.

Figurell : Structure du lycopéne (Derbel et Ghedira, 2005).

IV.2.1.Propriétés antioxydantes des caroténoides
Grace a leur longue chaine carbonée polyinsaturée, les caroténoides présentent
une activité anti-radicalaire (Rock, 2003). Ils sont particulierement efficaces contre

I’oxygéne singulet, un état excité de 1’oxygene (Tian et al., 2007).

IV.2.1.1. Piégeage de I’oxygene singulet
Les caroténoides piégent I’oxygéne singulet ; le mécanisme impliqué est le

transfert de I’énergie de 1’oxygene singulet vers une molécule de caroténoides avec
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formation de I’oxygeéne moléculaire triplet et d’une molécule de caroténoide excité
(Krinsky, 1989 ; Polyakov et al., 2001) qui revient a son état initial par perte de son
énergie sous forme de chaleur :

'0,+ Car »>0, +°Car

3Car » Car + chaleur

Car : Caroténoide ; Car’ : Caroténoide sous forme triplet.

IV.2.1.2. Neutralisation des radicaux libres
Les caroténoides peuvent céder un électron aux radicaux libres pour donner un

radical caroténoide stable (Beutner et al., 2001).

Car + ROO" > ROO™ + Car ™"
Car : caroténoide ; Car'' : radical caroténoide ; ROO- : radical peroxyle lipidique.

Les caroténoides peuvent inhiber les radicaux libres par transfert d’hydrogene

(McGarvey et al., 2001).

Car-H + ROO’ > Car’+ ROOH

Car-H : caroténoide ; Car ; radical caroténoide ; ROO' : radical peroxyle lipidique ;

ROOH : hydroperoxyde lipidique.
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I. Préparation des échantillons

Cinq échantillons de caroube ont été récoltés de maniére aléatoire, durant le

mois d’aout 2007 ; 2 Kg de chaque échantillon ont été choisis sur la base de criteres

bien définis : des fruits sains, maturation compléte, taille et couleur uniforme, ne

présentant aucune blessure ou infection (tableau V et figure 12).

Apres la récolte, les échantillons ont été séchés a 1’étuve a 40°C. La maticre

séche obtenue est réduite en poudre a 1’aide d’un broyeur électrique, puis tamisée en

utilisant deux tamiseurs de granulométries différentes (500um et 250 pm); les

fractions dont le diamétre est inférieur a 250 um ont été utilisées pour 1’extraction.

Tableau V : Caractéristiques morphologiques des échantillons de la caroube.

Echantillon | Couleur | Longueur | Largeur | Epaisseur | Nombre de Origine

El 12-13 |2,3-25 0,6-0,7 8—-10 Bordj-Mira
Marron

E2 16-18 | 1,9-2,1 0,4-0,5 11-12 Sedouk

E3 15-16,5 2,5 0,5-0,6 10 Oued-Ghir
Marron .

E4 ) 16-18 | 1,8-1,9 0,4-0,5 9-11 Maala (Bouira)
clair
Marron Draa El Mizane

E5 12-14 1,8 0,9-1 8—-10 o

(Tizi-Ouzou)
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Figure 12 : Morphologie des échantillons de la caroube étudiés.
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I1. Dosage des antioxydants
I1. 1. Les composés phenoliques

11.1.1. Préparation des extraits

Les composés phénoliques de la caroube sont extraits a quatre tempeératures
(25°C, 50°C, 75°C et 90°C), en utilisant comme solvants I’eau, 1’acétone 30% |,
I’acétone 50% et I’acétone 70% (v/v). Une prise d’essai de la poudre (0,2g) est mise en
contact avec 40ml de solvant d’extraction. Le mélange est soumis a une agitation a
différentes températures dans un bain marie. Aprés deux heures d’agitation a 1’abri de
la lumiere, les mélanges sont centrifugés a 3000g pendant 20 min puis filtrés. Les

extraits obtenus sont conservés a -18°C.

I1. 1. 2. Les composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques est estimée selon la méthode de Goli et al.
(2005). Deux cent microlitres d’extrait de caroube sont mélangés avec 1ml du réactif
de Folin-Ciocalteu. Apres 3 min, 0,8 ml de la solution de carbonate de sodium (7,5%)
sont ajoutés. Au bout de 30min d’incubation, 1’absorbance est mesurée a 720nm. La
concentration en composés phénoliques des extraits, exprimée en gramme parl00g de
matiere seche, est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en

utilisant ’acide gallique.

11.1.3. Les flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits de la caroube est €évaluée par la méthode
décrite par Bahorun et al. (2004). Une partie aliquote de chaque extrait a été ajouté a
un volume égal de chlorure d’aluminium (2 %). L’absorbance a été lue a 410 nm apres
10min. Les résultats sont exprimés en gramme équivalent quercétine par 100g de

maticre seche a partir de la courbe d’étalonnage.

22



Matériel et méthodes

11.1.4. Les tannins

La teneur en tannins des extraits de la caroube est estimée selon la méthode de
Hagerman et Buttler (1978).

La BSA (bovine sérum albumine) est solubilisée dans le tampon A (annexe) a
raison de Img/ml. 2,5ml de cette solution sont mélangés avec Iml d’extrait ; apres
24h d’incubation a 4°C, les solutions ont été centrifugées a 3000g pendant 15min. Le
précipité est solubilisé avec 4ml de SDS/TEA (sodium dodecyl sulfate, triethanol-
amine) (annexe) et le mélange est agité¢ vigoureusement ; Iml de chlorure de fer est
ajouté pour manifester avec les tannins une couleur pourpre. L’absorbance est lue a
510nm et les résultats sont exprimés en grammes équivalent acide tannique par 100g

de matiére séche a partir de la courbe d’étalonnage.

11.2. Les caroténoides

Les caroténoides ont ét¢ extraits selon la méthode de Sass-Kiss (2005) : 0,5 g de
la poudre de caroube agités pendant 30 minutes avec un mélange hexane : acétone :
¢thanol (2:1:1), puis la phase supérieure est récupérée et I’absorbance est mesurée a
430 nm. La concentration en caroténoides est exprimée en mg de B-caroténe par 100 g

de matiére séche en se référant a la courbe d’étalonnage (Annexe).

I11. Détermination de I’activité antioxydante
I11.1. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est I’aptitude des antioxydants présents dans I’extrait a
réduire le fer ferreux du complexe ferricyanure-Fe > en fer ferrique. Le pouvoir
réducteur est estimé par la méthode de Arabshahi-Delouee et Urooj (2007); 1ml
d’extrait est additionné¢ a 2,5ml de tampon phosphate (0,2M, 6,6) et 2,5ml de
ferricyanure de potassium (1%). Aprés incubation a 50°C pendant 20min, 2,5ml
d’acide trichloracétique (10%) sont ajoutés au mélange. Apres centrifugation a 3000g
pendant 10 min., 2,5ml du surnageant sont mélangés avec 2,5ml d’eau distillée et

0,5ml du chlorure ferrique (0,1%). L’absorbance est mesurée a 700nm.
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Les résultats sont exprimés en grammes équivalent acide ascorbique par 100g de

maticre seche a partir d’une courbe d’étalonnage.

I11.2. Pouvoir antiradicalaire

Le radical libre stable 2,2-diphenyl 1-picrylhydrazyl (DPPH+) est réduit par un
transfert d’hydrogene des antioxydants. 300ul d’extrait sont ajoutés a 2700ul de
DPPH (60uM). L’absorbance a été lue a 517nm apreés 30min d’incubation (Kroyer et
Hegedus, 2001). Le pourcentage de neutralisation du radical de DPPH est :

% = [(A témoin ~ A échantillon)/A témoin] x 100

A témoin : absorbance du témoin ; A échantillon : absorbance de I’extrait.

V1. Etude statistique
Toutes les données représentent la moyenne de trois essais. L’analyse
statistique des résultats est effectuée avec 1’application ANOVA (STATISTICA 5.5) et

la comparaison des données est prise a la probabilitée P<0,05.
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Résultats et discussions

I. Les antioxydants
I.1. Les composés phénoliques

Les conditions d’extraction (type de solvant, taille des particules, état du
matériel végétal et température) peuvent influencer significativement le taux et la
nature des composeés extraits (Nack et Shahidi, 2006).

Dans la présente étude, I’acétone est utilisée comme solvant plutdét que le
méthanol ou I’éthanol pour extraire les polyphénols, car il a I’avantage de précipiter
les protéines et d’extraire faiblement les sucres (Boizot et Charpentier, 2006).

Pour étudier I’effet du solvant sur I’extraction des polyphénols des échantillons
de la caroube, quatre solvants ont été utilisés : I’eau, I’acétone 30%, I’acétone 50% et
I’acétone 70%.

Les extraits acétoniques présentent les teneurs en composés phénoliques les
plus élevées par rapport aux extraits aqueux avec des différences significatives
(p<0,05).

A 25°C (figure 13), la teneur moyenne en composés phénoliques la plus élevée
est (2,37 g/100g) obtenue avec I’acétone 50%, suivi par I’acétone 70%, puis I’acétone
30%, alors que la plus faible teneur (1,01 g/100g) est obtenue avec I’eau (p<0,05).

A 90°C (figure 14), les extraits aqueux présentent une teneur moyenne en
composés phénoliques de 2,74 g/100g. Les teneurs moyennes obtenues pour les
extraits a I’acétone 30%, I’acétone 50% et I’acétone 70%, ne présentent pas de
différence significative (p<0,05); elles sont comprises entre 7,26 et 7,79 g/100g.

Pour étudier I’effet de la température, I’extraction des polyphénols des
échantillons de la caroube a été réalisée a quatre températures : 25°C, 50°C, 75°C et
90°C.

Les extraits aqueux obtenus a 25°C, 50°C, 75°C et 90°C (figure 15), ont des
teneurs moyennes en composés phénoliques de 1,01, 1,21, 1,67 et 2,74 g/100g,
respectivement.

L’extraction a I’acétone 50% (figure 16) a permis d’obtenir des teneurs
moyennes en composés phénoliques égales a 2,36, 2,74 et 3,72 g/100g a 25°C, 50°C
et 75°C, respectivement. La teneur moyenne la plus importante (7,79 g/100g) a été
obtenue a 90°C.
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Figure 13 : Teneurs en composes phénoliques des extraits aqueux et acétoniques de la

caroube a 25°C.
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Figure 14 : Teneurs en composés phénoliques des extraits aqueux et acétoniques de la

caroube a 90°C.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
(Lettres majuscules : effet du solvant ; Lettres miniscules : effet de I’échantillon).
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Figure 15: Effet de la température sur la teneur en composés phénoliques des

extraits aqueux de la caroube.
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Figure 16: Effet de la température sur la teneur en composés phénoliques des extraits

acétoniques (acétone 50%) de la caroube.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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Ces résultats indiquent que la teneur en composes phénoliques des extraits
aqueux et acétoniques des échantillons de la caroube augmente avec la température
d’une fagon significative (p<0,05). Cependant, il n’ ya pas de différence significative
entre I’extraction a 25°C et I’extraction a 50°C.

Pour les mémes conditions d’extraction (température et solvant), les teneurs en
composés phénoliques varient de facon significative selon I’échantillon (p<0,05) ; les
teneurs les plus importantes ont eté obtenues avec I’acetone 70% a 90 °C.
L’échantillon E2 présente la teneur la plus élevée (10,659/100g). Les teneurs les plus
faibles (6,50 et 7,59¢9/100g) ont été obtenues pour les échantillons E4 et E5,
respectivement.

Dans des études réalisées sur la caroube, I’extraction au méthanol acidifié a
permis d’obtenir une concentration de 42 g/100g (équivalent catéchine) (Shahkhalili et
al., 1990). Selon I’étude effectuée par Avallone et al. (1997), I’acétone pure est
inefficace pour I’extraction des polyphénols (0,2 g/100g) tandis que I’acétone 70%
(1,92 g/100g) s’avere meilleur que le méthanol 70% (1,25g/100g). L’extraction a I’eau
a permis d’obtenir des concentrations en composés phénoliques de 1,76 g/100g
(Aharoni et al., 1998), 1,75¢9/100g (Turhan et al., 2006) et 4,50 g/100g (Sebecic et al.,
2007).

Suite a une extraction a I’eau bouillante aprés I’élimination des oses présents
dans la caroube, Kumazawa et al. (2002) ont indiqué une teneur en composés phénoli-
ques de 19,2 g/100g.

Les résultats de dosage des polyphenols de la caroube montrent un rendement
supérieur avec une extraction a I’hexane puis au méthanol 0,39 g/100g, qu’avec une
extraction a I’eau distillée (Owen et al., 2003).

Des teneurs en composés phénoliques de la caroube de 0,22 ; 0,32 ; 0,34 et
0,939/100g ont été rapportées par Makris et Kefalas (2004), en utilisant comme
solvant d’extraction le méthanol 80%, I’acétonitrile 80 %, le méthanol et I’acétone
80 %, respectivement. Ayaz et al. 2007 ont rapporté une teneur de 1,35 g/100g.

La teneur en composés phénoliques de la caroube augmente avec la température
suite a une extraction par I’eau a 20°C, 50°C et 85°C (Turhan et al., 2006).
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L’extraction des composés phénoliques des pépins de raisin par I’eau a 25°C,
50°C et 80°C, a permis d’obtenir la teneur la plus élevée a 80°C et la plus faible a
25°C (Bucic -Kojic et al., 2007). Dans une autre étude une augmentation significative
de la concentration de polyphénol est obtenue avec une température d'extraction égale
ou supérieure a 50°C (Youssef et EI-Adawi., 2006).

La teneur en composés phénoliques du péricarpe du litchi augmente avec la
température de 30°C a 80°C (Ruenroengklin et al., 2008).

Les teneurs et la composition en polyphénols de la caroube different d’un auteur
a un autre. Les fluctuations obtenues pourraient étre dues a différents facteurs comme
la variété du caroube, I’origine géographique, les conditions de culture, le degré de la
maturation (Ayaz et al., 2007), la partie analysée, les methodes utilisées pour
I’extraction des polyphénols ou leur détermination.

L utilisation de I’eau en combinaison avec des solvants organiques contribue a
la création d’un milieu modérément polaire qui assure I’extraction des composés
phénoliques (Lapronik et al., 2005 ; Liyana-Pathirana et Shahidi, 2005).

La faible teneur des extraits aqueux en composes phénoliques pourrait étre due
a la présence d’impuretés (acides organiques, glucides, protéines solubles) qui peuvent
interférer dans le dosage des composés phénoliques (Chirinos et al., 2007).

Les acides phénoliques trés polaires (acides benzoiques et cinnamiques) ne
peuvent pas étre extraits completement avec des solvants organiques purs; les
mélanges alcool-eau ou acétone-eau sont recommandés, et les substances moins
polaires (dérivés d’acides phénoliques) ne sont pas isolés quantitativement en utilisant
I’eau pure comme solvant d’extraction (Cazes, 2005).

Les mélanges acétone-eau sont les meilleurs solvants pour I’extraction des
antioxydants polaires ; ils sont tres utilisés pour I’extraction des matrices protéiques,
car ils permettent la dissolution des complexes polyphénols-protéines (Al-Farasi et
Lee, 2008).

Le chauffage lors de I’extraction pourrait ramollir le tissu végétal et affaiblir les
interactions phénols-protéines et phénols-polysaccharides, ainsi plus de polyphénols

migreraient vers le solvant (Youssef et EI-Adawi., 2006)
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L’augmentation de la température d’extraction pourrait favoriser une libération
des polyphénols associés aux parois, ce qui induirait I’apparition de nouveaux groupe-

ments hydroxyles qui réagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu.

1.2. Les flavonoides

Les teneurs en flavonoides présentent des différences significatives selon
I’échantillon et le solvant d’extraction utilisé (figures 17 et 18).

A 25°C (figure 17), les extraits aqueux contiennent une teneur moyenne en
flavonoides égale a 0,08 g/100g. L’extraction a I’acétone 30%, I’acétone 50% et
I’acétone 70% a donné des teneurs moyennes de 0,10; 0,12; 0,11 ¢/100g,
respectivement.

A 90°C (figure 18), la teneur moyenne en flavonoides des extraits aqueux est
0,17 g/100g. Les extraits acétoniques 30% et 70% contiennent une teneur moyenne
similaire (0,259/100g). Les extraits & I’acétone 50% sont les plus riches en flavonoides
(0,299/100g).

Les teneurs en flavonoides des extraits acétoniques et aqueux sont
significativement différentes (p<0,05). A 90°C, I’acétone 50% représente le meilleur
solvant suivi par I’acétone 70% et I’acétone 30% et enfin I’eau, alors qu’a 25°C les
teneurs en flavonoides dans I’acétone 70% et I’acétone 50% ne présentent pas de
différence significative.

Les teneurs en flavonoides des extraits varient selon la température
d’extraction. Pour I’intervalle 25 a 90°C, les teneurs en flavonoides augmentent de
maniére significative (P<0,05).

Les extraits aqueux présentent des teneurs moyennes allant de 0,08 a
0,17g/100g a 25°C, 50°C, 75°C et 90°C (figurel9).

L’extraction a I’acétone 50%, a donné des teneurs moyennes en flavonoides
comprises entre 0,12 et 0,29 g/100g, & 25°C, 50°C, 75°C et 90°C (figure 20).
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Figure 17: Effet du solvant sur I’extraction des flavonoides des échantillons de la

caroube a 25°C.
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Figure 18 : Effet du solvant sur I’extraction des flavonoides des échantillons de la

caroube a 90°C.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
(Lettres majuscules : effet du solvant ; Lettres miniscules : effet de I’échantillon).
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Figure 19 : Effet de la température sur la teneur en flavonoides des extraits aqueux

des échantillons de la caroube.
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Figure 20: Effet de la température sur la teneur en flavonoides des extraits

acétoniques (acétone 50 %) des echantillons de la caroube.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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A 90°C dans I’extrait a I’acétone 50 %, la teneur en flavonoides la plus élevée
(0,32 ¢g/100g) est obtenue dans I’échantillon E2 tandis que la plus faible teneur
(0,249/1009) est celle de I’échantillon E4.

Selon Owen et al. (2003), la caroube présente une teneur en flavonoides de
0,10 g/100g, dont les composés dominants sont la quercetine rhamnoside (0,049/100g)
et la myricetine rhamnoside (0,037 g/100g). Selon Makris et al. (2007), les teneurs en
flavonoides sont de 0,92 g équivalent catéchine/100g. Des teneurs comprises entre
0,04 et 0,05 g (CE)/100g ont été obtenues par Ayaz et al. (2007).

La solubilité des flavonoides dépend du nombre, du type et de la position de la

liaison des glucides avec les flavonoides (Lapronik et al., 2005).

1.3. Les tannins

Les extraits acétoniques presentent des teneurs en tannins supérieures a celles
des extraits aqueux avec différences significatives (P<0,05).

La teneur moyenne en tannins a 25°C des extraits aqueux est de 0,01 g/100g.
L’extraction a I’acétone 30%, I’acétone 50% et I’acétone 70% a donneé des valeurs
moyennes similaires sans différence significative ; ces teneurs varient entre 0,05 et
0,179/100g (figure 21).

A 90°C, les extraits aqueux contiennent une teneur moyenne en tannins de
0,349/100g (figure 22). L’extrait préparé par I’acétone 30% contient une teneur
moyenne de 1,06 g/100g ; les teneurs moyennes obtenues dans I’acétone 50% et
I’acétone 70% ne presentent pas de différence significative ; elles sont égales a 1,31 et
1,40 g/100g, respectivement.

Pour des températures comprises entre 25°C et 90°C, les extraits aqueux
contiennent des teneurs moyennes en tannins allant de 0,01 a 0,34 g/100g (figure 23).

L’extraction par I’acétone 50% a permis d’obtenir des valeurs moyennes allant
de 0,11 a 0,39 g/100g a 25°C, 50°C et 75°C. La teneur moyenne en tannins la plus
élevée (1,31 g/100q) détectée a 90°C (figure 24).
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Figure 21 : Effet du solvant sur I’extraction des tannins des échantillons de la caroube
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Figure 22 : Effet du solvant sur I’extraction des tannins des échantillons de la caroube
a 90°C.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
(Lettres majuscules : effet du solvant ; Lettres miniscules : effet de I’échantillon).
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Figure 23: Effet de la température sur la teneur en tannins des extraits aqueux des

échantillons de la caroube.
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Figure 24: Effet de la température sur la teneur en tannins des extraits acétoniques des

échantillons de la caroube.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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Les teneurs en tannins augmentent de maniére significative (p<0,05) pour les
températures supérieures a 50°C. Pour les extractions réalisées a 25°C et a 50°C,
aucune différence significative n’est constatée.

Les teneurs en tannins des extraits de la caroube présentent de différences
significatives (p<0,05) selon I’échantillon. Pour I’extrait préparé par I’acétone 50 % a
90°C, I’échantillon E2 possede la teneur en tannins la plus élevée (1,64g9/100g), tandis
que I’échantillon E5 possede la teneur la plus faible (1,00g/100g).

Les teneurs importantes en tannins obtenues dans les extraits acétoniques,
peuvent étres expliquées par le poids moléculaire élevé des tannins de la caroube.
Cependant, ils sont trés solubles dans les solvants organiques moins polaires.

Les teneurs faibles obtenues dans les extraits aqueux peuvent étres expliquées
par le fait que les tannins & poids moléculaire élevé diffusent plus faiblement que les
oligomeres dans I’eau (Bennick, 2002 ; Cheynier et al., 2005).

Les teneurs en tannins des échantillons de la caroube de la présente étude sont
comparables a plusieurs résultats de la littérature. Des teneurs de 4, 3,75 et 2,35 g/100g
ont été rapportées par Tamir et al. (1971), Yousif et Alghzawi (2000) et Lizardo et
al. (2002), respectivement. Dongowski (2007) a obtenu des teneurs comprises entre 3
et 7 g/100g. Les teneurs en tannins de la caroube murs et verte extraits par I’eau
chaude, sont respectivement de 6 et 4 g/100g (Tamir et Alumot, 1969). Wirsch
(1979) a obtenu, dans la fraction fibreuse de la caroube, une teneur en tannins
condenses de 44,4 g/100g. Aharoni et al. (1998) ont rapporté une teneur de 4g/100g.

Dans une étude effectuée par Kumazawa et al. (2002) ; les teneurs en tannins
condensés obtenues en utilisant la méthode de vanilline et la méthode de proantho-
cyanidines sont de 4,37 et 1,36 g/100g, respectivement. Des teneurs comprises entre
16 et 20 g/100g ont été rapportées par Makris et Kefalas (2004).

Ayaz et al. (2007) ont rapporté des teneurs de 0,036 g/100g et 0,041 g/100g en
proanthocyanidines et gallotannins, respectivement.

Avallone et al. (1997) indiquent une teneur plus élevee en tannins condensés
(proanthocyanidines) en comparaison avec les tannins hydrolysables représentés par

les éllagitannins et les gallotannins. En effet, la caroube contient 0.275 g/100g de
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tannins condensés et 0.095 g/100g de tannins hydrolysables (0.051g/100g d’éllagi-
tannins et 0.044 g/100g de gallotannins).

Les principaux polyphénols décrits dans les gousses de la caroube sont
insolubles, hautement polymérisés, appartenant aux tannins condensés contenant un
noyau flavane (Tamir et al., 1971). Le degré de polymérisation des flavanols, estime
par Kumazawa et al. (2002) est de 31,1%.

Les polyphenols extraits par I’eau se composent de (-)- epigallocatechine, (+)-
catechine, (-)-epicatechine gallate, (-)-epigallocatechine gallate, avec I’acide gallique
comme composant le plus abondant (Avallone et al., 1997).

Les gousses mures sont riches en acide gallique (Nishira et Joslyn, 1968).
Nishira et Joslyn (1968) et Tamir et al. (1971) ont identifié plusieurs catéchines et
leuco-anthocyanines dans les gousses vertes. Ces molécules sont considérées comme

les précurseurs possibles des tannins condensés retrouves dans les gousses mares.

De tres bonnes corrélations linéaires sont constatées entre les teneurs en
polyphénols totaux et les teneurs en flavonoides (figure 25) et en tannins (figure 26)
des extraits des échantillons de la caroube

L’extraction a 25°C, 50°C, 75°C et 90°C, par I’eau, I’acétone 30%, |’acétone
50% et I’acétone 70% a permet d’obtenir des teneurs en flavonoides et en tannins
proportionnelles avec celles des composés phénoliques totaux, avec des coefficients de

corrélation de 0,95 et 0,96, respectivement.
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: Corrélation entre la teneur en composés phénoliques et la teneur en
flavonoides des extraits de la caroube.

12

omposes phénoliques (g/100g MS)

al
—

(

r=0,96

0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

Tannins (g/100g MS)
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des extraits de la caroube.
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1.4. Les caroténoides

Pour I’extraction des caroténoides deux phases ont été utilisées ; une phase
apolaire qui permet de récupérer les caroténoides et une phase polaire pour éliminer
les molécules hydrophiles dont les polyphénols, particulierement les flavonoides, car
certains peuvent interférer dans le dosage des caroténoides.

Les teneurs en caroténoides des échantillons de la caroube analysés (figure 27)
présentent des différences significatives (p<0,05). Les échantillons E2, E3 et E4
contiennent 2,97 ; 2,00 et 2,40 mg/100g, respectivement ; les teneurs des échantillons
E1l et E5 ne présentent pas de différence significative (p<0,05); ce sont les
échantillons les plus riches en caroténoides : 4,2 et 4,1 mg/100g, respectivement.

Les différences constatées entre les échantillons seraient dues a la varieté et aux

conditions de culture, notamment la lumiére, la température et I’azote disponible.
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Figure 27 : Teneur en caroténoides des echantillons de la caroube.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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I1. Activité antioxydante

I1.1. Pouvoir reducteur

Le pouvoir réducteur est la capacité qu’a un extrait a donner un électron et a
réduire le fer. De nombreux auteurs considérent la capacité réductrice d’un composé
comme indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (Tepe et al., 2005).

Les extraits aqueux obtenus a 25°C (figure 28) présentent un pouvoir réducteur
moyen de 1,30 g d’acide ascorbique/100g. Les pouvoirs réducteurs des extraits
acétoniques sont significativement différents. Les valeurs moyennes sont égales a 2,6 ;
3,3 et 3,2 g d’acide ascorbique/100g, pour les extraits a I’acétone 30%, 50% et 70%
respectivement. Les résultats montrent que I’activité des extraits acétoniques est
nettement supérieure a celle des extraits aqueux.

A 90°C, le pouvoir réducteur moyen des extraits aqueux (figure 29) est de 4,869
d’acide ascorbique/100g ; pour les extraits a I’acétone 30% et 50%, le pouvoir
réducteur est de 6,67 et 9,75 g d’acide ascorbique/100g, respectivement. La meilleure
activité est constatée dans les extraits préparés avec I’acétone 50%. Le plus faible est
obtenu avec les extraits aqueux avec une différence significative (p<0,05).

L’analyse statistigue montre que le pouvoir réducteur pour I’ensemble des
extraits augmente avec la température (température supérieure ou égale a 75 °C).

A 25°C, 50°C et 75° C (figure 30), le pouvoir réducteur des extraits aqueux ne
présente pas de différence significative ; les valeurs moyennes varient de 1,30 a 4,869
d’acide ascorbique/100g. Les extraits préparé avec I’acétone 50% montrent un pouvoir
réducteur moyenne allant de 3,28 a 4,25 g d’acide ascorbique/100g ; un fort pouvoir
réducteur (9,75g/100g/100g) est obtenu a 90°C (figure 31).

Les pouvoirs réducteurs des extraits des échantillons de la caroube, présentent
des différences significatives (p<0,05). A 90 °C, P’extrait a I’acétone 50% de
I’échantillon E2 présente le meilleur pouvoir réducteur (12,06 g/100g) ; I’échantillon

E4 présente le plus faible pouvoir réducteur (7,919/100g).
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Figure 28: Effet du solvant sur le pouvoir réducteur des échantillons de la caroube a
25°C.

OEl

BE2

BE3

BE4

BES

Pouvoirréducteur (g/100g)

Eau Acétone30%  Acétone50%  Acétone70%

Figure 29 : Effet du solvant sur le pouvoir réducteur des échantillons de la caroube a
90°C.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
(Lettres majuscules : effet du solvant ; Lettres minuscules : effet de I’échantillon).
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Figure 30 : Effet de la température sur le pouvoir réducteur des extraits aqueux des

échantillons de la caroube.
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Figure 31 : Effet de la température sur le pouvoir réducteur des extraits acétoniques

des échantillons de la caroube.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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Les résultats de la présente étude révélent I’existence d’une bonne corrélation
linéaire entre le pouvoir réducteur et les teneurs en composés phénoliques (r=0,97),
flavonoides (r=0,93) et en tannins (r=0,88) des échantillons de la caroube (figure 32),
confirmant ainsi les résultats de Makris et al. (2007). Ceci indique que les composés
phénoliques et leurs classes individuelles dosées dans la caroube ont des bonnes

capacités réductrices.
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Figure 32: Corrélation entre la teneur en composés phénoliques (a), flavonoides(b) et

en tannins (c) et le pouvoir réducteur des extraits de la caroube.
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11.2. Le pouvoir antiradicalaire

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre largement utilisé
pour évaluer I’activité antioxydante. La méthode est basée sur la capacité des
antioxydants a agir en tant que piégeurs de radical en réduisant le DPPH par un
transfert d’hydrogene (Milardovic” et al., 2006).

L’activité antiradicalaire des extraits de la caroube varie significativement selon
le solvant ; I’activité des extraits acétoniques est supérieure a celle des extraits aqueux
(figures 33 et 34).

L’extraction a 25°C (figure 33), avec I’eau, I’acétone 30%, 50% et 70% montre
des activités antiradicalaires moyennes égales a 10,18 ; 28,83 ; 33,62 et 34,25%,
respectivement.

A 90°C (figure 34), les extraits préparés avec I’eau, I’acétone 30%, 50% et 70%
présentent des activités antiradicalaires moyennes de 39,01 ; 75,11 ; 86,17 et 83,79%,
respectivement.

L analyse statistique montre que la meilleure activité antiradicalaire est obtenue
avec I’acétone 70% et I’acétone 50%.

Les activités antiradicalaires moyennes des extraits varient selon la température,
entre 13,02 (25 °C) et 43,46% (90°C) (figure 35). Quant aux extraits a I’acétone 50%,
les activités antiradicalaires sont comprises entre 33,86 (25°C) et 82,05 % (90°C)
(figure 36). L’extraction a 90 °C a permis d’obtenir la meilleure activité anti-
radicalaire.

L’étude statistiqgue montre aussi qu’il existe des différences significatives (p<0,05)
entre les échantillons de la caroube. Pour I’extraction a I’acétone 50 % a 90°C,
I’échantillon E2 présente I’activité antiradicalaire la plus élevée (93,43%) ; I’activité
de I’échantillon E4 est la plus faible (71,62%), c'est-a-dire le profil de I’activité

antiradicalire des échantillons analysés est analogue a celui du pouvoir réducteur.
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Figure 33: Effet du solvant sur I’activité antiradicalaire des extraits de la caroube a
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Figure 34 : Effet du solvant sur I’activité antiradicalaire des extraits de la caroube a

90°C.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

(Lettres majuscules : effet du solvant ; Lettres minuscules : effet de I’échantillon).
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(acétone 50%) des échantillons de la caroube.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
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La variation dans I’activité antioxydante est due a la quantité et /ou a la nature
des substances antioxydantes présentes dans les extraits des échantillons la caroube.

Kumazawa et al. (2002) ont montré que I’extrait aqueux de la caroube
manifeste une activité antiradicalaire importante.

Les études menées par Gulgin et al. (2003) et Tepe et al. (2005) indiquent que
le solvant d’extraction a une influence sur I’activité antioxydante des extraits.

Les teneurs des extraits de caroube en composes phénoliques, flavonoides et en
tannins présentent des corrélations linéaires significatives avec le pouvoir anti-
radicalaire ; les coefficients de corrélation sont de 0,93 ; 0,93 et 0,79, respectivement
(figure 37). Ces corrélations sont similaires a celles obtenues par Makris et al. (2007).

En outre, les résultats obtenus révélent I’existence d’une bonne corrélation entre
le pouvoir réducteur et I’activité antiradicalaire (r = 91) des extraits de la caroube
(figure 38). Ceci indique que les composés phénoliques et leurs classes individuelles
de la caroube ont une bonne capacité de réduire les oxydants et de piéger les radicaux

libres.
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Figure 38: Corrélation entre le pouvoir réducteur et I’activité antiradicalaire des
extraits de la caroube.
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Conclusion

Conclusion

Notre étude a été consacrée aux dosages de quelques antioxydants (poly-
phénols totaux, tannins, flavonoides et caroténoides totaux) de cing échantillons de
caroube, apres leur extraction en utilisant plusieurs solvants a différentes tempeératures,
ainsi qu’a la détermination de I’activité antioxydante des extraits obtenus.

Les teneurs en composés phénoliques totaux de la caroube difféerent selon
I’échantillon, le solvant et la température d’extraction. Les extraits acétoniques
(acétone 70%) a 90°C sont les plus riches (10,65 g/100g, pour I’échantillon E2); les
plus faibles teneurs sont obtenues a 25°C dans les extraits aqueux (1,23 g/100g, pour
I’échantillon E2).

Les teneurs des extraits en polyphénols, flavonoides et en tannins augmentent
avec la température d’extraction et sont plus élevées dans les extraits acétoniques que
dans les extraits aqueux.

Pour les caroténoides, les échantillons E1 et E5 sont les plus riches (4,21 et

4,11mg/100g). L’échantillon E3 présente la teneur la plus faible 2,00 mg/100g.

Les extraits acétoniques présentent un pouvoir réducteur supérieur a celui des
extraits aqueux. L’extraction a 90°C a permis d’obtenir le plus fort pouvoir réducteur
pour I’ensemble des extraits.

Les réesultats obtenus indiquent I’existence d’une bonne corrélation linéaire
entre le pouvoir réducteur des extraits des échantillons de la caroube et leurs teneurs en
composés phénoliques, flavonoides et en tannins.

La meilleure activite antiradicalaire est obtenue avec I’acétone 70% et I’acétone
50%. L extraction a 90°C a permis d’obtenir une forte activité antiradicalaire.

Les teneurs des extraits de caroube en composés phénoliques, flavonoides et en
tannins présentent des corrélations linéaires importantes avec le pouvoir anti-
radicalaire.

Les résultats montrent également I’existence d’une bonne corrélation entre le
pouvoir réducteur et I’activité antiradicalaire des extraits de caroube.

L’échantillon E 2 se caractérise par la meilleure activité antioxydante.
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Conclusion

Les résultats de la présente etude méritent d’étre complétes, il serait intéressant :
-d’augmenter le nombre d’échantillons.
- d’évaluer I’effet de I’origine géographique
-d’étudier d’autres parameétres d’extraction (la granulométrie de la poudre de
caroube, le pH du solvant et la durée de I’extraction, ...).

- et d’identifier les principes actifs responsables de I’activité antioxydante.
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ANNEXES

Préparation des solutions

A le tampon A est préparé par une solution de 0,2M d’acide acétique - 0,17M de
NaCl ; le pH est ajusté a pH 4,9.

SDS/TEA : 5% (v/v) triéthanolamine avec 1% (P /V) SDS (50ml triéthanolamine, 10g

SDS ajuster le volume avec 1,0 litre d’eau distillée).

FeCls: 1,629 est dissout dans 0,01M de HCI. La solution est filtrée.

Courbes d’étalonnage
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Figure 1 : Courbes d’étalonnage des composés phénoliques.
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Figure 2 : Courbes d’étalonnage des flavonoides.
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Figure 3 : Courbes d’étalonnage des tannins.
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des caroténoides.
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Figure 5: Courbes d’étalonnage de I’acide ascorbique pour le pouvoir réducteur.



Résumé

Cette ¢étude a été consacrée aux dosages des antioxydants (polyphénols, tannins,
flavonoides et caroténoides) de cinq échantillons de caroube, aprés leur extraction a quatre
températures (25°C, 50°C, 75°C et 90°C), en utilisant comme solvants 1’eau, 1’acétone 30% ,
I’acétone 50% et 1’acétone 70% (v/v), ainsi qu’a la détermination de 1’activité antioxydante de
tous les extraits obtenus. Les résultats obtenus indiquent que les extraits acétoniques présentes
des teneurs en composés phénoliques (1,57-10,65 g/100g ), en flavonoides (0,10 -0,32
g/100g) et en tannins(0,04-1,65 g/100g) plus élevées que celles des extraits aqueux. En
augmentant la température d’extraction, des concentrations plus importantes en antioxydants
ont ¢été¢ obtenues. Des teneurs en caroténoides (2,00 - 4,21 mg/100g) appréciables ont été
révélé dans la caroube. Des corrélations significatives, comprises entre 0,79 et 0,97 ont été
¢tablies entre la teneur en polyphénols, en flavonoides et en tannins avec 1’activité anti-
radicalaire et le pouvoir réducteur des extraits aqueux et acétoniques.

Mots clé: caroube, température, solvant, polyphénols, flavonoides, tannins, pouvoir
réducteur, activité antiradicalaire.

Summary

This study was devoted to determinate the antioxydants (polyphenols, tannins,
flavonoides and carotenoids) of five samples of carob, after their extraction at four
temperatures (25°C, 50°C, 75°C and 90°C), by using water, acetone 30%, acetone 50% and
acetone 70% (v/v) as solvents and the determination of the antioxydant activity of all the
extracts obtained. The results obtained indicate that the acetone extracts present contents of
phenolic compounds (1,57-10,65 g/100g), flavonoids (0,10 -0,32 g/100g) and of tannins
(0,04-1,65 g/100g) higher than those obtained from the aqueous extracts. By increasing the
temperature of extraction significant antioxydant concentrations were obtained. Appreciable
contents of carotenoid (2,00-4,21 mg/100g) were revealed in carob. Significant correlations,
ranging between 0,79 and 0,97 were established between the content of polyphenols,
flavonoids and tannins with the radical scavenging activity and the reducing power of the
aqueous and acetone extracts.

Keywords: carob, temperature, solvent, polyphenols, flavonoids, tannins, reducing power,
radical scavenging activity.
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