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Depuis la nuit des temps, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils avaient a
leur disposition contre les maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la
tuberculose ou la malaria. Ni le hasard, ni la religion et ni la superstition qui a guidé la
médecine traditionnelle a employer une plante plutét qu'une autre. Certainement, ¢ est
I’ expérience ou les gents apprécient les vertus apaisantes et analgésiques des plantes (Iserin,
2001).

Aujourdhui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité
des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle
aux infections graves), décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux
meédicaments et leur résistent de plus en plus (Iserin, 2001).

L’industrie pharmaceutique moderne elle-méme s appuie encore largement sur la diversité
des métabolites secondaires des végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés
biologiques inédites. Cette source semble inépuisable puisque seule une petite partie des
400'000 especes vegétales connues ont été étudiées sur les plans phytochimiques, biologiques
et pharmacologique, et que chaque espéce peut contenir jusgu'a plusieurs milliers de
constituants différents (HOSTETTMANN, 1982 ; ABDOLLAHI, 2003).

La toxicité de I’oxygéne est liée a sa structure moléculaire biradicalaire, chimiquement
instable, permettant des réarrangements électroniques sur la couche orbital e externe le rendant
plus actif. Ainsi, I’oxygene moléculaire peut se transformer dans I’organisme en oxygene
singulet et en anion superoxyde. Ces substances hautement réactives engendrent a leur tour
d’ autres espéces réactives oxygénées (ERO) de nature radicalaire ou non radicalaire (Rock,
2003) pouvant induire des dommages oxydatifs souvent irréversibles au niveau d’un grand
nombre de molécules biologiques comme les enzymes, les protéines, I’ADN, ... (Berger,
2006).

Afin d’empécher les ERO dexercer de facon incontrolée leurs effets déléteres,

I’ organisme dispose d’ un vaste réseau de défense : les antioxydants (M offarts et al., 2005). |1

existe deux sources de défenses antioxydantes : I’une est apportée par |’alimentation sous

forme de fruits, de légumes et de boissons riches en vitamines C et E, caroténoides,

polyphénols, tandis que |’ autre (glutathion peroxydase, catalase, ...) est d origine endogéne
(Pincemail et al., 2004).

L’ Algérie recéle d' un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans les

régions cotieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, |a steppe et les oasis sahariennes




: on y trouve plus de 3000 especes vegétales. Parmi ces ressources naturelles les plantes
aromatiques et médicinales occupent une large place et jouent un grand réle dans I’ économie
nationale. Elles sont utilisées dans différents domaines : industrie alimentaire, conserverie,
pharmaceutique, et phytothérapie (Duraffourd et al., 1997).

La caroube est le fruit de Ceratonia sliqua, se développant dans les régions
meéditerranéennes et appartenant a la famille des légumineuses. Plusieurs éudes ont montré
gue la caroube présente de nombreuses propriétés biologiques dont les activités
anti-microbienne (Henis et al., 1964), antidiurétique (Warsch 1979 ; Bremness, 1996 ;
Santos et al., 2005), antioxydante et hypocholestérolémiante (Gruende et al., 2006 ;
Klenow et al., 2007).

La production mondiale annuelle, essentiellement méditerranéenne, est estimée a 310 000
tonnes, dont une bonne partie est fournie par I’ Espagne suivie de |’ Italie, du Portugal du
Maroc et del’ Algérie (FAOSTAT, 2010).

La caroube suscite actuellement beaucoup d'intérét en Algérie, lesindustriels se disputent le
marché international, en vue de son exportation sous forme de farine tirée de la pulpe et des
graines pour leur culture agricole.

Par ailleurs, cet arbre est d'une importance économique considérable ; ses gousses, plus
riches en sucre que la canne a sucre et la betterave sucriere, sont utilisées en industrie
agroalimentaire et pharmacologique, notamment comme antidiarrhéique, leur richesse en
fibres leur confére des vertus hypochol estérol émiantes et hypoglycémiantes ; les composes
phénoliques qu’ elles contiennent sont a I’ origine de leur propriété antioxydante (Hariri et
al.,2009)

L’ objectif de ce modeste travail est le dosage des antioxydants et I’ estimation de I’ activité
antioxydante de la caroube. Pour celala présente étude comprend deux parties principales :

La premiere partie est une synthése bibliographique comportant une description de la
caroube et ses antioxydants.

La deuxiéme partie du travail est expérimentale, elle est consacrée a:

e Extraction et teneur en composés phénoliques de chacun des différentes parties de

caroubier (gousse, pulpe, graine).

e L’évauationinvitro del’ effet antioxydant des extraits lyophilisés, selon quatre testes

1. Test du piégeage du radical libre DPPH'.

2. Pouvoir réducteur du fer.

3. Inhibition de peroxyde d’ hydrogéne (H.20,).
4. Chélation defer ferreux.
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Généralités sur le caroubier

l. Généralités suele Caroubier

Le mot "Caroubier” venant de |'arabe al kharroube, est connu sous le nom scientifique de
Ceratonia siliqua L. qui désigne en grec keratia (Ceratonia) signifiant « petite corne » et le

nom d'espéce siliqua, désigne en latin une silique ou gousse.
I.1. Historique:

Le caroubier est un arbre apprécié depuis des milliers d années par les habitants des
pays meéditerranéens pour sa chair farineuse et sucrée. (Batlle et Tous, 1997 ; Ghar nit, 2003
: Berrougui, 2007). Qui a été cultivé par les Egyptiens qui utilisaient |a farine de caroube
pour rigidifier les bandelettes de leurs momies. Il fut également utilisé par les berbéres du
Maroc pour ses vertus médicinales : gréce a sa teneur élevée en fibres, son fruit (la caroube)
était dissout dans un liquide chaud pour stopper les diarrhées. Puis par les Arabes de I’ Afrique
du Nord, en Grece et en Italie, en Espagne et au Portugal (Rejeb, 1995 ; Gharnit, 2003),
ensuite il a été introduit en Amérique du Sud, du Nord et en Australie par les Espagnols.
Actuellement le caroubier se trouve aussi aux Philippines, en Iran, en Afrique du sud et en
Inde (Berrougui, 2007).

[.2.0rigine

Le centre d'origine de Ceratonia siligua L n'est pas clair. Il a éé placé par
(Vavilov ,1951) dans la région de la Méditerranée orientale (Turquie et la Syrie).Cependant,
(Schweinfurth ,1894) considéré comme caroube originaire des pays montagneux du sud de
I'Arabie (Yémen). Plus récemment, il a été considéré par (Zohary ,1973) comme provenant
de laflore indo-Malaisienne, groupé avec Olea, Laurus, Myrtus, et d’ autres plantes.

| .3. Classification

Tableau | : Classification de Ceratonia siliqua. L (Quezel et Santa, 1963)

Regne Plantae

Sous-régne Tracheobinta

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae (Iégumineuses)
Sous-famille Caesalpinioidae

Genre Ceratonia L

Espéce Ceratonia siliqua L.
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|.4. Description

Le caroubier (Ceratonia siligua L.), appartenant a la grande famille des
légumineuses mesurant généralement cing métres de hauteur et pouvant atteindre
exceptionnellement quinze metres, cultivé depuis longtemps qui peut vivre jusgu'a 500 ans,
pour ses produits dévers mais aussi pour sa résistance au manque d'eau donc le caroubier
présente une bonne résistance a la sécheresse par ce qu'il a de fortes racines qui pénetrent
dans le sol, pour atteindre une profondeur de 18 m ou méme plus (Aafi, 1996 ; Gharnit,
2003) et une écorce lisse et grise lorsgue la plante est jeune ; et brune et rugueuse a |’ age

adulte. Son bois de couleur rougeétre est tres dur (figurel).

Figure 1: L’ arbre du caroubier (Rejeb et al., 1991)
Ses feuilles sont de couleur verte, persistantes, coriaces, aternes, de 10 a 20 cm de
long, elles sont composées de 4 a 10 folioles, avec ou sans foliole terminale (Figure2). |l perd
sesfeuilles tousles 2 ans, au mois dejuillet (Aafi, 1996 ;Ghar nit,2004) .

Figure2 : Lesfeuilles de caroubier

Et ses fleurs sont groupés en grappes pédonculées, de couleur pourpre et parfois

rougeétre, qui apparaissant sur vieux bois et parfois sur le tronc (Figure3). La morphologie
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florale du caroubier est tres complexe. La floraison alieu de aout a novembre et la maturation

alafin de printemps de I’ année suivante (Batlle et Tous, 1997 ; Ghar nit,2004).

Figure3: Lesfleursde caroubier

Le caroubier donne naissance a des longues et épaisses gousses, appelé caroube, de
10 & 20cm de longueur. Vertes lorsgu’ elles sont immatures, ces gousses deviennent brunes et
aplaties lorsgu’ élles arrivent a maturité vers le mois de juillet (Rejeb et al., 1991 ; Batlle et
Tous,1997) (Figure4 et 5).

Figure4 : Lesgoussesvertes Figure5: lesgousses M (res

On retrouve dans les gousses les graines de caroube (figure 6), de couleur brune et de
forme ovoide aplatie. On compte quinze a vingt graines par gousse. (Regeb, 1995 ;Ait Chitt
et al,2007).

Figure6 : lesgraines et gousses de caroubier
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[.5. Laproduction et usage

a) Laproduction mondiale du caroubier :

Espéce Ceratonia siliqua L. est considérée comme un composant important de

veégétation pour des raisons économiques et environnementales (M akirs et Kafelas, 2004). La

production mondiale des caroubes (tableau I1) est estimée a 310 000 tonnes par an, produites

dans une superficie d’environ 200 000 ha, soit 1,55 tonne/ha avec des rendements trés

variables selon le cultivar, larégion et I’ agriculteur pratique (Ayas et al, 2007).

Tableau Il : production mondiale de caroubier (Faostat 2010)

Pays Production en tonnes (2004) Production en tonnes (2008)
Espagne 67000 72000
Italie 24000 31224
Maroc 40000 25000
Portugal 20000 23000
Grece 19000 15000
Turquie 14000 12100
Chypre 7000 3915
Algérie 4600 3600
Liban 3200 2800
Tunise 1000 1000
Total 182680 191167

b) Intérét et Utilisation de caroubier :

Le caroubier est un arbre d’ importance écologique, socio-économique, industrielle et

ornementale indiscutable. En terme de produits, I’arbre et toutes ses composantes (feuilles,

fleurs, fruits, graines, bois, écorce et racine) sont utiles et particuliérement le fruit.

> Arbre:

le caroubier est souvent utilisé, pour le reboisement et |a reforestation des zones affectées par

En raison de sarusticité et de son adaptation aux contraintes de I’ environnement,

I’érosion et la désertification (Boudy, 1950 ; Rejeb et al., 1991 ; Biner et al., 2007).
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> Lefruit:

La pulpe sucrée de la caroube est employée depuis longtemps, comme nourriture de
bétail (Ait Chitt et al., 2007). Elle est utilisée dans I’industrie alimentaire humaine, gréce a
sa teneur élevée en sucres et en composes phénoliques. Elle est également employée pour la
production d’'acool (éthanol), d’'acide citrique et comme substituant du cacao pour la
fabrication de chocolat, car elle ne contient ni caféine ni théobromine (alcaloides). La farine
de la pulpe entre dans la composition de plusieurs aliments comme, les biscuits, les farines
lactées... (Rejeb et al., 1991 ; Makris et Kefalas, 2004 ; Dakia et al., 2007).

La pulpe est utilisée aussi contre la diarrhée et pour le traitement de certaines maladies
comme la gastrite, I’ entérite, les angines, les rhumes et le cancer... (Cros et al., 2002 ;
Gharnit, 2003 ; Ait Chitt et al., 2007).

» Lagraine:

Les graines du caroubier sont utilisées dans le domaine industrielle et médicale, la
gomme des graines reste la plus importante, puisqu’ elle est utilisée, comme agent
stabilisateur, gélifiant, fixateur dans différents domaines comme |’ agroalimentaire (fromage,
mayonnaise, salades...), la cosmétique (crémes, dentifrices...), I'industrie pharmaceutique
(médicaments, sirops...), la tannerie, le textile (Battle et Tous, 1997 ; Biner et al., 2007 ;
Dakia et al., 2007).

» Lafleur : est utilisée par les apiculteurs pour la production du miel de caroube.

» Lesfeuilles: sont utiles pour I alimentation des animaux.

» L’écorce et lesracines: sont utilisées en tannerie gréce a leur teneur en tannins. Le
bois du caroubier, dur de couleur rouge, est estimé dans la charbonnerie et la
menuiserie (Regeb et al., 1991 ; Ghar nit, 2003).

|.6. composition chimique de caroubier

La composition chimique de caroubier est illustrée dans le tableau |11
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Tableau |11 : Composition chimique de caroubier (Avalloneal., 1997 ; Biner al.,

2007 ; Owen al., 2003 ; Makris et Kefalas, 2004).

Lapartiedalaplante Composants Valeur
Protéine 79 %
Feuille Constituants 57 %
(Avalloneal., 1997 ; Biner al., 2007). TEmiE GEtEEEs a7
Sucres 48 - 56 %
Proténes 2-6%
Lipides 0,4-0,6%
Fruit Pulpe (90%) Fibres 27 - 50 %
Tannins 18-20%
(Owen al., 2003 Enveloppetégumentaire | 30—33%
Makris & | Graine (10%) Albumen 42 — 46 %
NG &2 AL Embryon 20- 25 %

|.7. Effet thérapeutique

Lavaleur médicinale des plantes est de plus en plus démontrée scientifiquement, ce qui

augmente leurs utilisations en médecine. En thérapeutique de nombreuses études cliniques ont

soulignées I’ efficacité de la poudre de caroube dans de nombreux traitements, par ce gque la

phytothérapie est réalisée a I'aide des produits naturelles dont le corps est capable de
reconnaitre et de biodégrader (Gherdia, 2005).

La caroube est utilisée pour le traitement des affections gastro-intestinales, en

particulier les diarrhées infantiles (Hostettler et al, 1995).Gréce a sa haute teneur en fibres

elle provoque également un abaissement du cholestérol sanguin et hépatique chez le rat

(Ruiz-Roso €t al., 2010).

Les graines contiennent prés de 90% d’'un galactomanane et servent a obtenir lagomme

de caroube par évaporation de I’eau. La gomme est traditionnellement employée contre les
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vomissements des nourrissons, Elle est proposée dans le traitement de I’ insuffisance rénale
chronique (Bezanger et al., 1990).

D’ autres études expérimentales ont montée |les capacités bactéricides de la caroube
vis-avis de staphylococcus aureus. La caroube absorberait aussi les entérotoxines produites
par certaines souches d'Escherichia coli et staphylocoques ainsi par le vibrion cholérique
(Serairi-bgji et al., 2000).
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I1.1.Lesradicaux libres

1. Définition

les radicaux libres sont des especes chimiques instables, atomes ou molécules
(Cesarini ; 2004 , Ratnam et al., 2006), contenant un €électron non apparié (célibataire) sur
leur couche orbitale externe. A une courte durée de vie (environ 10™s), ces composés peuvent
réagir avec les molécules les plus stables pour apparier leurs électron (Demoffarts et al.,
2005). 1l peut soit arracher un électron (se comportant comme un oxydant), soit en céder un
électron (agissant alors comme un réducteur) (Judde, 2004). Cette premiére réaction conduit
généradement a la formation de nouveaux radicaux ; ceci explique que la production d'un
premier radical libre puisse causer d'importantes |ésions dans une cellule (Cesarini, 2004).

2. Nature desradicaux libres

La mgjorité des radicaux libres dans le cours sont dérivées de I’ oxygene, certaines
peuvent étre dérivées de |’ azote (NO) qui possede un électron partagé entre son atome d’ azote
et son atome d’ oxygene, ces radicaux libres ont un réle physiologique important en agissant a
faible concentration comme des secondes messages capables de régler le phénomeéne
d’ apoptose qu’'est un suicide programmé des cellules, évitant leurs évaluation vers un éat
cancéreux (Slater et al.,1995) .

2.1. Lesespecesréactives dérivées de |’ oxygene::

L’ oxygene que I’ on respire est nécessaire aux réactions chimiques nous permettant de
produire notre énergie. C'est au cours de ce métabolisme normal de I’ oxygeéne (réduction de
I'oxygéne moléculaire en eau) dans les mitochondries que la plupart des radicaux libres se
forment qui sont hautement toxiques (L esgar ds 2000 ; Koppenol, 2001).

Les ERO sont toxiques et interagissent avec toute une série des substrats biologiques
importants (Pincemail et al., 2002).

% lon superoxyde (O, )

L’ion superoxyde (O2°-) est un dérivé tres réactif de |’oxygene. (K oechlin-
Ramonatxo, 2006). Il est produit au cours du métabolisme mitochondrial par I'acquisition
d’un éectron par I’ oxygéne moléculaire suite alaréaction suivante :

°0-0°+e ——» 0-0° (02")
Relativement stable, il n’est pas trés toxique pour |’ organisme. Mais il est al’origine

de cascades de réactions conduisant a la production de molécules trés nocives.
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¢ Radical libre hydroxyle (OH®)

Le radical libre hydroxyle (OH®) est trés réactif. Son temps de demi-vie en milieu
aqueux est de 10°secondes. Il peut réagir avec de nombreuses molécules comme I’ ADN, les
glucides, les nucléotides, les protéines et ére al’ origine de lésions de nécrose. C’est un dérivé
deI’ion superoxyde. Il peut étre produit & la suite de diverses réactions. Nous en citerons deux
atitre d’ exemple, comme::

- laréaction d’ Haber-Weiss: O, + H* + HO+Fe* — HO° +H20 +Fe”*

-laréactionde Fenton: H,O+ F"+H™ ___ , Fe" + H,O+ HO®

< L’oxygénesingulet (1 0,)

Lorsgue de I’ énergie est apportée a I’ oxygene, celui-ci passe a I’ état singulet qui
représente la forme activee (Hadi, 2004). C'est une forme trés énergétique de grande
réactivité qui peut oxyder de nombreuses molécules. Il est formé a partir de I’ion superoxyde
selon laréaction suivante :

°0-0° ——'0, (sous |’ action delalumiére)
+ Leradical peroxyde (H205)

Leradical peroxyde est considéré comme une espéce réactive dérivée de I’ oxygene
(ROS) méme s'il n’a pas une structure radicalaire et relativement faible mais il est capable
d’initier ou de propager des dommages oxydatifs et de réagir avec les ions partiellement
réduits Fe2" et Cu™ pour former le radical hydroxyle dans laréaction de Fenton (Wardman et
Candeias, 1996) :

H,0,+ F&* ——> 'OH+Fe" + OH

Il peut étre produit au cours des mécanismesiillustrés par les équations suivantes :
2HO,> ——» H,0,+ 02

1.2.2. Les espéeceslibres non oxygénées

Les espéces libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines
molécules avec les ROS. Ils peuvent a leur tour réagir avec d’ autres molécules et étre a
I’origine de la multiplication des réactions d’ oxydation et de la propagation de dommages
oxydatifs. Nous citerons, par exemple, les acides gras peroxydés, résultats de I’ action des
espéces oxygéneées sur les membranes biologiques. Les fractions protéiques, les acides aminés
et les acides nucléques peuvent aussi réagir avec les ROS générant des molécules réactives et

nocives. Stabilisée ensuite par résonance ou dimeérisation (Sor g, 2004)
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3. Production desradicaux libres:

La production des radicaux libres est une conséquence inévitable du métabolisme aérobie. En
effet, I’organisme a besoin d’O2 pour produire de |’énergie au cours des réactions dites de
respirations oxydatives (Thomas et al.,2010). Cependant, une faible partie de I’oxygéne
échappe a sa réduction en eau, au niveau de la mitochondrie. Elle peut alors ére al’ origine de
la production des radicaux libres oxygéneés (poston et raijmakers, 2004).

Les autres sources de production des radicaux libres sont représentées dans le Tableau 1V.
Elles sont classées en deux catégories :

Tableau V. Principales sour ces de production desradicaux libres

(Poortmans et Boisseau, 2003)

e Production de radicaux libres lors des . Rayonnement électromagnétique
respirations oxydatives (mitochondries) . Radiation ionisantes

e Cdllules phagocytaires ) Métaux de transition

e Meétabolisme del’ acide arachidonique o Pesticides

e Systeme xanthine/Xanthine oxydase . Médicaments.....

e Inflammation . Pollution diverses

4. Roles physiologiques desradicaux libres

Lerdble des ERO est tres compliqué car ils peuvent avoir un réle physiologique ou un
effet toxigue en fonction de leur concentration. Dans des conditions normales, elles sont
produites en faible quantité et jouent un réle de messagers secondaires capables de réguler le
phénomene de I’ apoptose ou d’ activité des facteurs de transcription, IIs sont impliqués dans le
processus de fécondation, au cours duquel les spermatozoides secrétent de grandes quantités
d’'ERO pour percer la paroi membranaire de I'ovule (Haleng et al., 2007) la défense
immunitaire contre les agents pathogenes, la régulation de la dilatation capillaire et le
fonctionnement de certaines neurones, notamment ceux de la mémoire (Pincemail et al.,
2002 ; Valko et al., 2007).
5. Lesciblesdesradicaux libres:

Les radicaux libres peuvent ére a I’origine de multiples lésions cellulaires. Leurs

structures cibles essentielles sont I’ADN (modification des bases, casseur des brins)
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(Cherubini et al., 2005), les membranes cellulaires (changement de la fluidité, perméabilité
et atération des propriétés fonctionnelles des cellules) (Poston et Raijmakers., 2004), les
protéines (modification structurales et fonctionnelles) (Agostinho.,1996), les lipides
(peroxydation lipidique) (Hu et al.,2005, Cherubini et al., 2005) et toutes molécules
prouvent étre déstabilisées (Pastre, 2005).

C’est pourquoi, ils seraient impliqués dans le dével oppement de maladies telles que le
cancer, les maadies neuro-dégénératives et la pathogenése des infections viraes... lls
peuvent s attaquer aux cellules du systéeme immunitaire et donc atérer les réactions de

défenses de I’ organisme (Poston et Raijmakers., 2004).

&
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I1.2.L e stress oxydant

L’ augmentation de la production des radicaux libres dans la cellule provoque le
stress oxydant (powers et al., 2011) qui est un déséquilibre de la balance physiologigue entre
les systemes de défenses antioxydants et la production d ERO qui est présente dans la
Figure7 (Deaton et al., 2003 ; Jearamraja, 2005). Il se produit lorsque la génération des
radicaux libres excéde la capacité du mécanisme de défense des antioxydants (Poston et
Raijmakers., 2004).

Figure 7 : Balance oxydants/ antioxydants en faveur d un stress oxydatif

1. Origine du stress oxydant :

Le stress oxydant est un événement important dans la cellule (Theriuelt et al ., 2006). Les
effets de ce stress sont les conséquences de I'oxydation des molécules importantes
(Jearamraja, 2005), tels que les lipides, les protéines et I’ ADN (Thomaset al., 2010).

2. Lesmaladiesliées aux stress oxydatif :

Le stress oxydant provoque par les ERO jouent un réle important dans I’apparition de
plusieurs maladies chroniques et dégénératives (Fu et al., 2011 ; Nair et al., 2012). Le stress
oxydant provoque I’ oxydation des lipides de la membrane cellulaire (Sun et al., 2011) et
effectue les fonctions physiologiques et mentales (Miwa et Fujita, 2008).

D’apres (Miwa et Fujita, 2008) le stress oxydants augmente par la présence de divers

facteurs derisque tels que : le tabagisme |’ hypertension, le diabéte et |’ obésité.

=
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|1.3.Les systemes de défense antioxydant

Pour protéger les tissus contre les effets nocifs des ERO, la cellule fait appel a des
systemes de défense appelés antioxydants (figure 8). Les antioxydants sont toute substance
ayant la capacité de supprimer, retarder, prévenir, empécher ou réparer un dommage oxydatif
d une molécule cible (Halliwell et Gutteridge, 2007). Ainsi, les antioxydants servent a
contrbler le niveau des espéces réactives pour minimiser le dommage oxydatif (Tang et
Halliwell, 2010).

Figure 8 : les systemes de défense antioxydant contre les espéces r éactives de |’ oxygene
(Pincemail et al., 1999).
1. Classification des antioxydants:
Les antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’ action, leur localisation cellulaire et
leur origine. On distingue deux grandes classes: antioxydant de synthese et antioxydant

naturelle qui est partagé en antioxydant enzymatique et non enzymatique (figure 9).

&
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Antioxydants

|
v \

Antioxydant de synthése | mm Antioxydant naturelle —

Enzymesprimaires

BHT (butylhydroxytoluene) SOD, Catalase, Glutathion peroxydase

BHA (butylhydroxyanisol€)

Antioxydant enzymatique J4

Des estersdel'acide gallique :

Enzymes secondaires
le gallate de propyle, gallate |
doctyle et de dodécyle. Glutathion réductase,
déshydrogénase glucose-6-

Antioxydant non enzymaticue J<

Minéraux : Zinc, Sélénium < s Vitamines (A, C, E, K)
Caroténoides : B-caroténe, lycopéne, 4 L es composes or ganosulfurés :
lutéine, Zeaxanthin Indoles, alyles sulfites

Antioxydants de faibles poids moléculaires <, Co-facteursantioxydants
Glutathion, acide urique cofacteurs Qo

4

L es composés phénoliques

v v
Flavonoides Acides phenoliques
Flavanols <«}» !Isoflavones Acides hydrocinnamiques -
Flavonols <> Isoflavanes Acides hydrobenzoiques
acide gallique, acide éllagique <«

Flavanones > Anthocyanidine

Figure 9: Classification des antioxydants (Ratnam et al., 2006) 16
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1. les antioxydants de synthése.

2. Les systémes antioxydants d’origine naturelle
2.1. Systémes antioxydants enzymatiques

Les enzymes constituent la premiéere ligne de défense contre les radicaux libres qui

repose principalement sur 3 enzymes (L ehucher-Michel et al., 2010).
» Super oxyde dismutase (SOD) :

Superoxyde dismutase est |'enzyme antioxydant la plus importante dans la défense
contre le stress oxydatif (Anderson et al, 1997), qui est capable d éiminer I’anion
superoxyde en produisant une molécule d’ oxygene et une molécule de peroxyde d’ hydrogene
(Gatéet al., 1999 ;Ratnam et al., 2006 ; Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin, 2011).

20, + 2H+ 2 3H,0,+0;

Il existe plusieurs enzymes qui différent selon la localisation chromosomique du géne,
leur contenu métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire (cytosolique,
mitochondriale ou extracellulaire) (Zelko et al., 2002).

- SOD amanganése (Mn-SOD) : protége la mitochondrie.

- SOD a cuivre zinc, protége le cytosol (cCu-ZnSOD), La face externe de la membrane
des cellules endothéliales (ecCu-ZnSOD) ou Le plasma sanguin (pCu-ZnSOD).

» Catalase:

La catalase est une enzyme capabl e de transformer |e peroxyde d’ hydrogéne en eau et en
oxygene moléculaire. La réaction catalysee par cette enzyme consiste en une dismutation du
peroxyde d’ hydrogene (Nancy et al., 2006):

2H,0, — 02 + 2H,0
» Glutathion péroxydase (GPXx) :

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. La glutathion peroxydase constitue I'un des plus importants systémes
enzymatiques de protection car elle est capable de dégrader des peroxydes organiques
(ROOH) et du peroxyde d’ hydrogene (H2O) (L ehucher-Michel et al., 2001).

2GSH (reuit) + H202  GPx_ | GSSG (oxyae) +2 H20

2GSH (iau) * ROOH __ GPX_ GSSG (oyae) + ROH + Hz0

» Glutathion réductase(GR)

=
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Est une flavo-protéine qui permet de régénérer e glutathion réduit GSH a partir

de sa forme oxydée (GSSG) en utilisant le NAD(P) H comme cofacteur, cette enzyme est

donc indispensable au maintien de I'activité de la glutathion oxydase et empéche une

accumulation de glutathion oxyde qui provoque diverses perturbations métaboliques dont

I"inhibition de la synthese protéique (Albrecht et al.,1994). Elle se trouve dans le cytosol

et les mitochondries.

2.2. Systémes antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart de ces composants ne sont pas

synthétisés par |’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation (Vitamine C et E,

polyphénals,...). Les composés phénoliques, présents en grande quantité dans les fruits, les

légumes et |es extraits végétaux.

Tableau V : Lesdéférentes activités antioxydant non enzymatiques.

Systeme de Nature

défense

Mode d’action

Vitamine E (tocophéral)
(Vertuani et al.,2004).

empéchant la propagation de la peroxydation

lipidique induite par un stress oxydant.

Vitamine C (acide
ascorbique)
(Vertuani et al.,2004).

réagir avec des especes réactives de |’ oxygene
comme HO" ou O;. Elle peut recycler I'a-
tocophérol pour aider a prévenir |’ oxydation des
lipides

Glutathion
(Gerard-Monnier and
Chaudiere,1996).

joue un réle majeur dans la protection contre les
altérations oxydantes des lipides, des protéines et
des acides nucléiques et détoxifiant des résides

Béta caroténe
(Gardés-Albert et al., 2003).

captation d’ oxygéne singulet O, et fixation des

métaux de transition.

L es oligoéléments
(Roussel, 2009)

agissent comme des antioxydants indirects via la
régulation de I’homocystéinémie, I'’améioration
de la sensihilité a I'insuline, la lutte contre
I"inflammation et activités des enzymes
antioxydantes.

Activité antioxydant non enzymatique

L es polyphénols
(Ketsawatsakul et al., 2000)
(Gulcin et al., 2010).

élimination des effets d especes réactives de
I’oxygéne ains que de chélater les différents

métaux de transition.
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[11. Les composés phénoliques
[11.1. Définition

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes
vasculaires. (L ebham, 2005). Ils constituent un des groupes le plus nombreux et largement
distribué des substances dans le royaume des végétaux avec plus de 8000 structures
phénoliques présents dans tous les organes de la plante. |ls résultent bio génétiquement de
deux voies synthétiques principales : lavoie shikimate et acétate (Lugasi et al, 2003).

L'élément structural de base est un noyau benzoique auquel sont directement liés un ou
plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther,
méthyligque, ester, sucre...) (Bruneton, 1993). Ce sont des molécules hydrosolubles, ils ont
divers effets sur la physiologie végétale de part leurs actions antibactériennes et anti-
fongiques. Ils participent a la pigmentation des fleurs, des légumes et de quelques fruits
(raisins, agrumes, etc...). Certains d’ entre eux sont responsables d’ amertume et d’ astringence
(Adrian et Frangne, 1991 ; Milane, 2004).

[11.2.Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes
(Tableau VI) qui sedifférencient d’ abord par la complexité du squelette de base (allant d’un
simple Cg a des formes tres plymérisées), ensuite par |e degré de modification de ce squelette
(degré d’ oxydation, d’ hydroxylation, de méthylation...), enfin par les liaisons possibles de ces
molécules de base avec d autres molécules (glucides, lipides, protéines...) (Harborne,1989;
Macheix et al., 1990)

TableauV| :Principales classes de composés phénoliques(d’ apr eés Har borne,1980; M acheix
et al.,1990)
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Squelette carboné
Cs
Cs.C1

CeCs

Ce.Ca
Ce.C2-Cs
Ce6.C3-Ce

(Ce-Ca)2
(Ce-Ca)n
(C6-C3-Cé)n

Classe

Phénols simples
Acides
Hydroxybenzoiques
Acides
Hydroxycinamiques
Coumarines
Naphtoquinones
Stilbéne
Flavonoides

| soflavonoides
Lignanes

Lignines

Tanins condensés

I11.2.1.L es composés phénoliques simples

Exemple
Catéchol
p-hydroxybenzoique

Acides caféques
Scopoléine

Juglone

Resvératrol
Quercétine,cyanidine
Diadzéine

Pinorésinol

Origine(exemples)
Nombreuses especes

Epices,fraise

Pomme de terre,

Pomme,Citrus

Noix

Vigne
Fruits,|égumes,fleurs
Soja,pois

Pin

Bois,fruits a noyau
Raisin,Kaki

Ce sont des dérivés en Cg du noyau benzéniques, rares a |'état naturel et issus de la

décarboxylation de I’acide shikimique (Chira et al.,2008) parmi les phénols simples: le

catéchol, guaiacol, phloroglucinal...

sont plutét rares dans la nature a I’exception de

I” hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae...). Les deux phénols

hydroxylés, |e catéchol avec deux groupes OH et le pyrogallol avec trois, ont éé montrés pour

leurs toxicités vis-a-vis des microorganismes (Cowan, 1999).

111.2.2. Lesacides phénoliques

IIs regroupent deux classes, les acides hydroxybenzoiques et |es acides hydroxycinamiques

(Macheix et al., 2006).

a. Les acides hydroxy benzoiques
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Ils sont dérivés de I’acide benzoique et ont une formule de base de type Ce.C; (Sarni-

Manchado et Cheynier, 2006). Ils incluent plusieurs molécules (figure 10).

Figure 10 : Les principaux acides hydroxybénzoiques (Har borne, 1989 ;M acheix et
al.,1990)

b. L es acides hydroxycinamiques (phénylpropanoides)

Ce sont des composés aromatiques a neufs atomes de carbones (Ce.C3) (figurell).
Quatre acides ont une distribution trés large (acide p- coumarique, acide caféique, acide
férulique, acide sinamique) (Bruneton, 1999). Ces acides se trouvent rarement a |’ état libre,
ils sont souvent estérifiés (Skerget et al., 2005).

Figurell : Les principaux acides hydroxycinamiques (Harborne, 1989 ;Macheix et
al.,1990)

I111.2.3. Lesflavonoides

L'expression flavonoide a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour
designer les pigments ayant un squelette (C6-C3-C6), provenant du mot latin flavus qui
signifie jaune (Bouakaz, 2006).Occupant une place prépondérante dans le groupe des
phénols, les flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. On estime

gue 2 % environ du carbone organique photo-synthétisé par les plantes, soit quelques 109
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tonnes par an, est converti en flavonoides (L huillier, 2007). Les plus couramment vendus ou
utilisés en tant que compléments alimentaires (Ferguson, 2001).
» Structureschimiques et classification
Les flavonoides présentent un squelette de base a 15 atomes de carbone (figure 12),
fait de deux cycles benzéniques C6 reliés par une chaine en C3 (Milane, 2004). Le pont a 3
carbones entre les deux phényles forme généralement un troisiéme cycle pyrone. |ls peuvent
étre divisés en diverses classes (Tableau VII1).

Figurel2 : Structure de base des flavonoides (Dacosta, 2003)
Tableau VII: Principales classes de flavonoides (Bougandour a, 2011).

[11.2.4. Lestanins
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Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux tels que
les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est
formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymeétriques, leur
degré d' oxydation (Hemingway, 1992).

Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de
la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour
conséquence de stopper laréaction en chaine de I’ auto oxydation des lipides (Cavin, 1999).
Lestanins sont divisés en deux groupes :

a. Lestaninscondensés (flavan-3-ols)

Les tanins condensés, appelés aussi polyphénols ou proanthocyanidines, sont
largement répandus dans l'alimentation humaine. Ces tanins sont des oligoméres ou
polymeéres de flavan-3-ols qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a
chaud par rupture de laliaison inter monomeérique (Guigniard, 1996).

Contrairement aux tannins hydrolysables, ils sont résistants al” hydrolyse et seules des
attaques chimiques fortes permettent de les dégrader. Ils ont la propriété de complexer les
protéines du derme, d’ou leur utilisation dans le tannage des peaux. Les polyméres donnent
une structure hérissée d’OH phénoliques capable de former des liaisons stables avec les
protéines (Sar ni-Manchado et Cheynier, 2006)

e Structure
La structure complexe des tanins condensés est formée dunités répétitives
monomeériques qui varient par leur centre asymétrique et leur degré d' oxydation. Les formes
naturelles monomériques des flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie des carbones
asymétrique C2 et C3 et par le niveau d'hydroxylation du noyau B (Figure 13). On distingue
ainsi les catéchines (dihydroxylées) des gallocatéchines (trihydroxylées) (Bessas et al, 2007).
b. Lestaninshydrolysables
Les tanins hydrolysables sont des esters de glucides ou d'acide phénols, ou de
dérivés d'acides phénols ; la molécule glucidique est en général du glucose, mais dans certains
cas des polysaccharides. Ce groupe de tanins est caractéristique des Dicotylédones. Ces tanins
en raison de leurs nombreux groupements OH se dissolvent plus ou moins (en fonction de leur
poids moléculaire) dans |'eau, en formant des solutions colloidales (Guigniard, 1996).
e Structure

Les tanins hydrolysables sont constitués d'un noyau central -le glucose- et de chaines

latérales (en position 1, 2, 3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant 1 a n monomere(s) d'acide

phénol. Des liaisons carbones a carbone entre noyaux (liaisons biphényles réalisées par

s




L es composeés phénoliques

couplage oxydatif), conduisent a des molécules ramassées plus rigides de solubilité diminuée

diteslestanins élagiques (Bessas et al, 2007).

Figure 13 : Structure de queleques tanins.

[11.2.5. Lescoumarines

Les coumarines sont parmis les composés phénoliques les plus connus (Figure 14).
Elles sont substituées en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue sous le nom
d’ombelliférone, est le précurseur des coumarines 6,7-di-et 6, 7,8-trihydroxyl ées.
Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses especes végétales et
possedent des propriétés trés diverses. Elles sont capables de prévenir la peroxydation des
lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Igor,
2002).

Les coumarines sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du coeur),
hypotensives ; elles sont également bénéfiques en cas d affections cutanées (Gonzalez et
Estevez-Braun, 1997).

Figurel4 : Structure de base des coumarines
[11.2.6. Lesquinones

Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou orange et
possedant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les veégétaux, les
champignons, les bactéries. Les organismes animaux contiennent également des guinones,
comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée dans la coagulation du sang. Les
quinones sont utilisées dans | es colorants, dans les médicaments et dans les fongicides
(Kansole, 2009).
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[11.2.7.Les stilbenes:

Les membres de cette famille possédent la structure C6-C2-C6 comme les
flavonoides, ce sont des phytoalexines, composes produits par les plantes en réponse a
I'attaque par les microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales
des stilbenes sont les raisins, lesvins, le soja et les arachides (Crozier et al. 2006).

[11.2.8. Lignanes:
Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d unités
phénylpropaniques (C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de

composeés ont éte isolés dans environ soixante dix familles. (Figure 15)

Figure15: Structure delalignane (Scalbert et Williamson, 2000).
[11.2.9.Lignines
Les lignines constituent 15 a 35% du bois des Angiospermes et des Gymnospermes.
En raison de leur caractere hydrophobe marqué, les lignines s'accumulent au niveau des
parois des cellules. Elles résultent de la polymérisation tridimensionnelle de trois unités
phénoliques de base, dénommées monilignols et qui sont les alcools coumarylique,
coniférique et sinapylique. (Figur €16)

HO — on

HO

N
N\ /

Figurel6 : Structure de lalignine (Scalbert et Willigr;son, 2000).
111.3.Biosynthése des composés phénoliques

Les grandes lignes des voies de biosynthése des principaux composés phénoliques
sont maintenant bien connues.

Les deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont présents dans les
protéines mais sont également a l'origine de la formation de la plupart des molécules
phénoliques chez les végétaux (Sarni et Cheymer 2006). Ces composes sont issus par deux

grandes voies métaboliques :
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[11.3.1. voiedel'acide shikimique

Elle conduit a la formation du précurseur immédiat des phénols par désamination de la

phénylalanine. La séquence biosynthétique qui suit, dénommée ségquence des

phénylpropanoides, permet la formation des principaux acides hydroxycinnamiques. Les
formes actives de ces derniers avec le coenzyme A permettent d'accéder aux principales
classes des composeés phénoliques citant quel ques transformations :

> vers les acides de la série benzoique (acides gallique, protocatéchique...) par Béta
oxydation. L'acide gallique lui-méme, par combinaison avec des sucres simples, conduit
aux tannins hydrolysables (tannins galliques et ellagiques)

> vers les estres de type chlorogénique par estérification avec un acide acool (acide
quinique, tartrique, shikimique...) (Sarni et Cheymer 2006).

> vers les coumarines, par cyclisation interne des molécules suivie de modifications
complémentaires (glycosilations, prénylations...)

» vers les lignines par réduction, formation des monolignols puis polymérisation oxydative
initiée dans la paroi cellulaire par les peroxydases et éventuellement les laccases. (Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006) )

111.3.2. lavoie d'acétate malonate

Elle conduit par condensations répétées a des systémes aromatiques ex : les
chromones, les isocoumarines, et les quinones. La pluralité structurale des composés
phénoliques due a cette origine biosynthétique est encore accrue par la possibilité tres
fréquente d'une participation simultanée du shikimate et de l'acétate a I'@aboration des
composés mixtes comme les flavonoides, les stilbénes et les xanthones. (Fleeger et Flipse,

1964).

[11.4.M écanismes d’ action des composeés phénoliques

I11.4.1.L e piégeage desradicaux libres

Les propriétés antioxydantes des polyphénols sont souvent associées a leur forme
radicalaire. En effet, leur structure chimique aromatique permet une délocalisation confére la
capacité de piéger les radicaux et les ERO(radicaux superoxydes, hydroxyle, peroxyles et
alkoxyles)(Hennebelle et al., 2004; Pastre,2005). Le piégeage des radicaux libres par les
polyphénols est illustré dans la (figurel?).
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Figure 17 :Piégeage des radicaux libres par les polyphénols(M ar fak,2003).

[11.4.2.Chélation des métaux

La production de radicaux hydroxyles trés réactifs a partir de |’ espece moins réactive H,O;
vialaréaction de Fenton a comme origine lesions métalliques comme le fer ou le cuivre
(Macheix et al.,2005)

Les composés phénoliques ont la propriété de chélater les métaux aforte charge positive (tel
quele Cu?* le Fe** et I’ AI**).En complexant les ions métalliques,ces composés forment des
complexes stables(Figurel8) en occupant tous les emplacements,,ils sont alors capables
d inhiber laréaction de Fenton et ainsi empecher la production d' ERO ou leur intéraction avec
lesintermeédiaires lipidiques(L ee et al.,2004,M acheix et al.,2006)

Figure 18: Sites de Chélation des métaux de transition par les flavonoides
(Pietta, 2000).

[11.4.3.La complexation des protéines

L’ une des propriétés majeures des plyphénols, particuliérement les tannins, est leur
capacité a lier et précipier les proteines en formant des complexes. Un exemple ssimple de
conségence de cette compléxation est |’ astringence qui est due a des intéractions entre les
plyphénols et les protéines salivaires. L’intéraction tannins-proténes(figure 19) débute par
des liaisons hydrophobes entre les deux molécules, rapidement complétées par un réseau de
liaisons hydrogénes et par des liaisons ioniques. Le complexe ainsi formé précipite lorsqu’il
est suffisasmment hydrophobe( Dangles.,2006) :
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» Liaison hydrogenes entre les groupements phénols et différents groupes récepteurs
(-NH-,-CO-,-OH) des protéines ou d’ autres polyméres ;
» Liaisons ioniques entre des groupements anioniques des phénols et des groupes
cationiques des protéines;
> Intéractions hydrophobes, provenant entre les résidus d’ acides aminés peux polaires et les

cycles aromatiques des polyphénols (Richard et al.,2006)

Liaison hydrogéne

R NH CH,
— NH \{
O HNT
¥——  Liaison ionique
Ho -
Interaction
hyvdrophobe T
Moo
Y
/: |
o~ oS
OH

Figure 19 :Les différentes types de liaison des polyphénols avec les proténes (Simon,2003).

[11.5.intéré des composés phénoliques
[11.5.1. Applicationsindustrielles des polyphénols

De telles propriétés ont donc éé exploitées, et trouvent des applications dans de
nombreux domaines industriels : en agroaimentaire, en cosmétique et dans I'industrie
pharmaceutique.

Gréce aux propriétés antimicrobiennes de certains polyphénols comme les flavan-3-ols,
les flavanols et les tanins, il est désormais possible de développer des conservateurs
aimentaires et de nouvelles thérapies dans de nombreuses maladies infectieuses en
considérant la résistance microbienne face a certains traitements antibiotiques (bruneton,
1999).

La capacité antioxydante de composés comme les polyphénols est utilisée dans
I’alimentation pour lutter contre la peroxydation lipidique et ainsi permettre une meilleure
stabilisation des denrées alimentaires. 1ls sont €également préconisés pour améliorer 1a stabilité
de pigments de jus colorés (comme le jus de betterave), d’aromes alimentaires, et rentrent
dans la composition de produits pharmaceutiques pour des utilisations par voie orale et des
cosmétiques pour des applications locales (Moure et al., 2001).

B
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[11.5.2.Role Chez les végétaux

En plus de leur rdle structural (lignine), les composés phénoliques, en particulier les
flavonoides, seraient impliqués dans la défense des plantes contres les agressions extérieures
(rayon UV, microorganismes).lls assurent aussi la pigmentation des fleurs, des fruits et des
graines pour attirer les pollinisateurs et |les disperseurs de graines (Stalikas, 2007).
[11.5.3.Chez leshumains

Les exemples de quelques composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont
récapitulés dansle Tableau VIII .

Tableau VIII: Propriétés biologigques des quel ques polyphénols dans I'organisme

Polyphénols Activite bioilogique Auteurs

Acides phénols Antibactériennes, anti-ul céreuses (SannomiyaM et

(cinamiques et antiparasitaires, antifongiques, al.,2005)

benzoiques ) antioxydantes (Gurbuz I et al 2009)

Coumarines Protectrices vasculaires, anti- (ItoC et al., 2005),
inflammatoires, anti parasitaires (Smyth T et al.,2009)

anal gésiques et anti oedémateuses

Flavonoides Antitumorales, antiparasitaires, (Wollgast J., Anklam E.,
vasodilatoires, antibactériennes, anti 2000) (HitaraTet
carcinogenes, anti-inflammatoires, al.,2009) (Tripoli E et
anal gésiques, hypotenseurs, al.,2007)

antivirales, diurétiques, ostéogene,
antioxydantes, anti-atherogéniques
antithrombotique, anti-allergique

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, anti (Bruneton J, 1993)
oxydant
Proanthocyanidines | Effets stabilisants sur le collagene, (Masguelier Jet al.,

antioxydant, antitumoral, antifongique et | 1979)

anti-inflammatoire

Tanninsgalliqgueset | Antioxydantes (Okamura H et al.,1993),
cate- chiques ( Kubata BK et al.,2005)

Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques (KimJYet al.,2009)
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Materiel et méthodes

. Matériel et méthodes
|.1.Matériel végétal :

[.1.1. Récolte

Les échantillons (gousses de caroube mares) utilisées au cours de ce travail proviennent des

montagnes de lacommune de Tazmalt (Wilayade Bejaia), elles été récoltées fin aout 2010.
1.1.2. Conservation
1. Séchage:

Aprés la récolte, les fruits de Ceratonia siliqua L.ont éé décortiqués manuellement

(séparation de la pul pe et des graines) puis sechés al’ abri de soleil.
2. Broyage et tamisage :

Les échantillons sont réduits en poudre dont la taille des particules est inférieure a 500um a
I’aide d'un broyeur de type « IKA Allbasic ».Les broyats sont alors conservées dans des

bocaux en verre al’ abri de lalumiére pour des analyses ultérieures.
| .2.Extraction et dosage des composes phénoliques :

|.2.1.Extraction

L’ extraction des composés phénoliques(Figur e20) est faite par macération selon la méthode
d’Oomah et al (2010); trois solvants d extraction (Ethanol80%, Méthanol 80% et Eau
distillée) sont utilisés avec trois parties de fruit de Ceratonia siliqua (gousse entier, pulpe,

graine).
Principe

Quand une matrice est en contact avec un solvant, les composants solubles dans le matériel
migrent vers le solvant ; Aingi, I'extraction est due au transfert de matiere duprincipe actif de
lamatrice vers le solvant, selon un gradient de concentration (Handa et al., 2008).
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Mode opératoire:
160 ml de solvant (éthanol 80%,

4 g de poudre méthanol80% , Eau distillée)
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[ Figure 20: Protocole d’ extraction des polyphénols (Oomahet al., 2010). ]

|
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Lerendement d' extraction de chaque extrait est calculé par laformule suivante :
Taux d’extraction (%)= [(Pf)/Pi] *100

P : Poids de I’ extrait aprés lyophilisation(g).

Pi: Poids del’ échantillon initial(g).

|.2.2.Dosage des composes phénoliques:

1. Dosage des phénolstotaux solubles:
Lateneur en composés phénoliques est estimée selon la méthode de Sker get etal., (2005).

e Principe:
Le réactif de Folin-Ciocalteu, mélange de I’ acide phosphotungstique (H3PW1,040) €t d’acide
phosphomolybdique (H3PM012040), est réduit en présence de polyphénols en un mélange
d’ oxydes bleus de tungsténe (WgOy3) et de molybdéne (MogO,3). La coloration bleue produite
est proportionnelle au taux des composés phénoliques présents dans le milieu réactionnel
(Ribérau-Gayon, 1968 ; Laporniket al.,2005).

e Modeopératoire:

2,5ml de réactif de Folin-ciocaleu
(2N) dilué a 1/10

500ul d’ extrait

@ Apre5min ?
i

2ml de la solution de carbonate de sodium (75g/1)

4

Incubation &50° C pendant 5min

4

Absorbance a 760nm apres refroidissement contre un blanc

[ Figure 21 : Protocole de dosage des phénols totaux soluble (Skerget etal., (2005)).

|
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Les concentrations en phénols totaux solubles sont déterminées par référence a une courbe
d étalonnage obtenue avec I'acide gallique (annexel). Les résultats sont exprimés en mg

équivalent d’ acide gallique (EAG) par g d’ échantillon (mg EAG/Q).

2. Dosage desflavonoides:
Le contenu en flavonoides des différents extraits est estimé par la méthode de L amaison et
carnet., (1990)citée parBahri-Sahloul (2009) .

e Principe

La méthode repose sur le principe du dosage direct par le chlorure d’auminium. En

effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5,
susceptible de donner en présence de chlorure d’auminium un complexe jaunétre par
chélatation de I'ion Al*3. La coloration jaune produite est proportionnelle & la quantité de

flavonoides présente dans I’ extrait (Riber eau-Gayon, 1968).

/
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Figure22: Réaction du Chlorure d’ Aluminium avec les flavonoides(Ribér eau- Gayon,
1968).

e Modeopératoire:

2ml d’extrait 2ml de chlorure d’aluminium (AICls, 6H,0) a 2%

Homogeénéisation

4

Incubation a T° ambiante pendent 10min et al’ abri de lalumiere

4

Absorbance a 430 nm contre un blanc

[ Figure23 : Protocole de dosage des flavonoides (L amaison et carnet., 1990). ]
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La teneur en flavonoides est déterminée en se référant a une courbe d’ étalonnage obtenue
avec la Quercetine (annexel). Les résultats sont exprimés en mg équivalent de Quercetine
(EQ) par g d’ échantillon (mg EQ/Q).

3. Dosage destaninshydrolysables:
Le dosage des tanins hydrolysables est réalise par la méthode au chlorure ferrique
rapportée par Mole et Water man, (1987).
e Principe
Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent une coloration
bleue mesurée par spectrophotométrie(M amadou, 2002)

e Modeopératoire

1 ml d’ extrait

4

3,5ml du chlorure ferrique (FeCls 20,01% dans HCL a0,001M)

8

Homogénéisation

i

Absorbance a 660nm contre un blanc

[ Figure 24: Protocole de dosage des tannins hydrolysables (Mole et Water man, 1987). ]

La teneur en tannins hydrolysables est déterminée en se référant a une courbe d’ étalonnage
obtenue avec I’ acide tannique (annexe). Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’ acide
tannique/g d’ échantillon (mg EAT / g).
4. Dosage destaninscondenses:
la méthode a la vanilline décrite par Deshpande et al., 1986 ; est utilisée pourLe
dosage des tanins condensés.
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e Principe:

Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des

tanins condenseés dans un milieu acide pour produire un complexe rouge (figure25 ) mesuré a
500 nm (Hager man ,2002).

Figure25 : Réaction de lavanilline avec la catéchine (Hager man ,2002)

e Modeopératoire:

1 ml d’extrait 5ml de vanilline-HCl

Homogénéisation

4

Incubation a 30°C pendant 20min

4

Absorbance a 500nm contre un blanc

[ Figure26: Protocole de dosage des tannins condensés (Deshpande et al., 1986). ]

La teneur en tannins condensésest déterminée en se référant & une courbe d’ éaonnage

obtenue avec la catéchine (annexel). Les résultats sont exprimés en mg équivaent catéchine
/g d’ échantillon (mg EC/ g).
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5. Dosage des phénolspolymeérisés:
La méhode de Hagerman et Butler (1978) est suivie pour déterminer la teneur de nos
extraits en tannins précipités; elle repose sur la précipitation de la proténe (Sérum albumine
bovine BSA) par les tanins dans un milieu acide. Elle permet ainsi la séparation de ces
derniers des autres polyphénols présents dans I’ extrait.

e Principe:

Le dosage des phénols polymérisés est basé sur la formation d’un complexe tanins-
protéines ; le précipité est dissous dans un détergent et les composés phénoliques réagissent
avec le chlorure ferrique pour former un chromatophore qui absorbance a 510nm (Hager man
2002).

Ajuster le
e Maodeopératoire: pH a4,2
1 ml d' extrait 2 ml de laBSA (2mg/ml)
Incubation a4°C pendant 24H

4

Centrifugation a 14000 tr/mn pendant 15min

4

Culot Surnageant

4

Dosage des phénolsnon liésala
protéine

Figure 27 : Protocol e de dosage des phénols polymérisés par la méthode de
précipitation par laBSA (Hager man 2002).
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La teneur en tannins de I’extrait est déterminée en se référant a une courbe d étaonnage
(annexe 1), préparée avec |’ acide gallique, et exprimée en mg équivalent d acide gallique par
g d échantillon (mg EAG/g ES).

| .3.Etudein vitro del’ activité antioxydante

Les antioxydants peuvent réduire les radicaux primaires par deux mécanismes : transfert
d’ électrons ou par transfert datome dhydrogéne qui est réalisé par quatre tests:
I effetscavenger du radical DPPHdéterminé par la méthode de brand- william (1995) et le
pouvoir réducteur mesuré selon la méthode d'Oyiazu et al (1986), le testde peroxyde
d hydrogene (H.0,) est réalisé selonla méthode de Ruch et al (1989) et la chélation de fer
ferreux est été évalué selon la méthode de Zahoo et al (2006).

Tous les extraits lyophilisés ont fait |’ objet de chacun de ces tests aprés reconstitution dans lu

méthanol .

|.3.1.Pouvoir anti- radicalairedu DPPH.

Principe

La méthode du DPPH’ est basée sur la réduction d’'une solution alcoolique de I’ espéce
radicalaire stable DPPH" (violet) en présence d un antioxydant donneur d’hydrogene (AH),
gui aboutit a la formation d’'une forme non-radicalaire le DPPH-H (jaune) (Figure 28),La
réduction du DPPHe en DPPH-H se fait en mesurant la diminution de la coloration violéette,
due a une recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie de 515-518

nm.

violet Jaune

Figure 28 : Réduction du radical DPPH
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Mode opératoire:

Extrait Méthanolique (80%) ou Ethanoliques (80%)ou Eau

distillée a différentes concentrations.

\2 v v
Gousse Pulpe Graine Control
— J/
~N

50 ul de chaaue extrait =OLLdu Detiane)

Y

1950 ml de la solution méthanolique du DPPH(65uM/I) fraichement préparée
v
Agitation au Vortex
v
Incubation 30 min al’ obscurité

v

Absorbance a515nm

Figure 29 : Activité antioxidante du radical DPPH (brand- william.,1995)

Un témoin positif avec I’ acide ascorbique et BHT est réalisé dans les mémes conditions. La
capacité antioxydante de nos échantillons exprimée en pourcentage d’inhibition du radical

DPPHe suivant I’ équation:

Sy Ab trole—Abséchantill
% I nhibition === AT % 100

Abscontrole

- Abs contrdle : correspond a |’ absorbance du contréle
- Abs échantillon : correspond al’ absorbance de I’ échantillon
Ains plus la perte de couleur est rapide plus le donneur d hydrogéne est considéré comme

unAntioxydant fort.
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La concentration (IC50) en extrait brut permettant de réduire 50 % du DPPH est
déterminée en tracant une courbe de pourcentage de réduction en fonction de la concentration
par le biais du logiciel graph pad.

[.3.2.Lepouvoir réducteurdu fer
Principe:
la présence d’ un compose réducteur dans les échantillons entraine la réduction du fer ferrique
(Fe*" du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe? dans un milieu acidifié par I'acide
trichloracétique, cette réaction se traduit par le virage de la couleur jaune du ferricyanure de
potassium vers la couleur bleu verte, dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur (Li et al.,
2009)

Mode opératoire: Extrait Méthanolique (80%) ou Ethanoliques (80%) ou Eau
distillée a différentes concentrations

v v v
Gousse Pulpe Graine Control
- ~N /
500ulde solution agueuse de ferricyanure | | 200ul d extrait 500ul de tampon phosphate &
de potassium [K3Fe(CN)g] U 0,2M, pH 6,6
Mélange et incubation a
50°C pendant 20min

v

500ul d’ acide trichloracétique (TCA a10%)
v

Centrifugation a 500 tr/min pendant 10 min

200ul de chlorure ferrique
1mldesurnageant = 1 mI d’ED (FeCl3) (0,1%, PIV)

Absorbance a 700mn

Figure 30: Activité antioxidante de pouvoir réducteur (Li et al., 2009)
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L augmentation de |’ absorbance dans le milieu réactionnel indique |I’augmentation de la
réduction de fer. L’ acide ascorbique est utilise comme contréle positif.
La concentration (1C50) des extraits bruts permettent d’'avoir une ABS de 0,5(Jabri-Karoui
et al., 2012) est déterminée en tragant une courbe des absorbance (ABS) en fonction de la
concentration par le biais du logiciel pad.

[.3.3.Inhibition du peroxyde d’ hydrogene (H,0,) :
Principe:
Cette réaction est base sur I'étude du potentiel antioxydant des extraits avec le peroxyde
d hydrogene Le principe de la réaction est I'inhibition du peroxyde d hydrogéne par un
antioxydant selon la réaction suivante (Wettasinghe et shahude, 2000)
H.O, + 2H+2¢ 2H,0 S
La capacité des extraits a piéger |e peroxyde d hydrogene a été détermine par la méthode de
Ruch et etal., 1989
Mode opératoire:

0,15 ml d’ extrait

>y

1 ml de peroxyde d’ hydrogene 1,35ml de tampon phosphate
(H207 (1,2ml, 40 mM) (0,1M, pH7,4)

J

Incubation pendant 20 min

J

Abs a 230 nm

Figure 31: activité antioxydante de peroxyde d’ hydrogene H,O, (Ruch et etal., 1989)

&



Materiel et méthodes

Le pouvoir d’'inhibition a été calculé selon laformule suivante :

S e Acontrole—Aéchantillon
% I nhibition = X 100

Acontrole

A Controle: corresponde al’ absorbance de contréle

Aéchantillon: corresponde al’ absorbance d’ extrait
[.3.4.Chélation du fer ferreux :

La chélation des ions ferreux a été estimée selon la méthode de Zhao et al. (2008)
cité par Bourgouet al (2008).

Principe:

La ferrozine réagit avec les ion divalents pour former un complexe violet ou rouge trés
soluble dans I'eau .I'absorbance du complexe ferrozine-Fe** est maximale & 562 nm
(Norshazila et al.,2010). En présence d'agents chélateurs, la formation de ce complexe est

perturbée aboutissant a une diminution de la couleur qui est suivie spéctrophotomeétrique.

Mode opératoire 100ul d extrait

50 ul de FeCI2 (2mM) 100ul de ferrosine (5SMm)

) B
2,75ml Eau distillée

4

Homogeéné sation et Incubation pendent 10 min a T° ambiante

4

Abs a562 nm

Figure 32: activité antioxydant de chélation de fer ferreux (Zhao et al. (2008)
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Un témoin positif avec |’EDTA est réalisé de laméme maniére.
Le pourcentage d' inhibition est calculé selon laformule suivante :

%Inhibition:Ac_Aﬂ' x 100

c

- Ac: correspond al’ absorbance du contréle

- Aéch : correspond al’ absorbance de I’ échantillon

|.4.Analyse statistiques desrésultats

Toutes les déterminations sont menées en triples. Les résultats sont exprimés par la
moyennet écart type.

Les résultats ont fait |’ objet d’' une analyse de la variance (ANOVA) suivie d’ une comparai son
multiple des moyennes gréce au logiciel statisticaversion 5.5.

Les IC50 des testes (DPPH et pouvoir réducteur) ont éé calcule a |’aide de logiciel graphe
pad.
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Résultats

Il1. Résultats

I1.1.Teneur en composes phénoliques

I1.1.1.Teneur en phénolstotaux solubles:
Les résultats de dosage des phénols totaux solubles (Figure32) révelent une variabilité de teneur
entre les différents extraits.L’analyse de la variance montre un effet significatif (p<0,05) du
facteur solvant et une interaction entre les deux facteurs éudiés (partie de la plante et solvant).
Le contenu en PTSvariede 3,27 a7,34 mg EQAG/ g MS

La substitution partielle de I’ eau distillée par du méthanol et de I’ éhanol s accompagne

d’une diminution significatives (p<0,05) de la teneur en PTS de la gousse (37% et 20%
respectivement) ; par contre nous notons une augmentation significative (p<0,05) de 25,5 a
34,9% dans le cas de la graine .La pulpe ne voit pas sa teneur en PTS varier en fonction du
solvant (p>0,05)
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Figure33: Teneur en phénolstotaux solubles.

Les valeurs suivies de laméme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)

Les barres verticales représentent |’ écart type.
Pour un méme solvant hydro-alcoolique, les extraits de graine affichent les teneurs les plus
élevesen PTS (p<0,05) ; lagousse et la graine présentent des similitudes de teneur en PTS

( p>0,05) lorsque |’ eau distillée est utiliseée.
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[112.2.Teneur en phénols polymérisés.

L’ addition de BSA dans les extraits S accompagne par |’ apparition d' un précipité (tanins —
protéine). Le dosage auFolin-Ciocalteu réalisé sur le surnagent montre une diminution de la
teneur en PTS.Les teneurs en PTS non liée ala protéine varient d’ un échantillon aun autre,
(Figur e 33)en fonction aussi bien du solvant d’ extraction que de la partie du fruit considérée.

La substitution de I’eau distillée par de I’acool diminue les proportions de PTS non liés a la
protéine pour la graine et la pulpe ; nous observons une singularité de la gousse : le méthanol

augmente cette proportion alors que |’ éthanol 1a diminue.

120
100
80 -
60 -
40
20 -

0 - extraits brut

B P polymérise

B Pt surnagent

en % des PTS

Figure 33: Aptitudedes PTS a selier ou non aux protéines

Lesgraines de caroube sont plus riches en phénols polymérises :3,5 a 4,84 mg EAGcontre 2,09 a
2,24pour la pulpe et 2,42 a 3,91 pour la gousse. L’ aptitude des PTS a se lier a la proténe
concerne 64 a 74% des PTS pour la graine contre 60 a 68% pour la pulpe et 67,9 a 75,9% pour la
gousse. L’utilisation d’un solvant moins polaire induit une diminution de la teneur en phénols
polymérisés ;cette diminution est plus importante lorsque le MeOH80% est utilisé.

11.1.3. Teneur en flavonoides

L’analyse statistique des résultats montre un effet significatif de chacun des facteurs testés
(partie de plante et solvants).Nos données (Figure34)montrent une variabilité de teneur d’un
substrat a un autre (0,2 a 1,74 mg Eq Q/g MS).Ce sont les extrais de graine obtenus avec un
solvant hydro alcoolique, qui affichent le contenu le plus ééve (p<0,05) en flavonoides (1,65 et
1,74 mg Eq Q/g MS).

44
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Figure 34:Teneurs en flavonoides
Les valeurs suivies de laméme lettre ne sont pas significativement différentes(p>0,05)

La substitution de I'eau distillée montre une augmentation de la teneur en flavonoides: 0,27a
0,53 pour lagousse ; 0,2 20,35 pour lapulpe et 0,39 a1.65 pour lagraine.

Ces améliorations représentent 323 a 346% pour la graine contre 40 a 96% pour la gousse et 45
a 75% pour la pulpe.

[1.1.4.Teneur en Tanins hydrolysables

Les données illustrées par la figure 35 montrent que la graine est plus riche en tanins
hydrolysables (9,75 al5, 87 mg EAT/gMS contre 2,63 & 3,33 pour la pulpe et 3,2 a 3,79 pour la
gousse).

L’ utilisation de solvants binaires s’accompagne d une augmentation des teneurs en TH de la
graine;cetteaugmentation est plus marquée en présence de |I' EtOH80% (101,74% contre 62,76%

pour le méthanol).
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Figure 35 : teneur en tanins hydrolysables.

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)
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La comparaison multiple des moyennes montre de grandes similitudes de teneurs en tanins
hydrolisables entre les extraits de pulpe et de gousse entiere.
[1.1.5.Teneur en Tanins condensés
Les graines de caroube (Figure36) sont plus riches en tanins condensés que la pulpe et la
gousse:1,69-5,3 contre 0,35-1,22 pour la gousse et 0,37-0,95 pour la pulpe.
Nos observons que I’ utilisation d'un solvant moins polaire induit une diminution des teneurs en
tanins condensés ;5,2 a 61,25% pour la pulpe; 21,13 a 68% pour la graine et 23,77 a 71.31%
pour la gousse.
Qué que soit le substrat considéré, c’est en présence de méthanolgue nous enregistrons la plus
forte diminution.
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Figure36 : Teneur en tanins condenseés.

Lesvaleurs suivies de laméme lettre ne sont pas significativement différentes(p>0,05)
I1.2.Activité antioxydantedes extraits de car oube.
I1.2.1.Activité anti —radicalaire du DPPH
1. Effet desextraitsbrutssur I’activité antioxydante du DPPH :

Nos données expérimentales montrent que tous les extraits testés manifestent un pouvoir
inhibiteur du DPPH(Figure37) ;cette inhibition varie de 80,4% a 97,36%. La comparaison
multiple des moyennes révéle des similitudes d’ action (p>0,05) entre certains extraits.

Tous les extraits de graine et I’extrait a I’eau distillée de la gousseinduitent I’ activité
antioxydante la plus éevée (95,29% a97,36%). Les plus faibles activités sont relevées en
présence d’ extrait de pulpe méthanol (80,44%) suivie de la gousse méthanol (85,16%) et de la
pulpe avec I eau distillée (88,97%).
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figure 37: Activité anriradicalaire de DPPH
les valeur suivie de laméme lettre ne sont pas significativement differentes (p>0,05)

L’ effet scavenger des différents extraits (80,45 a 97,36 %) est significativement inférieur
(p<0,05) a celui de I’ acide ascorbique (98,33 %) utilisé comme standard. Nous notons par contre
gue le BHT manifeste une activité (79,14%) significativement inférieure (p<0,05) a celle de

chacun des extraits de caroube.
2. Effet dela concentration enextraits sur |'activité anti radicalairedu DPPH :

La figure38 illustre les différences de comportement des extraits testés sur le radica DPPH en
fonction des concentrations utilisées. Pour les standards utilisés, nous notons une éévation

rapide et brusque de leur capacité anti radicalaire dés les faibles concentrations.

Pour un méme solvant d extraction, des différences entre substrats sont notées. En présence
d extraits agueux, |’augmentation de la concentration s accompagne d’ une éévation progressive
de la capacité dinhibition du DPPH par chacun des trois extraits. L’utilisation de
I’ éhanol (Figure38b) ou du méthanol (Figure38c) induit une activité plus marquée des extraits
de graines: augmentation brusgue et rapide contre une éévation progressive et plus lente pour
les extraits de pulpe et gousse.

La substitution partielle de I'’eau distillée par de I’alcool induit également des comportements
différents entre les extraits. Pour la graine de caroube, €lle s accompagne d une éévation
brusque de I’ activité scavenger(Figure38d) et plus marquée pour I'extrait a I’ éhanol. Pour la
pulpe nous notons une augmentation progressive (Figur e38e) avec une efficacité plus prononcée
des extraits hydro alcooliques. La gousse se distingue également par une plus lenteprogression
de I’ activité antioxydante(Figur €38f) mais qui demeure inférieure a celle des extraits aqueux
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3. Les1C50 du DPPH

La figure39 montreune plus grande efficacité des extraits hydroacooliques de la grainede
caroube(1C50 de 0,38 et 0,94 mg/ml contre 0,56mg/ml pour le BHT).
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Figure39:1C,,de différentes échantillons contre le radical DPPH"
les valeur suivie de lameme lettre ne sont pas significativement differentes (p>0,05)

Les plus faibles efficacités sont notées pour la pulpe et la gousse extraites respectivement avec
de I'eau distillée (9,74) et de I’éthanol (6,21). Nous notons une similitude d action (p> 0,05)
entre extrait agueux de graine (4,40) et extrait de gousse au MeOH80%(4,49) ains gu’ entre
extrait aqueux de gousse(2,95) et extrait de pulpe al’ éthanol (3,11)

[1.2.2.Pouvoir réducteur
1. Effet desdifférentsextraitssur le pouvoir réducteur.

Les résultats rapportés par lafigure 40 montrent que les extraits aqueux présentent le
plus faible pouvoir réducteur (0,68 a 0,71 contre 0,83 pour |’ acide ascorbique).

Le remplacement partiel de I'eau distillée par de I'acool (méthanol ou éthanol)
s accompagne d’ une augmentation variable du pouvoir réducteur des extraits (5,11 a 43,83%).
Le méhanol sest avéré plus efficace que I'éhanol.La comparaison multiple des moyennes
montre que seuls les extraits au méthanol de la graine et de la gousse présentent des activités
comparables (P>0,05) et les plus élevées.
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Le comportement des substrats dépend du solvant d’ extraction utilise.En présence de méthanol,
la gousse et la graine présentent le plus fort pouvoir réducteur(0,99) alors qu’' avec de I’ éthanol
I’ activité laplus élevée est en faveur de la pulpe (0,93) ; les extraits agueux affichent I’ activité la
plusfaible (0,68 a0,71).
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Figure 40 : pouvoir réducteur

Les valeurs suivie de la méme | ettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)

2. Effet des différentes concentrationsd’ extraitsur le pouvoir réducteur.

Pour le méme solvant, nous observons une augmentation brusgue de |’ absorbance en présence
des extraits de la graine de caroubeutilisés a des concentrations inférieures a 2mg/ml (figure 41,a
b, c).Cette augmentation est plus marquée que celle notée avec I'acide ascorbique.Par contre

pour lagousse et 1a pulpe,I’ é évation du pouvoir réducteurest progressive.

Cest la pulpe qui manifeste la plus faible activité avec une augmentation progressive des

concentrations ; elle reste inférieure a celle de I’ acide ascorbique (figur e41e).

Le comportement de |’ extrait a |’ é&hanol 80% de la gousse distingue deux phases: dans la
premiére étape la gousse manifeste une activité plus faible que celle de I’ acide ascorbique pour
afficher au dela de cette concentration une activité plus élevée. Pour la gousse, nous

notons comme pour la pulpe une élévation progressive du pouvoir réducteur

&
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3. 1C50 du pouvoir réducteur

Les résultats de I'IC50 pour le pouvoir réducteur des différents extraits sont illustrés par la
(figure42).Nos notons une plus grande efficacité des extraits de graines (IC50de 0,87 a
2,07mg/ml) comparativement a I'acide ascorbique utilise comme standard (IC50 de
3,21mg/ml).A I’exception de I'extrait éthanoique des gousses (3,05mg/ml),les autres extraits

enregistrent des IC50 (3,85 a4,84mg/ml) supérieures (p>0,05) a celle de |’ acide ascorbique.

L’ utilisation d’un solvant binaire s avere plus efficace dans le cas de la graine et de la pulpe aors

gue pour lagousse la plus faible valeur de I’ |C50est en faveur de I’ eau ditillée.
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Figure 42 : les concentrations réductrices de 50% du fer
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)

[1.2.3.Inhibition du peroxyde d”hydrogene (H205)

Nos données(figure43) révelent des différences dactivité entre les différents
extraits :49,4 898,28%).

La substitution partielle de I’eau distillée par du méthanol améliore significativement

(p<0,05) cette activite dans |e cas de la gousse.
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D’une maniere genérale et quelques soit le substrat considére, I’ éhanol aqueux s est
révélé moins efficace que les deux autres solvants. Nous notons en effet une baisse d’ activité de
20,45 (pulpe), 20,8% (gousse) et 37,6 % (graine) par rapport a celle obtenue avec I’ extrait

agueux correspondant.

L’ eau distillée et le méthanol donnent des extraits a activité similaire (p>0,05) lorsqu’ils sont

applique ala graine (94,28%) et ala pulpe (72,3et 90,34% respectivement).
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Figure 43 : Inhibition du peroxyde d’ hydrogéene

Les valeurs suivie de la méme lettre ne snt pas significativement différentes (p>0,05)

I1.2.4.Chéation du fer ferreux

Les extraits testés(figure 44) se distinguent par une faible activité(4,47 a 68,34%) par rapport a
I"EDTA (98,23%) utilisé comme standard.

L’analyse de nos données montredes différences de comportement significatives (p<0,05) en
fonction des substrats utilisés. L’ effet de la substitution partielle de I’ eau distillée par de I’ a cool
varie en fonction du substrat considéré.

Pour la graine, le pouvoir chélateur est nettement plus éevé pour les extraits hydro alcooliques
(66,8 268,34 % contre 4,47% pour |’ extrait aqueux).

Les extraits de pul pe manifestent sensiblement le méme pouvoir (55,68 a57,77%) alors que pour
la gousse entiére, I'activité la plus éevéeest enregistrée pour |’extrait agueux (51,69% contre
30,08% et 41 ,66% pour les extraits au méthanol 80% et al’ é&hanol 80% respectivement).
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Figure 44 : chélation de fer ferreux

Les valeurs suivie de laméme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0,05)

[1.2.5-Matricede corréation :

La matrice de corrélation (tableau X) montre que I’ |C50, déterminée aussi bien pour le DPPH

que pour le pouvoir réducteur, est fortement corréée (p<0,05) a la teneur en composés

phénoliques.

Les valeurs de r pour IC50 du DPPHs élevent a 0,74 (PTS), 0,736 (Flavonoides), 0,719 (TH) et
0,771 (PP) contre 0,37 pour les tanins condensés. Pour I'|C50 du pouvoir réducteur, les valeurs
der sont plus élevées et varient de 0,83(Flavonoides) a0, 91(TH) ;la corrélation avec les tanins

condenséss éléve a0,703.

La matrice révele une corrélation significative (p<0,05)entre les deux tests d activité

antioxydante (r=0,66).

Nos donnéesanalytiques ne mettent pas en évidence de corrélation notable (p>0,05)entre les
composes phénoliques des extraits aussi bien avec I’inhibition du H202 (0,18 a 0,23)que de la
chélation du fer(0,20 a0,46).

De méme nos tests ne révélent pas de corrélation entre ces deux derniers tests et les mesures de

I"IC50 pour DPPH et le pouvoir réducteur.
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Tableau X: Matrice de corréation entre teneurs en composés phénoliques etactivité

antioxydante

IC 50
PTS F TC TH PP H202 CF DPPH IC50P R
PTS
F 0,849
TC 0,664*| 0,396
TH 0,921**0,939***| 0,682*
PP 0,987***|0,848***| 0,602*|0,896***
H202 0,182 0,181 0,235| 0,208 0,054
CF 0,209| 0462* -0378| 0,262 0,265 -0,417
IC 50 - - - -
DPPH 0,740**|0,736***| -0,378|0,719*** 0,771** -0,078| -0,270
IC 50PR 0,893***| 0,830***] 0,703***| 0,915***| 0,884*** -0,215| -0,068| 0,666*

(*) : Lacorréation est significative (p<0,05)

(**) : Lacorrdlation est tres significative (p<0,01)

(***) : Lacorréation est trés hautement significative (<0,001).

PTS: phénols totaux solubles.

F : flavonoides.

TC : tanins condenses.

TH : tanins hydrol ysabl es.

PP : phénols polymérises.

CF : chdation defer ferreux.

.
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Figure 38 : Effet des différentes concentrations d’ extrait brut sur le radical DPPH
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Discussion Générale.

Nos données analytiques ont montré la présence de diverses classes de composés
phénoliques (phénols totaux solubles, flavonoides,tanins hydrolysables, tanins condensés,...)
dans chacun des trois substrats de caroube et s accordent avec les données de la littérature
(Vercauteren, 1996 ; Lugasiet al.,2003; Rahman et al., 2006), (Owen etal.,
2003),(M acheix et al.,2006).

La comparaison de nos résultats avec ceux rapportés par la littérature est difficile en raison,
non seulement de la localisation des matierespremieres (altitude et type de sol) et le
management des cultures(Elias,1979),mais également des différences dans les méthodes
d’extraction ,de dosage e dexpresson des résultals (Garcia e @ al
.,1985 ;Ramirez,1988 ;Clifford et al.,1991).

L’ extraction a pour but de faire diffuser les composés phénoliques présents dans cette
matiere végétale dans la phase liquide (EscribanoBaillon-Buelga, 2003). En accord avec de
nombreux auteurs travaillant sur différents substrats(M okhtarpouret al., 2014 ; Dragovic-
Uzelacet al., 2012 ; Durlinget al., 2007 ; Turkmen et al ., 2006 ), nous avons relevé des
différences de teneurs en fonction aussi bien du substrat que du solvant. Nos données

traduiraient des différences aussi bien de nature que de solubilité des composés dosés.

Les différents tests in vitro ont mis en évidence une activité anti oxydante variable qui

résulterait de la présence d’ antioxydants dans les différents extraits utilisés.

L’ analyse statistique de nos résultatsmontrent une corréation significative entre les valeurs
de I'lCsp (DPPH) et les teneurs en composés phénoliques. Cettecorré ation,rapportées
également par différents auteurs découle de I'implication de ces constituants phénoliques

dans |’ effet scavenger des extraits.

Huang et al.(2005) attribuent cet effet a leur haut degré d’ hydroxylation ,qui se manifestent
dans une grande capacité de donner des protons et donc stabiliser radical DPPH .

Les différences observées auss bien entre extraits que selon le solvant d’ extraction peuvent
étre attribués selon différents auteurs a des différences de teneur et nature des composes
phénoliques, leur solubilité dans les solvants d’ extraction et aleur degré de polymérisation ou
leur implication dans d’ autres structures moléculaires formant ainsi des complexes insolubles.
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La mise en évidence d'une corrélation significatif(p<0.05) entre ICso du DPPH™ et 1Csp du
pouvoir réducteur traduit |I'implication de mémes constituants phénoliques dans chacune de

ces deux activités.

Nos données suggerent que des constituants phénoliques présents dans les extraits possedent a
lafois la capacité de donner des éectrons et des protons .Ses résultats sont similaires a ceux
obtenus par (Zaoet al ,2008)

La variabilité d'inhibition du H,O, par les extraits testés traduit des différences de
composition chimique de ces derniers dus a une variabilité de solubilisation de leur contenu
chimique. Nos résultats ne mettent pas en évidence de corréation significative entre ce test et
les teneurs en composés phénoliques qui ne servient pas les seuls ééments impliqués dans
cette activité. D’autres composés antioxydants et non phénoliques,présents dans la

caroube,seraient solubilisés par les solvants utilisés.

L’ activité chélatrice du fer relevé dans nos essais varie d’ un extrait a un autre, Nos données
n'ont pas mis en évidence de corrdlation significative entre cette activité et le contenu
phénolique des extraits.Les composés phénoliques de la caroube ne seraient pas les principaux
agents chélateurs du fer.Comme pour I"'H202,d" autres constituants solubilisés par les solvants

utilisés servient impligués dans cette activite.

L’ attribution exacte de la capacité anti-oxydante a un composé, ou un petit groupe de
composants dans un extrait de plante est une tache difficile, puisque I’ activité efficace dépend
de plusieurs facteurs, tels que la concentration, les formes isométriques et I’interaction
synergique avec d’autre composants (Almela et al.2006). De nombreux auteurs notent que
I’ activité antioxydant est le résultat de I’ activité combinée d'une large gamme de composeés,
notamment des composés phénoliques, des peptides, des acides organiques (choi et
al.,2002 ;Gallardo et al., 2006) et d'autre composant tels que |'acide ascorbique, les
caroténoides, les tocophérols ( Pincemail et al.,2007; Tawaha et al., 2007;
Tachakittirungrod et al., 2007).

)
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Nos données anal ytiques ont montré que la caroube est un fruit riche en divers
composeés phénoliques. Ces derniers sont inégalement répartis entre les différentes parties du

fruit. La graine représente la partie la plus riche en ces métabolites secondaires.

Les extraits de caroube ont affiché une activité anti oxydante notable et mesurée au
moyen de quatre tests. Dans le présent travail, les composés phénoliques de la caroube sont
fortement impliqués dans |'effet scavenger et le pouvoir réducteur des extraits utilisés.
D’ autres composes participeraient a |’ activité de chélation du fer et al’inhibition du peroxyde

d’ hydrogene.
Perspectives :

Il est souhaitable d approfondir ce travail en Sintéressant particulierement aux aspects

suivants :
-Caractérisation physico chimique approfondie de différentes parties de la caroube.

-Caractérisation approfondie du contenu des extraits bruts (recherche et identification des

meétabolites sol ubilisées).
-Profil chromatographique du contenu phénolique et quantification.

-Utilisation des extraits pour la conservation des aliments (activité antioxydante et

antimicrobienne) et qualité sensorielle des produits.

&
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Annexe

Annexe N° 01 : Courbe d’ étalonnage.
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Annexe N°2 : Préparation des solutions

Solutions

Réactifs

éhanol 80%

80ml de I'éhanol pure guste jusque a 100ml
d eau distillée

méthanol 80%

80ml de méthanol pure guste jusque a 100ml

d eau distillee

Solution defolin-ciocalteu(0,1)

10 ml de folin coicadteau + gouste jusqu'a
100ml d'eau distillée

Solution de carbonate de sodium (7,5)
Na,COs3

7,59 de la poudre de NaCOs; dissout dans
100ml I" eau distillée.

Solution de chlorure d’aluminium
hydratea 2% (AlICI36H,0)

21,87g de la poudre d’'AlCl; hydrate dissout
dans 250ml de I’ eau distillée.

HCI (0,01M)

0,085ml dHCL 36% est guste a 1 litre |’eau
distillée.

FeCl3 (0,01M dansHcl 0,01M)

Dissoudre 1,62 g de FeCl3z dans un litre de Hcl a
0,01M

HCL 24%

24ml de HCI concentré gjusté a 100ml de

méthanol.

Vanilline & 5,8% (p/v)

5,89 de vanilline dissoudre dans 100ml de

méthanol pure.

vanilline/HCL : Ca préparation est faite juste avant I’ utilisation
en mélangeant a volume équivalant la solution
de vanilline &5,8% et la solution d’Hcl 24%

solution deBSA : 1mg de BSA dans 1ml de tampon acétate.

Tampon acétate (0,2M) acide acétique

11,4ml d acide acétique + 9,869 NaCl + 800ml




et 0,17M NaCl)

Solution DPPH (65uM/I)

Tampon phosphate (0,2M, pH6,6) :

Ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)g
1%
Acidetrichloracétique (TCA) 10%

Chlorureferrique (FeClI3) a 0,1 % (p/v)
Tampon phosphate (0,1M, pH7,4) :

Solution H,0, a 30%

Ferrosines5mM

Leréactif bouchardats

Annexe

d eau distillée.
On gjuste le pH a4,9 avec NaOH(4N).
Levolume est gjuste a 11 avec |’ eau distill ée.

0.0024g DPPH dans 100ml de méthanol pur

2,72 g de KH,PO, (acide) dans 100 ml d'eau
distillée

3,489 de K,;HPO, (basique) dans 100ml d'eau
distillée

La solution acide est gjoutée avec la solution

basique jusqu’ al’ obtention d’ un pH6,6

1g de K3Fe(CN)g dans 100ml d'eau distillée

10g de TCA dans 100ml d'eau distillée.

0,19 de FeClI3 dans 100ml d'eau distillée

1,369 de KH,PO, dans 100ml d’ eau distillée

1,749 de K,HPO, dans 100ml d’ eau distillée.

La solution de KH,OP, est guste avec la
solutionK,HPO, jusgu'a |’obtention d'un
pH7,4.

0,10213ml de H202 a 30% en goute jusgu'a
200ml avec la solution tampon phosphate

0,123g ferrosines dans 50ml d’ eau distillée

0,025g de FeCl,2H,O dans 100ml d'eau
distillée.

2g d’'iode bisublime(l,) + 2g Kl dans 100ml
d eau distillée
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Résumé

Les extraits des plantes font actuellement |'objet de nombreuses recherches
scientifiques visant a explorer et exploiter leurs propriétés biologiques tant appréciées dans les
domaines thérapeutiques, alimentaires, cométiques et pharmaceutiques. Le but de travail est
d’ évaluer d’'une part la teneur en composes phénoliques de Ceratonia Sliqua L et d’ autre par

le potentiel antioxydant d’ extrait brut hydro alcoolique et aqueux.

La teneur en composés phénoliques et I’ activité antioxydant dépend aussi bien du
solvant d’ extraction utilise et de la partie de la plante. Las extraits hydro alcoolique révele une
teneur en composés phénoliques plus éléve que les extraits aqueux. Pour [I'activité
antioxydant, les extrait hydro acoolique ont montre un pouvoir anti radicalaire du DPPH,

réduction defer, inhibition du peroxyde d’ hydrogene et chélation de fer ferreux.

Les résultats obtenue ont montre que I’ efficacité d’ un antioxydant pour un teste donne

ne |’ est pas forcement pour un autre.

Mots clés:Ceratonie Sliqua L, métabolisme secondaire, composes phénoliques, activité
antioxydante, radical DPPH, pouvoir réducteur, chélation de fer ferreux, le peroxyde

d’ hydrogene.
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