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Introduction

Depuis I’antiquité, 'Homme a utilisé diverses plantes de son environnement, afin de
traiter et de soigner toutes sortes de maladies (Zeggwach et al., 2013).

Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des composés chimiques (principes
actifs) appartenant aux métabolites secondaires (Cox et Balick, 1994 et Junio et al., 2011).
Ces derniers sont synthétisés par les plantes pour faire face aux différents stress biotiques et
abiotiques (Haddouchi et al., 2009), notamment la protection des plantes contre les
microorganismes, les animaux et méme d'autres plantes (Junio et al., 2011). Selon Belaoued
(2005) et Djeridane et al. (2006), les métabolites secondaires sont les meilleurs remedes pour
le traitement d’un large spectre de maladies persistantes et dangereuses et ils représentent la
source naturelle pour différentes activités biologiques. Ces derniéres années l'attention s'est
portee sur l'activité antioxydante en raison du role qu'elle joue dans la prévention des maladies
chroniques, telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte, I'hypertension, et la
maladie d'Alzheimer, en combattant le stress oxydant (Meddour et al., 2013). Les composés
bioactifs les plus étudiés sont les polyphénols et les flavonoides qui jouent un réle de
protecteur et d’inhibiteur des effets néfastes des radicaux libres sur 1’organisme humain

(Sultana et al., 2015).

En Algérie, on a longtemps eu recours a la médecine traditionnelle gréace a la richesse
et la diversité de sa flore, de type méditerranéenne, constituant un veritable réservoir
phylogénétique avec environ 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques
(Bouzid et al., 2016). Parmi les quelles, les Fabacées ou Iégumineuses qui constituent une des
plus grandes familles des plantes a fleurs les plus connues, avec plus de 730 genres et 19 400

especes (Sylvie, 2011).

De cette famille, notre choix est porté sur le caroubier ou Ceratonia siliqua L.qui est
utilisé par ’'Homme pour la valeur nutritive de ses fruits (les caroubes ou gousses)
(Abdullatif, 2017). L’espéce en question a fait I'objet de nombreuses recherches scientifiques,
elle recéle de multiples propriétés médicinales : antiprolifératives (Roseiro et al., 2013),
antibactériennes (Meziani et al., 2015), antioxydantes et anti-inflammatoires (Makris et
Kefalas, 2004; Amessis-Ouchmoukh et al., 2017 et Kocherane et al., 2019).
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Peu d’investigations sur les différentes parties du caroubier. La majorité des travaux
ont été réalises sur les gousses comme ceux de Goulas et al. (2016) et de Basharat et al.,
(2023), on peut citer également les recherches d’El Kahkahi et al. (2015) et Fidan et al.
(2020) qui ont analyse la composition phénolique dans les extraits des graines de la caroube
du Maroc et de la Turquie respectivement. Et récemment Alqudah et al. (2022) ont étudié les
effets anti-inflammatoires et anti-nociceptifs des extraits des feuilles du caroubier de Jordanie.

Le présent travail vient pour enrichir la bibliographie de I’espéce, en ajoutant d’autres
parties ou organes (rameaux, gousses jeunes, feuilles jeunes et feuilles endommagées) qui
n’ont jamais été étudiés de point de vue phytochimique, dont I’objectif de étude est d’abord
de comparer entre la teneur des composés phénoliques quantifiés dans les extraits des
différentes parties du caroubier échantillonné au niveau du Parc National de Gouraya, ensuite
de tester I’activité antioxydante de leurs extraits en utilisant quatre tests différents, puis de

mettre en évidence, statistiquement, les éventuelles différences significatives.

La présente introduction est suivie :
D’abord, d’une synthése bibliographique dans laquelle seront résumées les principales

informations qui concernent la plante Ceratonia siliqua L. et les métabolites secondaires.

Ensuite, d’une méthodologie qui synthétisera les différents protocoles et methodes

utilisés pour aboutir a 1’objectif que nous avons tracé.

Puis, d’une partie résultats et discussions qui rapportera les différents résultats obtenus

dans notre travail, et les éventuelles discussions qui pourront les expliquer.

Enfin, d’une conclusion générale qui résumera les principaux résultats obtenus et dans

laquelle quelques perspectives seront proposées.
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l. Description du caroubier (Ceratonia siliqua L.)

I.L1.  Taxonomie et systématique

Ceratonia siliqua L. est le nom scientifique de I’espéce du caroubier. Ce terme qui
dérive a la fois du grec Keras (corne) et du latin siliqua désignant une silique ou gousse et
faisant allusion a la dureté et a la forme du fruit qui ressemble a la corne de bouc (Battle et
al., 1997). En 1995, Rejeb précise que le caroubier possede plusieurs noms variables selon le
Pays dans lequel il se trouve, a I’exemple : Kharroub en arabe, algarrobo en espagnol,

carroubo en italien, caroubier en frangais.

Selon Quezel et Santa (1961), I’espéce Ceratonia siliqua L. fait partie de la famille
des Fabacées (Tab. I).

Tableau I. Classification systématique de Ceratonia siliqua L. selon (Quezel et Santa.,
1962)

Sous —regne Tracheobionta (plante vasculaire)
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Magnoliophyta (Angiosperme)
Classe Magnoliopsida

Sous-classe Rosidae

Ordre Fabales

Famille Caesalpiniaceas

Sous famille Caesalpinioideas

Genre Ceratonia

Espéce Ceratonia siliqua L.

I.2.  Description

Le caroubier est un arbre dioique parfois hermaphrodite et rarement monoique
(Linskenset et Scholten, 1980; Batlle et al., 1988)(Fig. 01). Il se caractérise par des feuilles
persistantes a croissance lente (Biner et al., 2007; Bouzouita et al., 2007). Les racines de
cette plante sont fortes et envahissantes et peuvent atteindre une taille allant de 8 a 15 m

(Correia et al.,2005).Le caroubier est considéré comme le seul arbre méditerranéen qui

4
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fleurit en été : d’Aoat a Octobre (Aafi ,1996) ou en automne : de Septembre a Novembre
(Fournier, 1977).

Figure n° 01. Morphologie de I’arbre du caroubier (Ceratonia siliqua L.) (Gioxari et al.,
2022).

Les fleurs sont bisexuelles, trés petites et réunies en grappes axillaires cylindriques
(Fig.02) (Albanell, 1990). Les floraisons femelles apparaissent a partir du mois de Juillet,
tandis que les fleurs méales apparaissent en mois d’Aolt ou en Septembre (Benmahioul et al.,
2011). Les feuilles sont persistantes, elles sont de longueur qui varie de 10 a 20 cm et elles
sont composées de trois a cing paires de folioles (Fig.02). Les folioles sont de forme ovale et
de couleur vert sombre (Ait Chitt et al., 2007).

Figure n° 02. Fleurs du caroubier « A) fleurs femelles ; B) fleurs males » et C) Feuille de caroubier
(Ceratonia siliqua L.) (Benmahioul et al., 2011).
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Les caroubes sont les fruits du caroubier, elles sont réunies en grappes simples,
peuvent atteindre une longueur de 10 a 30 cm et une largeur de 1.5 & 3.5 cm ainsi qu’une
épaisseur de 1 & 2.5 cm. Le fruit est indéhiscent brun foncé a noir au stade mature, il est aplati,
allongé ou courbé (Fig.03) (Ait Chitt et al., 2007). Les gousses sont séparées a I’intérieur par
un tissu pulpeux sucré dont la maturation nécessite une durée de 9 a 10 mois (Batlle et Tous.,
1997).

Figure n°® 03. Fruits mares (a) et immatures (b) du caroubier (Ait Chitt et al.,2007)

Les graines sont ovoides, rigides d une longueur allant de 8 a 10 mm et une largeur de 7
a 8 mm en moyenne (Boubelenza., 2012) dont le nombre varie généralement entre 10 et 15
(Dakia., 2003).

1.3.  Origine

Plusieurs origines ont été rapportées par différents auteurs, d’abord Vavilov (1951) et
De candolle (1983) ont suggéré que le caroubier est natif de la région méditerranéenne
(Turquie et Syrie). Cependant, Zohary (1973) a considéré que le caroubier faisait partie de la
flore d’Indo Malaisie. Ensuite, et selon Schweinfurth (1894), le caroubier est originaire du

Yémen.

1.4.  Distribution géographique

Selon Hillcoat et al. (1980), le caroubier se trouve a I'état sauvage dans les régions
méditerranéennes de I'Est (Chypre, Egypte, Palestine, Jordanie, Liban, Libye, Arabie

saoudite, Syrie, Tunisie, Turquie). Cependant, il est cultivé en Algérie, Argentine, Australie,
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Chili, Croatie, France, Grece, Inde, Indonésie, Italie, Malte, Maroc, Mexique, Pakistan,
Portugal, Espagne, Etats-Unis d'’Amérique et Venezuela (Hillcoat et al., 1980) (Fig.04).

Figure n° 04. Distribution du caroubier dans le monde (Batlle et Tous, 1997)

Le caroubier en Algérie, comme dans plusieurs pays méditerranéens, croit dans les
conditions naturelles a I’état sauvage sous des bioclimats subhumide, semi-aride et aride. 1l
est généralement en association avec I’olivier, ’amandier et le lentisque (Boublenza et al.,
2019). Selon les auteurs, le caroubier est généralement considéré parmi les plantes les plus

utiles pour I’ Homme (Boublenza et al., 2019).

1.5. Utilisation

L’utilisation du caroubier est vaste grace a son profil nutritionnel, il fournit des faibles
quantités en calories mais il est riche en composés bioactifs (polyphénols, flavonoides, fibres
alimentaires, tanins, etc.), vitamines et minéraux tels que le calcium, le sodium, le phosphore,
le zinc et le sélénium (Engin et Mert., 2020). La gousse de caroube est comestible et elle est
utilisée comme édulcorant naturel et additif alimentaire, avec de larges applications dans les
industries alimentaires et cosmétiques comme épaississant et stabilisant (Calixto et Canellas.,
1982 ; Goycoola et al., 1995; Batlle et al.,1997).
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Par sa contenance en fibres alimentaires et en polyphénols, la caroube prévient
I’hypercholestérolémie en réduisant et en maintenant le LDL, en réduisant le risque de CDV,
d’accident vasculaire cérébral, d’hypertension et d’athérosclérose (Ruiz-Roso et al., 2010;
Goulas et al., 2016).

Les extraits de la poudre du caroubier ont montré des effets antidiabétiques importants
(EI-Manfaloty et Ali , 2014) et des effets gastro-intestinaux améliorés par des tanins et des
fibres de caroube (Clark et Slavin , 2013). De nombreuses études cliniques ont souligné
’efficacité de la poudre de caroube dans le traitement des diarrhées aigués infantiles (Hrairi
et al., 2000). De plus, la caroube posséde des propriétés anticancéreuses qui sont dues aux
polyphénols et aux flavonoides qui combattent le stress oxydatif et qui préviennent les
différents types de cancers (Goulas et al., 2016; Carbas et al., 2019). En autre, Buyukcapar
et al. (2018) ont exploré I’utilisation des croquettes de caroube comme aliments pour animaux
et leur effet sur la croissance de ces derniers. De point de vue écologique, les arbres de
caroube sont utilisés comme plantes ornementales et resistantes a la sécheresse, au sel et aux
feux (Basharat et al., 2023)
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1. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes, ils sont divisés principalement en trois grandes
familles : Les polyphenols, les terpenes, les alcaloides (Lutge et al., 2002; Abderrazak et
Joél, 2007).Ces molécules résultent généralement de trois voies de biosynthese : la voie de
shikimate, la voie de mevalonate et du pyruvate (Verpoorte et Alfermann, 2000).

II.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques, sont synthétisés par les végétaux, commencant par les
racines jusqu’aux fruits, ils font donc partie intégrante de notre alimentation. Le terme
phénolique est utilisé pour définir des substances qui possédent au moins un groupement
hydroxyle (OH) substitué sur un cycle aromatique, ce nom provient du compose parent le plus
simple: le phénol (Bravo, 1998).

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans le
squelette de base, les structures peuvent étre sous forme libres ou liées a I’ester ou hétérosides
(Bruneton, 1999). Les differentes classes de ces composes phénoliques sont représentées

dans le tableau II.

Tableau I1.Différents composés phénoliques (Bruneton., 1999;Hennebelle.,2006).

C6 Phénols simples et benzoquinones

C6-C1 Acides phénoliques

C6-C3 Acidehydroxy-cinnamiques,coumarinesphénylpropéne,
C6-C3-C6 Flavonoides et isoflavonoides

(C6-C3)2 Lignanes et néolignanes

(C15)n Tanins

Dans le présent travail, en plus des polyphénols totaux, nous avons quantifié deux

classes de ces composés a savoir : les flavonoides et les tanins.
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11.1.1. Flavonoides

Ce sont des substances généralement colorées d’ou leur nom tiré du latin « flavus »
(Heller et al., 1998; Guignard., 2000). Les flavonoides possédent tous un méme squelette de
base a quinze atomes de carbones, ils sont constitués de deux unités aromatiques, deux cycles
en C6, reliés par une chaine en C3 (Bruneton, 1999). C’est une classe trés diversifiée dont les
principales sous classes des flavonoides sont représentées dans la figure n° 05, les sous
classes se caracterisent par leurs diversités fonctionnelles autour de 1’oxygénation de

I’hétérocycle (Sadasivamet Thayumanavan, 2003).

6 4
o! 1" B | ) 01 || B l 3
EYET la]el lal]l « =
F L ® 2
0 J,L 0
R=H, flavone R=H, flavanone chalcone
R=0H, flavomnol R=0OH, flavanonol
e o R 4 R

NP3

3

Ll (OO0,

aurone R=H, flavane flavyhium

R=0OH., flavan-3-ol

Figure n°® 05. Structure des différentes sous classes des flavonoides (Martinez et al., 2005).

11.1.2. Tanins

Ils sont des molécules non azotées solubles dans 1’eau de masse molaire entre 500-
2000D (Vermerris et al., 2006).1ls peuvent étre subdivisés en tanins hydrolysables et en
tanins condensés (Reed., 1995; Rob et al., 1999; Frutos et al.,, 2004). Les tanins
hydrolysables sont des esters de glucose (Fig.06), ils peuvent étre dégradés par hydrolyse
chimique ou enzymatique en liberent une partie non phénolique (le plus souvent du glucose
ou de I’acide quinique) et une partie phénolique qui peut étre de ’acide gallique (Macheix et

al., 2005).1Is sont divisés en éllagitannins et gallotannins (Collin et Crouzet., 2011).

10
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Quant aux tanins condensés ou pro-anthocyanidols (Fig.06) ils résultent de la
polymérisation de molécules élémentaires de flavanes (flavanes ol-3, flavane ol-4, flavane
diol -3,4) (Bruneton., 1997). En s’hydrolysant, ils libérent des anthocyanidines (Andersen et
Markham., 2006).

Figure n° 06. Structures des tanins: a) tanins hydrolysables (Rauha., 2001) ; b) tanins
condensés (Peronny., 2005).

11.2. Effets biologiques des composés phénoliques

Les composes phénoliques sont des molécules biologiquement actives, ils constituent
une importante famille d’antioxydants dans les plantes et ils sont largement utilisés a des fins
thérapeutiques comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, antioxydants et anti-
radicalaires, antimicrobiens, anti carcinogenes, anti thrombotiques analgésiques,
antibactériennes, antiviraux et anti-allergenes ( Vaher et Koel, 2003; Vauzour et al ., 2010;
Xia, 2011). Les polyphénols n’ont aucun effet nuisible sur la santé humaine (Bounatirou et
al., 2007). De plus, la capacité d'une espece végétale a résister aux attaques des insectes et des

micro-organismes est souvent liée a son contenu en composés phénoliques (Bahorun, 1997).

11
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1. Antioxydants

Pour protéger le corps contre les radicaux libres, 1’organisme dispose d’un complexe
de défense antioxydants (Favier, 2003). D’aprés I’auteur, les antioxydants au sens large est
I'ensemble de molécules susceptibles d'inhiber directement la production, de limiter la
propagation ou de détruire les espéces actives de ’oxygene, ils peuvent agir en réduisant ou
en dismutant ces especes, en les piégeant pour former un composé stable, en séquestrant le fer
libre ou en générant du glutathion.

On distingue deux sources d’antioxydants :

= L’une est endogéne se compose principalement de trois enzymes (Fig.07) dont les
réactions sont liées et elles se complétent (Avissar et al., 1989). D’abord, le superoxyde
dismutase (SOD) qui est capables d’éliminer I’anion superoxyde par une réaction de
dismutation formant avec deux superoxydes une molécule d'oxygene et une molécule de
peroxyde d’hydrogéne (Zelko, 2002). Puis, la catalase qui transforme deux molécules de
peroxyde d’hydrogéne, apres avoir subi une réaction de Fenten, en eau et en oxygene qui sont
des composes stables (Jacques et André, 2004).Ensuite, la glutathion peroxydase (GPx) qui
est une enzyme produite de 1’oxydation du cholestérol ou des acides gras (Ganther, 1999).
Elle est utilisée pour détoxifier le peroxyde d’hydrogéne ainsi que d’autres hydro-peroxydes,
elle catalyse la transformation de peroxyde d’hydrogéne en deux molécules d’eau (Jacques et
André, 2004).

Activité de la superoxyde dismutase

20, +2H SOD » H20, 0,

Activite de la catalase

2 H,0, , H,0 +0,

Activite de la glutathion peroxydase
ROOH+ 2 GSH GP . ROH+ GSSG +H,0

-

H,0,+ 2 GSH GPy . 2 H,0+GSSG

Figure n° 07. Réactions d’antioxydants endogénes (Gardeés-Albert et al., 2003).

12
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L’autre est exogeéne (Fig.08) apportée par I’alimentation (Favier, 2003),
principalement les vitamines : En premier lieu, la vitamine E (a-tocophérol) qui est un
antioxydant liposoluble, elle se localise entre les chaines d'acides gras des phospholipides

et les lipoprotéines.La partie active de la molécule étant la fonction phénol réductrice. Celle-ci
perd facilement un atome d'hydrogene et se transforme en radical a-tocophéryle, tandis que le
radical peroxyle est réduit en une molécule d'hydro-peroxyde (Fig.09).De plus, I'a-tocophérol
capte les radicaux superoxydes (sous leur forme protonée HO--) et les radicaux hydroxyles
-OH, ainsi que l'oxygene singulet 10, (Gardés-Albert et al., 2003).

En second lieu, la vitamine C (ascorbate) qui est une molécule hydrosoluble qualifiée
d’un trés bon capteur de radicaux libres oxygénés puisqu' elle réagit non seulement avec les
radicaux hydroxyles OH, mais aussi avec les radicaux superoxydesO,". En outre, l'ascorbate
capte les radicaux peroxyles. En réagissant avec ces divers oxy-radicaux, l'ascorbate
(symbolisé ici par AscH) est oxydée en radical ascorbyleAsc-- qui est relativement inerte vis-
a-vis des matériaux biologiques. Une propriété importante de l'ascorbate est la réparation
possible de deux autres antioxydants, le glutathion et l'a-tocophérol (symbolisé par «-TH) a
partir de leurs formes radicalaires (Fig.09). L'ascorbate est recyclée tout au moins en partie,
par dismutation du radical ascorbyle (Gardes-Albert et al., 2003).

En dernier lieu, les caroténoides (B-carotene) et les polyphénols (l'acide cafeique et
quercétine) qui sont considérés comme de bons capteurs de radicaux hydroxyles -OH et
peroxyles RO>. lls sont donc susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique,
mais d'une maniere moins efficace que celle de I'a-tocophérol. En outre, les caroténoides ont
un réle spécifique de capteur d'oxygéne singulet 10., ce qui leur permet d'exercer une
protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de la lumiere solaire
(Gardes-Albert et al., 2003).

13
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Figure n° 08. Antioxydants d’origine alimentaire: a-tocophérol (vitamine E), acide
ascorbique (vitamine C), B-caroténe (famille des caroténoides), acide caféique et quercétine

(famille des polyphénols) (Gardés-Albert et al., 2003).

Activité de la vitamine E

RO, + a-TH
Activité de la vitamine C

AscH- + GS

> RO:H + o-T

» Asc + GSH

AscH- + o-T

» Asc +o-TH

Figure n° 09. Réactions d’antioxydants exogenes (vitamines E et C) (Gardes-Albert et al.,

2003).
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|. Matériel végétal

I.1. Echantillonnage

Notre étude est réalisée sur des échantillons récoltés au niveau du Parc National de
Gouraya a Bejaia (Fig. 10).

a

Gouraya
gecirava. .

Figure n° 10. Image satellitaire de la station d’étude (Google Earth)

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) a fait ’objet de notre travail. Nous avons traité la
partie aérienne de ’espéce (Fig. 11) a savoir : feuilles agées (F1), feuilles jeunes (FJ), feuilles
endommagées (Fe) (attaquées par des parasites), rameaux sans feuilles (R), gousses matures
ou chaires (GM) et leurs graines (G), gousses jeunes (GJ) (immatures). Les échantillons ont

été transportés dans des sacs en plastique étiqueté.

Figure n° 11. Parties de Ceratonia siliqua L. (photographie)
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I.2. Séchage

Les échantillons sont mis a sécher a I’air libre pendant 25 jours a I’abri de la lumiére

jusqu’a la stabilisation du poids.
1.3. Broyage et tamisage

Avant I'extraction des composés phénoliques, les échantillons séchés sont passés dans
un broyeur électrique de laboratoire est tamisés avec un tamis de 250 um puis conservés dans
des flacons opaques et gardés au frais. La poudre obtenue est utilisée pour I’extraction des

composés phénoliques.
Il. Méthodes

I1.1. Extraction des polyphénols

La méthode d’extraction utilisée dans ce travail est celle d’Oomah (2011) qui consiste
a dissoudre 0,8 g du broyat végétal dans 32 ml d’éthanol a 80 %. Le mélange est agité
pendant deux heures a température ambiante suivi d’une centrifugation pendant 10 min/ 3000
tours/min. Le surnageant filtré puis récupére dans des flacons opaques qui sont conservés au

frais.

11.1.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectue avec le réactif colorimétrique Folin-

Ciocalteu selon la méthode cité par Skerget et al. (2005), le protocole est comme suit:

500 pl de I’extrait dilué sont mélanges avec 2500 ul de folin-ciocalteu dilué (1/10).
Aprés agitation suivie d’une incubation de 03 mn, ensuite, 2000 pl de Na2COs (7,5%) sont
ajoutés. Aprés 5 min d’incubation dans un bain marie, la lecture des absorbances est réalisee a
760 nm. Un témoin a été préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par 500 pl

d’éthanol.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme
de matiére seche a partir de la courbe d’étalonnage. L’acide gallique est le standard le plus

souvent employé dans la méthode au Folin- Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008).
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11.1.2. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI) citée par Quettier-Deleu et al. (2000)
et Chang et al. ( 2002) est utilisée pour doser les flavonoides.

Le protocole consiste a mélanger 1000 ul d’extrait dilué¢ avec 1000 pl de solution
d’AlCl3 (2%). Apres 10 minutes d'incubation, I'absorbance est effectuée a 430 nm.

Le calcule des concentrations des flavonoides a été réalisé a partie d'une courbe
d'étalonnage linéaire réalisée par la Quercétine a différentes concentrations dans les mémes
conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent de

quercétine par gramme de matiere séche (mg EQ/g).
11.1.3. Dosage des tanins
11.1.3. 1. Dosage des tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables réagissent avec le chlorure ferrique et donnent une coloration
bleue mesurée par spectrophotométrie (Biaye, 2002). 01 ml de I’extrait est ajouté a 3,5 ml de
Fecls (0,01 M) dans HCI (0,01 M). La mesure des absorbance est réalisée a 660 nm. Les

résultats sont exprimés en mg EAT/qg.
11.1.3. 2. Dosage des tanins condensés

La méthode a la vanilline décrite par Deshpande et al. (1986) est utilisée pour le
dosage des tanins condensés. Cette méthode est basée sur I’ajout d’un volume de 5 ml de
vanilline Hcl 24% a 01 ml de I’extrait. Aprés 20 min d’incubation a 30° C, I’absorbance est
mesurée a 500 nm. La teneur en tanins condensés est déterminée en se référant a une courbe

d’étalonnage obtenue avec la catéchine. Les résultats sont exprimes en (mg EC/g).
11.1.3.3. Dosage des pranthocyanidines

Les tanins condensés sont des composes non hydrolysables mais qui peuvent étre
dépolymérisés dans un milieu acide a chaud libérant ainsi le cyanidol. Ces composés sont
généralement amorphes, solubles dans I’eau et insolubles dans les solvants organiques

apolaires (Quettier-Deleu et al, 2000).

Le protocole consiste & mélanger 3000 pl de n-butanol avec 500 ul d’extrait dilué, puis
a ajouter 100 pl de la solution FeENH4(SO4)2a 2% préparée dans du Hecl 2N. Aprés agitation,
I’ensemble est mis au bain marie a 90C° pendant 20 min. Les absorbances sont lues a 550

nm.
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Selon Vermerris et Nicholson (2006), la concentration de proanthocyanidines est

exprimée en équivalent de la cyanidine.

AM,,
C= =1 (mg/ml)
£.

Avec :

C: la concentration de proanthocyanidines en mg/ml.

£ : coefficient d’extinction molaire de la cyanidine (34700 L moltcm™).

e M, : masse molaire de la cyanidine (égale a 287,24g/mol).

I: largeur de la cuve en cm (égale a 1 cm).

A: I’absorbance de 1’échantillon.

11.2. Evaluation de P’activité anti-oxydante , in vitro,
Quatre méthodes on été utilisées pour 1I’évaluation de I’activité antioxydante.

11.2.1. Pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ€é a son pouvoir antioxydant. Cette
technique est développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique

(Fe+3) présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe+2) (Zubia et al., 2007)..

La méthode utilisée est celle décrite par Zubia et al. (2007) qui stipule a mélanger 1
ml d’extrait avec 2,5 ml du tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de
potassium (KsFe(CN)s) a 1%. Le mélange est incubé dans un bain marie pendant 20min a
50°C. 2,5 ml de cette solution est mélangée avec 2,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) a
10%, puis I’ensemble est centrifugé pendant 10 min. Dans un tube a essais, une fraction de
2,5 ml a partir du surnageant est mélangé avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml chlorure
ferrique (FeCls 6H20) a 0,1%. L’absorbance du mélange ainsi obtenu est mesurée a 700 nm
aprés 10 min d’incubation a température ambiante. Les résultats obtenus sont exprimes en mg

équivalent BHA.
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11.2.2. Test de Piégeage du radical libre DPPHe (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables. Cette
stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule (Brand-
Williams et al., 1995).

Le test de DPPH est réalisé selon le protocole décrit par Bektas et al. (2005) dans
lequel 50 pl de chaque extrait sont ajoutés a 2500 ul d’une solution de DPPH. Aprés 30

minutes d’incubation a I’obscurité et a température ambiante, I’absorbance est lue a 517 nm.

Deux standards ont été préparés pour la comparaison des résultats dont BHA, acide
ascorbique. L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (I %) a été calculée de la

maniére suivante:

Il % = [(A témoin — A échantillon) / A témoin] x 100|

11.2.3. Test de piégeage du radical libre ABTS

L’ABTS est un radical libre de coloration bleu-vert. 11 se réduit en ABTS d’une
coloration transparente par piégeage d’un proton par I’antioxydant (Re et al., 1999). Ces
derniers ont décrit le protocole suivant : 2 ml de la solution d’ABTS sont ajoutes a 200 pl
d’extrait, le mélange est agité puis incubé a 1’obscurité pendant 7 min. Les absorbances des
différents extraits sont déterminées a 734 nm. Le standard de référence utilisé pour évaluer
I’activité antioxydante est le BHA. Le pourcentage de I’activité scavenging de I’ABTS de

chaque extrait a été calculé comme suit :

% de Pactivité scavenging de PABTS *= [(Ac-ATt)/Ac] x 100

e AC : Absorbance du controle.

e AT : Absorbance du test.
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11.2.4. Chélation du fer ferreux

Dans le test de chélation des ions Fe?*, la ferrozine réagit avec les ions bivalents pour
former un complexe violet trés soluble dans I’eau. En présence d'agents chélateurs, la

formation de ce complexe aboutit & une diminution de la couleur (Huang et al., 2005).

La chélation du fer ferreux a été estimée selon le protocole de Wang et al. (2009)
modifiée. Un volume de 200 pl d’extrait a été initialement mélangé avec 100 ul de FeCl, a 2
mM. Le mélange est agité puis incubé pendant 2min (premiére lecture a 562 nm) puis 40 pl
de la Ferrozine a 5 mM sont ajoutés au mélange et laissés réagir pendant 10 min a température
ambiante et a I’obscurité. Une deuxiéme lecture des absorbances est faite a 562 nm contre un
blanc préparé sans ferrozine. Le standard EDTA est utilis¢ comme chélateur de référence. Le

pourcentage de chélation du fer est calculé selon 1’équation suivante :

% Chélation= [(Abs C) — (Abs Ech )]/ Abs B x 100

Abs C : Absorbance du contréle. Abs Ech : Absorbance d’échantillon. Abs B : Absorbance du

blanc

I11. Analyses statistiques

Touts les manipulations (dosages et tests I’activité antioxydante) ont été réalisées en
trois répétitions, les résultats sont exprimés en Moyenne + Ecart type. Les résultats obtenus
sont soumis a une analyse statistique en utilisant le logiciel XLSTAT (version 2023). Une
analyse de la variance et un test de Tukey ont été effectués pour la comparaison des moyennes
entre les extraits des différents échantillons, au niveau des différents dosages et des tests de
I’activité antioxydante. De plus, des éventuelles corrélations, entre les différents dosages et les

activités antioxydantes testées, ont été mises en évidence par le test de corrélation de Pearson.
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Résultats et discussion

I. Analyses quantitatives des composés phénoliques
I.1. Dosage des polyphénols totaux

Les résultats obtenus sont présentés dans la figure n°12 qui indique que la quantité des
polyphénols totaux dans les extraits des feuilles est relativement trés grande par rapport aux
autres extraits (F1=68,85+22,60 mg EAG /g MS; FJ=51,59+6,77 mg EAG/g MS;
Fe=37,85%£0,98 mg EAG /g MS), contrairement aux gousses matures (GM= 4,09+0,37mg
EAG/g Ms) qui ont présenté la teneur la plus faible.

Polyphénols totaux
90 T
80

70 A

60 T
50 +
40 +
30 T
20 T
0 : : : : : + :

-10 —

Concnetrations en mg EAG/g ms

F1 FJ Fe G GJ GM R

Extraits des diférentes parties delaplante

Figure n°12. Teneurs en polyphénols totaux dans les extraits des différentes parties de
Ceratonia siliqua L. (F1 : feuilles agées ; FJ : feuilles jeunes ; Fe : feuilles endommagées ; G : graines ;
GJ : gousses jeunes ; GM : gousses matures ; R : rameaux)

Les résultats trouvés sont beaucoup plus supérieurs a ceux trouvés par Dallali et al. (2017)
qui ont montrés dans les extraits des feuilles du caroubier de la Tunisie des valeurs qui varient
de 2,50 a 6,45 mg EAG/g MS.

De plus, les résultats que nous avons obtenus sont supérieurs aussi a ceux d’Owen et al.
(2003) qui sont evalués a 3,94mg/g MS dans les extraits des fibres du Ceratonia siliqua de

I'Allemagne.
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Avallone et al. (1997) ont rapportés la valeur de 19 mg/g de MS dans les extraits des
gousses du caroubier de I'ltalie, alors que dans notre travaille on na obtenue une teneur de
10,25 mg EAG/g MS.

D’autre part, les résultats obtenus sont comparables a ceux indiqués par Carbos et al.
(2018) qui ont travaillé sur les extraits de la poudre commerciale, ou ils ont montré que les
extraits de Ceratonia siliqua L. contiennent des teneurs plus élevées en composés

phénoliques.

Par ailleurs, les résultats trovés sont inférieurs a ceux des extraits de la caroube de
I’Egypte et de Chypre (99,30 mg/g ; de 70,14 a 129,33 mg GAE/g) rapportés respectivement
par Hussein et al. (2011) et Atalanti et al. (2021).

En ce qui concerne la comparaison des résultats obtenus dans les extraits des autres
parties de la plante, les résultats obtenus dans les extraits des graines (10,22+ 2,24mg EAG/g
MS) sont supérieurs a ceux indiqués dans 1’é¢tude d’El Kahkabhi et al. (2015) dans laquelle la
concentration des polypénols totaux est de 3,74 mg/g pour les graines de la caroube récoltée a
Fes (Maroc).

La variation des teneurs est probablement due a plusieurs facteurs qui sont liés soit aux
processus d’extraction, au type de solvant, au degré de maturation et a la méthode de
traitement tel qu’il a été confirmé par Ydjedd et al. (2017) qui ont constaté que le contenu
phénolique varie selon la nature des extraits et le stade de maturation, dans leurs résultats les
extraits de I’acétone aqueux a 70 % et les extraits d’acétate d’éthyle contenaient les teneurs

les plus élevées en phénols.

Soit aux facteurs liés a D'origine géographique, et aux conditions climatiques (la
température, les précipitations et 1I’exposition au soleil) qui affectent la biosynthése des
composeés phénoliques (Ben Othmen et coll, 2019). Cela a été démontré dans 1’étude faite par
Amira et al. (2022) sur la pulpe de caroube prélevée dans dix régions situées au Maroc ou ils
ont trouvé que les teneurs en polyphénols totaux varient considérablement selon la région de

collecte.

Le test de signification de Tukey pour le dosage des polyphénols totaux a montré la
présence des différences significatives entre quelques extraits, au niveau de signe de
signification a= 0,05 (Tab.I1I)
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Tableau I11.Résultats de test de signification de Tukey.

Contraste Pr > Diff Significatif Contraste Pr > Diff Significatif
F1lvs GM <0,0001 Fxk FJvs GM 0,000 ke
Flvs G <0,0001 Fxk Flvs G 0,001 e
FlvsR 0,000 FxE FJvs R 0,013 *
F1lvs GJ 0,001 *x FJvs GJ 0,032 *
F1vs Fe 0,013 * Fe vs GM 0,007 **
Fevs G 0,030 *
1.2.Dosage des flavonoides
Les
résultats
du Flavonoides
dosage ®T
n
des S 0l
- O
flavonoi S
£ 5 L
des sont &
illustrés § 10 +
o
dans la £
e 5
figure n° 8
-5
13 F1 FJ Fe G GJ GM R

Extraits des différentes parties de la plante
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Figure n° 13. Teneurs en flavonoides dans les extraits des différentes parties de Ceratonia
siliqua L.

De la figure n° 13, les extraits des graines et des gousses matures présentent les
concentrations les plus basses (G=0,63+0,02 mg EQ/g MS; GM= 0,19+0,005 mg EQ/g MS)
tandis que ceux des feuilles ont les teneurs les plus élevées (F1=18,76+ 0,84 mg EQ/g MS ;
FJ= 20,60 £ 2,02mg EQ/g MS; Fe= 17,52+0,67 mg EQ/g MS).

Les résultats dans les extraits des graines sont légérement élevés a ceux de I’étude de
Fidan et al. (2020) qui ont indiqué une faible teneur en flavonoides 0.30 mg /g dans les
graines de la caroube de la Turquie. Ainsi, EI Kahkahi et al. (2015) qui ont travaillé sur les
graines de caroube du Maroc ont rapportés des quantités de flavonoides (varie de 0,21 a 0,26
mg /g de MS) leurs résultats sont inférieurs a ceux obtenus dans notre travail (0,63 mg EQ /g
MS).

Toutefois, les résultats que nous avons obtenus dans I’extrait des feuilles sont supéricurs
a ceux de Ydjedd et al. (2007) estimés dans les extraits des feuilles (7,42 mg EQ/g de MS) de
caroubier de Bejaia (Algérie). Cependant ils sont inférieurs a ceux des feuilles (276,51 mg
EC/100 g MS) du caroubier de Kairouan étudiés par Amira et al. (2022).

Par ailleurs la différence observée dans la comparaison des résultats pourrait s’expliquer
aussi, en plus des éventuelles causes citées dans la partie polyphénols totaux, par le traitement
thermique des échantillons, ce facteur de variation a été démontré dans 1’étude de Georgia et
al. (2023) qui ont constaté que le traitement thermique des echantillons a eu un impact positif
et significatif sur leur composition. En particulier, le grillage de la pulpe de caroube et de la

poudre a augmenté les concentrations des composeés flavonoides.

Le test de signification de Tukey a montré que les teneurs en flavonoides, dans
quelques extraits, présentent des différences significatives, au niveau de signe de signification
a=0.05 (Tab.1V).

Tableau 1V.Résultats de test de signification de Tukey

WWWWWW
FJ vs GM <0,0001 ok F1vsR <0,0001 ok
FIvs G <0,0001 woxx Fevs GM <0,0001 Hoxx
FJvs GJ <0,0001 woxx Fevs G <0,0001 woxx
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FIvsR <0,0001 ookl Fevs GJ <0,0001 falalad
FJ vs Fe 0,011 * Fevs R <0,0001 falalad
F1vs GM <0,0001 ookl R vs GM <0,0001 falalad
Flvs G <0,0001 el RvsG <0,0001 kel
F1lvs GJ <0,0001 el Rvs GJ <0,0001 ool

I.3.Dosage des tanins condensés

Pour les résultats du dosage des tanins condensés (Fig. 14), nous avons constaté que
les extraits des graines, ceux des gousses jeunes et ceux des gousses matures ont fourni les
teneurs les plus faibles (G= 9,35%+2,51; GJ= 8,11+0,53; GM= 7,66+1,19 mg EC/g MS)
contrairement aux extraits des feuilles qui enregistrent toujours les quantités les plus élevées
(F1=31,84+ 3,73; FJ= 26,47+0,17; Fe=30,94+1,05 mg EC/g MS).

Tanins Condensés

Concentrationen mg EC/g M3

=0 -+

25+

20 -+

15 4

1m0 T
s | 1
Gl ! ! ; : :

Fl Fl Fe Le] Gl

Extraits

Figure n° 14. Teneurs des tanins condensés dans les extraits des différentes parties de
Ceratonia siliqua L.

Les résultats corroborent, sur le fait que les extraits des graines et des gousses ont moins
de tanins condensés par rapport aux feuilles, avec ceux de Goulas et al. (2016) qui ont

indiqué que les gousses du caroubier contiennent une teneur faible de tanins condensés (2,75
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mg/g) par rapport aux graines (16,2 mg/g). Selon les auteurs, les feuilles sont les plus riches

en en tanins condensés.

D’autre part, les résultats dans les extraits des gousses sont supérieurs a ceux trouves
par Avallone et al. (1997) (2.46mg/g) et EIBouzdoudi et al. (2016) (entre 0,24 a 0,68 mg/qg)
respectivement des les extraits de gousse du caroubier de 1’Italie et du caroubier provenant du
Maroc. Le méme constat pour nos résultats trouvés dans les extraits des gousses sont élevés a
ceux déterminés par Basharat et al. (2023) dans les extraits de gousses du caroubier du
Pakistan (2,75 mg/ g).

Le test de signification de Tukey pour les tanins condensés, a indiqué des différences

significatives entre quelques extraits, au niveau de signe de signification o= 0.05 (Tab. V).

Tableau V. Résultats de test de signification de Tukey

Contraste Pr > Diff Significatif Contraste Pr > Diff Significatif
Flvs GM <0,0001 kol Fevs R 0,004 **

Flvs GJ <0,0001 ool FJ vs GM <0,0001 ook

Flvs G <0,0001 ok FJvs GJ <0,0001 ok
FlvsR 0,002 ke FJvs G <0,0001 folekal

Fe vs GM <0,0001 kel R vs GM 0,001 **

Fevs GJ <0,0001 okl Rvs GJ 0,001 **

Fevs G <0,0001 ik RvsG 0,002 **

I.4.Dosage des tanins hydrolysables

La figure n°15 décrit les résultats quantifiés lors du dosage des tanins hydrolysables
dans laquelle nous avons constaté que la concentration des tanins hydrolysables dans I’extrait
des gousses jeunes est le plus pauvre GJ= 0,56£0,03 mg EAT/g MS, contrairement a I’extrait
F1 qui a enregistré la teneur la plus élevée (F1=10,63+3,73 mg EAT/g MS).
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Tanins hydolysables
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Figure n° 15. Teneurs des tanins hydrosolubles dans les extraits des différentes
parties de Ceratonia siliqua L.

La teneur en tanins hydrolysables obtenue pour les gousses jeunes dans notre travail est
similaire a celle décelée par Goulas et al, (2016) et Basharat et al. (2023) qui ont indiqués
une valeur estimée a 0,95 mg/g dans les extraits des gousses de Ceratonia siliqua L. de

Chypre et du Pakistan.

Mis a part les résultats de I’extrait des gousses jeunes, tous les autres résultats de notre
travail sont beaucoup supérieurs a ceux quantifiés par EI Kahkahi et al. (2015) dans les
extraits de la pulpe et des graines de la caroube des différentes régions du Maroc, leurs
résultats varient entre 0,4 a 0,7 mg/g. De plus, la teneur que nous avons estimée dans 1’extrait
des graines (5,22+0,31 mg EAT/g MS) est tres élevée a ceux rapportés par Fadel el al. (2017)
et Basharat et al. (2023) qui ont obtenu respectivement des valeurs égales a 0.88 mg/g et a

2,98 mg/g dans les extraits des graines de Ceratonia siliqua L. de la Turquie et du Pakistan.

En effet, les variations des résultats observées seront probablement dues a de nombreux
facteurs notamment les facteurs climatiques et environnementaux (température, altitude,
ensoleillement et précipitation), la zone géographique, la sécheresse et les éventuelles
maladies qui peuvent toucher ’arbre (Ebrahimi et al., 2008; Andarwulan et al., 2010) ou
aussi la période de collecte des échantillons et le stade de développement de la plante
(Miliauskas et al., 2004).
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Le test de signification de Tukey a montré que les tanins hydrolysables présentent des
différences significatives entre quelques extraits, au niveau de signe de signification o= 0.05,
(Tab.VI).

Tableau V1. Résultats de test de signification de Tukey

‘ Contraste ‘ Pr > Diff Significatif Contraste Pr > Diff Significatif
F1vs GJ <0,0001 Fkx Fevs FJ 0,047 &
FlvsR <0,0001 Frx GvsGJ <0,0001 Frx
F1vs GM <0,0001 Frx GvsR 0,003 **
F1vsFJ <0,0001 Frx GvsGM 0,005 *x
Flvs G <0,0001 Fkx FJvs GJ <0,0001 Frx
F1vs Fe 0,001 Fx FIJvsR 0,003 *x
Fe vs GJ <0,0001 kel FJ vs GM 0,007 kel
Fe vs GM <0,0001 ekl

1.5.Dosage des prothocyanidines

Les résultats du dosage des prothocyanidines sont schématisés dans la figure n°16 qui
indique que tous nos extraits sont trés pauvres en ces composés, dont la valeur la plus élevée
est estimée a 0,00033+3,51x10° mg EC/g MS et elle est enregistrée dans 1’extrait des feuilles
F1. Les extraits des gousses matures et ceux des graines sont les plus pauvres (GM=
0,000057+2,45x10°; G= 0,000069+2,07x10°mg EC/g MS).

Prothocyanidines
0,0004 -
0,00035
0,0003

0,00025

0,0002 T
0,00015 T
0,0001 T
0,00005 T | | |
F1 FJ Fe G GJ GM R

Concentrations en mg EC/g ms

0

Extraits des diifférentes parties delaplantes

Figure n° 16. Teneurs des pronathocyanidines dans les extraits des différentes parties de Ceratonia
siliqua L.
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Les résultats trouvés sont trop inférieurs a ceux de Kumazawa et al. (2002) qui ont
déterminé une valeur de 1,36 g/100g dans I’extrait des gousses du caroubier de la Grece et
aussi de ceux d’Anna et al. (2021) qui ont trouve des différentes teneurs qui varient de 3,37
jusqu’a 20,12 mg/g en fonction de la température de séchage, les auteurs ont travaillé sur la
poudre de Ceratonia siliqua L. de Chypre.

Cependant, peu d’études ont été réalisées afin d’évaluer le taux des prothocyanidines

contenu dans la caroube.

Le test de signification de Tukey réalisé pour les proanthocyanidines, a révélé des
différences significatives entre quelques extraits, au niveau de signe de signification o= 0.05,
(Tab.VII).

Tableau VII. Résultats de test de signification de Tukey

‘ Contraste ‘ Pr > Diff Significatif Contraste Pr > Diff Significatif
F1vs GM <0,0001 kel Fe vs GM 0,000 kel
Flvs G <0,0001 kel Fevs G 0,001 wx
Fl1vsR 0,000 kel GJvs GM 0,009 *x
F1lvsFJ 0,002 wx GJvsG 0,020 kel
F1vs GJ 0,002 wx FJvs GM 0,012 *
Flvs G 0,024 *
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Il. Analyses des activités antioxydantes

Pour rechercher des éventuelles activités antioxydantes, in vitro, des extraits utilisés
dans notre travail, nous avons réalisé quatre tests a savoir : la réduction de fer par FRAP
(pouvoir réducteur), le piégeage de radical DPPH, le piégeage de radical ABTS et la chélation

de fer.
I1.1. Dosage du pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir réducteur est exprimé en mg équivalent BHA, les différentes teneurs des

extraits sont présentées dans la figure n°17.

Pouvoir reducteur

25 T

20

: III-LI%[

F1 FJ Fe G GJ GM R

Concentration

Extraits

Figure n°17. Pouvoir réducteurs dans les différentes partie de Ceratonia siliqua L.
(F1 :feuilles agée; FJ: feuilles jeunes; Fe: feuilles endommagées; G: graines; GJ: gousses jeunes;
GM: gousses matures; R; rameaux).

Les résultats mentionnés dans la figure n° 17 indiquent que les extraits de F1 et ceux de
Fe ont les teneurs les plus élevées (F1= 18,13+1,80; Fe= 19,55+1,51mg EBHA/g MS),
contrairement aux extraits des gousses matures et ceux des graines qui contiennent les teneurs
les plus fiables (GM= 1,06+0,02 ; G= 1,090,006 mg EBHA/g MS).

Assia et al. (2021) ont obtenu des teneurs (varient de 0,29 a 0,65) dans I’extrait des

gousses du Maroc, leurs valeurs sont inférieurs a celles rapportées dans notre travail.
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D’autre part, I’étude faite par Carbas et al. (2021) sur I’activité antioxydante de deux
espéces de la famille des fabacées leur a permis de déterminer que le pouvoir réducteur chez
Ceratonia siliqua L. était plus important que ceux de Prospis spp. Selon Makris et Kefalas
(2004), cette importante activité antioxydante des extraits de la caroube est due a leur forte

teneur en flavonoides.

Le test de corrélation de Pearson (Tab. XI1) a indiqué une forte corrélation positive et
significative (r=0,842) entre les flavonoides et le pouvoir réducteur et aussi entre les tanins
condensés et le pouvoir réducteur (r=0,840). De méme pour les ployphénols mais avec un
coefficient inférieurs (r=0,745).

En effet, plusieurs facteurs peuvent avoir une influence sur le résultat de ’activité
antioxydante, in vitro, a ’exemple de la température et la durée de macération tel qu’il a été

démontré dans I’étude de Rodriguez-Solana et al. (2018).

D’autre part , EI Khamlichia et al. (2017) ont étudié le pouvoir réducteur d’un extrait
méthanolique et des extraits d’acétate d’éthyle des graines de Calycotome villosa, appartenant
a la famille des Fabacées, leurs résultats montrent que les extraits du méthanol avaient des

valeurs plus élevées par rapport aux extraits de I'acétate d'éthyle.

Le test de signification de Tukey a montré que I’activité antioxydante par la réduction
de fer présentent des différences significatives, au niveau de signe de signification a= 0.05,

entre les différents extraits de Ceratonia siliqua L. (Tab.V1I1I)

Tableau VIII. Résultats du test de signification de Tukey

**k* *%*
Fe vs GM | <0,0001 F1vs FJ 0,004

**k* **kk
Fevs G <0,0001 FJ vs GM <0,0001

**k* **k*
Fe vs GJ <0,0001 Flvs G <0,0001

**k* *
FevsR <0,0001 FJ vs GJ 0,040

**kk *kk*k
Fe vs FJ 0,000 R vs GM <0,0001

*kkk *kk
F1vs GM | <0,0001 Rvs G <0,0001

**kk **k*
F1vs G <0,0001 GJvs GM <0,0001

**kk *kk
F1vs GJ <0,0001 GJvs G <0,0001

*%
F1vsR 0,002
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11.2.  Dosage de I’activité anti-radicalaire DPPH

Les résultats de test de DPPH ont été comparés a deux standards de référence (Acide

Ascorbique et BHA), les différents résultats sont illustrés dans la figure n°18.

Dosage DPPH
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Figure n° 18. Pourcentage d’inhibition de IP’activité anti-radiculaire DPPH dans les
différentes partie de Ceratonia siliqua L. (F1: feuilles agées ; FJ: feuilles jeunes ;Fe :feuilles
endommagées; G: graines; GJ: gousses jeunes; GM: gousses matures; R: rameaux)

On constate d’aprés la figure, au dessus, que huit extraits ont un pourcentage
d’inhibition presque identique (80%) sauf pour les gousses matures qui ont présenté le taux le
plus faible qui est de 42,73 %. Rappelons que les extraits des gousses matures sont les extraits
qui ont enregistrés les teneurs les plus faibles en polyphénols totaux et en flavonoides. Et ceci
a été démontré par Mariod et al. (2009) et Locatelli et al. (2010) qui ont indiqué que
I’activité anti-radicalaire est corrélée avec le taux des polyphénols et des flavonoides dans les
extraits des plantes. D’ailleurs, les résultats du test de corrélation de Pearson (Tab.XII) ont
décelé une forte corrélation positive et significative (r=0,825) entre les flavonoides et le

pouvoir réducteur.

De plus, Ydjedd et al. (2017) et Dallali et al. (2018) ont démontré que la capacité

antioxydante varie selon la nature des extraits et le stade de maturation de la partie utilisée.

32



Résultats et discussion

Afin d’évaluer la capacité anti oxydante des extraits testés, nous avons comparée par
rapport a ’activité des antioxydants synthétiques (acide ascorbique, BHA). Ainsi, le standard
acide ascorbique présente une activité estimée a 86,76% qui est presque similaire aux
pourcentages fournis par les extraits (F1; FJ; Fe; R; GJ; G) a I’exception des extraits des
gousses matures qui ont noté la moitié du pourcentage, hors, le BHA présente une valeur de
76,15% qui inferieur a tout les extraits sauf ’extrait de GM.

Les résultats trouvés pour les gousses matures se concordent avec ceux révélés dans les
travaux de Custodio et al. (2011),Amessis-Ouchemoukh et al.(2017) Rodriguez-Solana et
al. (2018) et Lozzi et al. (2021) qui sont estimés respectivement de 45.5 & 89.40% ;83% ; 60 a
88% et de 40 a 90%. Alors que pour les résultats de I’activité des autres extraits, de ce travail,

sont supérieurs aux leurs.

D’autre part, Kumazawa et al. (2002) ont indiqué que I’activité anti-oxydante des
extraits phénoliques de la caroube de la Gréce est de 13%. Le pourcentage rapporté est

nettement inférieur aux notre.

En autre, Carbos et al. (2019) ont comparé 1’activité anti-radicalaire DPPH de la farine
commerciale de deux especes Ceratonia siliqua L. et Prosopis spp issues du Portugal, ils ont

observé que la farine de Ceratonia posséde une activité plus fort par rapport a Prosopis.

Le test de signification de Tukey a montré que le pourcentage d’inhibition de I’activité
anti-radicalaire DPPH présentent des différences significatives, au niveau de signe de
signification o= 0.05, d’une part entre les gousses matures et quelques extraits et de 1’autre

part entre le standard et les gousses matures (Tab.IX).

Tableau IX. Résultats du test de signification de Tukey

Significatif Contraste Pr >Diff Significatif
A .Ascorbique vs | <0,0001 | *** R vs GM <0,0001 Hx
GM
FJvs GM <0,0001 | *** Gvs GM <0,0001 faleied
F1vs GM <0,0001 | *** GJvs GM <0,0001 falaied
Fe vs GM <0,0001 | *** BHA vs GM | 0,000 faleied
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11.3.  Dosage de la capacité antioxydant ABTS

La figure n°19 présente les résultats de test de piégeage du radical ABTS, de la quelle
nous avons constaté que les pourcentages d’inhibition exprimés dans les extrait des
différentes parties varient de 79% jusqu’a 86% dont les pourcentages les plus élevés ont été
enregistrés dans les extraits des deux types de gousses et les graines. La comparaison de nos
résultats avec le standard de référence indique que I’activité antioxydante de BHA (92%) est
plus importante que celle qui est enregistrée dans les extraits des différentes parties de la
caroube de Bejaia.

Capacite antioxydantes ABTS
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Figure n°19 . Pourcentage d’inhibition de D’activité antioxydant ABTS dans les différentes
parties de Ceratonia siliqua L. (F1: feuilles agées; FJ: feuilles jeunes; Fe: feuilles endommagées;
G: graines; GJ: gousses jeunes; GM: gousses matures; R: rameaux).

Contrairement aux résultats trouves , ceux de 1’étude de Fidane et al. (2020) ont montré
que les extraits des graines de la caroube de Turquie avaient un faible potentiel antioxydant
qui a été évaluée par DPPH, FRAP, ABTS et CUPRAC respectivement
(3,34 ;14,01 ;6,19 ;15,71 mM TE/g MS ).

El Khamachi et al. (2017) ont évalué la capacité antioxydante des graines de
Calycotome villosa appartenant a la famille des fabacées, ou ils ont remarqué que I’extrait
d’acétate d’éthyle posséde une capacité antioxydante plus élevée par rapport a I’extrait

meéthanolique, de 1a on constate que le type de solvant d’extraction affect 1’activité.
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Les résultats de Custodio et al. (2015) et Ghanemi et al, (2021) ont révélé que les
feuilles de Ceratonia siliqua L. sont une source prometteuse d’antioxydants naturels riches en
composes phénoliques qui sont a ’origine des éventuelles activités antioxydantes, ce qui a été
démontreé par le test de corrélation de Pearson (Tab.XII) qui a fait ressorti la forte corrélation
positive et significative (r=- 0,844) entre les flavonoides et I’activité de piégeage de ’ABTS et
aussi entre les tanins condensés et le pouvoir réducteur (r=-0,792). De méme pour les
ployphénols mais avec un coefficient inférieurs (r=0,745).

Le test de signification de Tukey a indiqué que le pourcentage d’inhibition de la
capacité de piégeage de radical ABTS présente des différences significatives, au niveau de
signe de signification o= 0.05, d’un c6té entre le BHA et I’ensemble des extraits, et de I’autre

cOté entre les différents extraits (Tab.X).

Tableau X. Résultats du test de signification de Tukey

Contraste Pr >Diff Significatif  Contraste Pr >Diff Significatif
BHA vs Fe <0,0001 kel GMvs G 0,006 **
BHA vs FJ <0,0001 folelal G vs Fe <0,0001 folelal
BHA vs R <0,0001 il G vs FJ <0,0001 *xx
BHA vs F1 <0,0001 fololad GvsR <0,0001 folelal
BHA vs GJ <0,0001 falekal GvsFl1 <0,0001 HxE
BHA vs G <0,0001 folelal GvsGJ 0,010 *
BHA vs GM <0,0001 falekal GJvs Fe <0,0001 HxE
GM vs Fe <0,0001 faleka GJvs K <0,0001 folelal
GMvs FJ <0,0001 kol GJvsR 0,001 **
GMvsR <0,0001 falelad F1vsFe 0,002 e
GMvs F1 <0,0001 kol F1vsFJ 0,010 *
GMvs GJ <0,0001 falekal

35



Résultats et discussion

11.4.  Dosage de I’activité chélatrice de Fer

La figure n°20 indique les différents résultats obtenus lors de test de I’activité

antioxydante évalué par la chélation de fer.

Chélation de Fer

80 +
70+

50 +
40
30 +
20 +
10
0 } } } } } }
F1 Fl Fe G Gl

EDTA

% d'inhibtion

Extraits

Figure n°20. Pourcentage d’inhibition du pouvoir chélateur du fer dans les différentes
parties de Ceratonia siliqua L. (F1: feuilles agées; FJ: feuilles jeunes; Fe: feuilles endommagées;
G: graines; GJ: gousses jeunes; GM: gousses matures; R: rameaux).

Les résultats obtenus indiquent que les feuilles endommagées contiennent le
pourcentage le plus pauvre (33,68%), inversement aux feuilles &gées qui ont le pourcentage le
plus riche (77,31%). Les gousses matures (62,71%) et les graines (51,52%) ont fourni des

pourcentages d’inhibitions considérables.

Le chélateur synthétique « EDTA » rapporte un taux d’inhibition de 75%, qui est
inférieur a celui fourni par nos extraits des feuilles agées, donc elles sont douées d’une forte
activité de chélation de fer. De plus, I’extrait des gousses matures présentent un pourcentage

trés proche de celui de I’étalon de référence.

Récemment, Ait Ouahioune et al. (2022) dans leur étude réalisée sur les graines,
feuilles et croquettes de Ceratonia siliqua L., collectés dans la région de tizi-ouzou, ont pu
déduire que les parties de la plante traitées pourraient étre utilisées comme source potentielle

d’antioxydants.
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D’autre part, Tounsi et Kechaou (2022) qui ont effectué une étude comparative entre le
sirop de caroube et celui des dattes, ont déterminé que I’activité antioxydante chez le

caroubier était plus élevée que celle des dattes.

Pour cette activité, aucune corrélation significative n’a pu étre démontrée par le test de
Pearson (Tab.XIl). D’autres composés qui n’ont pas été¢ mis en évidence, dans ce travail,

pourraient étre a I’origine de cette activité.

Le test de signification de Tukey a montré que le pourcentage d’inhibition du chélateur
de Fer présente des différences significatives, au niveau de signe de signification o= 0.05,
entre I’ensemble des extraits testés et aussi entre le standard et la majorité des extraits

(Tab.X1).

Tableau XI. Résultats du test de signification de Tukey

Contraste Pr >Diff Significatif  Contraste Pr >Diff Significatif
F1 vs Fe <0,0001 falaie EDTAvsG | 0,001 **
F1vs GJ <0,0001 *xx GM vs Fe <0,0001 *xx
F1vsFJ <0,0001 kel GMvs GJ <0,0001 kel
F1vsR <0,0001 e GM vs FJ 0,001 *x
Flvs G <0,0001 falakl GMvs R 0,003 **
F1vs GM 0,003 ** GMvs G 0,027 *
EDTAvs Fe <0,0001 kol G vsFe 0,000 el
EDTA vs GJ <0,0001 folelal GvsGJ 0,030 *
EDTAvs FJ <0,0001 kol R vs Fe 0,005 **
EDTA VSR 0,000 faleka FJ vs Fe 0,018 *

Les résultats de corrélation de test de Pearson sont indiqués dans le tableau XIlI, ils

montrent que tous les composés phénoliques dosés, dans extraits.
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Tab.XI11 Matrice de corrélation (Pearson)

Variables PPT FLAV TANH TANC PR DPPH ABTS CHL FER
PPT 1 0,825 0,694 0,752 0,749 0,527 -0,620 0,242
FLAV 1 0,652 0,941 0,842 0,552 -0,844 0,003
TAN H 1 0,736 0,448 0,345 -0,339 0,419
TANC 1 0,840 0,528 -0,792 0,065
PR 1 0,634 -0,892 -0,172
DPPH 1 -0,720 -0,332
ABTS 1 0,376
CHL FER 1

PPT : Polyphénols totaux ; FLAV : Flavonoides ; TAN H : Tanins hydrolysables ; TAN C : Tanins condensés ; PR : Pouvoir réducteur

Les fortes corrélations sont celles qui ont des coefficients de corrélation r>550. Corrélations entre les composés dosés ; Corrélations entre les
composés phénoliques et le pouvoir réducteur ; Corrélations entre les composés phénoliques et le DPPH ; Corrélations entre les
composés phénoliques et PABTS ; Corrélations entre les composés phénoliques et la chélation de fer.
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Conclusion

Les résultats obtenus dans 1’analyse quantitative des composés phénoliques ont révélé
que les feuilles &gées contiennent la teneur la plus élevée en polyphénols totaux (68,85 mg
EAG/g),en tanins condensés (31,84mg EC/g), en tanins hydrolysables(10,63 mg EAT/g), et
en prothocayanidine (0,00033x10° mg EC/g), Cependant la concentration la plus élevée en
flavonoides a été observée dans I’extrait des feuilles jeunes (20,60 mg EQ/g).Contrairement
aux gousses matures qui représentent la teneur la plus pauvre en polyphénols
(4,09mgEAG/g), en flavonoides (0,19 mg EQ/Qg), en tannins condensés (7,66 mg EC/g) et en
prothocyanidines (5,7x10° mg EC/g).

Par ailleurs, 1’évaluation du pouvoir antioxydant dans les différents extraits par la
méthode du DPPH et FRAP, a montré une activité tres importante dans 1’extrait des feuilles
(83,87% ; 19,55mg EBHA/g respectivement).Alors que pour la capacité antioxydante ABTS
la plus importante a été enregistrée dans les extraits des graines (84,77%) et dans ceux des
gousses (86,60%). D’autre part, I’activité chélatrice du Fer a donné un rendement riche dans

I’extrait des feuilles agées (77,31%).

De plus, le test de Pearson a montré différentes corrélations entre les composés
phénoliques dont les plus importantes sont: TanC-Flav (r=0,942); Flav-PPT (r=0,825);
TanC-PPT (r=0,752); TanC-TanH (r=0,736).

Les corrélations entre les composés phénoliques et 1’activité antioxydante sont positives
et significatives entre : PR-Flav (0,842); PR-Tan C (0,840); PR-PPT (0,749).

Dans le but de bien valoriser 1’espéce de point de vue phytochimique, il serait intéressant de :

> Confirmer I’activité antioxydante par des études, in vivo.

> Réaliser des études, in vitro, et, in vivo, sur les autres activités biologiques du
caroubier (antiinflammatoire, antidiabétique, anticancéreuse...etc.)

» Effectuer des études cliniques afin de confirmer et d’optimiser 1’usage thérapeutique

de Ceratonia siliqua L.
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Résume

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) est une espéce répandue dans la région méditerranéenne. Elle est
connue par son usage commercial et médicinal. Elle est étudiée pour ses différentes propriétés :
antiprolifératives, antibactériennes, antioxydantes et anti-inflammatoires.

Le travail est porté sur 1’étude de la composition phénolique et de I’activité antioxydante dans les
extraits des différentes parties du caroubier échantillonné au niveau du Parc National de Gouraya.

Les résultats obtenus ont montré que les feuilles sont les plus concentrées, par rapport aux autres
parties, en polyphénols totaux (68,85 mg EAG/g), en flavonoides (20,60 mg EQ/g), en tanins
condensés (31,84 mg EC/g), en tanins hydrolysables (10,63 mg EAT/g) et en prothocyanidines (3 x
10* mg EC/g). Inversement aux gousses matures qui ont présenté la teneur la plus pauvre en
polyphénols (4,09mgEAG/qg), en flavonoides (0,19 mg EQ/g), en tannins condensés (7,66 mg EC/g) et
en prothocyanidines (0,000057x10° mg EC/g).

De plus, tous les extraits du caroubier de Bejaia ont exprimé un bon pouvoir antioxydant, notamment
dans D’activité anti-radicalaire DPPH, d’ABTS. Toutefois, les extraits des feuilles ont fourni les
valeurs les plus importantes dans le test de DPPH, du pouvoir de fer et de chélation de Fer (80 % ;
18,13 mg EBHA/g et 77% respectivement). Néanmoins, pour le test de I’ABTS, les pourcentages
d’inhibitions les plus élevées ont été enregistrés dans les extraits des graines, des gousses jeunes et des
gousses matures (84%; 83% et 86%, respectivement).

Des différences et des corrélations significatives ont été mises en évidence par le test de Tukey et le
test de Pearson.

Mots clés
Ceratonia siliqua L, composés phénoliques, activité antioxydante, Bejaia, corrélations.

Abstract

The carob tree (Ceratonia siliqua L.) is a widespread species in the Mediterranean region. It is known
for its commercial and medicinal uses. It is studied for its various properties: antiproliferative,
antibacterial, antioxidant and anti-inflammatory. This study focused on the phenolic composition and
antioxidant activity of extracts from different parts of the carob tree sampled in Gouraya National
Park. The results show that leaves are the most concentrated, compared with other parts, in total
polyphenols (68.85 mg EAG/g), flavonoids (20.60 mg EQ/g), condensed tannins (31.84 mg EC/g),
hydrolyzable tannins (10.63 mg EAT/g) and prothocyanidins (3 x 10-4 mg EC/g). In contrast, mature
pods had the lowest content of polyphenols (4.09mgEAG/g), flavonoids (0.19 mg EQ/g), condensed
tannins (7.66 mg EC/g) and prothocyanidins (0.000057x10-5 mg EC/qg).

In addition, all extracts of Bejaia carob expressed good antioxidant power, particularly in the DPPH,
ABTS free radical scavenging activity. However, leaf extracts provided the highest values in the
DPPH, FRAP and iron chelation assays (80%; 18.13 mg EBHA/g and 77% respectively).
Nevertheless, for the ABTS test, the highest inhibition percentages were recorded in seed, young pod
and mature pod extracts (84%; 83% and 86%, respectively).

Significant differences and correlations were revealed by Tukey's test and Pearson's test.

Key words
Ceratonia siliqua L., Phenolic compounds, antioxidant activity, Bejaia, correlations.
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