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Introduction générale

Ceratonia siliqua L., connue sous le nom de caroubier, appartient a la famille des
Légumineuse (syn. Fabacées). Cet arbre fruitiers et forestiers est originaire des zones arides et
semi-arides de la méditerranée et de la péninsule arabique [1]. Il présente un grand intérét non
seulement de sa rusticité, son indifférence vis-a-vis de la nature du sol, son bois de qualité, sa
valeur ornementale et paysagére, mais également pour ses graines qui font I'objet de transactions
commerciales dont la valeur dépasse de loin celle de la production ligneuse [2].

Le caroubier est cultivé dans les pays méditerranéens, surtout pour ses fruits comestibles et
sucrés. Sa production mondiale, estimée a 250 000 tonnes, est essentiellement concentrée en
Espagne, au Maroc, en Italie, au Portugal, en Gréce, en Turquie, au Chypre et en Algérie [3].
Actuellement, la caroube suscite beaucoup d’intérét en Algérie, ou les industriels se disputent le
marché international, en vue de son exportation sous forme de farine tiree de la pulpe et des
graines pour leur culture agricole [4]. Les graines de caroube et la gomme sont dotées de
multiples usages industriels, notamment dans 1’industrie agro-alimentaire. En effet, elle est
utilisée dans la fabrication d’un grand nombre de denrées alimentaires comme les crémes
glacées, soupes, sauces, biscuits, tourtes, confiseries, les produits de boulangerie et nourriture

des animaux [5].

En thérapeutique, cette plante est connue pour son effet antimicrobien, antidiurétique,
hypocholestérolémiant et hypoglycémiant [6]. Par ailleurs, les composés phénoliques,
notamment les flavonoides et tanins, constitues 1’enveloppe tégumentaire des graines de caroube

sont a I’origine de ses propriétés anti-oxydantes [6].

De ce fait, des études phytochimiques et biologiques ont été réalisées sur la caroube
algérienne de différentes régions tels que ; Tlemcen, Blida, Jijel dont I’intérét principale est de
déterminer le pouvoir antioxydant de caroube de différentes variétés. Notre étude consiste a
évaluer le taux des polyphénols dans la caroube de la région d’El khroub (Constantine) et

’activité anti-oxydante et par suite de confronter nos résultats avec ceux des études antérieures.

Le premier chapitre, est consacré a la description botanique du caroubier, son origine et

sa production mondiale et en Algérie, ainsi que son utilisation dans les différents domaines.



Introduction générale

Le deuxieme chapitre ayant trait a des généralités sur les métabolites primaires et
secondaires, impliquant leur classification et leurs propriétés biologiques.

Dans le troisiéme chapitre, on s’intéresse au stress oxydatif, les antioxydants et leur

mécanisme d’action.

Le quatrieme chapitre est consacré aux travaux personnels. Les résultats des criblages
chimiques, ’extraction, le dosage colorimétrique des sucres, polyphénols et flavonoides,
ainsi que ’activité anti-oxydante (test au radical libre DPPH") des différents extraits obtenus
a partir des graines et gousses de la caroube, seront présentés.

Nous discuterons, dans le dernier chapitre, les résultats obtenus afin de les comparer a

d’autres travaux cités dans la bibliographie.
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I.1. Description botanique et position systématique de la famille Fabaceae

La famille Fabaceae est également connue sous le nom Leguminosae [7]. Cette immense
famille des légumineuses est considérée la plus importante du regne végétal [8]. Elle représente
les plus grandes familles de plantes a fleurs, avec plus de 730 genres et 19400 espéces, réparties
aussi bien en milieu tempéré que tropical. Les espéces qui caractérisent cette famille sont
connues par ses feuilles alternes, généralement composées, pennées ou digitées, rarement
unifoliées ou des feuilles simples. Les fleurs sont zygomorphes, le plus souvent hermaphrodites.
Les racines sont généralement pauvres en azote [9].

La classification botanique des Fabacées se présente comme suit :

[ Tableau 1.1 : Classification botanique des Fabacées ]

Classification Classique
Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Fabales
Famille Fabaceae

Les fabacées peuvent étre reparties en 4 sous-familles : Bauhiniodes, Mimosoides,

Caesalpinoideae, Pipilionoideae ou Faboideae [10].
1.2. Genre Ceratonia

Le genre Ceratonia appartient a la famille des légumineuses (Fabacées) et de I’ordre des
Rosales et de la sous-famille des Césalpiniacées [11]. Deux espéces du genre Ceratonia sont

connues : Ceratonia oreothauma et Ceratonia siliqua [12].
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1.3. Espece Ceratonia siliqua L.

Ceratonia siliqua L., connue sous le nom caroubier, est une espéce originaire des régions
mediterranéennes (les Canaries, Afrique du Nord, Proche-Orient, Europe méridionale). Elle est

largement cultivée pour son fruit, la caroube, a des fins ornementales et industrielles [13].

1.3.1. Etymologie

Le mot « caroubier » vient de I'arabe al-kharroube («s_al), tislighwa en tamazight, Haroub
en hébreu. 1l est aussi appelé Carouge, pain de saint Jean-Baptiste, figuier d'Egypte, féve de
Pythagore [14]. Son nom latin Ceratonia, dérive du grec keratia faisant allusion a la forme de
son fruit qui ressemble a la corne (gousses a la maturité), dont le nom latin d'espece, siliqua,

désigne également gousse [15].
1.3.2. Classification systématique

L’espéce Ceratonia siliqua L. est classée dans la famille des Fabacées selon (Quezel et
Santa., 1962) comme suit : [16]

[ Tableau 1.2 : Classification systématique de I’espéce Ceratonia siliqua L. ]

Régne Plantae
Embranchement Tracheobionta
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Fabalae

Famille Fabaceae
Sous-famille Césalpinoidae
Genre Ceratonia

Espéce Ceratonia siliqua L.
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1.3.3. Description botanique

Le caroubier est un arbre dioique (Figure 1.1), parfois hermaphrodite et rarement monoique,
mesurant de cing a sept metres de hauteur et pouvant atteindre exceptionnellement quinze métres
et une circonférence a la base du tronc de 2 a 3 m [17, 18]. Son longévité peut atteindre 500 ans.
Cet arbre a une écorce lisse et grise a sa jeunesse, brune et rugueuse a I’age adulte, son bois de
couleur rougeatre [19, 20]. Les racines de cette plante sont fortes et envahissantes et peuvent

atteindre une taille allant de 8 & 15 m [21].

[ Figure 1.1 : Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) ]

1.3.3.1. Les feuilles

Les feuilles du caroubier sont grandes de douze a trente centimétres, alternes, persistantes, et
comptent de trois a cing paires de folioles (Figure 1.2). Elles sont coriaces, entieres, ovales a

elliptiques, paripennées, légérement échancrées de couleur verte [20].
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[ Figure 1.2 : Les feuilles de caroubier ]

1.3.3.2. Les fleurs

Les fleurs du caroubier (Figure 1.3) sont unisexuées (elle sont initialement bi-sexes et au
cours de leur développement, 1'une des fonctions sexuelle male ou femelle est supprimée),
nombreuses et trés petites, de 6 a 12 mm de long ; constituées d'un calice pourpre sans corolle,
sont réunies en grappes axillaires cylindriques, généralement érigées ou ascendantes, brievement
pétiolées, disposées le long d’un axe ou rachis d’une couleur vert-jaunatre ou rougeatre de 4 a 10
cm de longueur sur lequel sont insérées entre 10 a 30 fleurs [19]. Le caroubier est consideré
comme le seul arbre méditerranéen qui fleurit en été, d’aolt a octobre ou en automne, de

septembre a novembre [22, 23].

a : fleurs males, b : fleurs femelles

[ Figure 1.3 : Inflorescence du caroubier ]
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1.3.3.3. Les fruits

Le fruit du caroubier, appelé caroube, est une gousse indéhiscente a bords irréguliers, de
forme allongée, rectiligne ou courbée, atteignant de 10 a 20 cm de longueur, de 1,5 a 3 cm de
largeur et de 1 a 2,5 cm d’épaisseur (Figure 1.4). D’abord, Il est vert puis brun, et, au moment de
la maturité, brun foncé a noir. La gousse est composée de trois parties : I’épicarpe, le mésocarpe
et les graines, elle est séparée a I’intérieur par des cloisons pulpeuses transversales et renferme
de 4 & 16 graines (Figure 1.5) [14, 20].

[ Figure 1.5 : Différents constituants de la gousse ]
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1.3.3.4. Les graines

Les graines du caroubier sont petites de forme ovoide aplatie et biconvexe (Figure 1.6). Son
tégument est normalement lisse, dur, de couleur brun rougeétre et brillant [24]. Elles présentent
des dimensions de 8 a 10 mm de long sur 6 & 8 mm de largeur avec 3 a 5 mm d’épaisseur. Les
graines sont trés dures et présentent une grande résistance. Elles sont séparées les unes des autres
par des cloisons pulpeuses. On en compte de quinze a vingt par gousse. La pulpe jaune pale
contenue dans les gousses est farineuse et riche en sucres et présente un godt et un aspect qui
évoquent le chocolat. Elle peut étre moulue en une fine poudre ou utilisée sous la forme d'extrait.
Ces graines constituent également une source de gomme. La graine du caroubier est composée

de trois parties : [25]

v’ Episperme ou tégument,
v Endosperme ou albumen,
v" Germe ou embryon,

[ Figure 1.6 : Graines du caroubier ]

Dans l'antiquité, en raison de leur uniformité, les graines du caroubier sont appelées
“‘carats’’ et ont servi aux joailliers comme unité de poids pour la pesée des diamants, des perles
et d’autres pierres précieuses (1 carat = 205,3 mg) [14]. On attribue aux arabes I’utilisation des
graines entieres du caroubier comme unité de poids dans le commerce de substances et matériels
précieux. Il apparait donc que “‘el kilate’” en espagnol ou “‘carat’ en francais (0,2 g) emprunté a

I'arabe "k _#" donné a la graine, laquelle est caractérisée par sa relative constance de poids [24].
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1.3.4. Les variétés

Le caroubier existe sous forme de plus de 80 clones. Coit a pu sélectionner sept entre eux,
qui sont ensuite exposés au Centre Citrus Research de I'Université de Californie pour la

conservation. Le tableau suivant résume les sept variations [19] :

[ Tableau 1.3 ; Différentes variétés du caroubier ]

Variété Propriétés
Amele (ancienne variété Les gousses de couleur marron clair,
commerciale de I'ltalie) droites ou légérement incurvées (14-16

cm) de long et (2-2.5 cm) de large; teneur
en sucre de 53,8%. Bonne saveur.

Les gousses de couleur brune, la plupart
Casuda (cultivar tres ancien du temps sec; (12 cm) de long; (1,5 cm) de

de I'Espagne) large, le sucre est de 51,7%.

La gousse brun clair, légerement incurvée,
Arbre de la rue Clifford (13 cm) de long, (2 cm) de large; teneur en
sucre est de 52,9%.

La gousse rouge-brun, droites ou
Sfax (de Menzel-bou Zelfa, Tunisie) | Iégerement incurvées; (15 cm) de long, (2

cm) de large, le sucre est de 56,6%.

La gousse brun clair, 1égerement incurve,

Santa Fe-semis (de Santa Fe Springs, | souvent tordu, (18-20 cm) de long, (2 cm)

en Californie) de large, le sucre est de 47,5%. Excellente
saveur.
Tantillo (de Sicile, Italie) La gousse brun foncé, la plupart du temps

sec; (13-15 cm) de long (2 cm) de largeur.

la gousse sombre brun acajou, légérement
incurvée, (15 cm) de long (2-2.5 cm) de
Tylliria (de Chypre) large, le sucre de 48,8% . Bonne saveur.
La pulpe contient 51% de sucre et les
graines 49% de gomme.
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Les différents cultivars recensés actuellement dans le monde se distinguent entre eux par
leur vigueur, leur taille, leur qualité de gousse, leurs graines, leur productivité et leur résistance

aux maladies [19].

1.3.5. Origine et répartition géographique du caroubier en Algérie

1.3.5.1. Origine

L’origine du caroubier est traitée d’une fagon illogique. Toutefois, selon De Candolle (1983) et
Vavilov (1951), il serait native de la région Est méditerranéenne (Turquie et Syrie). Par contre,
Schweinfurth (1894) a suggéré qu’il est originaire des pays montagneux du Sud d’Arabie (Yémen).
Tardivement, il a été considéré, par Zohary (1973), comme originaire de la flore d’Indo-Malaisie [26].

Selon certains auteurs, le caroubier est domestiqué depuis le néolithique 4000 ans avant J.C, et sa
culture extensive date au moins de 200 ans avant J.C [19, 27]. Il était connu dans le proche Orient et
les iles de la méditerranée. En Egypte les pharaons ont utilisé la farine du fruit pour rigidifier les
bandelettes des mamies (XVIle siecle avant J.C). Les Numides s’en servait pour 1’alimentation des

bétes de valeur et, selon Gsell, il entrait dans la préparation de la nourriture humaine [28].

Au Moyen-age, le caroubier donnait lieu a un commerce important entre les provinces du Midi et
du Nord, les Etats Germaniques et la Grande—Bretagne. Son bois était employe dans I’ébénisteric de

I’époque et son fruit servait a la préparation des confitures [28].
1.3.5.2. Répartition geographique

Selon Hillcoat et al. (1980), le caroubier est distribué, a 1’état sauvage, en Turquie, Chypre,
Syrie, Liban, Palestine, Sud de Jordanie, Egypte, Arabie saoudite, Tunisie et Libye avant
d’atteindre ’Ouest de la méditerranéen. Il a été disséminé par les grecs en Grece et en Italie et
par les arabes le long de la cote Nord de I’Afrique, au Sud et a ’Est de I’Espagne. Dés lors, il a
été diffusé au Sud du Portugal et au Sud-Est de France (Figure 1.7) [26].
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[ Figure 1.7 : Distribution du caroubier dans le monde ]

En Algérie, la distribution de caroubier suivant le critére de production, se trouve dans les
wilayas suivantes : Bejaia, Blida, Tipaza, Boumerdés, Ain-Defla, Bouira, Tlemcen, Mascara,
Tizi Ouzou (Figure 1.8) [29].
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Figure 1.8 : Distribution de caroubier dans le bassin méditerranéen
(www.Sara voyage.com)
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En Algérie, et selon les critéres climatiques (Figure 1.9), les lieux de prédilection de
caroubier sont les collines bien ensoleillées des régions littorales ou sublittorales : Sahel algérois,
Dahra, Grande Kabylie et Petite— Kabylie, vallée de la Sommam (1074 ha) et de 1’Oued-Isser,
collines d’Oran et des coteaux Mostaganem a étage semi-aride chaud, plaines de Bone, Mitidja

et les vallées intérieures (1054 ha), il descend jusqu’a Boussadda et dans la zone de Traras au
Nord de Tlemcen (276 ha) [28].
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Figure 1.9 : Répartition du caroubier en Algérie suivant les domaines
bioclimatiques (A.N.R.H, 2004)

1.3.6. Composition chimique du caroubier

Chaque gousse du caroubier pése une quinzaine de grammes. Elle contient de la pulpe
charnue et des graines qui représentent respectivement 90% et 10% de son poids total. Selon
plusieurs auteurs, la composition chimique de la pulpe dépend du cultivar, de son origine, de
I’époque de la récolte, de ’environnement et des conditions de stockage [30]. La caroube est
constituée de glucides (40-60%) en particulier, le saccharose (27-40%), le fructose (3-8%) et le
glucose (3-5%) [31, 32], 35 % d'amidon, 7 % de protéines, et, dans des proportions plus faibles,
des graisses, des tannins et des sels minéraux (Tableau 1.4 et 1.5). La caroube est riche en
calcium, phosphore, magnésium, silice, fer et pectine. Les propriétés épaississantes sont dues a la
présence d'un sucre le galactomanose [33].
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[ Tableau 1.4 : Composition de la caroube en g /100 g de matiere comestible ]

Composant Poudre de caroube

Humidité 9.03
Glucides 38.7

Glucides réducteurs 11.6

Glucides non réducteurs 27.1
Fibres 7.24
Tannins 3.75
Protéines 5.82
Lipides 0.74
Cendres 2.48

[Tableau 1.5 : Composition de la caroube en minéraux ]

Composant Teneur (mg/100g Ms)

Potassium 970
Phosphore 71

Calcium 300
Magnésium 60

Fer 1.88
Manganese 1.29
Zinc 0.75
Cuivre 0.85

Avyaz et ses collaborateurs, ont montreé la présence dans les extraits de gousses de caroube de

18 acides aminés, principalement de I’acide aspartique et glutamique, 1’alanine, la valine et la

leucine (Tableau 1.6) [34].
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[ Tableau 1.6 : Composition de la caroube en acides aminés ]

Composant Teneur (g/100g protéine)
Acide aspartique + Asparagine 18.25
Acide glutamique + Glutamine 9.65
Serine 6.80
Histidine 2.80
Glycine 3.55
Thréonine 5.10
Arginine 3.20
Alanine 10.55
Proline 5.80
Tyrosine 1.70
Valine 9.05
Méthionine 1.40
Cystéine 0.80
Isoleucine 3.80
Leucine 9.30
Phénylalanine 3.10
Lysine 4.20
Tryptophane 0.95

Le fruit du caroubier renferme une teneur trés élevée en fibres insolubles. Ces fibres
alimentaires ayant la plus forte teneur en polyphénols [35]. Par ailleurs la consommation de
fibres de caroube a démontré un pouvoir antioxydant élevé [36] et un abaissement du taux de

cholestérol et des triglycérides sérique [37].

Les principaux polyphénols identifiés dans la gousse de la caroube sont: les acides
phénoliques, flavonoides, lignanes, anthocyanes, tannins condensés (flavan-3-ol (catéchines) et

de flavan-3,4-diol (leucoanthocyanidines) et tannins hydrolysables (Figure 1.10 et 1.11) [38, 39]
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C

[ Figure 1.10 : Structure de flavan-3-ol (A), flavan-3,4-ol (B) et tannin condensé (C) }
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O-galloyl

R4 Rz R OH
HO 0 0
R0 ORy  xxn: .galloyl H  H on

OR; XXIll: -galloyl -galleyl -H galloyl =
XXIV: -galloyl -galloyl -galloyl
[-D-glucopyranose OH
Gallotannins:

XXI1=1,6-di-O-galloyl-p-D-glucose.
XXI11=1,2,6-tri-O-galloyl-p-D-glucose.
XX1V=1,2,3,6-tetra-O-galloyl-B-D-glucose.

[ Figure 1.11 : Structure des tannins hydrolysables identifiés dans la caroube. ]

Les flavonoides aglycones de la caroube (Figure 1.12) sont représentés par les flavones
(apigenine, chrysoeriol ou luteoline3’-methyl ether, tricetine 3’,5'-dimethyl ether, luteoline), les
flavonols (quercetine, isorhamnetine ou quercetine-3’-methyl ether, myricetine, kaempferol), les

flavanones (naringenine) et les isoflavones (genisteine) [39].
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Rz Ry Rs

Vil: -H OH -H
Vill: -OMe -OH -H
IX: -OMe -OH -OMe
X: OH OH -H

Flavones

VIl=Apigenine.
VIHI=Chrysoeriol(luteoline-3'-methyl ether).
IX=Tricetine-3',5'-dimethyl ether.
X=Luteoline.

Flavanone: X=Naringenine

Ry
Rs
R; Ry Rs
OH -OH -H
Xll: -OMe -OH -H
Xll: OH -OH -OH
XW: -H -OH -H

Flavonols
XI=Quercetine.
Xll=lsorhamnetine(quercetine-3’-methy! ether)
XI1=Myricetine.
XIV=kaempferol.

Isoflavone: XXI1=Genisteine

[ Figure 1.12 : Structure des flavonoides libres identifiés dans la caroube. ]

Les flavonoides glycosylés identifiés dans la caroube sont représentés par le kaempferol-3-

O-a-L-rhamnoside, la quercetine-3-O-a-L-rhamnoside, la quercetine arabinoside, la myricetine-

3-0O-a-L-rhamnoside et la myricetine glucoside (Figure 1.13) [39].




CHAPITRE | Synthése bibliographique sur le caroubier

Ry Ry R; R

XV: -H OH -H -a-L-rthamnopyranose H;C o
XVI: OH -OH -H -u-L-rhamnopyranose HO

XVIl: -OH -OH H -arabinose HO OH
XV OH -OH -OH -z-L-rhamnopyranose

XiX: -OH -OH -OH -glut:[:I-EE L,_.L.rhamnupyrang;g

Flavonols glycosylés

XV=Kaempferol-3-O-a-L-rhamnoside.
XVI=Quercetine-3-0O-a-L-rhamnoside.
XVII=Quercetine arabinoside.
XVII=Myricetine-3-O-a-L-rhamnoside.
X1X=Myricetine glucoside.

[ Figure 1.13 : Structure des flavonoides glycosylés identifiés dans la caroube. ]

1.3.7. Intérét et utilisation du caroubier

Le caroubier est un arbre d’importance écologique, industrielle et ornementale indiscutable.
Il se révele actuellement I'arbre le plus performant parmi les arbres fruitiers et forestiers puisque
toutes les parties de I'arbre (feuille, fleur, fruit, bois, écorce et racine) sont utiles, notamment le
fruit, ils sont utilisés dans plusieurs domaines a savoir: pharmaceutique, cosmétique,

alimentation et tannerie [22].
1.3.7.1. Utilisation Alimentaire

Le caroubier est un arbre ornemental par son feuillage, qui procure une ombre appréciée
dans les pays ensoleillés. Son miel est de bonne qualité. L’écorce et les racines de cet arbre sont
employées en tannerie [40]. Ses fruits, caroubes, constituent un excellent aliment énergétique
pour le bétail. A Chypre, la caroube est transformée en une sorte de confiserie, appréciée comme
sucrerie locale. La fabrication commence par le broyage des graines, une extraction a lI'eau puis
une concentration a chaud pendant plusieurs jours pour ’obtention d’un sirop. Le résultat final se

rapproche de la texture du sucre d'orge mais avec une couleur bien plus foncée [33]. On tire de la
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caroube deux produits tres différents utilisés abondamment par I'industrie alimentaire : la farine

de caroube et la gomme de caroube.

Au contraire, a la consommation directe de caroube qui n'a plus qu'une valeur anecdotique,
la farine ou poudre de caroube (Figure 1.14), tirée des gousses, est utilisée de nos jours dans
I'industrie agro-alimentaire comme additif (code E410) pour les glaces, les patisseries, les
aliments diététiques (pas de gluten dans la caroube), notamment comme succédané de cacao.
Cependant, la caroube, par rapport a son homologue le cacao, ne contient ni théobromine, ni
caféine, deux alcaloides a l'action excitante sur l'organisme [41]. Autre part, cette farine est
utilisée dans le lait en poudre pour bébé comme épaississant en remplacement de la traditionnelle
farine de blé. Ce genre d'épaississant est recommandé pour lutter contre le reflux gastro-
oesophagien infantile. Cette farine de caroube est censée étre moins allergene que la farine de

ceréales [33].

[ Figure 1.14 : Poudre de la caroube ]

La gomme de caroube issue de I’endosperme constitue le 1/3 du poids total de la graine
(Jones, 1953). Cent kilogrammes de graines de caroube produisent en moyenne 20 kilogrammes
de gomme seche pure (Jones, 1953). Cette derniere est utilisée dans plusieurs produits
commerciaux comme agent stabilisateur, épaississant, agglomérant et gélatinant [19, 5]. Elle
substitut de la pectine, de la gélatine, est aussi utilisée comme stabilisateur alimentaire, agent
dispersant, fixateur dans différents domaines (fromage, sauce, mayonnaise, nappages, glaces, les
aliments pour bébés, les produits laitiers fermentés, salades...), une source de bon marché

d’hydrates de carbone actuellement explorées comme matériaux pour la production de
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bioéthanol, avec plusieurs avantages par rapport a d'autres cultures agricoles riches en sucre [42,
43].

1.3.7.2. Utilisation médicale

Le caroubier est un reméde naturel et particulierement conseillé en cas de troubles digestifs, de
reflux gastriques fréquents, d'irritation du colon, de vomissements persistants, d'acidité gastrique, de
stéatorrhée (terme médical utilisé pour désigner I'excés de graisses dans les selles), d'hémorroides,

d'anémie et de carences nutritionnelles [44].

Actuellement, la caroube est considérée comme une plante d'investigation de nouveaux
antioxydants naturels contenus dans I'enveloppe de la graine et la pulpe du fruit. Cette activité
antioxydante est attribuée a la présence de composes phénoliques et fibres [45].

Le caroubier est également un excellent allié dans les régimes amincissants. Des études
scientifiques ont démontré que cette plante officinale permet de traiter les problémes associés au
surpoids et a l'obésité en inhibant certaines enzymes digestives grace a une teneur élevée en
tannins, et en créant une sensation de satiété. Il est utilisé notamment dans les préparations des
aliments diététiques humains ou comme ingrédient potentiel dans les aliments dérives des
céréales pour les personnes ceeliaques [27]. Les fibres et la farine de cette plante sont utilisées
dans la régulation des niveaux de glucose dans le sang et dans la réduction du niveau de
cholestérol total [46, 47].

Des études biologiques ont montré les capacités bactéricides de la pulpe de caroube vis-a-vis
de staphylococcus aureus. La caroube adsorberait aussi les entéro-toxines produites par certaines
souches d’Escherichia coli et de staphylocoques ainsi que par le vibrioncholérique, ce

mécanisme d’adsorption pourrait étre expliqué par la présence des tanins dans la caroube [48].

1.3.7.3. Utilisation cosmétique

Dans 1’une des applications industrielles, la gomme de caroube est utilisee en cosmétique
(savons, cremes, dentifrices...) [44] pour sa capacité a former une solution trés visqueuse, a une
faible concentration en raison de ses propriétés épaississantes, émulsifiantes et stabilisantes [50,
51].
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1.3.8. Production mondiale de caroubier

La production mondiale de la caroube est estimée a 205.589 t et se concentre principalement
en Espagne, premier pays producteur avec 55.754 t, ce qui représente 27,12 % de la production
mondiale (Figure 1.15 et Tableau 1.7) suivi par I’Italie (21,77%) et le Portugal (15,11%) [19]. Par
ailleurs, de faibles productions ont été enregistrées au Liban, en Tunisie, en Australie et en
Afrique du Sud [40].

Tableau 1.7 : Estimation de la surface cultivée, la production et le rendement de la caroube dans

le monde, année 2011 (tableau établi par I’auteur a partir des données de la FAOSTAT)

Pays* Surface cultivée (ha) Production (tonnes) | Rendement (t/ha)
Espagne 47000 55754 1,19
Maroc 9717 20489 2,11
Italie 9183 44749 4,87
Portugal 8274 31067 3,75
Grece 5284 20901 3,96
Turquie 2910 13972 4,80
Chypre 1353 10560 7,80
Palestine 1347 210 0,16

B
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Croatie 550 553 1,01
Tunisie 414 858 2,07
Liban 250 2300 9,20
Ukraine 100 100 1,00
Mexique 76 76 1,00
Total 87458 205589 2,35

* les pays ont été classés par ordre décroissant selon la surface cultivée (ha).
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Figure 1.15 : Production mondiale de la caroube, année 2011

(Histogramme établi par I’auteur a partir des données de la FAOSTAT)

1.3.9. Production de caroubier en Algérie

L’Algérie occupe le huitieme rang avec une production de 4000 t, soit 1,95% de la

production mondiale [19]. La superficie cultivée totale du caroubier en Algérie a fortement
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baissé, passant de 11000 ha en 1961 & 1000 ha en 2011 (FAOSTAT). En 2009, cette superficie
était de 927 ha (dont 645 ha, soit 69,58 % de la superficie totale se trouvent dans la wilaya de
Bejaia (Figure 1.16 et Tableau 1.8), suivie par la wilaya de Blida (23,79%) et Tipaza (16,55%)

[52].

Tableau 1.8 : Surface cultivée, production et rendement de la caroube en Algérie, année

2009 (Tableau établi par I’auteur a partir des données fournies par la DSA de Tlemcen)

Wilaya* Surface cultivée | Production (gx) Rendement (gx/ha)
(ha)

Bejaia 645 18417 28,6
Tipaza 105 5600 5303
Blida 100 8050 80,5
Boumerdes 32 1080 40,0
Bouira 22 144 6,9
Mila 10 80 8,0
Tlemcen 5 100 20,0
B.B. Arreridj 4 20 5,0
Ain-Defla 2 300 150
Mascara 1 30 30,0
Tizi-Ouzou 1 20 20,0
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Total 927 33841 36,5

* les wilayas ont été classées par ordre décroissant selon la surface cultivée (ha).

0.89 % o,43 % o,s % 0,24% 0,09% 0,06% 0,06%
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Figure 1.16 : Production de la caroube en Algérie, année 2009

(Histogramme établi par [’auteur a partir des données fournies par la DSA de Tlemcen)
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Les métabolites sont des molécules issues du métabolisme des végétaux (ou animaux), on

distingue deux classes : métabolites primaires et métabolites secondaires [53].

I1.1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des produits issus directement des photoassimilats, comme
les sucres simples, acides aminés, protéines, acides nucléiques et organiques, qui participent a la
structure de la cellule végétale ainsi qu’a son fonctionnement de base [54]. lls sont souvent
produits en grande quantité mais présentent une valeur ajoutée relativement basse. Ces
métabolites sont aussi définis comme des molécules qui se trouvent dans toutes les cellules
végetales et nécessaires a leur croissance et a leur développement [55]. Ils sont répartis en :

¢ Glucides (sucres) : source d’énergie, paroi cellulaire.
¢ Lipides : source d’énergie, membranes cellulaire.
+ Acides aminés : construction des protéines.

+ Nucléosides, les acides nucléiques et leurs précurseurs biosynthétiques [56].

11.1.1. Glucides

Les glucides ou les sucres avec une formule brute en Cy(H20)n, d’un point de vue chimique,
sont des polyols avec le groupement fonctionnel d’un aldéhyde ou d’une cétone (Figure 11.1).

Pour cette raison sont classes en aldoses et cétoses [57].

Les glucides se forment naturellement au cours de la photosynthése. C’est un processus tres
complexe qui s’effectue a partir de ’eau du sol et du dioxyde de carbone atmosphérique sous
I’influence de la lumiére [58]. Le bilan peut étre schématisé par 1’équation de la réaction

suivante :

hv
x COz +Y H:0 =y C, (H20)y + x O

CHzOH H"‘-(;_)//O
=0 H—C—OH

HO—@—H Al dibe
H—g—0OH H—'C—OH
H—g—°eH H—'C—OH
CH2OH *CH,OH

Figure I11.1 : Formule cyclique et ligné de glucides
(Fructose a gauche, glucose a droite).
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11.1.1.1.Classification des glucides

En générale, les glucides sont classés en fonction de leur capacité a subir ou non une

hydrolyse. On distinguera alors deux classes de glucides : oses et osides (Figure 11.2) [58].

glucides

0ses osides

/\ /N

Aldoses et Cétoses et holosides  hétérosides glycoconjugués

leurs dérivés  leurs dérivés / \

oligosides polyosides

[ Figure 11.2 : Différentes classes des glucides. ]

11.1.1.2. Propriétés chimiques des oses

Les propriétés chimiques des sucres (oses) sont caractéristiques des groupements hydroxyles

alcooliques et des groupements carbonyles.
A) Oxydation par I'iode en milieu basique :

¢ Aldose
O ] _OH
R—C + L + OH e R—C + 2T + Na + H,O
H (o)
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% Cétose
Le groupement cétone n'est pas oxydeé par I'iode en milieu basique.

B) Réaction avec la liqueur de Fehling en milieu basique :

«» Aldose

o) OH
R—C. + 2Cu(OH) —»  R—C( + CuwO + 2H,0
H o) —

rouge brigque

0,

«» Cétose

~

CH,OH—(CHOH),—COOH

CH,OH—(CHOH);+C—CH,0H + 4 Cu(OH), —» < acide D-érythronique
(II) CH,0H=COOH
acide glycolique

C) Réaction de réduction des oses :

Les aldoses et les cétoses sont susceptibles de réduction catalytique sur leur groupement
carbonyle par voie chimique par les borohydrures alcalins, ou par voie enzymatique, en donnant

des polyalcools qu'on appelle glycitols ou alditols a partir de 4C [59].

CHO NaBH, CH-,OH
H——OH D-glucose —_— D-sorbitol H——OH
ou LiBH,,
CH,OH NaBIL CH,OH
— 0 D-fructose S D-sorbitol H——OH
ou LiBH,,
11.1.2. Lipides

Les corps gras désignés aussi sous le nom de lipides font partie d’'un ensemble complexe de
composés organiques. Les lipides (Figure 11.3) sont caractérisées par leur insolubilité dans I’eau

et leur solubilit¢ dans les solvants organiques tels que I’hexane, I’éther éthylique,

chloroforme [60].
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Gras Acide

H
I I I I I I =0
H—Cc—Cc—C—C—C—C—C__
I | I | I oO—H
H H H H H H
R Groupe - 7Torgueur variable o E 6;oupe
méthyle de la chaine carbonée (CH). carboxyle

allant de 2 3 22 carbones

[ Figure 11.3 : Formule générale des lipides. ]

Ils sont employés comme réserve énergétique, comme constituants membranaires et comme

isolant thermique sous forme de tissu adipeux. Ils exercent en outre des fonctions particulieres

sous forme d’hormones, de vitamines ou d’acides biliaires [61].

11.1.2.1. Classification des lipides

Il existe plusieurs classifications pour les lipides, on peut citer celles basées sur :
v’ Les propriétés chimiques (lipides saponifiables et lipides insaponifiables).
v’ Le comportement dans le milieu aqueux (lipides polaires et lipides apolaires).

v' La fonction (lipides de réserves, lipides de structure et lipides informationnels).

Cependant, elles ont été toutes abandonnées au profit d’une classification basée sur la
structure chimique du lipide. En effet, selon leur structure chimique, les lipides sont subdivisés

en lipides vrais et en composés a caractere lipidique (lipoide) (Figure 11.4) [62].
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Lipides

e

~ Lipides vrais Les composés a caractére
dérivés d'unités d’acides gras lipidique (isoprénoides)
dérivés d'unités isoprene,

Lipides simples
C.,0.H
Alcool + acide gras

Lipides complexes
C.O.N.P.S et oses

Stérides
Alcool = stérol

Glycérides

; Molécule qui fixe 1'acide gras
Alcool= glycérol.

= Glycérol
Cérides Molécule qui fixe I'acide gras
Alcool 4 longue chaine carbonée. = base sphingoide (dialcool aming)
Glycérophospholipides Glycéroglycolipides \q
L’hydroxyle en C3 est estéri- L’hydroxyle en C3 est li¢ a un Sphingolinides
fié par I’acide phosphorique ose par une liaison glycosidique pingoln

[ Figure 11.4 : Classification la plus utilisée des lipides. ]

11.1.2.2. Propriétés chimiques des lipides
> Acidité

L’acidité correspond a la teneur en pourcentage d’acide gras (exprimée en acide oléique)
présent dans I’huile, elle représente un parametre important dans 1’évaluation de la qualité des
huiles. Les acides gras présentent un pka d’environ 4,8. Leur acidité est donc dosable et peut étre
définie par un indice d’acidité. On définit I’indice d’acide comme étant le nombre de
milligramme de potasse nécessaire pour neutraliser les acides gras libres d’un gramme de corps
gras [63].

» Saponification

A chaud et en présence de KOH, le triglycéride libére des acides gras sous leur forme de sels
de sodium (savons durs) ou de potassium (savons mous). Grace a cette réaction, on peut déduire
un indice de saponification défini comme la masse de KOH (en mg) nécessaire pour saponifier

une masse de 1 g de corps gras [62].



() @Hz-(,)-( 0O-R; (ar) |€.‘H30H
(B) R,-CO-O-CH +3 KOH 3 R-CO-OK* + (B) HO-(CH
(&) 3CH,-0-CO-R; (@) 3CH,OH
ITiacyl-glycérol 3 moles de base Sels d’acide gras sn-glycérol
(triglycéride) (Savons)

I1.1. 3. Sels minéraux

Les sels minéraux sont les constituants qui restent (sous forme de cendres) apres calcination des

tissus organiques [61].

11.1. 3.1. Propriéteés générales des sels mineraux

Contrdlent I'équilibre hydrique (pression osmotique)
Reglent I'équilibre acide-base (pH)
Font partie de certaines structures (os, dents)

Entrent dans la composition des enzymes, des hormones.

AN NN N

Catalysent de nombreuses réactions du métabolisme Selon les quantités mises en jeu

dans I'organisme [61].

11.1. 3.2. Classification des sels minéraux
Les sels minéraux sont couramment divises en 2 groupes [61] :
v Eléments principaux ou macroéléments : Ca, P, K, Cl, Na, Mg.

v Eléments traces ou oligoéléments : Fe, Zn, Cu, Mn, I, Mo,.....etc

11.1. 4. Fibres

Les fibres alimentaires sont des bribes de végétaux comestibles ou des analogues de
glucides, qui résistent a la digestion et a I’absorption dans I’intestin gréle et subissent une
fermentation partielle ou totale dans le colon, elles incluent des polysaccharides, des
oligosaccharides, de la lignine et des substances végétales associées [64]. A la lumiere de cette
fermentation, des effets positifs favorables ont été évalués sur le transit intestinale et le pH du
colon, et donne naissance a des sous-produits aux quels sont associés des protéines
physiologiques bénéfiques. En effet, Ces fibres alimentaires peuvent étre classées en deux
groupes majeurs, en fonction de leur solubilité dans 1’eau, leurs propriétés chimiques et leurs

qualités nutritionnelles : Fibres insolubles et Fibres solubles (Figure 11.5) [64].
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HO HO
H o H o_ o ~
H H
™ OH H o OH H
o H H
OH OH

Cellulose

Figure 11.5 : Quelques structures des fibres solubles et insolubles
(Cellulose : fibre insoluble, Pectine : fibre soluble).

Tous les végeétaux sont constitues de fibres de cellulose plus ou moins pure (fibre insoluble).
Les tiges des plantes sont les principales ressources de fibres végétales. Elles sont plus ou moins
lignifiées suivant 1’espéce et la maturité¢ de la plante. Les feuilles, les fruits, les graines et
I’écorce de certaines plantes sont également utilisés comme source de fibres végétales. La

cellulose seule représente plus de 50% de la biomasse [65].

11.2. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires ne sont pas produits directement lors de la photosynthese mais
sont synthétisés a partir des métabolites primaires et résultent de réactions chimiques ultérieures.
Ils sont souvent synthétisés dans une partie de la plante et stockés dans une autre avec une

structure chimique parfois complexe [54].

Ils sont tres différents selon les espéces et s'accumulent le plus souvent en faible quantité.
Ces molécules bioactives sont produites a différents endroits de la cellule dans des parties
spécifiques de la plante en fonction du stade de développement. Leurs rdles dans la physiologie
de la plante ne sont pas encore tous €lucidés. Ces composés sont limités a certaines espéces de
végeétaux et sont importants pour la survie et la valeur adaptative des espéeces qui les synthétisent
[55].
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Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités biologiques nombreuses qui
comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses, antifongiques, analgésiques, anti-

inflammatoires, diurétiques gastro-intestinales, et antioxydants... [66, 67].

11.2.1. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont classés en plusieurs grands groupes, parmi ceux-ci :

» Composes phénoliques
» Alcaloides

» Terpenoides et les stéroides.

Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui possedent une

trés large gamme d’activité biologique [68, 69].
11.2.1.1. Composes phénoliques

Les composés phénoliques représentent une vaste classe de substances organiques cycliques
trés variées, qui dérivent du phénol CsHsOH. Les composés phénoliques sont fort répandus dans
le régne végétal ; on les rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et I’écorce. La couleur
et ’arome, ou I’astringence des plantes dépendent de la concentration et des transformations des
phénols. Dans la nature, ces composés sont généralement dans un état li¢ sous forme d’esters ou
plus généralement d’hétérosides. Ils existent également sous forme de polymeéres naturels

(tanins). Cette classe est plus représentee par les flavonoides [70].

11.2.1.1.1. Effets biologiques des composés phenoliques

Les composés phénoliques sont des molécules biologiquement actives, ils sont largement
utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs
enzymatiques,  antioxydants et  antiradicalaires, antimicrobiens,  anticarcinogenes,
antithrombotiques analgésiques, antibactériennes, antiviraux, Anti-allergénes, vasodilatateurs
[71].

La capacité d’une espéce végétale a résister a ’attaque des insectes et des microorganismes

est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques [72].
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11.2.1.1.2. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont commodément classés selon le nombre d’atomes de

carbone dans le squelette de base [73]. Les différentes classes principales de ces composés

phénoliques isolés des plantes sont illustrees dans le tableau suivant (Tableau I1.1) [74].

{ Tableau 11.1 : Différentes classes des composés phénoliques. }

Squelette carbonée Classes de composes phénoliques

Cs Phénols simples et benzoquinones

Cs-C1 Acides phénoliques

Ce-C2 Acétophénones et les acides phenylacétiques

Cs-Cs Acide hydroxy-cinnamiques, coumarines phénylpropénes,
chromons

Ce-Cs Naphthoquinones

Cs-C1-Cs Xanthones

Cs-C2-Cs Stilbenes et anthraquinones

Cs-C3-Cs Flavonoides et isoflavonoides

(C6-Cy)2 Tannins hydrolysables

(C6-C3)2 Lignanes et néolignanes

(C6-C3-Ce)2 Biflavonoides

(C6-Ca)n Lignines

(Cé)n Catéchols

(C6-C3-Coé)n Tannins condensés

A) Flavonoides

Les flavonoides sont des substances phénoliques qui représentent un large groupe des

métabolismes secondaires. Leur structure comprend de deux cycles aromatiques (A et B) reliées

par une chaine a trois carbone, généralement organisé comme un hétérocyclique oxygéné (C)

(Figure 11.6) [75]. lls sont considérés comme des pigments quasi-universels responsables des

colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux (racines, tiges, bois, feuilles,

fleurs et fruits) [76].
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[ Figure 11.6 : Structure de base des flavonoides. ]

Plus de 5000 variétés des flavonoides ont été identifiés et peuvent classer selon leur

structure sur la base du degré de substitution et 1’oxydation [77].

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les
plus importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les

isoflavones, les flavanols et les anthocyanidines (Tableau 11.2) [78, 79].

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

(aglycone) ou sous forme glycosylée [77].

[ Tableau 11.2 : Principales classes des flavonoides. ]
Classe Structure Exemple
OH
e o 18] »
Flavones @ & | Apigénine
OH O
oH
OoH
Flavonols e o e Quercétine
C |
OH
OH O
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Catéchine

HO o
Flavan-3-ols @ c
OH

HO O .
Elavonones Naringénine

OH O
HO O
c |
Isoflavonones @ Génistéine
OH O
OH
OH
OH
@ Cyanidine

Anthocyanidines HO Ox
C
/

B) Tanins

Le terme « tannin » ou « tanin » vient de la source de tannins utilisée pour le tannage des
peaux d’animaux en cuir. Dans ce processus, les molécules de tanins se lient aux protéines par
des liaisons résistantes aux attaques fongiques et bactériennes [80]. lls sont des composés
phénoliques solubles dans 1’eau et ayant des poids moléculaires varie entre 500 et 2000 Dalton
(3000 pour les structures les plus complexes), Le role biologique des tanins dans la plante est lié
a sa propre protection contre les infections, les insectes et les animaux herbivores, en plus de la

protection contre les attaques fongiques et bactériennes [81].

Les tannins sont classés selon leur structure en deux groupes majeurs : tannins hydrolysables
et tannins condensés [82].
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» Tanins hydrolysables

Constitués par une molécule glucidique sur laquelle est estérifiée de 1’acide gallique ou I'un
de ces dérivés (acide éllagique, acide m-digallique) (Figure 11.7), d’ou le nom de pyrogalliques et
d’¢éllagitanins qu’on leur donne quelque fois. Ils sont facilement hydrolysés par voie chimique ou
enzymatique. Les tanins galliques et ellagiques sont caractéristiques des angiospermes
dicotylédones [83].

Figure 11.7 : Structure des acides gallique (A) et ellagique (B)
et tannin hydrolysable (C)

» Tanins condensés

Ce sont des composés phénoliques hétérogenes, ils se trouvent sous forme d’oligoméres ou
polymeres de flavanes, flavan-3-ols, 5-desoxy-3-flavonols et flavan-3,4-diols, ils ne traversent

pas la barriére intestinale (Figure 11.8) [84].
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[ Figure 11.8 : Structure de base des tanins condensés ]

Les tanins possédent des capacités et des propriétés biologiques importantes tels que :
fixation et inhibition enzymatique, piegeage des radicaux libres et activité antioxydante, effet
antiseptique (antibactérien, antifongique, antiviral), prévention des maladies cardio-vasculaires
[85].

Les drogues a tannin sont employées contre les hémorroides, blessures superficielles. Les
extraits tanniques sont anti-inflammatoires dans les cas de bralures. Ils sont utilisés aussi comme

antiseptique. En solutions buvables, elles ont employées comme antidiarrhéique [86].

11.2.1.2. Alcaloides

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractere alcalin et
présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe [87]. La plupart des alcaloides
sont dérivés d’acide aminés tels que le Tryptophane, 1’Ornithine, la Lysine, I’Asparate,
I’ Anthranilate, la Phénylalanine et la Tyrosine. Ces acides aminés sont décarboxylés en amines

et couplées a d’autres squelettes carbonés [88].

Les alcaloides peuvent classés en trois sous groupes [89] :
v Alcaloides vrais
v Pseudo-alcaloides

v" Proto-alcaloides
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A) Alcaloides vrais

Cette classe des alcaloides représente le plus grand nombre d’alcaloides, sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides aminés et comportent
un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique (Figure 11.9). lls sont présents dans les plantes,

soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde [87].

( )
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[ Figure 11.9 : Nicotine (alcaloides vrais). ]

B) Pseudo-alcaloides

Les pseudo-alcaloides (Figure 11.10) présentent le plus souvent toutes les caractéristiques
des alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérives des acides aminés. Dans la majorité des cas
connus, ce sont des dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et du métabolisme de

’acétate [87, 90].
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[ Figure 11.10: Capsaicine (pseudo-alcaloide). ]

C) Proto-alcaloides :

Les proto-alcaloides (Figure 11.11) sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus
dans un hétérocycle. lls sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans 1’eau
[87].
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[ Figure 11.11 : Phényléthylamine (Proto-alcaloides). ]

Les alcaloides précipitent avec certains réactifs spécifiques appelés réactifs des alcaloides,

Les plus importants sont les reactifs iodés tels que [91]:

1. Solution neutre de mercuri-iodure de potassium ou réactif de Mayer (précipité blanc
jaunatre).

2. Solution acide d’iodobismuthite de potassium ou réactif de Dragendorff (précipité rouge
orangé).

3. Solution d’iodure de potassium iodé ou réactif de Bouchardat (précipité brun).

11.2.1.3. Terpenoides et stéroides

11.2.1.3.1. Terpenoides

Les terpenoides constituent sans doute le plus vaste ensemble connu de métabolites
secondaires des végétaux, ce sont des molécules polyéniques qu’on trouve également dans le
regne animal. Les composés de ce groupe, constitués uniquement des éléments : carbone,
hydrogene et oxygene, comportent des huiles essentielles, des résines ; des stéroides et des

polymeres comme le caoutchouc [92].

En 1887, O. Wallach envisageait que les terpenes devaient étre construits a partir d’unités
isopréniques (2-méthyl-butadiene) (Figure 11.12). Cette hypothése a été transformée par Ruzicka
(1953), en une regle genérale qui postule que chaque groupe de terpene est issu de la

condensation « téte-a-queue » d’un nombre variable d’unités isopréniques [92].

CH,

CH
HZC)\% 2

[ Figure 11.12 : Structure de I'unité isoprénique ]
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Les terpénes sont subdivisés, selon le nombre d’entités isopréne qui sont incorporés dans
leurs structures, en monoterpénes (C1o), sesquiterpénes (Cis), diterpenes (Coo), triterpenes (Cso),
tetraterpene (Cao) (Figure 11.13) [92].

Monoterpénoides Sesquiterpénoides
é é /L/\/L/\)\/\ \
% N S |
Famésol zingiberens caryophylene
géraniol Umonene u~terp|neol , ; 1o
(qeranium) (citron) (pin) (citron, rose) (gingemire) (girofie)
Diterpénoides
\ /J\/\/L,/\,k/\/l\/\
Ny
Phytal
Cembrene "
(phéromang)
Triterpénoides Tétraterpénoides

= T T =y T T =y

Iycopéne (tomate, fruits rouges)

Squalene (foie de requin)

[ Figure 11.13 : Structure de quelques squelettes terpéniques. ]

11.2.1.3.2. Stéroides

Les stéroides (Figure 11.14) représentent un ensemble de molécules dérivées du cholestérol
ou de ses homologues particulierement abondants dans les végétaux et les animaux. Cette classe
de substances naturelles présente une sous—classe de triterpenes. Les quatre cycles sont désignés
par les lettres A, B, C et D [93].
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[ Figure 11.14 : Structure de stéroides. ]

En revanche, pour plusieurs biochimistes, les « stérols constituent une catégorie a part

entiére incluant les stéroides » ainsi que cing autres sous-classes (Figure 11.15) [94] :

v’ Les stérols et ses dérivés : cholestérol, phytostérol et stérides
v’ Les stéroides : oestrogenes, androgenes, gluco- et minéralocorticoides
v’ Les sécostéroides : vitamine D

v’ Les stéroides conjugués

Figure 11.15 : Quelgues exemples de stéroides
(Cholestérol a gauche, secostéroides a droite)

11.2.2. Saponines

Les saponines appelées aussi saponosides sont une classe spécifique de métabolites
secondaires, produits naturels abondamment retrouvés dans le régne végétal [95]. Leur nom
provient du latin « sapo » signifiant « savon » en raison de leurs propriétés a former des solutions

moussantes en présence d'eau [96]. Les saponines isolées de différentes sources possedent un
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goQt amer elles ont été utilisées en tant que détergents, pesticides et molluscicides en plus de

leurs applications industrielles en tant qu’agents moussants et tensioactifs [96, 97].

Les saponines sont des molécules composées de deux entités : une génine (aussi appelée
aglycone) et une unité glycoside. La partie aglycone (sapogénine) est constituée d’un noyau
stéroidique (b) ou triterpénique (a) (Figure 11.16) [98].

RO R’ R’

(a) Triterpene (b) Stéroide

[ Figure 11.16 : Structure de base des saponines ]

Généralement, 1unité glycoside contient du glucose, galactose, I'acide glucuronique, xylose,
et rhamnose [99]. La plupart des saponines sont monodesmosides ou bidesmosides, ce qui
signifie gu'ils contiennent soit 1 ou 2 chaines de saccharide, respectivement, a des positions
différentes [100].

Structuralement, les saponines peuvent étre classées en deux groupes selon la nature de la
génine (Figure 11.17 et Figure 11.18) [101] :

» Saponines a génine stéroidique :

Spirostane Furostane

[ Figure 11.17 : Principaux squelettes stéroidiques. ]
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» Saponines a génine triterpénique :

ok,

lupane Oléanane

[ Figure 11 .18 : Principaux squelettes triterpéniques ]

11.2.3. Huiles essentielles

Une huile essentielle est un liquide concentré en substances végetales, obtenu par extraction
ou distillation de molécules volatiles de la plante d’origine. On retrouve majoritairement de
terpénoides et des molécules aromatique (Figure 11.19). Elles peuvent étre stockées dans tous les
organes, par exemple, dans les sommités fleuries, les feuilles, les rhizomes, les fruits et les
écorce [102].

Les huiles essentielles sont des melanges liquides trés complexes. Elles ont des propriétés et
des modes d’utilisation particuliers et ont donné naissance d’une branche nouvelle de la

phytothérapie : I’aromathérapie [102].
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Figure 11.19 : Structure de quelques composés des huiles essentielles
(A) : monoterpénoides, (B) : sesquiterpenoides et (C) : phénylpropanoides

11.2.3.1. Propriété physicochimiques des huiles essentielles

Les HE sont volatiles et liquides a température ambiante, ce qui les différencie des huiles

fixes. Elles sont tres rarement colorées et dotées d’une odeur et saveur généralement fortes. Elles

sont peu miscibles a 1’eau, par contre elles sont assez solubles dans les solvants organiques

[103].
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Activité anti-oxydante

I11.1. Activité anti-oxydante

I11.1. 1. Stress oxydatif et radicaux libres

111.1. 1.1. Definition du stress oxydatif

Les radicaux libres sont produits spontanément et de maniere continue au sein de notre

organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ROS est assuré par des systemes

antioxydants (Figure 111.1) [104].

Catalase

AMn-SOD

Vitamine E et C

bicoyche lipidigue des GP:
mem {»'anerp ceﬂﬁaire.s \'it:mine E
Vitamine E GSH
Ubiquinone

Vitamine E et C

GSH

Figure 111.1 : Répartition des principales défenses antioxydantes dans la cellule

(Mn-SOD) : superoxyde dismutase mitochondriale, (Cu/Zn-SOD) : superoxyde

dismutase cytosolique, (GPx) : glutathion peroxydase, (GSH) : glutathion réduit

Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est rompu en faveur des radicaux libres
(Figure 111.2). Toute fois, une production excessive de ces molécules réactives ou une

insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance oxyd/antioxyd [105,

106].
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[ Figure 111.2 : Le stress oxydant (d’aprés scandalios, 2002)

J

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, telle que 1’exposition aux radiations (exposition
importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution, le contact avec certains
pesticides et solvants, la consommation de tabac et d’alcool, la prise de certains médicaments, la
pratique du sport intensif et tout processus susceptible de surcharger les réactions de détoxication

hépatique, notamment une perte de poids importante [107, 108].

En médecine la balance oxydative est un concept pour maintenir 1’organisme en bonne santé
[109, 110]. Son déséquilibre est sujet de nombreux problemes comme les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives [111, 112] .Cette balance est dynamique et est
maintenue dans son bon équilibre par des mécanismes enzymatiques ou par des apports

extérieurs de molécules trés actives [111].

I11.1. 1.2. Radicaux libres et espéces réactives

Radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié. Cette
propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-apparier,
déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour
d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine [113]. Parmi toutes les espéces

radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de distinguer un ensemble
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restreint de composes radicalaires qui jouent un role particulier en physiologie et que nous
appellerons radicaux libres primaires, souvent appelé espéces réactives de 1’oxygene(ROS).
Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de 1I’oxygeéne proprement dit
: radical superoxyde Oze , radical hydroxyl OHe, monoxyde d’azote NOe+, mais aussi certains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante : 1’oxygéne singulet

10,, peroxyde d’hydrogéne H2Oo,... (Figure 111.3) [114, 115].

/ radical ﬁydr ox} e

Activation des cascades Peroxydation

des kinases lipidique

Oxydation des Oxydation de
protéines I’'ADN

[ Figure 111.3 : Différentes formes de ROS. ]

111.1.1.3. Conséquence du stress oxydatif

Lors du stress oxydatif, les radicaux libres non détoxiquées par le systéme antioxydant
attaquent les macromolécules contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines et
I’ADN [116]. Cette oxydation provoque des dommages sur tout 1’organisme incluant 1’obésité,
diabete, athérosclérose, vieillissement, cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique,
syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire, Alzheimer, les rhumatismes et les

maladies cardiovasculaires (Figure 111.4). La plupart des maladies induites par le stress oxydant
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apparaissent avec I'age car le vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la

production mitochondriale de radicaux [117].

Cancers
Maladies Maladi
inflammatoires ?a, “,ES ,
\ neurodégénératives
Stress
Maladies
. . — Oxydant — N
cardiovasculaires y Vieillisement
r““_“_"{f“ i - e |
1| Complications Complications :
: micro- = Diabéte = macro- ]
1 Langiopathigues angiopathiques | 1
r;e i e lpepepnlhephh#thhbhh L |

[ Figure 111.4 : Certaines pathologies résultant du stress oxydatif ]

111.1.2. Antioxydants et systeme de défense

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber I’ oxydation
de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances,
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de petites molécules
hydro- ou liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la présence
d’antioxydants dans tous les compartiments de 1’organisme, qu’ils soient intracellulaires,

membranaires ou extracellulaires [118].

111.1.2.1. Classification des antioxydants

La classification de tous les antioxydants connus est difficile, ils sont classés généralement
par leur mécanisme d’action ou par leur nature chimique. On distingue trois grandes classes : Les

antioxydants enzymatiques, non enzymatiques et les antioxydants de synthése [119].
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111.1.2.1.1. Antioxydants enzymatiques

Les organismes développent des systémes d’action antioxydant, pour faire face aux ERO
(Figure 111.5), qui visent a éliminer les especes réactives de 1’oxygene et les catalyseurs de leur
formation, a induire la synthése des antioxydants et a augmenter I’activité des systémes de

réparation et d’élimination des molécules endommagées [119].

Glutathion
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[ Figure 111.5 : Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés d’ERO

J

Les principaux systéemes enzymatiques antioxydants les plus efficaces chez les mammiféres
ainsi que chez les plantes sont le superoxyde dismutase (SOD), la catalase et le glutathion
peroxydase (GP) [120].

111.1.2.1.2. Antioxydants non enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils peuvent
se comporter comme des piégeurs des radicaux libres. Ce type d’antioxydants possede un
avantage considérable par rapport aux antioxydants enzymatiques. Du fait de leur petite taille, ils
peuvent en effet pénétrer facilement au coeur des cellules et se localiser a proximité des cibles
biologiques. Ce type d’antioxydants regroupe un grand nombre de substances hydrophiles ou
lipophiles et ils sont en partie produits par I'organisme au cours de processus biosynthétiques
[121].
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Les antioxydants naturels de faible poids moléculaire les plus connus et les plus importants
comprennent majoritairement I’acide ascorbique (vitamine C) et le tocophérol (vitamine E), les

caroténoides ([3-caroténe (provitamine A)) et des composés phenoliques (acide gallique) (Figure
111.6) [121].

p-caroténe (provitamine A)

Ril|ife]
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HO
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OH

HO
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OH

Acide ascorbique (vitamine C) Acide gallique

HO

Me Me Me
Me

Tocophérol (vitamine E)

[ Figure 111.6 : Structure des antioxydants naturels les plus connus. ]

111.1.2.1.3. Antioxydants de synthése

Il existe de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés des
antioxydants naturels [122]. Ce type des antioxydants doit respecter les conditions suivantes : lls
ne doivent pas étre toxiques, mais ils doivent étre hautement actifs a des faibles concentrations
(0.01-0.02%) et présents a la surface ou dans la phase grasse de I’aliment [123]. A titre
d’exemple, on peut citer la 3,3",5, 5'-Tetra-t-butyl-biphenyl-4,4’-diol (Figure 111.7), antioxydant

de synthese de type polyphénol, responsable au effet protecteur des cellules neuronales [124].
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[ Figure 111.7 : Structure chimique de la 3,3',5,5'-tetra-t-butyl-biphenyl-4,4’-diol ]

111.1.3. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydant in vitro

Ces derniéres années, plusieurs méthodes de la détermination de 1’activité antioxydant ont
été proposées. La majorité de ces tests sont basés sur la mesure de la capacité relative des
antioxydants a piéger les radicaux en comparant avec celle d’un antioxydant standard [125]. Ces

méthodes se basent sur des principes différents [126] :

» Piégeage des radicaux peroxyles : ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) et
TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Power)
» Pouvoir de réduction du metal : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) et
CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Power)
> Piégeage des radicaux organiques : ABTS (2,2-Azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-
sulfonic acid) et DPPH (2,2- Diphenyl-1-picrylhydrazyl),
» Quantification des produits formés durant la peroxydation lipidiqgue : TRAPS

(Thiobarbituric Acid Reactive Substances).

Une étude récente réalisée par Alam et ses collaborateurs, révéle que la méthode du
piégeage des radicaux DPPH« est le test le plus souvent adopté pour I’estimation in vitro du

pouvoir antioxydant d’un échantillon (Figure 111.8) [127].
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Figure 111.8 : Fréquence d’utilisation des méthodes d’évaluation in vitro
de I’activité antioxydante

111.1.3.1. Test de réduction du radical stable DPPHe

Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a,o-diphenyl-B-picrylhydrazyle) fut 1'un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés
phénoliques [128] 11 posseéde un électron non apparié typiquement représenté sur I’atome d’azote
adjacent au noyau picryle mais fortement délocalisé (Figure 111.9). Ce qui explique I’existence du
DPPH- dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation

provoque aussi la couleur violette bien caractéristique de la solution de DPPHe [129].

N—N NO,

[ Figure 111.9 : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a,a-diphenyl-B-picrylhydrazyle) }
DPPH-
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La décoloration de ce radical suite a une réaction avec un antioxydant, composé donneur

d'atomes H (Figure 111.10), peut étre suivie par la mesure de 1’absorbance a 515-520 nm [130,
131].

NO,

N-N + A-H—> O,;N
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[ Figure 111.10 : Réduction du radical DPPHe ]

Dans cette méthode, ’efficacité antioxydante est mesurée a la température ambiante, en
éliminant, ainsi, le risque de la dégradation thermique des molécules testées. Cependant, le
mécanisme réactionnel entre le DPPHe et un antioxydant dépend de la conformation structurelle
de I’antioxydant. Le test est largement utilisé au niveau de 1’évolution des extraits naturels tres

riches en composés phénoliques [132, 133].
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IV.1. Préparation du matériel vegétal

Dans ce travail, nous avons choisi seulement les gousses mares (pulpes et graines) du
caroubier (Ceratonia siliqua), récoltées en octobre 2018 dans la région d’Elkhroub (wilaya de

Constantine).

Les gousses ont été séparées de leur graines manuellement (Figure 1V.1) et laisser
séchés a I'ombre et conservés a l'abri de I'humidité afin de déterminer leur teneur en eau et

ensuite les broyer pour des analyses ultérieures .

[ Figure V.1 : Gousses et graines de la caroube ]

IV.2. Caractéristiques morphologiques

Dix gousses de caroube ont été choisies au hasard pour mesurer les différents paramétres
(Figure 1V.2) : longueur, largeur, masse, volume, densité spécifique et l'indice de taille

(longueur/largeur), ainsi que le nombre de graines/gousse et poids de chaque graine

- - 9 > |

A b wm W

Figure 1V.2 : Echantillons de gousses choisis pour I’étude
morphologique
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IVV.2.1. Longueurs, largeurs et indice de taille

La longueur de chaque gousse a été déterminée en cm a I’aide d’un fil. Ce dernier est
ensuite mesuré par une regle graduée. Tandis que, la largeur en cm de ces gousses (les deux
bouts ainsi que et le centre) a été mesurée a ’aide d’un pied a coulisse. Trois mesures ont été
effectuées dont la moyenne est considérée comme étant la largeur. L'indice de taille est le

rapport de la longueur sur la largeur.

1VV.2.2. Volumes

Le volume a été estimé en cm® (ml) en plongeant la gousse irréguliére de caroube dans un
volume connu d'eau a l'intérieur d'une éprouvette graduée. Le volume est donc la quantité

d'eau déplacee.
IVV.2.3. Densité spécifique

La densité ou poids spécifique est le rapport entre la densité de la gousse de la caroube et

celle de I'eau.

IVV.3. Etudes chimiques

1VV.3.1. Détermination de la matiére seche
» Principe (Audigie et al., 1980)

On procede a une dessiccation de I’échantillon a analyser dans une étuve isotherme aux
températures de 100°C a 105°C, sous la pression atmosphérique jusqu’a 1’obtention d’une

masse pratiqueme nt constante.

La teneur en eau est égale a la perte de masse subie dans les conditions de mesures

» Mode opératoire

¢ Peser 2g (P) de I’échantillon frais (gousses et graines) en utilisant des creusets bien
séchées.
¢ Mettre les échantillons dans une étuve réglée a 105 °C pendant 24 heures afin

d’obtenir un poids constant.
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[ Figure 1V.3 : Dessiccation des échantillons ]

> Expression des résultats

La teneur en eau (%) du matériel végétal est donnée par la formule suivante :

[ Teneur en eau (%) = (P-P1)/ M .100

P : La masse initiale en g (I’échantillon frais + creuset) avant séchage.
P1 : La masse finale en g (I’échantillon frais + creuset) aprés sechage.

M : La masse de la prise d’essai.

A partir de la teneur en eau, on détermine le taux de matiére seche qui est donné par la

formule suivante :

[ Taux de matiere seche (%) = 100 - teneur en eau (%)

IVV.3.2. Détermination quantitative des métabolites primaires

1V.3.2.1. Détermination de la teneur en matiére graisse

> Principe (ISO 659, 1998)
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Pour la détermination du taux de la matiere graisse, il faut d’abord procéder a une
extraction par un solvant organique apolaire comme I’hexane, en utilisant un extracteur
Soxhlet.

A la fin de ’extraction, on peut admettre que toute la matiére graisse est transférée dans le

solvant.

» Mode opératoire

Les différentes étapes suivies pour extraire la matieére graisse des gousses (MGGs) et

graines (MGGr) de la caroube sont résumées ci-apres (Figure 1V.4)

Evaporation a sec
de I’hexane

Extraction de 50 g de la poudre
par 100 ml de I’hexane

[ Figure 1V.4 : Différentes étapes suivies pour l'obtention de MGGs et MGGr ]

> Expression des résultats

Le taux de la matiére graisse est calculé par la formule suivante :

(P1-P2)
MG (%)= —— x100
ME
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Dont :

P, : poids du ballon vide.
P1 : poids du ballon aprés évaporation.
ME : masse de la prise d’essai.

MG : taux de la matiére graisse.

IV.3.2.1.1. Caractérisation physico-chimique de MG

A. Indices chimiques

A.1. Indice de saponification

L’indice de saponification est le nombre de milligrammes de potasses nécessaires a la
saponification de 1 g de la matiére grasse.

» Mode opératoire

Dans un ballon de 100 ml, introduire avec précision 0.3 g MG puis ajouter 7.5 ml de KOH
alcoolique (0.5 N). Chauffer le mélange réactionnel pendant 3 heures, puis laisser refroidir.
Ensuite titrer le mélange avec une solution aqueuse de 1’acide chlorhydrique (0.5 N) en

présence de qgttes de Phénolphtaléine jusqu’a la disparition de la couleur rose (Figure 1V.5).

Figure 1V.5 : Différentes étapes suivies pour déterminer I’indice de saponification
des graines (Iscr).
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> Meéthode de calcul

V1 XN x56.1

Is
m
V1 : Volume de I’acide chlorhydrique (HCI) trouvé.
N : Normalité de 1’acide chlorhydrique (HCI).
m : Masse de MG.

A.2. Indice d’acide

L’indice d’acide est le nombre de milligrammes de potasse nécessaire pour neutraliser
I’acidité de 1 g de corps gras.

> Mode opératoire

Dans un bécher de 50 ml, introduire 0.3 g MG et 6 ml de diéthylether puis ajouter
2 gouttes de Phénolphtaléine. Titrer le mélange précédant avec une solution alcoolique

d’hydroxyde de potassium (KOH, 0.05 N) jusqu’a I’apparition de la couleur rose
(Figure 1V.6).

Figure 1V.6 : détermination de I’indice d’acide des gousses (lacs) et des
graines (lacr)
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> Meéthode de calcul :

V x N x56.1
laiz=—————
m

V : Volume d’hydroxyde de potassium alcoolique trouvé.
N : Normalité d’hydroxyde de potassium (0.05 N).

m : Masse de 1’huile.

B. Constante physique

B.1. Indice de réfraction

L’indice de réfraction est le rapport entre la vitesse de la lumiére dans le vide et sa vitesse

dans le milieu a étudier.

» Mode opératoire

Avec un petit morceau de coton mouillé par le solvant organique (acétone), rincer le
prisme de réfractométre (Figure IV.7), puis régler I’appareil en utilisant une goutte d’eau
distillé pour assurer la lecture. La valeur de I’indice est lue a 1’aide d’une lentille

d’observation.

[ Figure IV.7 : Réfractometre utilisé pour déterminer n o ]

> Meéthode de calcul

Généralement, I’indice de réfraction est déterminé a 20°C.
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[ no% = np’ + (0 — 20) x 0.0035

Température de mesure, 6 =27 °C.
n o?’ (gousses) = 1.4805
n o°’ (graines) = 1.4848

111.3.2.2. Détermination de la teneur en cendres (matiére minéerale) :

» Principe (Audigie et Dupont, 1982)

La détermination de la teneur en cendres est basé sur la destruction de toute matiére
organique sous I’effet de température élevée 600°C. L’opération ne sera terminée que lorsque
la couleur des résidus deviendra blanche grisatre, qui se transformera en une couleur blanche

apres refroidissement.

» Mode opératoire

¢ Tout d’abord, les creusets en porcelaine vide sont pesés (poids A).

¢ DPeser 2g de I’échantillon broyé dans les creusets et les introduit dans un four a moufle
(Figure 1V.8) a 600°C pendant 24 heures jusqu’a ce que le contenu des creusets
prenne une couleur blanc grisatre qui blanchit aprés refroidissement dans un
dessiccateur.

¢ Enfin, peser les creusets avec les cendres (poids B).

Poudre Gs

\ Poudre Gr Cendre Gr

[ Figure 1V.8 : Incinération des poudres Gs et Gr }
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» Expression des résultats

Les résultats sont exprimés selon la formule suivante :

B-A
Tc (%)= — x100
M

Dont :

Tc : teneur en cendres (%).
A : poids du creuset vide (g).
B : poids du creuset + échantillon apres 1’incinération.

M : masse de 1’échantillon (g).

1VV.3.2.3. Détermination de la teneur en fibres brutes

» Mode opératoire (De Padua et al, 2004)

¢ Dans un erlenmeyer, introduire 4g de poudre de caroube (Gs/Gr) et 200 ml de HCI
(5%), puis agiter pendant 30 min. Etape 1

¢ Filtrer et laver avec de I’eau distillée chaude trois fois (40 ml). Etape 2

¢ Digérer le résidu obtenu en utilisant 200 ml de NaOH (5%) sous reflux pendant
30 min. Etape 3

¢ Procéder a un autre lavage avec 40 ml d’eau distillée chaude (3 fois) et ensuite trois
fois avec de I’eau distillée froide jusqu’a pH neutre. Etape 4

¢ Rincer avec 20 ml d'alcool éthylique (EtOH) et ensuite avec 20 ml d'éther diéthylique.
Etape 5

¢ Sécher les résidus obtenus a 100°C pendant deux heures et la masse résiduelle était

considérée comme des fibres. Etape 6

Les différentes étapes de cette méthode sont détaillées a la figure V.9 :
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[ Figure 1V.9 : Différentes étapes suivies pour 1’obtention des fibres (FGs et FGr) }

> Expression des résultats

La teneur des fibres brutes est calculée par la formule présentée ci- dessous :

(P1 - P2)
TF(%)= —— x100
Me
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Dont :
P, : poids du creuset vide.
P1 : poids du creuset + échantillon aprés séchage.
ME : masse de la prise d’essai.

TF : teneur en fibre.

IV.4. Screening phytochimique

L’étude chimique primaire, de substances naturelles dans la caroube choisie pour ce
travail, consiste a effectuer un criblage chimique trés important. 11 s’agit d’une étude
qualitative visant la recherche des principaux groupes chimiques tels que : les alcaloides,
polyphénols, flavonoides, tanins, saponosides, terpénes, sucres réducteurs,......). Les
représentees  ci-

difféerentes  étapes de  tests  chimiques  réalisés  sont

apres (Figure 1V.10, IV.11, IV.12 et IV.13) :

V4 Sucres ¢ Polyphénols\ < Flavonoides
réducteurs

ﬂ ll ﬂ

69 de poudre végeétale + Macération 10g de poudre
mélange (eau/acétone : 6/12 séche dans 150 ml HCI
v/v) + chauffage (60 °C max) (1%) pendant 24 h.

ﬂ et agitation pendant 5 min ﬂ

Extrait aqueux 5 ml
(Voir I’extraction)

Ajout 5 ml de liqueur
de Fehling +
chauffage au bain-
marie a 70°C, 2-3 min

ﬂ

Précipité
rouge brique
Test +

!

Filtrat obtenu + qgttes de
solution FeCls (1%)

s Apparition d’anneau
. Prectlpltte jaune clair
noir-vert intense Test +
Test +

Filtrat obteﬁu + qottes de
NH4OH

Figure 1V.10 : Recherche des composés polyphénols, flavonoides et sucres dans la

caroube (Gr et Gs)
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L ¢ Tanins

V
l |

Réaction de Réaction de
BATE-SMITH STIASNY

l] ll

- 6 g (poudre végétale)
69 (ponid;en\]/legetale) + mélange (eau/acetone : 6/12 v/v)

) +
(butanol chl:)rhydrlque) Chauffage (bain marie 60C° max),

i i min + agitan
Chauffage (bain-marie 5 I ”aglta t
90°C). 5-10 mi (Attention a I’évaporation de
), 510 min I’acétone)

+
Filtration

Coloration
rouge intense

l l

ﬂ 15 ml de filtrat + 8 ml Filtrat saturé par
de réactif de TIASNY I’acétate de sodium
Tanins condensés +
(catéchiques) ﬂ 3 gttes de FeCl3
Précipité en gros ﬂ
flocons Coloration
Test + bleu-noir intense
ﬂ Test +
Tanins condensés ﬂ
(catéchiques) I Tanins hydrolysables

[ Figure 1V.11 : Recherche des tanins condensés et hydrolysables dans la caroube (Gr et Gs) ]
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& Alcaloides

!

6 g (poudre végétale) + 30 ml d’une
solution d’acide sulfurique a 10%

+
Agitation 2 min
+
Filtration
Tube n°1l <« L Tube n°2
Réactif de Réactif de
MAYER BOUCHARDAT
Tube n°3
Réactif de
DRAGENDORFF
Précipité o
blanc-jaunatre Precipite
Test + marron rouille
Test +

Précipité orange
Test +

/ Stérols et

triterpénes

!

Reéaction de LIEBERMANN :
5 g (poudre végétale) + 20 ml
d’éther de pétrole
+

Filtration
+
Evaporation a sec

!

Résidu obtenu + 5 ml
d’anhydride acétique + 5ml
de CHCls
+

1 ml H2SO4 concentré

Anneau violet ou marron
puis transformé
gris ou violet
Test +

[ Figure 1V.12 : Recherche des alcaloides, stérols et triterpénes dans la caroube (Gr et Gs) }
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< Saponosides v HE >

{ |

059 (poudré végetal) + 25 ml H20 Hydrd-distillation
+
Ebullition 30 min ﬂ
+
Refroidissement
+

Observation d’une couche
huileuse a la surface

ﬂ Test +

Agitation du Filtrat
vigoureusement au moins
5mn

Filtration

Apparition d'une mousse d'environ 1cm et
persistant pendant au moins 15 mn

Disparition
de pmousse «— Mousse plus 1cm
Test - Test +

v

Mousse moins 1cm
Test faiblement +

Figure 1V.13 : Recherche des saponosides et I’huile essentielle
dans la caroube (Gr et Gs)
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IV.5. Technique d’extraction

Afin d’extraire les différents métabolites secondaires contenant dans les graines et les
gousses de la caroube, notamment les composés phénoliques, et les sucres, nous avons choisi
une meéthode d’extraction solide-liquide (Figure 1V.14). Cette méthode consiste a laisser
séjourner la poudre du matériel végétale en contact prolongé avec un solvant a savoir :
melange (EtOH/H20 : 70/30) et (MeOH/H20: 80/20), pour obtenir les différents extraits a
partir de 50 g de la poudre séche des gousses et graines de la carouble respectivement. Cette
opération dure 48 h et est répétée deux fois avec renouvellement du solvant.

Apres filtration des maceras, les filtrats obtenus soumis & une évaporation non a sec
(évaporation de la phase alcoolique seulement) a I’aide d’un évaporateur rotatif. Ensuite, la
phase aqueuse obtenue subit a une série d’extraction liquide—liquide en utilisant des solvants
non miscibles a I’eau et de polarité croissante : Ether de pétrole, dichlorométhane, et acétate
d’éthyle. Les différentes phases, récupérées lors de la décantation, sont évaporé afin d’obtenir
les extraits sec: EP (g), CH2Cl2 (g), AcOEt (g) et aqueux (g).

Filtration

Macérat Gs

Ext lig-lig

Evaporation a sec des différentes phases

[ Figure 1V.14 : Techniques d’extraction ]
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IV.6. Technique de séparation

Pour connaitre la composition des différents extraits obtenus (Hexane, CH.Cl,, AcOEt et
aqueux), nous avons utiliseé la méthode de chromatographie sur couche mince CCM. On
utilise pour cela des plaques en aluminium de dimension 6x2.5 cm avec une importante
couche d’absorbant (SiO2). On révéle la plaque sous la lumiére UV a la longueur d’onde 254
et 365 nm puis avec une solution acide (25 % acide acétique + 25 % acide sulfurique + 50 %

eau distillé) et chauffage.
IV.6. 1. Analyse par CCM des extraits obtenus

» Extrait hexanique (lipides)

Systéme d’élution Pourcentage (%)
Dichlorométhane / n-hexane 40/60
Chloroforme 100

Figure 1V.15 : CCM en phase normale des extraits lipidiques (Gs et Gr)
de la caroube
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> Extrait du dichlorométhane (CHCl,)

Systéme d’élution Pourcentage (%)
Chloroforme / MeOH 97.5/2.5
85/15

UV A =366 nm UV : A =254 nm Révélation avec
solution acide

Figure 1V.16 : CCM en phase normale des extraits CH2Cl, (Gs et Gr)
de la caroube
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> Extrait d’acétate d’éthyle (ACOE)

Systéeme d’élution Pourcentage (%)
Chloroforme / MeOH 85/15
70/30

————.d

UV : A =254 nm UV - L= 366 nm Révélz_:ltion avec
solution acide

Figure 1V.17 : CCM en phase normale des extraits ACOEt (Gs et Gr)
de la caroube
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» Extrait aqueux (AQ)

Systéeme d’élution Pourcentage (%)
BAW 7/3/0.5

UV :A=254 nm UV : A =366 nm Révélation avec
solution acide

Figure 1V.18 : CCM en phase normale des extraits Aq (Gs et Gr)
de la caroube

IVV.7. Dosage des sucres totaux
» Principe (Dubois et al., 1956)

Le dosage des sucre dans un extrait est basé sur la condensation des produits de
déshydratation des oses (hydrolyse acide) avec un chromogene qui est le phénol. Ceci a
permis de former des chromophores de couleur jaune-orange, leur apparition est suivie en

mesurant I’augmentation de la densité optique a 490 nm.

La teneur des sucres est exprimée en mg/ml d’équivalent du glucose a partir d’une courbe

d’étalonnage.
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> Protocole

0,59 extrait aqueux (Gs/Gr) + 20 ml H2SOa4 (0,5 M)

Chauffage a
105 °C (3h)

Dans une fiole de 500 ml ajuster le volume avec de I’eau distillée

Filtration

Préparation de cing dilutions (50 %, 40%, 33%, 25% et 20%)

1ml de chaque dilution + 1ml de phénol (5 %) + 5ml H2SO4 (98 %)

¢ Chauffage a 105 °C (5 min)
¢ Incubation (30 min)

\/

Lecture de I'absorbance a A = 490 nm

i! l' “t‘-‘; ‘: = N

Figure 1V.19 : Echantillons préparés, Aprés incubation, pour le
dosage des sucres totaux
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La quantité des monosaccharides, dans les extraits aqueux (Gs et Gr) de la courbe, a été

déterminée & partir de la gamme d'étalonnage du glucose (Figure 1V.20).

1.4 -
1.2 4 y =0.0246x + 0.0117

R?=0.9995

=¢=—Seriesl

—— Linear (Series1)

0 20 40 60
Concentration (mg/ml)

[ Figure 1V.20 : Droite d’étalonnage du glucose ]

I1V.8. Dosage des polyphénols totaux
» Principe (Daels-rakotoarison, 1999).

Cette methode repose sur I’interaction des composés phenoliques avec le réactif de
Folin-Ciocalteu, est un acide de couleur jaune constitué d’un mélange de deux acides : acide

phosphotungstique (HsPW12040) et phosphomolybdique (HzPMO12040).

En milieu alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en ions phénolates et
réduit partiellement ses hétéro-polyacides, d'ou la formation d'un complexe de couleur bleu
foncée. Cette coloration produite, dont l'absorption maximum est au voisinage de 765 nm, est

proportionnelle a la quantité des composés phénoliques présents dans les extraits analysés.
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> Protocole

200 pg de I’extrait (1 mg/ml et 0,5 mg/ml) + réactif de Folin-Ciocalteau (10 %)

“ 4 min incubation

Ajout de 800 ul de Na2COs (75 g/l)

! ! 2h incubation

Lecture de I'absorbance a A = 765 nm

Figure 1V.21 : Echantillons, extraits ACOEt et Aq (Gs et Gr) avant et apres
incubation, pour le dosage des PPT

On réalise une gamme d’étalonnage en milieu aqueux avec un polyphénol témoin, en
général ’acide gallique (Figure 1V.22). La concentration des PPT sont exprimées en mg

d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait sec (mg EAG/mg d’extrait).
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1.4
y =0.0072x + 0.1454

12 R?=0.9961
T 1
=
8 08
c
®©
2 06
o
(7]
< 04

0.2

0
0 50 100 150
Concentration d'acide gallique (mg/ml)

[ Figure 1V.22 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique ]

IVV.9. Dosage des flavonoides totaux
» Principe (Djeridane et al., 2006)

Le dosage des flavonoides dans les extraits est déterminé par la méthode colorimétrique de

trichlorure d’aluminium.

> Protocole

1 ml de I’extrait (1 mg/ml et 0,5 mg/ml) + 1 ml AlClz (2%)

10 min incubation

Lecture de l'absorbance a A = 430 nm
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Figure 1V.23 : Echantillons, extraits AcCOEt et Aq (Gs et Gr) apres
incubation, pour le dosage des FVT

La concentration des flavonoides dans les extraits acétate d’éthyle et aqueux des Gs et Gr
de la caroube a été calculée a partir de la gamme d’étalonnage de la quercétine (Figure 1V.24)

et exprimées en mg d’équivalents de la quercétine par gramme d’extrait (mg EC g-1 extrait).

0.8 -

y =0,034x + 0,024
0.7 - R2=0,997
0.6 -

o
wu
1

Absorbance (nm)
o o
w b

o
N
1

o
[EnY
I

o

0 5 10 15 20 25
Concentration de la Quercétine (mg/ml)

[ Figure 1V.24 : Droite d’étalonnage de la quercétine }
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IV.10. Evaluation de P’activité antioxydant par la méthode (DPPH)

» Principe

Le DPPH (2,2-diphényl-1picrylhydrazyle), généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation de I’activité antioxydant, est un radical stable qui absorbe dans le visible a une
longueur d’onde de 515 a 520 nm (Bozin et al., 2008). La méthode au DPPHe présente

plusieurs avantages du fait qu’elle soit indépendante, simple et rapide.

> Protocole

) (AcOEt ; Gs/Gr) + 1 ml MeOH
20 mg extrait {

(Aq ; Gs/Gr) + 1 ml H.0

Préparation de 10 dilutions

500 i BOOwl 500pl 500p  so0pl S00p S00p S500ul 500l
Exctrait 500 pl du solvant ( Eau distillé , MeOH)
concentreé

25 wl chaque dilution + 975 pl solution méthanolique de DPPH (25 mg/I)

Incubation (30 min)

Lecture de l'absorbance aX =517 nm
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1

ok gL s
l}*ﬁ

Figure 1V.25 : Echantillons, extrait ACOEt (Gs et Gr) avant et apres
incubation, test DPPH

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés suite a la diminution de

I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule :

= (DO témoin — DO extrait / DO témoin)*100



CHAPITRE IV Matériels et méthodes

Pl : pourcentage d’inhibition.
DO témoin : absorbance du témoin négatif.

DO extrait : absorbance de la solution d’extrait.

L’étude de la variation de D’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Clsp), une

faible valeur de la Clso correspondant a une grande efficacité de 1’extrait.



CHAPITRE V : Résultats et

Discussion
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V.1. Etude morphologique

L’observation a I’ceil nu de nos gousses de caroube a permis de déceler une grande
différence morphologique (Tableau V.1). En effet, un échantillon de dix gousses illustre
I’existence de diverses formes : sinueuse sur les bords, droite ou 1’égerment courbée et torsadée,
présente une surface ridée, luisante, de longueur allant de 10 a 15 cm, une largeur variant entre
1,67 et 2,17 cm et de poids différents varient entre 13,37 et 22,31g. Selon cette étude, la gousse
du caroubier peut renfermer entre 6 a 12 graines. Les graines, de couleur brunatre et brillante, se
caractérisent par une texture tres dure, comprimées, ayant la forme ovale, dont leur poids est

constant de 0,2 g.

[ Tableau V.1 : Caractéristiques morphologiques et physiques de quelques ]

Achantil lnne de la ecarniihe

Gsou Gr
Parametres 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Longueurs (cm) 155 15 14 13,1 14,5 15 12,3 13 13,6 10,1
Largeurs (cm) 2,11 1,78 1,8 2,17 2,1 2,03 1,8 2,14 1,81 1,67
Poids () 2231 | 17,02 | 1561 17,06 | 20,07 19,52 13,37 | 15,70 13,84 13,74
Volume (ml) 20 16 16 16 18 16 14 16 16 14

Densité spécifique | 1,115 | 1,063 0,9756 | 1,066 1,115 1,22 0,955 | 0,981 0,865 0,98
(g/ml)

Indice de taille 7,35 8,43 7,78 6,04 6,90 7,39 6,83 6,07 7,51 6,05

(longueur/largeur)

Nombre de 11 11 7 9 12 9 6 9 7 7
graines/gousse
Poids de chaque 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

graine (g)
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V.2. Etude chimique
V.2. 1. Détermination de la matiére seche

Dans cette étude nous avons compares nos résultats avec ceux rapportes par Gaouar Nadia,
dont son étude a été consacrée sur différentes variétés de caroube Algérienne, notamment de la
région de Tlemcen, Jijel et Blida [134].

La matiere seche est le résidu sec obtenu (peut expliquer par la teneur en eau des
échantillons a analyser) par I'application de la méthode décrite dans la partie expérimentale. Elle
est exprimée en pourcentage en masse. L’analyse a été réalisée sur des échantillons stockés

pendant 4 mois a une température de 4°C, ce qui explique nos résultats en matiere seche obtenus
(Figure V.1).

80
80 -+
60 1 Gousse constantine
(pulpe)

40 1 M Graine constantine
20 -

0

Matiére séche (%)

Figure V.1 : Taux de la matiére seche exprimé en pourcentage (%) de pulpe et
graine de la caroube étudiée.

En effet, on remarque une différence trés significative entre la matiére séche présente dans la
pulpe (gousse) et celle des graines de notre caroube (région de Constantine). Tandis que, le taux

de la matiere seche dans les pulpes et les graines de caroube des autres régions (Figure V.2) sont
proches de nos résultats.
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Figure V.2 : Taux de la matiere seche exprimé en pourcentage (%) des pulpes et des
graines de caroube de différentes origines

V.2. 2. Détermination de la teneur en cendres (matiere minérale)

La détermination de la teneur en matiere minérale nous éclaire sur la qualité nutritionnelle
de I’échantillon a analyser. En effet, la teneur en cendres des aliments doit avoir un seuil a ne pas

dépasser pour la consommation humaine et animale. La figure V.3 illustre les résultats obtenus.

8 7 6.38

6 - H Gousse constantine
(pulpe)

4 | H Graine constantine

2 .

0

Teneur en cendre (%MS)

Figure V.3 : Teneur en cendre de la pulpe et des graines de caroube de
Constantine exprimés en % de (MS).

Selon les résultats exprimés dans la figure V.4, On remarque que pour nos échantillons,
la pulpe présente une teneur en matiére minérale plus élevé que celle de la graine avec une
différence également assez importante par rapport aux teneurs en matiére minérale présentent

dans les graines et les pulpes de caroube des régions de Tlemcen, Jijel et Blida.
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Figure V.4 : Teneur en cendre en% de MS des graines de caroube de
différentes origines

V.2. 3. Détermination de la teneur en fibres brutes

Les résultats des teneurs en fibres alimentaires, contenant dans différentes parties (Gs et Gr)

de caroube étudiée, obtenus sont représentés en pourcentage de (MS) sur le diagramme suivant

(Figure V.5).

2.5

N w £ v
1

Teneur en fibre TF (%)

i Gousse (pulpe)
constantine
H Graine constantine

Figure V.5 : Teneur en fibres en % de MS de pulpe et graine de caroube de

Constantine

Ces résultats montrent que les gousses (5 %) sont plus riches en fibres que les graines

(2,5 %) de notre caroube étudiée. Néanmoins, ces résultats sont loin par rapport a ceux
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obtenus d’une méme étude réalisée sur la caroube de Jijel (Gs: 10,33 ; Gr: 4 %), Tlemcen
(Gs:10,83; Gr: 4,17 %) et Blida (Gs : 10,17, Gr : 4,17 %) (Figure V.6).
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Figure V.6 : Teneur en fibres en % de MS des pulpes et des graines de caroube de
différentes origines

V.2.4. Détermination de la teneur en matiere graisse (métabolite primaire)

L’extraction de la poudre de caroube, par le Soxhlet en utilisant 1’hexane comme solvant,
nous a permis d’obtenir les lipides (matiére graisse) a partir des graines et gousses de caroube

avec des rendements de 2 et 1 % respectivement (Figure V.7).

2 -
M Gousse constantine
151 (pulpe)
1 - M Graine constantine
0.5 -
0
Teneur de lipides (%MS)

Figure V.7 : Teneur en lipides de la pulpe et des graines de caroube de
Constantine exprimés en % de (MS)
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Ces résultats comparés avec ceux obtenus a partir d’'une méme étude réalisée sur les
gousses et les graines de caroube de différentes variétés : Tlemcen (Gr: 6,33% et Gs : 4,83%),
Jijel (Gr: 6,5% et Gs: 2,33 %) et Blida (Gr: 6% et Gs: 1,83 %), ont montrés une différence
assez importante notamment la teneur en MG des graines (2%) de notre caroube choisie pour
cette étude (Figure V.8). Ceci peut s’expliquer par I’influence de multiples parametres sur le taux
de matiére graisse comme la granulométrie, 1’humidité, la nature du solvant et la méthode

d’extraction utilisée.
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Figure V.8 : Teneur en lipides en% de MS des pulpes et des graines de caroube
de différentes origines

Par ailleurs, ces résultats montrent que les graines de caroube contiennent plus de matiere
graisse que les pulpes (pour toutes les variétés). Ce constat est expliqué par le fait que les
graines sont les parties de stockage chez les végétaux et donc ce sont les endroits les plus riches
non seulement en lipides mais aussi en d’autres composés de stockage comme les protéines,
glucides,...... [60].

V.2.4. 1. Analyse physico-chimique de MG

V.2.4.1.1. Indice d’acide et de saponification
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Les valeurs calculés de I’indice de saponification et de 1’acidité de la matiére graisse de

caroube sont regroupés dans le tableau V.2 :

Tableau V.2 : Indice de saponification et de 1’acidité de MS des pulpes et des
graines de caroube de Constantine

Indice de saponification (ls) Indice d’acide (1a)
Gs Gr Gs Gr
- 233,75 38,33 24,31

En général, l'indice d'acide donne une idée sur le taux d'acides libres. Notre étude montre
des valeurs d’indice d’acide relativement élevées (Gs : 38,33 et Gr: 24,31), ceci est due au
fait de I’hydrolyse des esters constituant la matiére graisse lors I’extraction ou bien durant une

mauvaise conservation qui donne naissance a des acides gras libres.

La détermination de propriété chimique (Is) pour caractériser la matiére graisse extraite
des gousses et des graines de la caroube étudiée nécessite une quantité suffisante de MG.
Mais malheureusement, ceci est impossible et surtout concernant MG des gousses étant en
faible quantité. Par ailleurs, la MG des graines montre un Is élevé de I’ordre de 233,75. Ce

qui signifie, une composition en acide gras avec des poids moléculaires faibles.

V.2.4.1.2. Indice de réfraction

Les valeurs de I’indice de réfraction de la matiére graisse isolée de la caroube analysée
(Tableau V.3) sont généralement éleves ; graines (1,5093) et gousses (1,505). Ceci montre

leur richesse en composants qui dévient la lumiére polarisée.
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Tableau V.3 : Indice de réfraction mesuré pour la MG des gousses et des graines
de caroube de Constantine

Indice de réfraction (n o2

Gousses Graines

1,505 1,5093

V.2.5. Screening phytochimique

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
primaires et secondaires au niveau des tissus végétaux des deux parties gousse et graine de
I’espéce ceratonia siliqua L. En effet, selon leur intensité de couleur, les tests qui se produisent

sont classées de : négatif (-) ou positif (+).

Les tableaux ci-dessous (Tableau V.4 et V.5) regroupent les résultats des différents tests de
caractérisation de quelques métabolites secondaires ainsi que primaire (sucres reducteurs) dans

les graines et gousses de notre caroube choisie pour cette étude.

Tableau V.4 : Résultats du criblage phytochimique réalisé sur la poudre des graines de
Ceratonia Siliqua L

Classe du composé chimique | Présence (+)/Absence (-) Résultat par rapport au

témoin

Sucres réducteurs +
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Stérols et triterpenes

++
Tanins hydrolysables
Alcaloides +++
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Saponosides
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Huiles essentielles

(+) : présence, (++) : présence considérable, (+++) : abondance, (-) : absence.

Tableau V.5 : Résultats du criblage phytochimique réalisé sur la poudre des gousses de

Ceratonia Siliqua L

Classe du composé

chimique

Présence (+)/Absence (-)

Résultat par rapport au témoin

Sucres réducteurs

+++

Polyphénols

+++
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Flavonoides +++
Réaction
+++
de BATE-
SMITH
Tanins
condenseés
(catéchiques) Reaction
de +++
STIASNY
Tanins hydrolysables +
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Alcaloides +++
Stérols et triterpenes ++
Saponosides ++
Huiles essentielles ++

(+) : présence (++) : présence considérable (+++) : abondance (-) : absence

Ces resultats obtenus du criblage phytochimique révelent une richesse (grande diversité
moléculaire) de la caroube (gousses et graines) choisie pour cette étude en métabolites
notamment : Polyphenols, alcaloides, flavonoides, tanins condensés et hydrolysables,

saponosides et en moyenne teneur des stérols et triterpénes ainsi que en huile essentielle.
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En effet, on remarque clairement la présence considérables des huiles essentielles dans les
gousses, alors que leur présence en faible teneur dans les graines. De plus, on constate une teneur

moyenne des tanins hydrolysables dans les graines, mais en faible quantité dans les gousses.

Par ailleurs, les gousses de caroube se caractérisent par un gout fortement sucré, cela a été
confirmé par I’apparition d’un complexe rouge brique au niveau de I’extrait testé (test de sucres

réducteurs). Par contre, les graines contiennent une quantité trés faible de ce métabolite.

Ce constat, montre que les polyphénols et les flavonoides en particulier sont la classe
chimique la plus abondante dans différentes partie de la caroube étudiée, ce qui est en bon accord

avec les travaux chimiques antérieurs réalisés sur le caroubier (voir chapitre I).
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V.2.6. Extraction

Le processus d’extraction est résumé dans I’organigramme ci-aprés (Figure V.9).

50g de poudre végétale
(Gousses/Graines)

e Macération dans un mélange hydro-
alcoolique pendant 48h (2 fois)
e Filtration et concentration

Phase aqueuse

Extrait EP ) e Extraction avec EP (2 fois)
(Gr=2%:; Gr=0,6 %) e Séchage sur MgSQO. + filtration
\ e Evaporation a sec

Phase aqueuse

Extrait DM e Extraction avec DM (2 fois)
(Gr=1,6%:;Gr=1_8 %) e Séchage sur MgSO. + filtration
e Evaporation a sec

Phase aqueuse

e Extraction avec AcOEt (2 fois)

Extrait ACOEt ‘/l: e Séchage sur MgSOa + filtration
r (Gr=2%;Cr=1%) \l e Evaporation a sec

Extrait Aq
(Gr=2%; Gr=6,4%)

W

[ Figure V.9 : Schéma d’extraction ]
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V.2.6. 1. Analyse par CCM des différents extraits obtenus

Les profils des CCM des quatre extraits : Hexane, CH2Cl,, AcOEt et aqueux, obtenus soit
des gousses ou graines de Ceratonia siliqua L. dont 1’élution réalisée dans differents systeme
(CH2Cl2-n-hexane, CHCI3, CHCI3-MeOH et BAW) ont montré une grande richesse ainsi que une
diversité en métabolites secondaires, dont notre choix pour des analyse chimiques et biologiques

ultérieures. En effet, les chromatogrammes de I’ extrait :

» Hexanique montrent bien la présence des lipides (graisses), ceci d’apres les taches
invisibles sous la lumiére UV mais se révelent en coloration orange aprés leur

révélation avec une solution acide et chauffage.

» Dichlorométhane et acétate d’éthyle prouvent leur richesse en polyphénols en
particulier les flavonoides détectés par 1’apparition des taches visibles sous la lumiére
UV a la longueur d’onde 254 nm et 366 nm et qui se révelent en jaune. Ces taches sont
plus remarquables dans 1’extrait AcCOEt des graines. Aussi, On peut observer des

taches violettes apres réveélation avec la solution acide caractéristiques des stérols.

» Aqueux exhibent également la présence des composés phénoliques mais de types
flavonoides glycolyses, détectés beaucoup plus dans les graines que les gousses. Autre
part, les deux extraits aqueux (gousses et graines) montrent leur richesse en sucres

connus par leur révélation en tache brune noir.

V.2.7. Caractérisation quantitative des extraits de la plante

V.2.7.1. Teneur en sucres totaux (ST)

La teneur en sucres dans les extrait aqueux des graines et gousses est calculée a partir
de la courbe d’étalonnage et exprimée en mg EGlc/mg Ext. Les résultats sont représentés dans
le tableau V.6 :
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[ Tableau V.6 : Teneur en ST des extraits agueux (gousses et graines) ]

Extrait aqueux Sucres totaux
(mg EGlc/mg Ext)

Graines 44 8

Gousses 65,13

D’apres les résultats de cette étude, le taux de sucres totaux le plus €levé a été détecté
dans Dextrait aqueux des gousses (65,13 mg EGlc.mg™ Ext) suivi par celui des graines (44,8
mg EGlc.mg? Ext) (Figure V.10). Ceci est confirmé a travers 1’étude conduite par (Gaouar ;
2011) en indiquant que la teneur en sucres de la pulpe de Blida (45,3%), Jijel (44,9%) et
Tlemcen (37,5%) est plus élevé que celles des graines correspondantes (36,3%, 14,4%,

16,1%) pour Jijel, Tlemcen et Blida respectivement.

80 1 65.13
60 -
40 Pulpe Constantine
. .
20 - Graine Constantine
0
Teneur en sucres totaux
(mg EGlc/mg Ext)

[ Figure V.10 : Composition en ST des extraits aqueux (gousses et graines) ]

V.2.7.2. Teneur en polyphénols totaux (PPT)

La teneur en polyphénols totaux des extraits ACOEt et AQ obtenus a partir des gousses
et graines de la caroube a été effectuée selon la courbe d’étalonnage établie avec ’acide
gallique (y = 0,0072x + 0,1454, R? = 0,9961). Les résultats obtenus sont enregistrés dans le
tableau V.7 et la figure V.11 :
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[ Tableau V.7 : Teneur en PPT des extraits aqueux et ACOEt (gousses et graines) }

Extrait aqueux Teneur Extrait AcOEt Teneur
(mg EAG.g™! Ext sec) (mg EAG.g! Ext sec)
Graines 3,86 £ 0,037 Graines 4,43 £ 0,092
Gousses 1,09 £0,001 Gousses 6,16 = 0,064
7 - 6.16
® 1 4.43
5 - 3.86
4 -
3 .
5 1.09
L1 —d»
O T T T 1
Ext AQ Gs Ext AQ Gr Ext AcOEt Ext AcOEt
Gs Gr
Teneur en PPT (mg EAG.g! Ext sec) des extraits
aqueux et AcOEt (gousses et graines)

[ Figure V.11 : Composition en PPT des extraits aqueux et ACOEt (gousses et graines) }

Ces résultats montrent que 1’extrait ACOEt des gousses est le plus riche en PPT avec une
teneur (6,16 + 0,064 mg EAG.g* Ext), suivi par I’extrait AcOEt des graines (4,43 + 0,092
mg EAG.g? Ext), ensuite I’extrait aqueux des graines (3,86 £ 0,037064 mg EAG.g* Ext) et
enfin I’extrait aqueux des gousses avec une faible teneur (1,09 + 0,001 mg EAG.g* Ext).
Toutes ces résultats sont en parfait accord avec ceux de la partie phytoscreening et analyse par

CCM qui ont montres la richesse des graines et gousses en polyphénols.

Par ailleurs, nos résultats se sont avérés plus proches a ceux menés par (Gaouar ; 2011)
qui sont regroupés dans la figure V.12 dont les teneurs en PPT sont comme suit : la caroube
de Tlemcen (pulpe: 5,67 mg/g et graine : 4,24 mg/g), Blida (pulpe: 5,09mg/g et graines :
4,84 mg/g) et Jijel (pulpe : 5,45mg/g et graines : 4,02mg/g).
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Figure V.12 : Teneur en PPT en mg EAG.g! Ext des pulpes et des graines de
caroube de différentes oriaines

V.2.7.3. Teneur en flavonoides totaux (FVT)

La teneur en flavonoides totaux des extraits ACOEt et AQ obtenus a partir des gousses et
graines de la caroube a ét¢ déduite a partir de la droite d’étalonnage établie avec la quercétine
(y = 0,034x + 0,024, R2 = 0,997). La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme
d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g Ext). Les résultats obtenus sont

enregistrés dans le tableau V.8 et la figure V.13.

{ Tableau V.8 : Teneur en FVT des extraits aqueux et ACOEt (gousses et graines) }

Teneur
Extrait aqueux Teneur Extrait ACOEt | (Mg EQ.g™* Ext sec)
(mg EQ.g™ Ext sec)
Graines 0,13 £ 0,045 Graines 0,90 £ 0,085
Gousses 0,05 + 0,004 Gousses 0,49 + 0,099
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0.9
0.9 -
0.8 -
0.7 -
0.6 - 0.49
0.5 -
0.4 -
0.3 7 0.13
0.2 1 0.05 '
> ~w Y
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Ext AQ Gs Ext AQ Gr Ext AcOEt Gs Ext AcOEt Gr
Teneur en FVT (mg EQ.g™* Ext sec) des extraits aqueux et
AcOEt (gousses et graines)

[ Figure V.13 : Composition en FVT des extraits aqueux et ACOEt (gousses et graines) ]

Les resultats précedant, montrent clairement que la quantité des flavonoides notée dans
Iextrait ACOEt des graines avec une valeur (0,90 + 0,085 mg EQ.g* Ext) est plus élevée que
celle enregistrée dans I’extrait AcOEt des gousses avec une valeur (0,49 + 0,099 mg EQ.g*
Ext). Ceci confirme nos résultats obtenus précédemment qui ont montrés que ’extrait AcOEt
des graines est le plus riche en flavonoides. D’autre part, les petites valeurs des teneurs en
FVT des extraits aqueux des graines (0,13 + 0,045 mg EAG.g* Ext) et gousses (0,05 = 0,004

mg EAG.g! Ext) témoignent également nos constats.

Nos résultats sont aussi significativement élevés, surtout au niveau de I’extrait AcOEt
des graines, par rapport aux teneurs trouvés dans les pulpes et graines de Jijel, Tlemcen et
Blida avec les valeurs (0,44 mg/g, 0,52 mg/g), (0,23 mg/g, 0,32 mg/g) et (0,22 mg/g, 0,2
mg/g) respectivement (Figure V.14).



CHAPITRE V Résultats et Discussion 101

0.9
o 0.9 - ‘
x
W 0.8 -
,59 0.7 -
J 06 - » 0.52 0.49
oo . . |
& 0.5
£ 04 - 0.32
£ 03 - 0.23 0.22 0.2
L 0.2 - ‘ 0.13
S o1 - 0.05
5 0 » A L7 Origine
g ' ' . ' . ' ' ' N ' ' ' des produits
R SR A O, SO SO Y
< e & D <F F W oy
O P » & ¢ e 3 &
& & ] I L (9@\ C\'“\Q & & &
QQ\ (’><b\ ‘;(b \,’b(\ & O
Q Qc, rbo 'b(\
&P ® & &
2 e & &
R & C G
> (] (3
& N N\
] e

Figure V.14 : Teneur en FVT en mg EQ.g™ Ext des pulpes et des graines de caroube
de différentes oriaines

V.2.7. 4.Evaluation de I’activité anti-oxydante

L’activité anti-oxydante des extraits ACOEt et Aq obtenus a partir des graines et gousses
de la caroube de la région de Constantine a été évaluée contre le radical libre DPPH en
présence d’un antioxydant standard qui est 1’acide ascorbique (0,03 £ 0,02 mg/ml). Les
résultats sont exprimés en ICso, représente la concentration efficace de 1’extrait capable de
piéger 50 % des radicaux DPPH, dont la valeur la plus basse correspond a I’activité la plus
forte.
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Ces résultats sont présentés dans la figure V.15 :
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Figure V.15 : Activité anti-oxydante des extraits ACOEt (Gs et Gr) et Aq (Gr) de la
caroube de la réaion de Constantine

Les valeurs d’ICso calculées pour chaque extrait et standard sont réunies dans le tableau

suivant :
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[ Tableau V.9 : Valeurs d’ICsp calculées pour chaque extrait et standard ]
; Acide
Extrait/Standard .
AcOEt (Gr) | AcOEt (Gs) AQ (Gr) ascorbique
I1Cs0 (mg/ml) 0,02 0,018 0,2 0,03

Les résultats obtenus aprés mesure de ’activité anti-oxydante révelent que les deux
extraits ACOEt (Gs et Gr) ont manifesté un pouvoir antioxydant important que celui de
I’extrait aqueux des graines avec des concentrations d’inhibition a 50 % de 0,018 g.ml?%, 0,02
g.mlt et 0,2 g.ml! respectivement. Ce résultat peut étres expliqué par la richesse des extraits
AcOEt en composés phénolique notamment les flavonoides. 1l est a signaler qu’aucun effet

antioxydant n’a été détecté de 1’extrait aqueux des gousses.

En plus, nos résultats sont plus significatifs en comparaison avec ceux donnés toujours
par (Gaouar ; 2011) qui a trouvé un ICso de I’ordre (1,69 ; 1,89 et 1,48 mg/ml) des pulpes de
la caroube des régions Blida, Tlemcen et Jijel respectivement. Des mémes valeurs, a peu pres,

sont trouvés pour les graines (1,61 ; 1,41 et 1,34 mg/ml).
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Conclusion générale

Le présent travail rapporte une étude phytochimique et biologique réalisées sur les
différents extraits obtenus a partir des gousses et les graines de la caroube, récoltée dans la
région d’El khroub (Constantine). Au cours de cette étude, I’analyse de leur contenu chimique
nous a permis, de caractériser la présence de différentes familles de composeés: polyphénols
(flavonoides, tanins condensés et hydrolysables), alcaloides, saponosides et en moyenne

teneur en stérols, triterpenes et huile essentielle.

Cette étude nous a permis également d’établir la teneur en matiére graisse, en fibre et en
matiere minérale de caroube, dont leurs valeurs sont respectivement (Gr : 2% ; Gs :1%), (Gr:
2,5% ; Gs:5%)et(Gr:4,85%;Gs: 6,38%).

L’extraction solide-liquide, en utilisant un protocole d’extraction générale, de la poudre
séche de caroube, a permis d’obtenir les extraits : EP (Gr =2 % ; Gr = 0,6 %), CH2Cl (Gr
=1,6 % ; Gr=1,8 %), AcOEt (Gr =2 % ; Gr = 1 %) et aqueux (Gr =2 % ; Gr = 6,4 %). Les
CCM réalisées sur ces extraits dans différents systemes de solvants, mettent en relief la
richesse relative des extraits acétate d’éthyle et aqueux en métabolites secondaires, d’ou notre
intérét a les soumettre a des analyses chimiques et biologique en vue de déterminer leur teneur
en composes chimiques (polyphénols, Flavonoides, sucres totaux) ainsi que leur pouvoir

antioxydant.

En conséquent, les résultats obtenus ont montrés les teneurs suivants : en ST des extraits
aqueux (Gr: 44,8 mg EGlc.mg? Ext; Gs: 65,13 mg EGlc.mg? Ext), en PPT des extraits
AcOEt (Gr : 443 + 0,092 mg EAG.g! Ext ; Gs: 6,16 + 0,064 mg EAG.g™ Ext) et les
extraits aqueux (Gr : 3,86 + 0,037064 mg EAG.g! Ext; Gs : 1,09 + 0,001 mg EAG.g™ Ext) et
enfin en FVT des extraits ACOEt (Gr : 0,90 + 0,085 mg EQ.g Ext; Gs: 0,49 + 0,099 mg
EQ.g 1 Ext) et les extraits aqueux (Gr : 0,13 + 0,045 mg EAG.gt Ext; Gs: 0,05 + 0,004 mg
EAG.g?! Ext). En ce qui concerne Iactivité anti-oxydante, a été évaluée par la méthode de
piégeage de radical libre DPPH. Les deux extraits ACOEt (Gs et Gr) ont manifesté un pouvoir
antioxydant important par rapport & celui de I’extrait aqueux des graines avec des valeurs
d’ICso de I’ordre de 0,018 g.ml%, 0,02 g.ml? et 0,2 g.ml* respectivement. 1l est & signaler
qu’aucun effet antioxydant n’a été détecté de I’extrait aqueux des gousses. Ceci peut

s’expliquer par I’absence des composés phénoliques dans cet extrait.

Selon nos résultats, comparés avec ceux donnés par la littérature, la caroube choisie

pour cette étude, récoltée dans la région d’El khroub, est jugée de bonne qualité.
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Résumé
L’objet de ce travail repose sur I’évaluation de la composition chimique de caroube

algérienne, récolté dans la région d’El khroub (Constantine), et 1’estimation de son pouvoir

antioxydant et par suite de confronter nos resultats avec ceux des études précédentes.

En effet, la détermination de la composition chimique de notre espéce a montré clairement la
présence des teneurs assez importantes en fibres, matieres minérales et en matiéres grasses.
D'autre part, la caractérisation quantitative des sucres totaux des l'extraits aqueux de caroube a

révélé que ’extrait aqueux des gousses renferme une quantité plus élevé que celle des graines.

La teneur en polyphénols totaux (PPT) et flavonoides totaux (FVT) a été effectuée sur les
extraits aqueux et AcOEt des graines et des gousses par les methodes de Folin-Ciocalteu et
trichlorure d’aluminium (AICl3) respectivement. Les résultats obtenus confirment la richesse de

caroube en composés phenoliques.

D’aprés les résultats obtenus, de 1’évaluation de ’activité anti-oxydante in vitro des extraits
(AcOEt et AQ) obtenus a partir des gousses et des graines de la plante Ceratonia siliqua L.,
réalisée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH, nous pouvons deduit que les extraits

testés sont pourvues d’un pouvoir antioxydant intéressant.

Mot clés: Ceratonia siliqua L.; activité anti-oxydante; polyphénols totaux ; sucres totaux ;

flavonoides totaux
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Abstract

The aim of this work is to evaluate the chemical composition of Algerian carob, which

harvested in the region of El khroub (Constantine), and to estimate its anti-oxidant property in

order to compare our results with those of previous studies.

In fact, the determination of the chemical composition of our species has clearly shown the
presence of fairly high levels of fiber, mineral matter and fat estimated for seeds. On the other
hand, the quantitative characterization of the total sugars of the aqueous extract revealed that the

aqueous extract of the pods contains a higher quantity than that of the seeds.

The total polyphenols (TPP) and total flavonoids (TFV) content in the following extracts,
EtOAc and aqueous (seeds and pods) was carried out by using Folin-Ciocalteu and aluminum
trichloride (AICI3) methods. The obtained results confirm that carob is rich in phenolic

compounds.

According to the results obtained after the evaluation of anti-oxidant activity of EtOAc and
aqueous extracts of Ceratonia siliqua L. plant, which was carried out by the method of DPPH
free radical scavenging, we can deduce that the extracts tested are provided with an interesting

antioxidant power.

Key words: Ceratonia siliqua L.; Antioxidant activity; total polyphenols, total sugars; total

flavonoids



