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Résumeé

Ceratonia siliqua L est un arbre fruitier mediterranéen qui appartient a la famille des Iégumineuses
(Fabacées), il posséde une importance écologique, socio-économique et thérapeutique.

L'objectif de cette étude est I'évaluation de l'activité anti-oxydante des extraits aqueux et
méthanoliques de I’écorce et du fruit de Ceratonia siliqua.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et des
flavonoides par la méthode au trichlorure d’ammonium montre la richesse de 1’extrait méthanolique
de I’écorce en polyphénols ( 205.125 pg EAG/mg ) et I’extrait méthanolique de fruit en flavonoides
(15.53 pg EQ/mg).

L’évaluation quantitative du pouvoir piégeur des extraits vis-a-vis du DPPH montre que I’extrait
méthanolique de I’écorce est le plus actif avec une IC50 de 1’ordre de 0,4493 mg/ml, cette activité
est similaire a celle de la vitamine C.

Par ailleurs, le test de blanchissement du -caroténe révele que 1’extrait méthanolique de I’écorce est
le plus actif avec une inhibition de 83,048%.

L’activité antioxydante des extraits de caroubier est testée sur des globules rouges, 1’extrait
méthanolique des fruits est le seul extrait qui a exercé un effet protecteur contre I’hémolyse

oxydative induite par le peroxyde d’hydrogene.

Mots clés : Ceratonia siliqua L, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, hémolyse

oxydative.



Summary

Ceratonia siliqua L is a mediterranean fruit tree which belongs to the family of legumes (Fabaceae),
it has ecological, socio-economic and therapeutic importance.

The objective of this study is the evaluation of the antioxidant activity of the aqueous and
methanolic extracts of the bark and the fruit of Ceratonia siliqua.

The quantitative estimation of total polyphenols by the Folin-Ciocalteu method and of flavonoids by
the ammonium trichloride method shows the richness of the methanolic extract of the bark in
polyphenols (205.125 ug EAG/mg) and the extract methanolic fruit in flavonoids (15.53 ug EQ/mg).
The quantitative evaluation of the trapping power of the extracts with respect to DPPH shows that
the methanolic extract of the bark is the most active with an 1C50 of the order of 0.4493 mg/ml, this
activity is similar to that of vitamin C.

Moreover, the B-carotene bleaching test reveals that the methanolic extract of the bark is the most
active with an inhibition of 83.048%.

The antioxidant activity of carob extracts is tested on red blood cells, the methanolic extract of the
fruits is the only extract that exerted a protective effect against oxidative hemolysis induced by

hydrogen peroxide.

Key words : Ceratonia siliqua L, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, oxidative

hemolysis.
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Introduction

Aujourd’hui le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un nouveau
concept, dit du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne contrle plus la
présence excessive des radicaux oxygénés toxiques. Actuellement, il est bien admis que méme si
un stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il est potenticllement impliqué dans de
nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou associé a des complications lors de leur
évolution. Ce facteur d’inflammation et de mutagenése est considéré comme une des principales
causes du cancer et jouerait un rdéle dans la maladie d’Alzheimer, comme dans plusieurs
affections plus courantes telles que les maladies cardio-vasculaires, les accidents cérébraux vasculaires,

I'arthrite rhumatoide ou les cataractes (Alain Favier, 2003).

L’appellation espéces oxygenées réactives (EOR) inclut les radicaux libres de 1’oxygéne
(radical superoxyde 027, radical hydroxyle HO’, monoxyde d’azote NO, etc...) mais aussi certains dérivés
réactives non radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que le peroxyde d’hydrogéne H,O; et le
peroxynitrite NO3— (Halliwell et Whiteman, 2004). Un radical libre est une espéce caractérisée par une
instabilité et /ou un pouvoir oxydantfort, il se différencie par la présence d’un électron non apparié sur la couche

électronique la plus externe (Akroum, 2011).

Les sources endogenes des radicaux libres comprennent la chaine respiratoire dans les mitochondries, les
réactions immunitaires, les enzymes telles que la xanthine oxydase (XO) et I'oxyde nitrique synthase (NOS)
I'oxydation meédie par les métaux de transition (Lykkesfeldt J, 2007), la gamme variée de sources exogenes de
ROS englobe les rayonnements ionisants ( rayons X) et non ionisants, les polluants, les gaz toxiques naturels
tels que l'ozone (O3z), les médicaments et les toxines (Pandey et Risvi, 2009; Pandey et Risvi, 2010).

Un antioxydant est une molécule capable d'inhiber I'oxydation d'une autre molécule. 1l brise la chaine de
réactions des radicaux libres en sacrifiant leurs propres électrons pour nourrir les radicaux libres, sans devenir
eux-mémes des radicaux libres. Afin de combattre et de neutraliser les effets délétéres des ERO, diverses
stratégies antioxydants existent, soit en augmentant les défenses enzymatiques antioxydants endogeénes, soit en
renforcant les défenses non enzymatiques par des moyens diététiques ou pharmacologiques (Dontha , 2016).

Les principales enzymes antioxydants sont le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion
peroxydase (GPX). Les antioxydants non-enzymatiques renferment des substances endogénes comme le
glutathion, la bilirubine 1’acide urique et des substances exogénes apportées par 1’alimentation comme la

vitamine E, la vitamine C, les caroténoides et les polyphénols (Pincemail et al., 2002).
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Le butylhydroxyanisol (BHA) et le butylhydroxytoléne (BHT) sont les antioxydants synthétiques
lipophiles les plus fréquemment utilisés comme conservateurs a faible concentration dans les produits
cosmétiques et alimentaires afin de protéger les lipides du rancissement. Les risques et les effets néfastes de ces
antioxydants ont été questionnés au cours des derniere années et la nécessitée de les substituer par des
antioxydants naturels, issus de plantes médicinales, est apparente. Les antioxydants naturels sont donc une
alternative intéressante en raison de leurs variétés de structures et d'interactions chimiques, ainsi que des
nombreuses activités biologiques qu'ils possédent. En s’appuyant sur cette vision, il est indispensable
d’intensifier I’effort de recherche pour développer de nouvelles molécules biologiquement actives a partir de

plantes.

Aujourd’hui, de nombreux travaux menés dans le domaine de la pharmacologie, montrent que les plantes
utilisées en médicine traditionnelle et qui ont été testées sont souventd’une part, des plantes efficaces dans le
modéle pharmacologique et d’autre part seraient dépourvues de toxicités a certaines doses (Francois, 2010).
Parmi les potentialités biologiques reconnues des plantes, I'activité antioxydante présente un intérét de plus en
plus grandissant a cause des roles importants que jouent les composes antioxydants, retrouvés au niveau des

plantes, dans le traitement et la prévention des maladies du stress oxydant (Sahabi, 2009).

Les Fabaceae ou légumineuses constituent une des plus grandes familles des plantes a fleurs les plus
connue, avec plus de 730 genres et 19 400 espéces, réparties aussi bien en milieutempéré que tropical (Sylvie,
2011). Le caroubier ou Ceratonia sliliqua L est un arbre fruitier méditerranéen qui appartient a la famille des
légumineuses (Fabacées). Il est utilisé depuis I'Antiquité pour ses fruits (les caroubes), pour I'nomme et le
bétail. Son nom générique Ceratonia vient du grec et signifie « petite corne » (en référence a ses caroubes,
gousses en forme de cornes a maturité). Le nom d'espece, siliqua, désigne en latin une silique, ou gousse.
(Abdullatif, 2017).

Ceratonia siliqua L atteint une taille de 15 a 17 métres et une duréede vie de 200 a 500 ans (Gillet,
2018). Les feuilles de Ceratonia siliqua L sont assez grandes (10 a 20 cm), composées de 4 a 10 folioles ovales
opposées, de couleur verte luisantes a la face supérieure et vert pale a la faceinferieure.
Ceratonia siliqua L, perte ses feuilles tous les deux ans, au mois de Juillet (Benamaret al, 2011). Les fleurs sont
groupées en grappes latérales possédent une couleur pourpre et parfois rougeatre. La morphologie florale chez
Ceratonia siliqua L est tres complexe dont on peut distinguer des inflorescences male (Simon, 2010) avec des
étamines courtes ou bien longues, des inflorescences femelles avec des étamines rudimentaires, des
inflorescences hermaphrodites a floraison a lieu en automne c’est pour ¢a cette espéce considérée comme la

seule dansla région méditerranéenne qui fleurisse en été (Benamar et al, 2011).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Antiquit%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nom_binominal
https://fr.wikipedia.org/wiki/Latin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Silique
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La gousse de Ceratonia siliqua L est principalement composée de deux éléments : la pulpe et les graines.
Elle nécessite 9 a 10 mois pour atteindre la maturité (Batlle et Tous, 1997). La gousse possede une couleur
verte avant la maturité, et devient brune foncée a noire et parfumeées aprés la maturité (Haddarah, 2013). Les
graines sont ovoides, rigides, d’une couleur qui dépend de la variété, elle peut-&tremarron ou rougeétre (Batlle
et Tous, 1997). Ceratonia siliqua L posséde une écorce lisse et grise lorsque la plante est jeune ; et bruneet
rugueuse a 1I’age adulte (Ait Chitt et al, 2007).

Ceratonia siliqua L est un arbre d’importance écologique, socio-économique, et industriel. Dans en
terme de produits, I’arbre et ses composants (feuille, fleurs, écorce et racines) sont utiles (El kahkahir, 2016).

Depuis longtemps, 1’écorce et les feuilles ont ét¢ utilisées dans la médecine traditionnelle en Tunisie et
Turquie pour traiter les maladies laxatives, diurétiques, anti-diarrhéique et pour le traitement de la gastro-
entérite des bébés (Aboura, 2018).

L'utilisation de Ceratonia siliqgua L comme ingrédient alimentaire par les industries pharmaceutiques et
alimentaires pourrait étre développée. De nombreux fabricants agroalimentaires utilisent la farine de pulpe de
Ceratonia siliqua L comme additif (E410), comme substitut du cacao dans les patisseries et la créme glacée.

La richesse de la pulpe et des graines de caroube en éléments minéraux reflete I'importance accordée a
cet aliment depuis longtemps pour la nutrition animale et humaine (El bouzdoudi, 2017).

De plus, leur pulpe est riche en sucre total (48-56%), et dans certains pays le sirop de caroube est une boisson
populaire, obtenue a partir de croquettes de caroube avec de I'eau (MohammedYahya et al, 2017).

Ceratonia siliqua L est utilisée aussi dans les industries cosmétiques pour ses propriétés épaississantes,
émulsifiantes et stabilisantes (Addarah, 2013).

Ceratonia siliquaL est une espece qui présente un réservoir potentiel de molécules naturelles bioactives,
elle contient également des composés phénoliques qui lui conferent différents rélesbiologique (Dallali et al
,2018). Des tannins condensés insolubles, terpenoides (stérole), alcaloides, quinones (Klonew et al. 2007 ;
lachkar et al 2016).

Des acides phénoliques (acide coumarique et I’acide gallique) sont identifient dans les extraitsdes pulpes
(Fedal et al, 2011). Des flavonoides qui sont des (flavones, flavonoles, flavonones, isoflavones) (Metrouh,
2009). Les gousses et les graines de Ceratonia siliqua sont riches en glucides, fibres alimentaires, les matieres

grasses et les protéines (Gaouar, 2011).
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Dans le cadre de la recherche des antioxydants naturels s’inscrit le présent travail, dont 1’objectif
essentiel est I’évaluation de 1’activité antioxydante de Ceratonia siliqua.

Cette etude englobe deux volets :
- Le premier est d’ordre phytochimique basé principalement sur I'extraction, la détermination de la teneur en
polyphénols et en flavonoides des différents extraits obtenus a partir de 1’écorce et des fruits du caroubier.
- Le second est consacré a I’évaluation de l'activité antioxydante des extraits par le test de DPPH,

blanchissement de B caroténe et I’hémolyse oxydative induite par le peroxyde d’hydrogéne.
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1. Matériels

Le caroubier ou Ceratonia sliliqua L appartient a la famille des légumineuses (Fabacées).
Il est un arbre ou arbuste dioique a feuilles persistantes et de croissance lente qui pousse dans la région
méditerranéenne.
Selon (Cronquiste, 1981) Ceratonia siliqua apartient au :

Régne : plantae

Sous —regne : Tracheobionta (plante vasculaire).

Embranchement : spermaphytes.

Sous-embranchement : Magnoliophyta (Angiosperme)

Classe : Magnoliopsida.

Sous-classe : Rosidae.

Ordre : Fabales.

Famille : Caesalpiniaceas.

Sous —famille : Caesalpinioideas.

Genre : Ceratonia.

Genre espece : Ceratonia siliqua L.

Figure 1. L’arbre du caroubier
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1.1. Matériel végétal

La récolte de I'écorce de tronc de Ceratonia siliqua a été effectuée en mars 2022 au niveau de la
commune de Djaafra de la wilaya de Bordj Bou Arrerid;.
Le fruit de Ceratonia siliqua est acheté d’une épicerie en mars 2022 au niveau de la commune de El

Achir de la wilaya de Bordj Bou Arreridj qui va servira a la la préparation de I’extrait AQ et ME.

£Photo prise par

Figure 2. L’écorce et la poudre de fruit de Ceratonia siliqua

Distribution géographique du caroubier
Selon Hillcoat et al., 1980 le caroubier se trouve a I'état sauvage dans les régions
méditerranéennes de I'Est, (Chypre, Egypte, Palestine, Jordanie, Liban, Libye, Arabie
saoudite, Syrie, Tunisie, Turquie).
Cependant il est cultivé en Algérie, Argentine, Australie, Chili, Croatie, France, Gréce,
Inde, Indonésie, ltalie, Malte, Maroc, Mexique, Pakistan, Portugal, Espagne, Etats-Unis
d'’Ameérique et Venezuela (Figure 3).
En Alggérie, le caroubier est cultivé dans 1’Atlas Saharien (Quezel et Santa, 1962) ou la
température varie entre 5°C et 20°C et la pluviométrie de 80mm/an a 600mm/an (Rebour,
1968).

Figure 3. Distribution géographique du caroubier dans le monde (Batlle et Tous, 1997)
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1.2. Appareillage et produits chimique :

Pour realiser cette étude, on a utilisé un ensemble d’équipements, de
verreries,d’appareillages et de produits chimiques :
Produits :
Trichlorure d’aluminium AICI3
Les étalons poly-phénoliques (quercétine, acide gallique).
Acide ascorbique.
Méthanol
Carbonate de sodium (Na,COs).
Folin-ciocalteu
DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle).
B-caroténe
Acide linoléique
Chloroforme
Tween 40
Chlorure de sodium NaCl
Peroxyde d’hydrogene H202
Hydrogénophosphate de sodium Na2HPO4

N N N N N N N N S N N N N N

Dihydrogénophosphate de sodium NaH2PO4

Appareils et verreries :

Rota vapeur (BUCHI).

Spectrophotométre UV-visible (SHIMADZU : UV mini — 1240).

Etuve.

Agitateur magnétique.
Vortex.

Micropipettes

Balance de précision.

Plagque chauffante.
Centrifugeuse de laboratoire.

pH-metre

S N N N N N N N NN

Différents verreries (ballon, tube, bécher, entonnoirs, erlenmeyer...etc).
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2. Méthodes

2.1. Préparation de matériel végétal
2.1.1. Broyage et tamisage

Une fois que 1’écorce de la plante est bien séchée, elle est broyée a I’aide d’un mortier, puis
tamisée a 1’aide d’un tamiseur. La poudre de 1’écorce récupérée a été conservée dans un
récipient en verre a I’obscurité et a une temperature ambiante pour utilisation ultérieure.

La poudre de fruit achetée a été aussi conservée dans un récipient en verre dans les mémes

conditions que 1’écorce.

2.2.  Preéparation de I’extrait brut

2.2.1. Préparation de I’extrait methanolique

Une quantité de 15 g de la poudre est mise a macérer dans 150 ml de méthanol, sous agitation
douce pendant 30 min et lisse dans la réfrigération pendant 24h. L’extrait alcoolique est récupéré
aprés filtration du mélange a 1’aide d’un papier filtre, le méthanol est éliminé du filtrat par
évaporation sous pression réduite dans un rota-vapeur (BUCHI). L'extrait est séché dansl'étuve
a 37C° pendant 2 jours.

Figure 4. Extraction par macération a I’aide d’un solvant méthanolique
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SN/ oo ) Y=

SN W ous A2

="

Figure 5. Evaporation du solvant au Rotavapeur

2.2.2. Préparation de I’extrait aqueux
L’extrait aqueux est préparé par décoction de 15g de la poudre de Ceratonia siliqua dans
150ml d’E.D, pendant 10 min a température élevée. L’extrait aqueux est récupéré dans un
premier temps apres filtration du mélange a 1’aide d’un papier filtre. L’extrait est séché dans

I'6tuve a 37C° pendant 2 jours .Permettant ainsi d’obtenir un extrait caractérisé par une couleur

brune foncée, qui est consideré comme étant 1’extrait brut.

Figure 6. Extraction par décoction a I’aide d’eau distillé
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Calcul de rendement
Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d'extrait
brute et celle de la plante séche en poudre.

Il est calculé par la formule suivante :

Rdt = (PB/PA) x 100
PB : poids d'extrait brut
PA : poids de la plante seche en poudre en lever

2. 3. Analyse des extraits de Ceratonia siliqua

2.3.1. Dosage des composés phénoliques

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu selon (Li et al., 2007).

Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040). Il est réduit,
lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de molybdene
(Ribereau, 1968).

La coloration produite, dont I'absorption maximum & 765 nm, est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ghazi et Sahraoui, 2005).

ﬁ »

Figure 7. Changement de couleur due & une réduction du molybdat d’ammonium

(Jaune) par le noyau phénol (Bleu) (Agbor et al., 2014).
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Mode opératoire

Un volume de 1 ml de réactif de Folin (10% : 10 fois dilué) est ajouté a 200 ul d’échantillon ou
standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables, aprés 4 min, 800 ul d’une
solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel.

Apres 1.5 heures d’incubation a température ambiante et a I’obscurité, 1’absorbance est
mesurée a 765nm par un spectrophotomeétre. La concentration des polyphénols totaux est
calculée a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide
gallique (5-200 pg/ml) et est exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

2.3.2. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits aqueux et méthanolique de Ceratonia siliqua.

Principe

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 susceptible de
donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaundtre par chélation de ’ion Al*2.
La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans
I’extrait (Ribéreau-Gayon et Gautheret, 1968).

Figure 8. Réaction entre AICI3 + et les flavonoides ( Mbaebie,2012).

11
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Mode opératoire

A 1 ml d’échantillon (préparés dans le méthanol) est ajouté 1 ml de la solution d’AICI3 (2%
dans le méthanol). Aprés 10 minutes de réaction, 1’absorbance est lue a 430 nm.

La concentration des flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la
quercétine (1,5-40 pg/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

2.3.3. L’ Activité antiradicalaire

L’activité antiradicalaire de I’extrait méthanolique et de I’extrait aqueux de Ceratonia siliqua
évaluée en utilisant le Diphénylpicryl-hydrasyl (DPPH) comme un radical libre relativement
stable selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005).

Principe

Le 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre, stable et centré par 1’azote qui
porte un électron impair. Il est de couleur violette foncée. En présence d’antioxydants, il réagit
avec eux par lintermédiaire de deux mécanismes différents : une abstraction directe de
I'nydrogéne des groupes d'hydroxyles ou un processus de transfert d'électron, pour former un
produit final stable qui est le diphenyl-b-picrylhydrazine coloré en jaune et qui donne une
absorption forte a 517 nm (Choi et al., 2002).

R S o
' Nt - N . p—
:0 — i N\ 7 o ol Q

o ] \ -
:({,N{\ Y N——N :-}- AH  —— N <\ /§ N4 ~N -+ A

DPPH" DPPH-H
!
Radical DPPH La forme reduite de DPPH

Figure 9. Réduction du radical DPPH (Molyneux , 2004).
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Mode opératoire

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol. 50 pL des solutions d’extraits ou standards (acide ascorbique) sont ajoutés a 1950 pL
DPPH, les concentration des extraits dans le milieu réactionnel sont comprises entre (0-4mg/ml)
pour I’extrait écorce ED et (0-10 mg/ml) pour I’extrait fruit ED et entre (0-1 mg/ml) pour
I’extrait méthanol écorce et pour le fruit méthanol entre (0-5 mg/ml).

Alors que celles de I’acide ascorbique sont comprises entre (0-1,5mg/ml).

Le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport aucontrdle
négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517 nm.

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

%d’activité antiradicalaire = [(Abs517 controle—Abs échantillon517) / Abs 517contrdle] x 100

Figure 10. Réduction du radical DPPH : Passage de la couleur violette a la couleur jaune & 517 nm
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2.3.4. Test de blanchissement du B-caroténe

Dans ce test la capacité antioxydants des extraits est déterminée en mesurant 1’inhibition de la
dégradation oxydatif du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide linoléique selon
la méthode décrite par Kartal et al (2007).

L’émulsion de B-caroténe /acide linoléique est préparée par solubilisation de 2 mg de B carotene dans
1 ml du chloroforme, 25 ul de 1’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 sont additionnés, le chloroforme
est complétement évaporé au rotavapeur pendant 1min dans 35C°, par la suite 100 ml d’eau distillée
saturée en oxygene sont ajoutés, 1’émulsion résultante est agitée vigoureusement.

350 pL de solution d’extraits ou d’antioxydants de référence (vitamine C) solubilisé dans du méthanol (2

mg/ml) sont additionnés a 2,5 ml de I’émulsion précédente.

La cinétique de décoloration de 1’émulsion en présence et en absence d’antioxydant (controlenégatif
dans lequel I’échantillon est remplacé par 350ul de méthanol) est suivie a 490 nm a des intervalles de

temps réguliers pendant 48 heurs.

Les pourcentages d’inhibition de blanchissement de -caroténe ont été calculés par la formule suivante :

% d’inhibition = [(AbS E tza8n — Abs C t:48h) / (AbS C t=0h — Abs C t:48h)] X 100

Tel que :

ADS E (=4gn: Absorbance de I’échantillona T =48 h
Abs C (=4gn: Absorbance du contrdle négatif a T= 48h
Abs C -n: Absorbance du contréle négatif a T = Oh
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2.3.5. Test de I’hémolyse oxydative des érythrocytes induite par le peroxyde d’hydrogéne

L’effet protecteur des extraits de fruit et de I’écorce de caroubier contre I’hémolyse oxydative induite par le

peroxyde d’hydrogéne est évalué selon le protocole décrit par Manna et al. (2002) avec quelques modifications.

Prélevement sanguin et préparation de I I'hématocrite

Le sang humain utilisé dans ce test est obtenu par prélevement veineux au pli du code de volontaires seins et
non fumeurs. Le sang collecté dans un tube hépariné est centrifugé a 3900rpm/12min/ & température ambiante,
apres élimination du plasma, le culot est lavé deux fois par un tampon phosphate (NaCl 125 mM, phosphate de
sodium 10 mM, pH 7,4). Pendant chaque lavage, la suspension est homogenéisée par un simple retournement
du tube. Le surnageant et la couche d’interface sont éliminés juste aprés la centrifugation. A I’issue de la
derniére centrifugation le culot cellulaire obtenu est dilué avec le méme tampon phosphate pour obtenir un

hématocrite de 2%.

Mode opératoire

200ul d’extrait (2mg/ml) sont ajoutés a 200ul de la suspension érythrocytaire préalablement préparée,
mélangée avec 100ul de 1’H,0, (3 mmol/L) dissous dans PBS. Aprés 90 min d’incubation a 37C°, 8 ml de PBS
sont ajoutés au milieu réactionnel. Le mélange réactionnel est centrifuge a 3900rpm/12min/ a température
ambiante et I’hémolyse (libération d’hémoglobine) est évaluée en mesurant 1’absorbance du surnageant a 540
nm. Le tube contrble contient le méme milieu réactionnel sauf 1’extrait qui est remplacé par le méme volume de
PBS.

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse (IH) est calculé a partir de I’équation suivante :

% IH = [(AbS controle(-) — Abs échantillon)/ Abs contr(")le(-)]-k:l-OO

L i —— =

Figure 11. Solution de globules rouges et centrifugeuse de laboratoire nécessaire pour la réalisation

de test de I’hémolyse oxydative
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1. Préparation des extraits méthanoliques et aqueux de Ceratonia siliqua
La préparation des extraits bruts a partir de fruit et de 1’écorce de caroubier
a été effectuée par macération. En utilisant deux solvants différents le méthanol et
I’eau distillée pour chaque partie. Quatre différents extraits ont été obtenus :
I’extrait méthanolique de fruit (EMET), I’extrait aqueux de fruit (EAQT), I’extrait

méthanolique de 1’écorce (EMES) et I’extrait aqueux de 1’écorce (EAQS).

Les résultats obtenus montrent que le rendement des extraits de 1’écorce et du fruit de
Ceratonia siliqua varie en fonction du solvant utilisé (Tableau 1). Pour le fruit, I’extrait aqueux
(44%) et I’extrait méthanolique (44,2%) présentent un rendement presque similaire.

En outre, I’extrait méthanolique de I’écorce présente le rendement le plus élevé (17%) par rapport
a I’extrait aqueux de 1’écorce (12.06%). L’extraction par deux solvants différents, permet de
séparer les composants qui se trouvent dans 1’écorce et dans le fruit de la plante a étudier, selon

leur degré de solubilité dans le solvant approprié (Hagerman et al .,2000).

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi
que les conditions dans lesquelles 1’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent
tous le contenu total en métabolites secondaires, et par conséquent affecte les activités

biologiques médiées par ces métabolites (Lee et al.,2003).

Tableau I . Aspect, couleur et rendement des extraits aqueux et méthanolique de 1’écorce

et de fruit de Ceratonia siliqua

Extrait Aspect Couleur Rendement
E ME fruit Poudre @ @ 44.2%
Brun foncé

E AQ fruit Poudre @ 44%

Marron caramel

E ME écorce Poudre @ @ 17%

Brune foncée

E AQ écorce Poudre 12,06%

Marron caramel
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2. L’analyse quantitative des composés phénoliques des extraits de 1’écorce et du fruit
de Ceratonia siliqua
Afin de caractériser les extraits prépares a partir de Ceratonia siliqua, un dosage de
polyphénols totaux et des flavonoides a été effectué. La raison principale pour le choix de
ces substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydantes des plantes
sont attribuées a ces composés (Zhang et al., 2016).
La meéthode du dosage des polyphénols totaux est celle de Folin—Ciocalteu.
L’acide gallique (figure 12) a été utilisé comme standard, alors que le dosage des
flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium, en utilisant comme

standard la quercétine (figure 13).

Les résultats des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits sont

résumés dans le le tableau I1.

Tableau Il. La teneur en composés phénoliques et en flavonoides des extraits de

Ceratonia siliqua

Extraits Polyphénol® Flavonoides®™
E ME fruit 89.71 £30.50 15.53 +3.474
E AQ fruit 24.97 £2.83 2.927 £0.759

E ME écorce 205.125 +0.883 7.62 £0.837
E AQ écorce 172.37 £18.119 7.42 £0.611

@ g d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait.
® :ng d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait.

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures + SD.
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Absorbance a 765 nm

y =0,0064x + 0,3514

1.2 7 R? = 0,9829

0,8 -

0,6 -

0,2 -

0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentration(pug/ml)

Figure 12. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (moyenne + SD de deux essais).

Absorbance a 430 nm

1,6 -
y =0,0324x + 0,0801
1,4 - R?=0,9889

0,6 -

Concentration(pg/ml)

Figure 13. Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de deux essais).
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Les résultats obtenus révelent que les extraits méthanolique et aqueux du fruit contient des
teneurs différentes en polyphénols (89.71 pg EAG/mg et 24.97 ng EAG/mg pour I’extrait EME et
EAQ respectivement) et des teneurs différente en flavonoides (15.53 ug EQ/mg et 2.92 ug EQ/mg pour
I’extrait EME et EAQ respectivement). Cependant les extraits méthanolique et aqueux de 1’écorce
contient des teneurs presque similaires en polyphénols ( 205.125 ug EAG/mg EME et 172.37 pg
EAG/mg EAQ) et en flavonoides (7.62 ug EQ/mg EME et 7.42 ng EQ/mg EAQ) .

Parmi les quatres extrait de Ceratonia siliqua, 1’extrait méthanolique de I’écorce represente I’extrait le plus
riche en polyphénols (205.125 pg EAG/mg). Par contre, 1’extrait méthanolique de fruit est le plus riche en
flavonoides (15.53 pg EQ/mg).

L’¢tude faite par Custodio et al (2013) sur le dosage des polyphénols dans I’ écorce jeune du caroubier
montre une quantité tres forte de polyphénols ( le rendement de 1’extrait méthanolique est égale a 23,8
mg/gMS).

En outre, I’étude réalisé par Fadel et al (2011) sur la pulpe du caroubier montre des teneurs plus élevés en

composés phenoliques ( 1’acide coumarique 20,52 +8,76% , I’acide gallique 17,8 + 9,06% ).

Toutefois, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, car le rendement n’est que
relative et semble étre 1i¢ aux propriétés génétiques ainsi qu’a 1’origine géographique, aux conditions et a la
durée de stockage, de la récolte et aussi aux méthodes d’extraction appliquées (le type de solvent, température

et duré d’extraction, le rapport soluté solvant).
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3. L’ activité antioxydante

3.1. Effet scavenger du radical DPPH

L’activité antioxydant des quatre extraits aqueux et méthanolique de 1’écorce et de fruit de Ceratonia
siliqua vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical

qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune a 517nm.

Le DPPH (diphényl picrylhydrazyl) est un radical libre organique, toujours utilisé comme un réactif pour
évaluer I’activité anti radicalaire des antioxydants (Hidayat et al., 2017).1l est caractérisé par son adaptation a
plusieurs échantillons dans une courte durée, aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des

basses concentrations, a cet effet, il a été employé pour le criblage des activités anti radicalaires des extraits

végétaux (Yi et al.,2008).

Les profils d’activité anti radicalaire obtenus (Figure 14) révelent que les extraits de Ceratonia siliqua

possédent une activité anti radicalaire dose dépendante.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, le parametre 1C50 est calculé.
L’IC50 est inversement li¢ a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité d’antioxydants
nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre de 50%.
Plus-la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante est élevée (Pokorny et Ai., 2001).

Les valeurs d’IC50 trouvées pour les extraits étudiés sont représentées dans la figure 15.
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Figure 14. Activité anti radicalaire de 1’extrait aqueux, méthanolique et acide ascorbique

6 1IC50 :
EAQ fruit : 5,3854 mg/ml

5 - EME fruit : 1,6603 mg/ml
EAQ écorce : 1,837 mg/ml

4 - EME écorce : 0,4493 mg/ml
ASC : 0,43 mg/ml

2 .

1 | . .

0 ‘ ‘ B  mEm

EAQ fruit EME fruit EAQ écorce  EME écorce Acide
ascorbique

Extraits de Ceratonia siliqua

Figure 15 . Les concentrations efficaces a piéger 50% (IC50) du radical DPPH par les
extraits étudiés et 1’acide ascorbique

22



Résultats et discussion

Les résultats obtenus montrent une activité anti radicalaire considérables dans les deux extraits de fruit
de Ceratonia siliqua avec des IC50 de 1’ordre de 1.66 mg/ml et 5.38 mg/ml pour 1’extrait méthanolique et
aqueux respectivement.

L’extrait méthanolique de fruit est presque trois fois plus actif que I’extrait aqueux.

En outre, les extraits de 1’écorce de Ceratonia siliqua montre une activité importante supérieure a celle
des extrait de fruit avec des IC50 tres faible de I’ordre de 0.44 mg/ml et 1.83 mg/ml pour I’extrait
méthanolique et aqueux respectivement.

En comparaison avec la vitamine C qui a présenté une 1C50% de 0.43 mg/ml, I’extrait méthanolique de

I’écorce posséde une activité antioxydante similaire.
Ces résultats se concordent avec les travaux de Bakchiche et son équipe (2013) qui ont trouvé que ’extrait

méthanolique exerce une activité antioxydante plus élevée que I’extrait aqueux.

Cela s’explique probablement par la capacité élevé de méthanol a extraire les composés phénolique .
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3.2. Test de blanchissement du f-caroténe

Dans ce test I’oxydation de 1’acide linoléique génére des radicaux peroxydes, suite a 1’abstraction des
atomes d’hydrogeénes a partir de groupements méthylénes diallyliques de 1’acide linolé¢ique. Ces radicaux libres
vont par la suite oxyder le B-carotene hautement insaturé entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui
est suivie spectrophotométriqguement a 490 nm. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les
radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchissement du f-caroténe.

La cinétique de blanchissement du [3-caroténe en absence et en présence des extraits de Ceratonia siliqua, de
I’antioxydant standard (vitamine C) et les activités antioxydants relatives sont représentés dans les Figures 16
et17.

D’aprés ces résultats, il est évident que tous les extraits testés inhibent d’une maniére efficace 1’oxydation
couplée de I’acide linoléique et du B caroténe par rapport au contrdle négatif qui représente 100% de la

peroxydation.
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Figure 16. Cinétique de blanchissement du B-carotene a 490 nm en absence et en présence des
extraits de Ceratonia siliqua,et de I' acide ascorbique (chaque valeur représente la

moyenne de deux essais).
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Figure 17. Activité antioxydante relative des extraits de Ceratonia siliqua , de 1’acide ascorbique

dans le systéme B-caroténe/acide linoléique (les valeurs sont la moyenne de deux mesures + SD).

Les deux extraits méthanolique et aqueux de 1’écorce (83% et 72%) montrent la plus grande activité inhibitrice
suivi par 1’extrait méthanolique de fruit ( 48%).

Cependant I’extrait aqueux de fruit montre une faible activité ( 15%).

L activité des quatre extraits de caroubier est supéricure a celle de I’acide ascorbique (0,73%) .

La faible activité exercé par 1’acide ascorbique (vitamine hydrosoluble) s’explique par le paradoxe des
phénomeénes polaires comme il est décrit par Frankel et ses collaborateurs (1994). Etant donné que le test de
blanchissement du [ caroténe est similaire a un systtme d’émulsion de lipides dans 1’eau,
Frankel et Meyer (2000) ont proposé que les antioxydants apolaires exposent des propriétés
antioxydantes plus importantes car ils sont concentrés au sein de [linterface lipide-eau,
permettant ainsi de prévenir la formation de radicaux lipidiques et 1’oxydation du [-caroténe.
Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase aqueuse et sont ainsi moins
efficaces dans la protection des lipides.

Selon plusieurs auteurs, le test d’inhibition de I’oxydation de 1’acide linoléique couplée a celle du B-caroténe,
parait trés utile comme un modele mimétique de la peroxydation des lipides dans les membranes biologiques
(Ferreria et al., 2006).

L’importance de ce test, réside dans I’utilisation du $-caroténe comme agent colorant dans les boissons, ainsi sa

décoloration sera nettement a 1’origine de la réduction de la qualité de ces produits (Bougatef et al., 2009).
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3.3. Activité anti-hémolytique de Ceratonia siliqua :

L’hémolyse est un phénomene irréversible au cours duquel les hématies sont détruites et libérent leur
contenu cellulaire notamment 1’hémoglobine. Le degré d’hémolyse peut étre regulé soit par :

Des facteurs intracellulaires qui peuvent étre : 1’état de la membrane, le métabolisme énergétique intracellulaire,
la structure de I’hémoglobine.

Des facteurs extracellulaires : tels que le plasma, 1’état anatomique de 1’appareil circulatoire et 1’état
fonctionnel du systeme mononuclé phagocytaire (macrophages, monocytes et leurs cellules souches) (Aguilar,
2007).

Les érythrocytes constituent un mode¢le cellulaire trés adéquat pour I’étude du stress oxydant. En raison
de la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la concentration cellulaire élevée en oxygene
et en I’hémoglobine, ces cellules sont extrémement susceptibles aux endommagements oxydatifs (Arbos et al.,
2008 ; Cimen, 2008). L’exposition des érythrocytes a une attaque radicalaire conduit donc a la rupture de leurs
membranes plasmiques avec libération du contenu cellulaire mesurable a 540 nm.

Ce systéme cellulaire aurait pu étre trés utile pour 1’étude de 1’effet protecteur des extraits de I’écorce et
des fruits de caroubier contre I’hémolyse oxydative induite par le peroxyde d’hydrogéne. Cependant, ce test n’a
pas pu étre réalisé avec les extraits aqueux de fruit, les extraits aqueux et méthanolique de 1’écorce.. ;), car on a
constaté que ces extraits eux mémes provoquent une hémolyse importante des erythrocytes. avant 1’exposition a
I’attaque radicalaire. L effet hémolytique des extraits est probablement attribué a la présence des saponosides.

Ce résultats se concorde avec les travaux de Mebirouk-boudechiche et son équipe (2014) qui ont mesuré
les teneurs en composés primaires et secondaires des feuilles de neuf arboristes fourragers y compris Ceratonia
siliqua. Les résultats montrent que les feuilles du carobier posséde une activité hémolytique (22,5 %) avec une

teneur en saponines de I’ordre de 9,87 g équivalent diosgénine/kg MS).
Le seul extrait testé dans I’hémolyse oxydative induite par le peroxyde d’hydrogéne est I’extrait methanolique

des fruits. L’absorbance et le pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse de 1’ EM de fruit en fonction des

déférentes concentrations d’extrait sont portés sur la figure 18 et le tableau I11.
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Figure 18 :Absorbance de I’hémoglobine en fonction de la concentration de 1’extrait

méthanolique de fruit de Ceratonia siliqua

Les résultats obtenus révele que I’EM des fruits (4mg/ml) de Ceratonia siliqua exerce une inhibition faible

de I’ordre de 2,96 % . Cependant une inhibition plus élevé (9,74%) est obtenue avec 2mg/ml dextrait.

Tableau 111 : Pourcentage d’inhibition de I’hémolyse en fonction de la concentration de 1’extrait

méthanolique de fruit de Ceratonia siliqua

Concentration de I’extrait (mg/ml) Pourcentage (%0)
4 mg/ml 2,96
2 mg/ml 9,74
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Conclusion

Les plantes médicinales sont la source de la majorité des antioxydants naturels et elles restent encore sous
exploitées dans le domaine médicale et 1’industrie pharmaceutique. Sachant que les antioxydants sembleraient
de maniére significative a la prévention des maladies, le développement de nouveaux médicaments a base

d’antioxydants d’origine naturelle doit étre a 1’ordre de jour.

Ceratonia siliqua L ou familiérement connue sous le nom du Caroubier est I’une des plantes largement
cultivées dans la zone méditerranéenne, elle est largement cultivée pour son fruit, la caroube, a des fins

ornementales et industrielles.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu révéle la présence
des quantités importantes en polyphénols dans les deux extraits methanolique et aqueux de 1’écorce.
De méme, le dosage des flavonoides par la méthode d’AlCI3 montre que cette plante contient une quantité

raisonnable de flavonoides.

Le potentiel anti radicalaire des extraits a été déterminé par la méthode de réduction du radical libre 1,1-
diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) et les résultats montrent que ces extraits possédent des activités

antioxydantes différentes dont 1’extrait ME de I’écorce est le plus actif que les autres extraits.

Le test de blanchissement du B-caroténe a montré également que 1’extrait méthanolique et aqueux de 1’écorce
sont les extraits les plus actifs comme inhibiteurs de 1’oxydation de 1’acide linoléique couplée a celle du -

carotene.

Par ailleurs, 1’étude in vitro des extraits de 1’écorce et de fruit de Ceratonia siliqua contre I’hémolyse
oxydative des érythrocytes a indiqué que I’extrait méthanolique de fruit posséde un effet anti hémolytique, par

contre les extraits méthanolique et aqueux de 1’écorce et I’extrait aqueux de fruit ont une activité¢ hémolytique.

D’aprés les résultats obtenus, on peut conclure que les extraits de I’écorce et de fruit de Ceratonia siliqua
représentent une source naturelle prometteuse des molécules antioxydantes qui peuvent avoir des applications
thérapeutique et préventive, et comme perspectives on propose :

D’identifier les molécules responsables de 1’activité antioxydante par des méthodes plus performantes HPLC,
spectrométrie de masse.

De confirmer I’activité antioxydante par des études in vivo.
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Résumé

Ceratonia siliqua L est un arbre fruitier méditerranéen qui appartient a la famille des légumineuses (Fabacées), il posséde une
importance écologique, socio-économique et thérapeutique.

L'objectif de cette étude est I'évaluation de I'activité anti-oxydante des extraits aqueux et méthanoliques de I’écorce et du fruit
de Ceratonia siliqua.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et des flavonoides par la méthode au
trichlorure d’ammonium montre la richesse de I’extrait méthanolique de I’écorce en polyphénols ( 205.125 pg EAG/mg ) et
P’extrait méthanolique de fruit en flavonoides ( 15.53 pg EQ/mg ).

L’évaluation quantitative du pouvoir piégeur des extraits vis-a-vis du DPPH montre que I’extrait méthanolique de I’écorce est
le plus actif avec une IC50 de I’ordre de 0,4493 mg/ml, cette activité est similaire a celle de la vitamine C.

Par ailleurs, le test de blanchissement du -caroténe révéle que I’extrait méthanolique de I’écorce est le plus actif avec une
inhibition de 83,048%.

L’activité antioxydante des extraits de caroubier est testée sur des globules rouges, I’extrait méthanolique des fruits est le seul

extrait qui a exercé un effet protecteur contre I’hémolyse oxydative induite par le peroxyde d’hydrogéne.

Mots clés : Ceratonia siliqua L, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, hémolyse oxydative.

Summary

Ceratonia siliqua L is a mediterranean fruit tree which belongs to the family of legumes (Fabaceae), it has ecological, socio-
economic and therapeutic importance.

The objective of this study is the evaluation of the antioxidant activity of the aqueous and methanolic extracts of the bark and
the fruit of Ceratonia siliqua.

The quantitative estimation of total polyphenols by the Folin-Ciocalteu method and of flavonoids by the ammonium
trichloride method shows the richness of the methanolic extract of the bark in polyphenols (205.125 ng EAG/mg) and the
extract methanolic fruit in flavonoids (15.53 pg EQ/mg).

The quantitative evaluation of the trapping power of the extracts with respect to DPPH shows that the methanolic extract of
the bark is the most active with an 1C50 of the order of 0.4493 mg/ml, this activity is similar to that of vitamin C.

Moreover, the B-carotene bleaching test reveals that the methanolic extract of the bark is the most active with an inhibition of
83.048%.

The antioxidant activity of carob extracts is tested on red blood cells, the methanolic extract of the fruits is the only extract

that exerted a protective effect against oxidative hemolysis induced by hydrogen peroxide.

Key words : Ceratonia siliqua L, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, oxidative hemolysis.



