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Introduction

Introduction

L’oxygene est une molécule indispensable a labBaeeffet, il permet I'apport d’énergie

a I'étre humain par son role d’accepteur final efton au sein de la mitochondrie mais il est
fortement impliqué dans [linitiation du stress oamtl Ce dernier correspond a un
déséquilibre entre le taux de production des oxtgdancelui de leur dégradatiobe stress
oxydant peut étre délétere et entrainer des pajieslovariées dans certaines situations
('athérosclérose, les cancers, le diabéte de Bjpées maladies neurodégénératives, les
rhumatismales et autre@)ahlou et Bourhim, 2009) C’est pour cela que la recherche sur les
antioxydants dans les plantes s’est beaucoup d#w&to ces derniéres années, afin de
permettre de trouver les meilleurs antioxydantsitdss dans I'espoir de protéger notre santé

et méme guérir ces différentes maladies.

Le caroubier est un arbre fruitier et forestieigioiaire des zones arides et semi-arides
de la méditerranée et de la péninsule arabjylehdad, 2013).Le caroubier est une essence
agro-sylvo-pastorale offrant de nombreux avantagi@séréts socio-economique, écologique,
industriel et ornementale indiscutable. Il est cd&® comme l'un des arbres les plus
performants puisque toutes ses parties (feuillesyd, fruits, bois, écorces et racines) sont
utiles et ont des valeurs dans plusieurs domgBesmahioul et al., 2011)Le caroubier est
utilisé non seulement dans l'alimentation animal@ismaussi dans la médecine et
'alimentation humaine. La farine de caroube espleyée dans l'industrie pharmaceutique,
principalement contre les troubles gastro-intestinédiarrhées) et contre la tuberculose
pulmonaire et les affections des broncf&allouh et Nouioui, 2019)La farine est également
employée surtout en agro-alimentaire comme ingnédpour la préparation de certains
produits, tels que les gateaux, les bonbons, Es&s glacées, les sauces et mayonnaise et
comme substituant du cacao pour la fabrication lthcalat(Serairi-Béji et al., 2000).0n
tire de la caroube un autre produit essentiel gulagomme, extraite a partir de I'albumen
des graines. Cette derniére est utilisée dansoFalymentaire comme épaississant connu sous

le code normalisé E410, elle substitut la pectirla gélatingBenmabhioul et al., 2011).

En Algérie, le caroubier reste trés négligéet rda pncore eu la place qu’il méritedans
les programmes de reboisement et ce, malgré lesnbeées socio-économiques quecette
plante peut avoir a I'échelle nationaleet surtcégionalet cela malgré I'engouement et

l'intérét qui lui sont portés depuis quelques dé@es par les industriels. Peu d’études ont été
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réalisées, jusqu’a présent, sur les graines deulbasp notamment sur leurs propriétés anti
oxydantes. Les thématiques traitées concerneritpiétement I'extraction et I'identification
des gommes, I'analyse de la composition chimicueétermination de la valeur énergétique
et du potentiel antimicrobien de la pulpe du frilbtre intérét pour ce produit vient suite a
ces constatations et le présent travail consistenabler le manque d’information sur les
propriétés anti oxydantes des graines. Notre travah double objectif, d’'une part il vise la
valorisation du caroubier par la valorisation ds geaines et d’autres part recherche les
puissants antioxydants possibles dans I'espoir rogeger notre santé et méme guérir les

différentes maladies.

Le présent travail est divisé en deux parties :

(O Une partie théorique qui comporte des généralitées définitions sur I'activité Anti-
oxydante, ainsi des généralités sur le caroubiedest notions sur la composition
chimique et anti oxydante de ses graines.

(O Une partie pratique qui précise la démarche exmériale et donne les méthodes

d’analyses et les résultats correspondants.
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Chapitre 1 Partie théorique

I.  Qartie théorique

I.1. Activité Anti- oxydante
[.1.1. Stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un déséquilibree da systémes f-oxydants et
antioxydants.Ce déséquilibre peut étre di a un déficit nutritieinen antioxydants, a ui
surproduction endogene ou a une exposition envaimemale a des facteuipro-oxydants
(Atamer, 2008)

La concentration desieces réactives de l'oxygene (ER€) régulée par I'équilibr
entre leur taux de production et leur taux d’éliation par les systemes antioxydants. Or
gue la balance antioxydants/-oxydants (balare rédox) est en équilib Le déséquilibre de
la balance est provoqeéit par une production excessive d’E et/oupar une diminuon des

capacités Anti-oxydantd-{gurel) (Migdal et Serres, 2011).

A

f1 N
I,l
/)

I \
/ |
/ |
7 |

Stress /
< Antioxydants

-

/
L Pro-oxydants y

Figurel : Balance d’équilibre entre les systémes prantioxydant§Atamer,2008.
[.1.2. Espéces réactives d’oxygene et especes réactivaxees
Les especes réactives (pouvant étre de naturealaiec ou non) se divisent «
deuxcatégories principalesl'une part les ERO et d'autre part les espécesveade |'azot:
(ERA). Lafigure 2 résumé& production des radicaux libroxygénéset azotés et les autr

especesréactivesd’oxygeingpliquées erbiologie.

I~
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Oxygeéne singulet Oxygene Peroxyde d’hydrogenes
Lumiére UV dases
1 A —— LP
, | | O, | H,0,
o Cycle redox
Arginine NADPH ox. O\,
mitochondri
N
NO- o, HoOCI
Monoxyde d’azote Anion superoxyde Acide hypochloreux
ONOQO > OH
Peroxynitrite Radical hydroxyle
Nitration des AcHvAton Oxydation Peroxydation Oxydation de
S des cascades i 2
protéines de kinasas des protéines lipidique L'ADN

Figure2: Productiordes radicaulibres oxygénést azotés et autres ERO impliquée:
biologie (Fang et al., 2002).

1.1.2.1. Radicaux libres

Les radicaux libres constituent une proportion ingrate des ERO. Un radical libre
définit comme une espechimique atome ou moléule) possédant un ou plusieursélectro
célibataire(s) sur sa couche externe de valenamhférant une grandeinstabi et donc une
grande réactivit¢Lobo et al., 2010
1.1.2.2. Espéces réactives de I'oxygéne (ER

L’appellation especes réactives de I'gene (ERO) inclut lesradicaux libres de
I'oxygéne (Anion superoxydeO, "), lesradicaux hydroxyles (OHet certain: dérivés oxydés
non radicalaires tels que le peroxyde d’hydrogét,O,) (Tableau 1page6)

Ces @peces sont responsables, d'une maniére directmdinecte, de nombret
dommages oxydatifs au niveau moléculaire (acideteiques, protéines, lipides...), pouv.

affecter considérablement les mécanismes cella (Badeau, 2006).
1.1.2.3.Espéeces réactives otées (ERA)

Les ERAsont produites lorsque I'oxyde nitrique (NO) rerteedes ERC(Auger et al.,
2011).Le NO se transforme en dioxyde d’azote ;) selon la réaction suivat :
2NO + 0, - 2NO, Equation 1

Le dioxyde d’amte peut donner du trioxyde d’azote,Oz) et aboutira un ion nitrate stabl

(NOy) (Favier 2003).Le monoxyde d'azote forme avec l'ion superoxyde deoxynitrite
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(ONOO). Ce dernier est responsable de I'oxydatienndmbreuses molécules (protéines,

lipides, acides nucléiques) (TableayQjépel et Lemaire, 1995).

Tableau 1:Origine et propriétés des espéeces réactives dgdéme(Migdal et Serres, 2011).

Espéce réactive

Réaction de formation

Propriétés

L’anion
Superoxyde
(07)

Formé par la réduction mono
électrique de I'oxygene : addition d’u
seul électron

0,+1e” -0,

C’est le radicale le moins réact
nmais le précurseur des autres
ERO (Koechlin-Ramonatx,
2006)

=N

Le Peroxyde
d’Hydrogene
(H207)

Le H,Oest produit a partir de I'anion
superoxyde : réaction catalysée par
superoxyde dismutagRaccab, 2004)

Sa majeure partie de toxicité
gorovient de sa capacité a géné
le radical hydroxyle (OH°)
(Gardes- Albert et al., 2003)

rer

Le Radical
Hydroxyle
(OH)

Formé par la réaction de Fenton a

partir d’'H,O, en présence de métaux

de transition(Goudableet al.,1997).
H,0, + Fe?* — OH’ + Fe3* + OH’

Le OH est le radical le plus
dangereux pour I'organisme
(Gardes-Albert et al., 2003).

Tableau 2:0rigine et propriétés des especes réactives azdtigdal et Serres, 2011).

Espéce réactive

Réaction de formation

Propriétés

Le monoxyde
d’azote (NO)

Le NO est formé a partir del'un des
deux atomes d’azote terminal
dugroupement guanidine de
laL’arginine, d’'une part, et de
I'oxygéne moléculaire(g) d’autres
part en présence de cofacteur :
(NADH, H") la réactionest catalysée
par les NO synthase (N¢Spbry et
al., 1996).

Le NO est un radical libre qui
est surtout réputé pour ses
propriétés physiologiques (agit
sur le tonus vasculaire)
(Barouki, 2006).

Le peroxynitrite
(ONOO)

En absence d’une quantité suffisante
d’arginine, les NOS produisent dg O
°plutét que du NO L’O ™ produit lie
le NO pour former du

peroxynitrit¢Massion et al., 2002).

> Trés réactif et sans doute
responsable d’un stress oxyda
(Massion et al., 2002).
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[.1.3. Conséquences cellulaires du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provodee lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, tipgles, des glucides) mais aussi, des
Iésions secondaires, dues au caractére cytotoxéumutagéne des métabolites libérés
notamment lors de l'oxydation des lipides. L'orgare peut aussi réagir contre ces composeés
anormaux par production d'anticorps, qui malhewegnt peuvent aussi étre des auto-

anticorps créant une troisieme vague d'attaqueigberfavier, 1995)
1.1.3.1.Conséquences biologiques

Les conséquences sont extrémement variables szldoske et le type cellulaire. De
légers stress augmenteront la prolifération cetlellat I'expression de protéines d'adhésion.
Des stress moyens faciliteront I'apoptose, aloesdpiforts stress provoqueront une nécrose.
Desstress violents désorganiseront la membranelaied, entrainant des lyses immédiates.
De nombreuses autres anomalies biologiques sountt@sdpar le stress oxydant : mutation,
carcinogenese, malformation des fcetus, dépdt detipes anormales, fibrose, formation

d'auto-anticorps, dép6t de lipides oxydés..(Bavier, 2003).
1.1.3.2.Conséquences biochimiques

L’action du stress sur les acides gras concernétpbeux des membranes cellulaires
(acides gras poly-insaturés) qui sont plus sersildela peroxydation lipidique. Les
conséquences de cet effet sont: la rigidificatemn la diminution de la perméabilité
membranaire (Cau et al.,, 20123insi que le dépbt des lipides oxydés dans les

vaisseaufDelattre et al., 2007).

Les acides nucléiqgues sont particulierement seassith l'action des radicaux
libres.L’attaque de I'ADN va entrainer la modificat des bases puriques et pyrimidiques ou
des cassures au niveau de la double hélice et diedioms ponctuelles, qui peuvent avoir de
graves conséquences sur la synthese des protéirses & transmission de lintégrité du

patrimoine génétig&hanan et al., 2014).

Les protéines peuvent étre attaquées par les teditaes méme a des concentrations
trées élevées en antioxydants (vitamine E, vitam@je...etc.), alors que dans les mémes
conditions, le processus de lipo-peroxydation essque suppriméDean, 1991) De plus,
I'oxydation des protéines apparait de facon prégmrerapport a la peroxydation lipidique ;

non seulement, les protéines oxydées sont affediesleurs fonctions, mais également dans
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leur structure. Par exemple, les protéines altéméesont plus reconnues par leurs récepteurs

ou bien leurs activités enzymatiques sont dimingBasies, 1987).
[.1.4. Mécanisme de neutralisation des radicaux libres

Les cellules utilisent de nombreuses stratégieséydante pour contrdler le niveau
des espéces réactives. Les radicaux libres prothugsd’une oxydation sont généralement
neutralisés par des systemes de défenses impligiegnantioxydants enzymatiques et non

enzymatiques.

Un antioxydant est toute substance qui, lorsquesieprésente en faible concentration
par rapport au substrat oxydable, retarde ou engpéelfacon significative I'oxydation de ce
méme substrat. On distingue deux catégories déyiilants : les anti-oxydants enzymatiques
(la super oxyde dismutase (SOD), la catalase,utatlflion peroxydase et la réductase) et les
antioxydants non enzymatiques (composés phénoliguigmine C, vitamine E,
...etc.Gutteridge et Halliwell, 2000).

[.1.4.1.Anti-oxydants enzymatiques

Les organismes développent des systemes d’actiboxgmant pour faire face aux
ERO. Ces systemes visent a éliminer les ERO eftcétalyseurs de leur formation et
augmentent l'activité des systemes de réparatio@liginent les molécules endommagées
(Zekri, 2017). La figure 3 résume I'action des antioxydants ematyques vis-a-vis des ERO.

Glut::‘hlon Cat alase
Chélateurs
Fer Cuivre
Chaine Respiratoire

NADPH oxydase -0 n ,0,-=— «OH

Xanthine oxydgse | \ l
/ OTOO

NO-synthase NQOs» NOs,

Scavengers

Figure 3:Action des antioxydants enzymatiques au cours daloésme des dérivés d’ERO
(Chaouche, 2020)

8
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1.1.4.2.Anti-oxydants non enzymatique:

Ce sont des antioxydants naturels capables de nprées dommages oxydatifs. |
peuvent se comporter com des piégeurs des radicaux libres. Ce type d’antiamis
possede un avantage considérable par rapport aioxyants enzymatiques. Du fait de ¢
petite taille, ils peuvent en effet pénétrer fatiémt au coeur des cellules et se localis
proximité ces cibles biologiques. Ce type d’antioxydants regeoun grand nombre
substances hydrophiles ou lipophiles et ils sonpatie produits par I'organisme au rs de
processus biosynthétiques.Les plus importants comprennent majoritairement l'ac
ascorbique (vitamine C)le tocophérol (vitamine E), les caroténoidep-caroténe
(provitamine A)) etés composés pholiques (Figured4jMcCallt et Frei, 1999.

Acide ascorbique (vitamine C) Acide gallique

Compesé phénolique

Hof\'\/liﬁ‘\ " Me Me Me
\If// O/J</\/J\VA\/J\/\/J“~ Me

Tocophérol (vitamine E)

Figure4:Structure de quelqu anti-oxydant§McCall et Frei, 1999

[.2. Graines de caroub:

[.2.1. Taxonomieet cescription botanique du caroubier
Le caroubier Ceratoniz siliqua L.) appartient a la famille ddsabaceae sous famille
des Caesalpinoidae qui fait partie de l'ordre desFabales et la classe de

MagnoliopsiddQuezel et Sant, 1962) Le caroubier est un ade croissance lente et d’L
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longévité dépassant souvent 200¢Rsjeb et al.,1995 ; Batlle et al., 1997 peut atteindre 7

a 20m de hauteur et une circonférence a la baseoda de 2 a 3m. Il a une écorce lisse et
grise lorsque la plante est jeune et brune rugu@usége adulte. Son bois de couleur
rougeatre est tres dyAit-Chitt et al.,, 2007). Les racines de cette plante sont fortes et
envahissantes et peuvent atteindre une tailletala® a 15 m(FigurefCorreia et Martins-
Loucao, 2005).

Figure5: Photographie du caroubier.

Les feuilles persistantes, de longueur de 10 ar@0se caractérisent par un pétiole
sillonné sur la face interne et un rachis portamt8da 15 folioles, opposées, de 3 a 7 cm
(Figure6).Elles sont coriaces, entieres, ovaleslipfigles, paripennées, l|égérement
échancrées au sommet avec une couleur vert nbbamibe a la face supérieure et vert pale a la
face inférieure. Le caroubier ne perd pas seslésudn automne sauf en juillet chaque deux
ans, lesquelles sont renouvelées au printempsménae année, en Avril et MAiit-Chitt et
al., 2007).

Figure6:Photographiedes feuilles de caroubier
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Les fleurs sont petites et nombreuses, de 6 a 12dmiong. Elles sont disposées en
spirale le long de I'axe de l'inflorescence en gespsupportées sur des éperons de vieux bois
et méme sur le tronc. lls sont pentameres et signés avec calice sans corolle placées sur
un court pédoncule. Le calice est en forme de disgert rougeatre et porte les nectars
(Figure 7)(Tucker., 1992 ; Custodio et al., 2004). L&uit du caroubier, appelé caroube, est
une gousse indéhiscente a bords irréguliers, dmefoallongée, rectiligne ou courbée,
atteignant de 10 a 20 cm de longueur, de 1,5 & 8ecilargeur et de 1 & 2,5 cm d’épaisseur
(Figure 8) D’abord, Il est vert puis brun, et, au moment aeniaturité, brun foncé a noir. Le
nombre de fruit résultant de chaque inflorescerstevariable selon la variété et il est

généralement compris entre let 6 gougsksgarejo et Salazar, 2003)

() (b)
Figure8: Fruits du caroubier (gousses velf@gt gousses mu(ts))
(Ait Chitt et al., 2007).
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[.2.2. Anatomie du fruit et des graines
La goussede caroubeest composée de trois partiépicarpe, le mésocarpe et les
graines. Elle est séparée a l'intérieur par deis@hs pulpeuses transversales et renferme de 4
a 16 graines (Figure@ejeb,1995 ; Ait Chitt et al.,2007)
[l L'épicarpeouLapeatelle est la partie la plus externe du fruit ellé és nature
fibreuse et colorée.
[] Le mésocarge ouLaulpe,est une partie charnue et riche en sucres. Il septé
environ 70 a 95% du fruit entier ;
[l L’endocarpe: est une partie fibreuse elle recouvre I'intéri@urfruit en le divisant

en segments ou loges carpellaires ou se situegtad@sedqcaja, 1985).

Epicarpe

Meésocarpe

Endocarpe

Figure9: Coupe longitudinale d’'une gousse de carqéieChitt, 2009).

Les graines du caroubier sont petites et aplatieme forme presque ovale, avec un
pole basal tronqué et écrasé en zone ap{Eaerre1(.Son tégument est lisse, dur, de couleur
brune rougeatre et brillant. Les graines présertestdimensions de 8 a 10mm de long sur 6

a 8mm de largeur avec 3 a 5mm d’épaisgaliranell,1990).

Figurel0:Graines du caroubier et leur poudre.

=
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La graine du caroubier est composée de parties(Figurel) :

- Episperme ou tégument : il recouvre la graine. Il est constitpéincipalement cla
cellulose, dela lignine et déanirs. L'épisperme se compose deux enveloppes distinc,
'une externe appelégestg colorée et dure et l'autre interne nomntegmenqui est plus
blanche et moue.Li#gument représente 30 a 33% de la gr

-Endospermeou albumen: Il se situe sous I'épisperme et constitue le tissuéderve
pour la germination de I'embryon. Economiquemetgstcla partie la plus intéressante de
graine grace a saneur élevée en gala-mannane ou gomme de caro.L’endosperme
représente 42 a 46@e la graine

-Germe ou embryon (radicelle): Il représente 23 a25 % de la gri (Melgarejoet
Salazar, 2003).

Téguments

Endosperme

Radicelle

Figurell:Coupe transversale d'L graine de caroub@lelgarejo et Salaza, 2003).
[.2.3. Composition des graine

[.2.3.1.Composition chimique

La caroubeest pauvre en minéraux, en fibres et en protépascontre elle contiel
une quantité appréciable de lipid(Bouzouita et al., 2007)(Tableai3). La gomme de
caroube issue de I'endosperconstitue le tiers du poids total deglaine. Cer kilogrammes
de graines de caroube produisent en moyenne 2@r&ifomes de gomme seche p
(Jones,1953)Les gommes de caroube sont formées par un enchaibdéinéaire d'unité$-
D mannose liées en @) avec des branchements constitués d'une seutea-D galactose
lite en (1-6). Lgomme de caroul comporte en moyenne une unité galactose pour q
mannoses alors que ce rapport est de 1 a 2 pgontene guar et d'wviron 1 a 3 pour i

gomme tara.
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Tableau 3: Composition chimique de la caroufsgillet et al., 2014 ; Goulas et al.,2016).

o Ca
La pulpe90%Ayaz et al., 200 ; Goulas et al., 2016 La graine 10%Gillet, 2014)

Glucide 48 a 58% L’enveloppe tégumentaire

Protéines 1-2% (Cuticule) 30-35%

Matiéeres grasses 0.5-0.7%

Cellulose et hémicellulose 18% L’endosperme (albumen) 40 -50%

Minéraux (Ca. Mg. K. P)

Pectines et fibres 30-40% L'embryon (germe) 15-30%

Poly phénols 16-20%

1.2.3.2. Composeés phénoliques de la caroube

La caroube est importante en raison de sa teneuée&len hydrates de carbone et en
antioxydants. Les antioxydants les plus connus snpolyphénols. Ces derniers constituent
2 a 20%, de la matiére seche et sont essentieltashesrianins condensés, des flavonoides et
des ellagitaningOwen et al.,2003 ; Makris et Kefalas,2004)

[.2.3.2.1. Définition

Les polyphénols sont des molécules synthétiséeseparégétaux. lls appartiennent a
leur métabolisme secondaire et participent a leéfertse contre les agressions
environnementale@vimiddleton,2000). Ills possedent au moins un noyau phénolique a six
carbones, lié au moins a un groupe hydroxyle (G lou engagé dans une autre fonction :
éther, ester ou hétérosidBruneton,1999)La biosynthése des polyphénols est assurée par
deux voies principales : La voie du Shikimate, cesable de la synthese des acides aminés
phénylalanineet tyrosineetapres transamination ésamination aboutit aux acides
cinnamiquegKnaggs, 2003)galement la voie du polyacétate (condensation dkéaules
d’acétylCoenzyme) qui aboutit & des composés teddes naphtoquinonéBruneton,1999 ;
NaczketShahidi,2004.)

Ce sont des molécules hydrosolubles, ils ont digffeds sur la physiologie végétale de
part leurs actions antibactérienne et antifongidigeparticipent a la pigmentation des fleurs,
des légumes et de quelques fruits (raisins, agruetes.) et indirectement a la reproduction.
(Klenow et al., 2009).

14
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[.2.3.2.2. Classification

La classification des polyphénols basée sur la structure, le nombre de no
aromatiqueset les éléments structuraux qui liestnmgaux. On peut distinguer deux gra
groupes lescomposés phénoligues simples et les composé®lahées complexe(Boros,
2010).

1.2.2.3.2.1 Composés phénoliques siples
a. Acides phénoligues

Ce sont des composés organiques possédant au umarfenction carboxylique et
hydroxyle phénolique. lls sont représentés par deox-classes, les dérivés de I'aci
hydroxybenzoique (& C,) et de I'acide hydroxycinnamiq (Cs - C3) (Figurel12) (Thompsen
et Mottola, 1984).

COOH

R N R;=R.=R;=H acide cinnamique (non phénolique)
R,=R;=H,R,=0H acide p-coumarique
R;=R,=0H,R;=H acide caféique
R2 RI=OCH,;, R,=0H, R;=H acide ferulique
R3 R,=R;=0CH,, R,=0OH acide sinapique A
R2 R1

R1=R2=R3=R4 =H : acide benzoique (non phénolique)
R1=R2=R4 =H, R3 = OH : acide p-hydroxybenzoique

R1=R4 =H, R2=R3 = OH : acide protocatéchique
R1=R4 =H, R2 =0CH3, R3 = OH : acide vanillique
R4 R1=H,R2=R3=R4 = OH : acide gallique B

R3 COOH

Figure 12:Principaux acides hydroxycinamiqu(A) et hydroxybenzoigun(B) de la caroube
(Harborne, 1989 ; Macheix et al., 19¢ ; Sarni-Manchado et Cheynier,2006

(OActivité Anti- oxydante des acides phénoliques : leacides phénoliques agisst
comme donneurs de protons ou d’électrons et ciméllte métaux de transition. La posit|
et le degré d’hydroxylation ainsi que, la méthyatidu cyclearomatique sont des factel
importants qudéterminent I'activitAnti-oxydantedes acides cinnamiques et de leurs dé|
(Harborne, 1989).
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b. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés possédant uletigude base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiquesiethétérocycle central de type pyrane,
formant une structures&Cs-Cg(Figurel3)(Souza, 2004).

OH

HO O
5 OH

OH
OH

Figure 13: Structure de base des flavonoiffesuza, 2004).

Les flavonoides se répartissent en plusieurs daske moléculesdont les plus
importantes sont les flavones, lesflavonols, lesvahones, les dihydroflavonols, les
isoflavones, les flavanols et les anthocyanidifestta, 2000;Gramzaet Korczak, 2005).es
flavonoidesse rencontrentsous forme libre (aglyt@t®u sous forme glycosylgakihama
et al., 2002 ; Ghedira, 2005).es flavonoides aglycones de la caroube sont repi&s par les
flavones (apigenine, chrysoeriol ou luteoline3’-hyktéther, tricetine 3’,5-dimethylether,
luteoline), les flavonols (quercetine, isorhamnetou quercetine3’-methylether, myricetine,
kaempferol), les flavanones (naringenine) et lesflagones(genisteine)(Owen et
al.,2003)Figure 14)

Les flavonoides se rencontrent également sous fomeet C-hétérosides. lls’agit
généralement des motifs flavonol et flavone quit soibstitués par un glucide en position 3 et
5, respectivement. La partie osidique consiste mnégidu de D-glucose, D-galactose, D-
allose ou pentose (L-arabinose, L-rhamnose, D-g){Bsuneton,1999)Les flavonoides
glycosylés identifies dans la caroube (FigurelX)seprésentés par le kaempferol-3x€-
rhamnoside, la quercetine-3-dk-rhamnoside, la quercetinearabinoside, la myineeB8-O-

a-L-rhamnoside et la myricetine glucosif@wen et al., 2003).
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Ry
Ry
HO
Rs
Ry Ry Ry
OH o
Vii: -H LOH H
Vill: OMe OH H
IX: -OMe OH ONe
X: -OH -OH H
Flavones
VII=Apigenine.

VII=Chryscericol(lutecline-3"-methyl ether).
IX=Tricetine-3",5"-dimethyl ether.
X=Luteoline.

Flavanone: X=Naringenine

Partie théorique

R, Ry
OH OH H
OMe -OH -H
Mn: -OH -OH -OH
Xiv: -H -OH -H
Flavonols
MI=Quercetine.

III=Iscrhamuetine{quercetine-3"-methyl ether)
XII=Myricetine.
XIV=laempferol

Isoflavone: AXT=Genisteine

Figurel4: Flavonoides aglycones de la caro(El Gharras, 2009)

Flavonols glycosylés
XV=Kaempferol-3-0-a-L-rhanmoside.
XVI=Quercetine-3-O-a-L-rhanmoside.
XVII=Quercetine arabinoside.
XVII=Mjricetine-3-0-a-I -thanmoside.
XTX=Mjyricetine ghicoside.

Ry Ry Rs R
X¥: -H -OH -H -«d-rhamnopyranose H,C o
XVl: -OH -OH -H -a-L-rhamnopyranose HO
XVil: -OH .OH -H -arabinose HO O
XVilli: -OH .OH OH «t-L-rthamnopyranose
XiX: OH .OH -OH 4lucose a-L-rhamnopyranose

Figure 15:Flavonoideglycosylés identifiés dans la caro.(Manach et al., 2004.
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(O Activité Anti-oxydante des flavonoides :les flavonoides peuvent agir de différentes
facons dans les processus de régulation du strgslamt: par capture directe des radicaux,
par chélation des métaux de transition comme Iléefapéchant ainsi la réaction de Fenton) et
par inhibition de Il'activité de certaines enzymesponsables de la production des ERO
(Oikawa et al., 2001)

1.2.2.3.2.2 Composés phénoliques complexes

Les tanins représentent une classe trés importiatpolyphénols localisés dans les
vacuoles(Karamac¢ et Pegg, 2009)Sur le plan structural, les tanins sont divisesdeux

groupes : lestanins hydrolysables etles taninsexms@KMonteiro et al., 2007).
a. Tanins hydrolysables :

Ce sont des esters du D-glucose et de I'acideggallou de ses dérivés, en particulier
l'acide ellagique. Ces substances sont facilememrdhysables par voie chimique ou

enzymatique (tannas@)agata et al., 1992).
b. Tannins condenseés :

Les tanins condensés ou pro-anthocyanidols résultela polymérisation de molécules
elémentaires de flavanes (flavanes ol-3, flavang, dlavane diol — 3,4). lls sont désignés
aussi sous le nom de tanins « catéchiqu@rwneton., 1997) En s’hydrolysant, les tannins
condensés ne donnent pas de composés simples denghieose ou les acides phénoliques
comme c’est le cas pour les tanins hydrolysabless plutdt des anthocyanidingsndersen
et Markham, 2006).

(O Activité Anti-oxydante des tanins :Le potentiel antioxydant des tanins est lié & leur
capacité a piéger les RL, linhibition des enzymmsydantes et la fixation des ions
métalliques intervenant dans la réaction de fergbia production des espéces réactives

(Oikawa et al., 2001)
[.2.4. Utilisation

Les graines de caroube sont bien appréciées eerodh@es pour leurs gqualités et
multiples usages industriels. L'utilisation possildlans I'industrie alimentaire, de polyphénol
antioxydant contenu naturellement dans I'envelopggumentaire a soulevé d’énormes
intéréts au méme titre que la production induséride gomme de caroul{Batista et al.,
1996 ; Makris et Kafalas, 2004)La gomme issue de I'endosperme constitue le d/Baids
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total de graine. Cette gomme mucilagineuse ességildans plusieurs produits commerciaux

comme agent stabilisateur, épaississeur, agglométrgélatinan{Batlle, 1997) En plus, elle

est utilisée en industrie alimentaire pour la fedtion d'un grand nombre de denrées

alimentaires : creme glacée, soupe, sauce, bigouite, confiserie, produits de boulangerie

et nourriture des animaux. Par ailleurs, son appta dans les domaines techniques est large.
Elle est utilisée en imprimerie, photographie, iteximatiere plastique, encre, cirage, matiere

adhésive et pharmaceutique et cosmét{gaile et al., 1990).
[.2.5. Production mondiale et algérienne du caroubier

Selon les statistiques deFAO (2020) la production mondiale totale de la caroube est
estimée a 144.960 tonnes en 2018. La superficatéécest de 42.866 ha avec un rendement

annuel de 33.817 hg/ha pour I'année 2018.

En Algérie, le caroubier occupe une superficie 8@ Ha produisant 2.880 tonnes avec
un rendement de 36.507 hg/ha pour 'année 2018lgEre a enregistré une diminution de
40,35 % par rapport a I'année précéd€rx0O, 2020)
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II.  Matériels et méthodes

Ce travail a été réalisé au laboratoire de recleerdrechnologies Douces, Valorisation,
Physicochimie des matériaux biologiques et Bioditéra l'université de Boumerdes et au

laboratoire MADI situé & Corso-Boumerdes.
II.1. Collecte et préparation des échantillons

Le matériel végétal, constitué de gousses de cemouilres, a été collecté dans une
forét & Bouzagza (région située a la wilaya de Besndés). La récolte a été faite d’'une

maniéere aléatoire a partir de plusieurs arbres@s diAout 2020 (Figures 16 et 17).

Au laboratoire, nous avons sépare les pulpes daseg:. Ces dernieres ont été broyées,

et conservées a l'abri de la lumiére dans des rila@n verres fumés pour des analyses

ultérieures.

Figure 16:Photographie des graines de Figure 17:Photographie des gousses de
caroube caroube
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II.2. Méthodes d’analyses utilisées
[1.2.1. Détermination quantitative des composés phénoliques

[1.2.1.1. Extraction

10g de poudre sont extraits par maceération au mdgelfD0 ml de solvant (mélange de
solvant V/V : méthanol 80% et acétone 70%) a lapinature ambiante pendant 24 heures
sous agitation magnétique. L'extrait est filtrégpaoncentré dans une étuve dotée d’aération a
40 °C jusqu’a évaporation compléte du solvant adganpuis reconstituer dans du méthanol

pur.
[1.2.1.2. Dosage des poly phénols totaux

Le dosage des composés phénoliques a été réalise pathode deMeyers et al.,
2003).100 pl d’extrait sont mélangés avec 750 pl de catwode sodium et 750 pl de réactif
de Folin-Ciocalteu. Aprés 2 heures d’incubationa(@dempérature ambiante et a I'obscurité)
les absorbances sont mesurées a 750 nm. La coétadodnage est préparée de la méme
maniére que l'extrait, en utilisant I'acide gallejicomme standard (Annexe Fig. 1). La
concentration moyenne de l'extrait en polyphénataux est exprimée en milligramme

équivalent d’acide gallique par gramme de matiéohs (mg EAG/g MS).
11.2.1.3. Dosage des flavonoides et des flavonols

Les teneurs en flavonoides sont déterminées salanéthode deB@ahorun et al.
,1996). 1ml d’extrait est mélangé avec 1ml d'une solutiorethanolique de chlorure
d’aluminium hydraté (AIG, 6 H,O). Aprés 10 min de réaction a la température antbiat a
I'obscurité, les absorbances sont mesurées a 430 ltanconcentration en flavonoides est
déterminée en se référant a la courbe d’étalonpeggmarée de la méme maniere que l'extrait,
en utilisant la quercétine comme standard (AnnexEig, 2). La teneur moyenne en
flavonoides est exprimée en milligramme équivalmtquercétine par gramme de matiere
séche (mg EQ/g MS).

Les teneurs en flavonols sont déterminées selomédthode de Kumaran et
Karunakaran, 2007). 1ml d’extrait est mélangé avec 1ml d’'une soluté&hanolique de
chlorure d’aluminium hydraté et 1.5 ml d’acétatesdelium. Apres 02h30 de réaction a 20°C
et a I'obscurité, les absorbances sont mesuréd® amh. La concentration en flavonols est

déterminée en se référant a la courbe d’étalonpaggmarée de la méme maniere que l'extrait,
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en utilisant la quercétine comme standard (Anneixig.; 3). La teneur moyenne en flavonols
est exprimée en milligramme équivalent de quereéfiar gramme de matiére séche (mg
EQ/g MS).

[1.2.1.4. Tanins hydrolysables

Les teneurs en tanins hydrolysables sont détermisémn la méthode déMéle et
Waterman, 1987) La méthode repose sur l'aptitude des tanins giréwec le chlorure
ferriqgue et former un complexe de couleur rougdetie.

1ml d’extrait est mélangé avec 3,5ml de réactitdierure ferrique. Les absorbances
sont mesurées a 660 nm, 15 secondes apres |'addiiticéactif.

La courbe d'étalonnage est préparée de la mémeémaque I'extrait, en utilisant
I'acide tanniqgue comme standard (Annexe, Fig. 4)cbncentration moyenne de I'extrait en
tanins hydrolysables est exprimée en milligrammeévedent d’acide tannique par gramme de

matiere séche (mg EAT/g MS).
[1.2.2. Activité Anti-oxydante

11.2.2.1. Méthode au DPPH

900 ul de la solution d’extraits(1mg/ml) ou stamt¥afquercétine et acide gallique a
40ug/ml) sont ajoutés a 900 ul DPPH. Le mélangéassté a I'obscurité pendant 30 min et la
décoloration par rapport au contréle négatif, coaté uniguement la solution de DPPH, est
mesurée a 517 nf@Brand-Williams et al., 1995).L’activité anti radicalaire est estimée selon
I'équation ci-dessous :

Activité scavenger (%) = [1- (Abs échantillon) /#Atontréle] x 100.
[1.2.2.2. Méthode au ferricyanure

500 pl des solutions d’extraits (1 mg/ml) ou staddgquercétine et acide gallique a
20pg/ml) sont mélangés avec 1.25 ml d'une solutierferricyanure de potassium (K3Fe
(CN)6) et 1.25 ml d'un tampon phosphate (0.2M, p6).6Le mélange est incubé a 50°C
pendant 20 min. Aprés refroidissement, 1.25 mla'solution d'acide trichloroacétique sont
ajoutés. La solution est centrifugée a 3000 t/neindant 10 min. Le surnageant (1.25 ml) est
mélangé a 1.25ml d’eau distillée puis 250 ul derhk de fer. L'absorbance est mesurée a
700 nnm{Oyaizu, 1986).
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11.3. Etude statistique

L’analyse statistique des résultats est realisémayen du logiciel STATISTICA 5.5
et le degré de signification est pris a la prolii 0.05 Nous avons procédé a une analyse
de la variance a un facteur suivie d'un test deejJukioutes les données représentent la

moyenne des trois essais + écart type.
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III. Résultats et discussions

lll.1. Teneurs en composés phénoliques

Les résultats du tableau 4 montrent que les tergupmlyphénols totaux des graines de
caroube analysées sont estimées a 283,68mgEAGEgékaltats montrent également que la
teneur en flavonoides est quatre a cinq fois plaséé que celle des tanins hydrolysables
(12,65mg EQ/g contre 2,79mg EAT/g) et que la classeflavonols représente le quart des
flavonoides totaux.

Tableau 4: Teneurs en composés phénoliques des grainesaléear

Tanins
Total phenol Flavonoids Flavonols hydrolysables
(mg EAG/g) (mg EQ /9) (mg EQ /9) (mg EAT/g)
283,68 12,65 3,23 2,79
+ + + +

EAG : Equivalent Acide Gallique, EQ : Equivalentr@ine, EAT : Equivalent Acide

tannique.

Les résultats des dosages phytochimiques obtenusnptre échantillon de graines de
caroube sont largement supérieurs a ceux trouveglgkhoukhe et al. (2018), Fidan et al.
(2020)etBen Ayache et al. (2020)Ces derniers rapportent des teneurs beaucoupgubless
en polyphénols totaux et en flavonoides (12.24my/83mg/g, 9mg/g et 1.76mg/g, 0.30mg,
6mg/g, contre 283.68mg/g et 12.65mg/g, respectimgmdlors qu’une différence minime
des résultats est constatée avbakhoukhe et al. (2018)pour les teneurs en flavonols, en
faveur de notre échantillon (3,23mg/g et 2,97mgggpectivement). Notre résultat enregistré
pour les tanins hydrolysables dépasse de loin ckAxallone et al. (1997)et Gaouar
(2011) Ces derniers rapportent des teneurs de 0.95mgdg ®,04mg/g, respectivement.
Cependant, la teneur en tanins hydrolysables obt@awur notre échantillon analysé (2,79
mg/g) s’avere faible par rapport a celle rappopgéeBen Ayache et al. (2020§6mg/qg) et
intermédiaire entre celles enregistrées pour leimsatotaux et condensées (4.29mg/g et 0.53
mg/g, respectivementjMekhoukhe et al., 2018) Cette différence de résultats peut étre

expliquée selobrahim et al. (2007)etLee et al. (2003)par plusieurs facteurs tels que : le
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climat, I'environnement (la zone géographique,daheresse, la nature du sol, les agressions
et les maladies..., etc.), le facteur génétique,ulévar, la période de récolte, le stade de
développement, ainsi que les méthodes de consamyatiextraction et de quantification de
ces substances. Selgdjedd et al. (2017) la solubilité des composés phénoliques dépend de
leur degré de polymérisation, le solvant utiligdear interaction avec d'autres composants de

la matrice cellulaire ainsi que la formation de pdemes insolubles.

La comparaison de nos résultats avec les donnétisgoaphiques montre que les
graines de caroube sont trés riches en polyphéotdsix, en flavonoides et en tanins
hydrolysables, par rapport a la partie comestitdep(lpe de caroube). Ce résultat est en
contradiction avec ceux obtenu par d’autres chersh&elormvallone et al. (1997)]a pulpe
contient une quantité significativement plus élew&e polyphénols, de proanthocyanides,
d'ellagitanins et de gallotannins par rapport afaine, seules des traces de polyphénols
(0,66mg/g), de proanthocyanidines (0,19 mg/g), &t dllagitanins (0,04 mg/g) ont été
détectées. Aucun gallotannin n'a été trouvé damgraines. Selokl Kahkahi (2015), les
taux de phénols totaux et de flavonoides sontiphp®rtants dans la pulpe que dans la graine
(5,36 mg/g contre 3,74mg/g et 0,4 mg/g contre O@8mrespectivement) alors qu’une
similitude d’extraction des tanins hydrolysableét@ enregistrée pour la pulpe et les graines
(0.05mg/g). Cette difféerence de teneur peut étpdigxee par la provenance géographique, la
méthode d'extraction, la variété et surtout le et maturité des gousses. En effet plus les
gousses vertes deviennent mdres, plus la teneworposés phénoliques diminue. Cette
diminution pourraitétre expliquée par la conversa®s composés phénoliques solubles en
composeés phénoliques insolubles. Ces derniers pesgdier facilement aux polysaccharides
de la paroi cellulaire. Elle pourrait étre aussiedyprobablement, a I'oxydation de ces
composeés par les enzymes comme la polyphénoloxyB&se)(Benchikh et al.,2016).

l1l.2. Activité Anti-oxydante

Le potentiel antioxydant des graines a été estimgtidsant deux méthodes :la méthode
de réduction du ferricyanure de potassium et lggage du radical stable DPPH (Tableau 5).

La présence d'agents réducteurs dans les extidiig une réduction des ions ferriques
(Fe™*®) en ions ferreux (F&). Cette réduction est mesurée par l'intensitéadsouleur bleu-
vert qui en résulte. Il absorbe a une longueur dode 700 nm. Une augmentation de

I'absorbance indique un pouvoir réducteur élevé.
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Tableau 5: Pouvoir réducteur et activité antioxydante cotdgreadical DPPH de I'extrait

organique aqueux des graines de caroube et demsiar{quercetineet acide gallique)

Pouvoirréducteur Absorbances a 700n | Activité scavenger contre le radical DPI

Graines de caroube | 0,120+0,019 Graines de caroube 38,69+2,68
(Img/ml) (Img/ml)
Acide gallique 0,297+0,07 Acide gallique 92+0,5%
(20pg/ml) (40pg/ml)
Quercétine (20pg/ml) 0,447+037 | Quercétine (40ug/ml) 64+0,27

DPPH : 1,1-diphenyl 1-2-picrylhydrazyl. Les valeyssrtantes des lettres différentespour
chaque paramétre analysé présentent des différesigadficatives (R0,05). Les résultats
sont classés par ordre décroissant:a>b > c.

L'analyse du pouvoir réducteur de I'extrait orgalei@queux des graines de caroube a la
concentration de 1mg/ml conduit a une absorbane1®® (Tableau 5). Cette absorbance est
significativement faible (0,05) en comparaison avec celles de l'acide galliqu de la
guercétine testés a 20ug/ml. Comme on peut lediapres les résultats, c'est la quercétine
qui a significativement §0,05) I'absorbance la plus élevée et donc le powémucteur le
plus prononcé suivie par l'acide gallique. Notreuléat semble étre est tresinférieur a ceux
constatés paBenayache et al. (2020)pour les extraits aqueux des graines et de leepié
caroube. Ces derniers rapportent respectivementi@gsde I'ordre de 0.73mg/ml et de
0.66mg/ml.

Le modele piégeur du radical DPPH est largemefis@&ttomme méthode pour évaluer
l'activité antioxydante dans une période relativetmmmurte par rapport a d'autres méthodes.
Comme indiqué sur le tableau 5, l'activité anticathire pour notre extrait étudié (a la
concentration de 1mg/ml) est estimée a 38,69%.eCddrniere est significativement
tresinférieure (90,05) a celles des étalons testés (acide galligR®&) et quercétine (64%)).
Notre résultat est trés inferieur en comparaisaeux trouvés paBenayache et al. (2020)
Ces derniers ont enregistré degold® I'ordre de 1.04mg/ml et de 0.86mg/ml pour lesaits
agueux de la pulpe et des graines respectivemenhéme résultat est constaté en comparant
notre résultat avec les donnéesydiedd et al. (2017) ces derniers ont constaté des pouvoirs
scavengers beaucoup plus important avec dgsalant de 0.49ug/ml a 0.95ug/ml pour la
pulpe de caroube. De ces résultats ressort uneoni@mmalité inverse entre la teneur en
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composeés phénoliques et le potentiel antioxydanfedrait qui peut révéler l'importance
d'autres groupes phénol, non extraits ou compleaésd’autres composants de la matrice
cellulaire ou oxydés, dans la capacité de piégeageradicaux libres. Tel a été déja signalé

parAlbano et Miguel (2011)pour des extrais de plusieurs plantes cultivédatugal.
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Conclusion

Conclusion

Le présent travail a comme obijectif I'étude du pted antioxydant des graines de
caroube. Pour cela, une caractérisation phytochienicau moyen des méthodes
colorimétriques et une évaluation du potentielauytilant par des tests antioxydamtsvitro
ont été entrepris. Le travail a comme optique lansation du caroubier par la valorisation

de ses graines.

L’analyse de la composition chimique des grainesateube montre leurs richesses en
polyphénols totaux (283,68 mg EAG/g), en flavoneid&2,65 mg EQ /g) et en flavonlos
(3.23 mg EQ /g). Les résultats montrent égalemastlg teneur en flavonoides est quatre a
cing fois plus élevée que celle des tanins hydalles (12,65mg EQ/g contre 2,79mg

EAT/Q) et que la classe des flavonols représenteidet des flavonoides totaux.

Le potentiel antioxydant a été étudié en utilisdgux méthodes : la réduction du radical
librel,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) et la théde de réduction du fer (FRAP).
L'analyse du pouvoir réducteur des graines de bar@ulaconcentration de 1mg/ml montre
une absorbance faible donc un pouvoir réductewretien comparaison avec les standards
('acide galliqgue et la quercétine) testés a 20lgle modele piégeur du radical DPPH
confirme cette faible activité Anti-oxydante (eséiena 38,69% d’inhibition) en comparaison a
celles des étalons testés (acide gallique (92%)@tcétine (64%)).

Il serait intéressant de continuer ce travail par :

- L’étude du potentiel antioxydant des graines gpliguant d’autres tests antioxydants
(ABTS, DPPH, Pouvoir réducteur au molybdate, ...etc.)

- Le dosage des différent antioxydants et compbg#ctifs (vitamines, caroténoides,
fibres, gommes...etc.)

- L’étude de la valeur nutritionnelle et énergééiqles graines de caroube et essais de

formulation de compléments alimentaires destinéditnentation animale.
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Courbes d’étalonnages des dosages phyto-chimiques
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Fig.2 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides
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Fig.3 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonols.
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Résumé

L'objectif de notre étude est la valorisation deckroube par I'étude du potentiel
antioxydant de ses graines. Les résultats obtenllissae de ce travail montrent que les
graines de caroube analysées sont riches enpolyishéstaux (283,68 mg EAG/g), en
flavonoides totaux (12,65 mg EQ /g) avec une termadérée en flavonols(3,23 mg EQ /g) et
en tanins hydrolysables(2.79 mg EAT/g).Le potensietioxydant a été étudié en utilisant
deux méthodes : la réduction du radical libreldhdnyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) et la
méthode de réduction du fer (FRAP). Les résultatmtreant que les graines de caroube
montrent un potentiel antioxydant discret en coraijgan avec les étalons testés (acide

gallique et quercétine).

Mots clés :Activité Anti-oxydante, caroube, graines, polypbisn

Abstract

The objective of our study is to enhance the valdfiecarob by the study of the
antioxidant potential of its seeds. The resultsaimietd at the end of this work show that the
carob seeds analyzed are rich in total polyphe(288,68 mg EAG/Q), in total flavonoids
(12,65 mg EQ /g) with a moderate content of flauer(8,23 mg EQ /g) and in hydrolyzable
tannins (2.79 mg EAT/g).The antioxidant potentiat lbeen studied using two methods: the
reduction of free radical 1,1-diphenyl-2-picryl-mgdyl (DPPH) and the iron reduction
method (FRAP). The results show that carob seedw shscreet antioxidant potential in

comparison with the standards tested (gallic as@luercetin).

Keywords: Antioxidant activity, carob, seeds, polyphenols.
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