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Introduction générale

La plupart des substances actives couramment utilisées comme médicament proviennent
de produits naturels (1). La médecine traditionnelle a permis aux chimistes d'isoler plusieurs
principes actifs, d’un autre coté, elle a un intérét public qui est justifié par le cout éleve des
nouveaux médicaments, la survenue des effets secondaires, la résistance microbienne et
I’absence de traitement curatif pour plusieurs maladies chronique (2). Ceratonia siliqua est un
arbre typiquement méditerranéen qui présente un intérét trés important et qui a connu un essor
incroyable dans ces régions en raison du développement de l'industrie alimentaire et
I'accroissement de la demande concernant ces produits a base de caroube (3). Le caroubier
offre de nombreux avantages et intéréts socio-économiques et ecologiques. Il est cultivé depuis
longtemps, pour ses fruits riches en calcium, phosphore, potassium, magnésium et pectine,
surtout comestibles et sucrés (4). Selon les statistiques fournies par I’Organisation des Nations
unies pour I’alimentation et 1’agriculture (FAO), la production mondiale annuelle
essentiellement méditerranéenne est estimée a 310000 tonnes, dont une bonne partie est fournie
par I’Espagne suivie de I’Italie, du Portugal, du Maroc et de 1’ Algérie (5,6), et selon le Faostat
(2019), la production de caroube en Algérie est passée de 3 952 tonnes en 2000 a 4043 en 2017.

En Algérie, la caroube présente aussi beaucoup d’intérét en thérapie et en médecine
traditionnelle, pour ses effets anti-diarrhéiques, anti-inflammatoires (7), antimicrobien,
antidiurétique, hypocholestérolémiant et hypoglycémiant (8). Cependant, peu d’études ont
faites sur les feuilles et les écorces. Cette présente étude a pour objectifs d’identifier Ceratonia
siliqua et mettre en évidence les éléments histologiques caractéristiques des différents organes
(feuille, écorce), ainsi que la caractérisation des différentes classes phytochimiques présents et
le dosage quantitatif des composées phénoliques totaux et flavonoides de ces sous-produits du

caroubier.

Ce travail est divisé en deux grandes parties : La premiere concerne la recherche
bibliographique traitant les généralités sur la plante Ceratonia siliqua L, les métabolites
secondaires et les activités pharmacologiques de la plante. La deuxiéme partie concerne la partie
expérimentale qui comporte le matériel et les méthodes utilisés lors de ce travail et un autre
chapitre qui présente les différents résultats obtenus avec discussion et finalement une

conclusion générale qui résume ’ensemble du travail réalisé.
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Chapitre 1 : Etude du Caroubier (Ceratonia siliqua, Fabaceae)

1 Description botanique du caroubier

1.1  Classification Systématique (9)
Régne : Végétal.

Sous-régne : Viridiplantae.
Embranchement : Embryophytes.
Sous-embranchement : Tracheophyta.
Classe : Magnoliospida.

Sous-classe : Rosidae.

Ordre : Fabales.

Famille : Fabaceae.

Genre : Ceratonia L.

Espeéce : Ceratonia siliqua L

1.2 Nomenclature

Le nom scientifique du caroubier (Ceratonia siliqua L.) dérive du grec keras = corne et
du latin siliqua, faisant allusion a la dureté et a la forme de la gousse. Il est également connu
sous le nom de pain de Saint-Jean en référence a son utilisation présumée par Saint-Jean-
Baptiste. Divers noms sont utilisés dans différentes régions du monde : En lItalie « Carrubo »,
en France « Caroubier », en Allemagne « Karubenbaum », en Gréce « Charaoupi », en Turquie
« Charnup » et en Espagne "Garrofero” ou "Algarrobo”. Le nom commun arabe « kharrub »
vient de I'hébreu kharuv (10).

1.3 Historique

L'utilisation de la caroube remonte a I’Egypte Antique, les gousses nourrissaient les
bétails et la gomme était utilisée comme adhésif dans la reliure de momie. Les Arabes utilisaient
la graine de caroube comme unité de poids. lls ont appelé la graine quirat ou carats et le poids
standard de la graine de caroube est devenu l'unité de poids pour les pierres d'or et précieuses
(11). Les grecs ont introduit la caroube dans certains pays européens, comme la Gréece et I'ltalie,
et les Arabes I'ont répandue le long de la cdte nord-africaine et au nord en Espagne et au
Portugal (10).
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1.4 Description morphologique

14.1 L’Arbre

Ceratonia siliqua est un arbre typiquement méditerranéen qui croit sous les climats
chauds et peut atteindre une quinzaine de métres de hauteur. 1l posséde une cime trés étalée et
arrondie. Le tronc est épais, trés crevassé, tortueux comme I’olivier, car le caroubier pousse
aussi lentement et vit longtemps, jusqu’a 500 ans avec un tronc dont la base peut atteindre 2 a

3 metres de circonférence (Figure 1) (12,13).

S S
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Figure 1 : Image montrant I'arbre du caroubier

1.4.2 L’écorce
Cette espéce ligneuse a une écorce lisse et grise lorsque 1’arbre est jeune, brune et

rugueuse a I’age adulte (14).

1.4.3 Le bois
Son bois est blanc-jaunatre lorsqu’il est jeune et devient rose veiné puis rouge foncé et
dur en vieillissant. Il est trés apprécié en ébénisterie, marqueterie, armurerie, charronnage et

aussi pour la fabrication du charbon (12).

1.4.4  Les feuilles
Les feuilles persistantes, de longueur de 10 a 20 cm, se caractérisent par un pétiole
sillonné sur la face interne et un rachis portant de 8 a 15 folioles, opposés, de 3 a 7 cm. Elles
5
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sont coriaces, entiéres, ovales a elliptiques, paripennées, légérement échancrées au sommet
avec une couleur vert noir brillante a la face supérieure et vert pale a la face inférieure. Le
caroubier ne perd pas ses feuilles en automne sauf en juillet chaque deux ans, et ils renouvellent

les feuilles au printemps (15).

1.45 Lesfleurs
Le caroubier est une espéce dioique avec quelques formes hermaphrodites. Les fleurs sont
initialement bisexuées et deviennent fonctionnellement unisexuees en suppression d‘organes
subséquent (16). Elles sont regroupées en grappes latérales, habituellement dressées ou
ascendantes, brievement pédonculées (15). La morphologie florale chez cette espéce est tres
complexe dont on peut distinguer :
e Des inflorescences males avec des étamines courtes ou bien longues (Figure 2).

e Des inflorescences femelles avec des étamines rudimentaires (Figure 3).

e Des inflorescences hermaphrodites (16) (Figure 4).

Figure 2 : Inflorescence male du Figure 3 : Inflorescence Figure 4 : Inflorescence male du
Caroubier hermaphrodite du Caroubier Caroubier

1.4.6 Les fruits

Le fruit est une gousse indéhiscente, allongée, compressée, droite ou courbée, épaisse et
mesure 10 a 30 cm de longueur sur 1,5 a 3,5 cm de largeur et environ 1 cm d'épaisseur avec un
sommet arrondi ou subaigu (16). Elle se compose principalement de deux éléments : la pulpe
qui comprend le péricarpe enveloppant le mésocarpe et les graines.
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La gousse posséde initialement une couleur verte (Figure 6) puis devient brun foncé a
noire et parfumées a maturité (Figure 5) (17).

Figure 5 : Gousse mature du caroubier Figure 6 : Gousse verte du caroubier

1.4.7 Lesgraines
Les graines sont ovoides, rigides, d’une couleur qui peut-étre marron ou rougeatre
(Figure 7) (10). Elles sont constituées de trois éléments : le tégument, la radicelle, I’endosperme

dont la longueur et la largeur sont respectivement de 8 a 10 mm et de 7 a 8 mm (18).

Figure 7 : Les graines du caroubier



Chapitre 1 : Etude du Caroubier (Ceratonia siliqua, Fabaceae)

2 Composition chimique

Tableau I : Composés phytochimiques et activité pharmacologique de chaque partie de

la plante Ceratonia siliqua (3)

Partie ] _

Ceratonia Composes phytochimiques

siliqua

Feuilles Acide gallique, kaempférol, acide tannique, hydrate, polydatine, quercétine, rutine,
biocanine, myricétine, naringénine, génisteine, catéchine, taxifoline
épigallocatéchine-3-gallate, épicatéchine-3-gallate.

Gousses Sucres (saccharose, fructose, glucose, xylose), catéchine, épicatéchingallate,
épigallocatéchingallate, épigallocatéchine, quercétine, hydroxytyrosol, acide
tannique, acide gallique, acide protocatéchuique, acide gentisique, acide syringique,
acide p-coumarigque, m-coumarique Acide, acide synaptique, acide benzoique,
théophylline Lésion gastrique.

Graines

Endosperme  Galactomannane, rhamnose, arabinose, xylose, mannose, glucose galactose .

Germe

Acide gallique, catéchine, acide gentisique, acide férulique, vanilline, théophylline,
acides gras (acide oléigue, acide linoléique, acide palmitique, acide stéarique), tous
les acides aminés essentiels (acide glutamique).

3 Activité physiologique- Etude toxicologique

3.1 Feuilles

Anti diarrhéique : les feuilles de Ceratonia siliqgua posséde une activité anti-diarrhéique

significative en raison de son effet inhibiteur sur la propulsion gastro-intestinale, la sécrétion
de liquide et des électrolytes (19).
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OH
""’1.

nCyHyOH  Lupeol

Nonadecanol

HO

Methyl gallate
Ref. 38

(-)-Epigallocatechin-3-gallate
Ref. 40

0 Geraldone Liquiritigenin

Figure 8 : Certains composés isolés a partir de Figure 9 : L'épigallocatéchine-3-
I'éxtrait de C. siliqua gallate isolé par HPLC

Antidiabétique :

v 1l a été rapporté que les feuilles de Ceratonia siliqua inhibent 1'a-amylase et le glucoside,

suggérant l'utilisation de Ceratonia siliqua comme agent antidiabétique (20). L’extrait a montré
sa complexation avec le glucose in vitro. Ces résultats suggérent que les préparations
alimentaires obtenues avec des feuilles de C. siliqgua pourraient contribuer a moduler la
digestion des glucides chez I'nomme (21).

L'administration d'alloxane aux rats a une dose de 150 mg/kg par voie intra péritonéale a
provoqué une augmentation d'environ 1,5 fois des mesures de la glycémie a jeun. Le traitement
quotidien avec L'extrait aqueux hydraté chaud et froid des feuilles de Ceratonia siliqua qui a
duré trois semaines a entrainé une diminution dose-dépendante de 25 a 62 % des taux de glucose
sanguin des rats étudiés. L’effet thérapeutique maximum des extraits a été atteint apreés deux
semaines d'utilisation qui ont persisté pendant la 3eme semaine de traitement. Les extraits de la
plante ont provoqué une diminution significative de la glycémie avec une dose de 250 mg/kg
p.o. Les images histologiques correspondant au pancréas de rats anciennement dégénérés par
‘alloxane' ont révélé leur restauration apres traitement avec des extraits aqueux chauds
et froids (22).

Activité antivirale : L’extrait de feuilles a été mis en suspension en ajoutant 5,0 ml de
diméthylsulfoxyde (DMSO) a été testé contre le virus de la maladie de Newcastle et s’est avéré

partiellement actif (23).

Anxiolytique et sédative : Des extraits méthanoliques de feuilles et de gousses ont été préparés

et testés pour la liaison aux récepteurs centraux et périphériques des benzodiazépines. Les
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extraits de feuilles, en particulier les jeunes feuilles, se sont avérés plus actifs mais aucun

composé actif n’est indiqué (24).

Antioxydants :

Une étude a rapporté que I’activité antioxydant était étroitement liée a la teneur en phénols
d’extraits de trois variétés de feuilles de caroubier marocain (25). En effet, les extraits ont
montré des activités significatives dans tous les tests antioxydants par rapport aux étalons de
référence, a savoir 1’acide ascorbique (AA) et I’hydroxyltoluénebutylé (BHT) de maniére dose-
dépendante. Dans le test de récupération DPPH, I’acétate d’éthyle de la femelle greftée était le
plus efficace avec une IC50 de 0,41 g/l tandis que I’IC50 du BHT était de 0,21 g/I.

Les extraits de feuilles de C.siliqua ont également montré une puissante activité de réduction
du pouvoir oxydant. La faible activité antioxydant du dichlorométhane et de I’extrait d’éther
dié¢thylique peut s’expliquer par la polarité et I’extraction des composés dans ces deux solvants.
Ces résultats ont été confirmés par des études (20,26) qui soutiennent que les extraits organique
et aqueux des feuilles de C. siliqua sont une source prometteuse d’antioxydants naturels riches

en phénols et en flavonoides.

Anticancéreux :

Cancer colorectal : Le cancer colorectal (CCR) est le deuxiéme et le troisieme cancer le plus
fréquent chez les femmes et les hommes, respectivement. En effet le CCR est le quatrieme
cancer le plus mortel au monde (apres les cancers du poumon, du foie et de l'estomac).
Récemment des études ont démontré que I’extrait polyphénolique des feuilles de C. siliqua a
inhibé la  prolifération des lignées cellulaires HCT-116 et CT-26, de
maniere dose-dépendante (27).

Cancer du sein : Des extraits méthanoliques de gousses et de feuilles ont été préparés et testés
pour des activités antiprolifératives et apoptotique dans les cellules cancéreuses du sein humain
MDA-MB-231, les deux se sont révélés actifs, avec une activité plus élevée des feuilles. Les
auteurs associent ces activités a la présence de composés phénoliques (28).

Cancer du col de I’utérus : L’extrait de feuille de caroube diminuerait la viabilité cellulaire en
fonction de la dose et du temps. L’activité cytotoxique in vitro a €té associée a 1’apoptose,
cependant, une augmentation de la production de ROS n’a pas été observée. En outre, une
réduction de la viabilité des cellules HeLa a été détectée avec 1’acide gallique, la (+) catéchine

et la quercétine avec des niveaux de 8, 11,9 et 27,1% respectivement (29).

10



v

Chapitre 1 : Etude du Caroubier (Ceratonia siliqua, Fabaceae)

3.2 Lagousse

Anti-athérosclérose : les fibres insolubles de la gousse de caroube (IFC) a exercé des effets anti-
athérosclérotiques chez les lapin par le biais du coactivateur-1a du récepteur activé par la
sirtuine-1 cela permettre de réduire les concentrations seriques de cholestérol , triglycérides et
LDL est jouer un réle chez la population atteinte de dyslipidémie (30).

Antidépresseur : Une étude a montré I'effet facilitateur de Ceratonia siliqua sur la fonction
dopaminergique. Cette étude examine 1’activité antidépressive de la teneur totale en
polyphénols de I'extrait de (CS) chez la souris a I'aide d'un test de suspension de la queue (TST)
et d'un test de nage forcée (FST). Le temps d'immobilité dans le TST et le FST ont été

significativement réduits par 1’extrait ce qui affirme activité antidépressive (31).

Activité antifibrotique : Des gousses séches sans graines et sans fibres ont été extraites avec de
I’eau et testées contre la fibrose hépatique induite par Schistosoma mansoni et pour la réduction

du stress oxydatif chez la souris. Une activité importante a été constatée (32).

Anti-inflammatoire :

Un galactomannane extrait de gousses de caroube, que les auteurs appellent LBG (la gomme
de caroube) a été utilisé comme agent de contraste dans I’entéroclyse par résonance magnétique
(MRE) pour I’'imprégnation de la maladie de Crohn (maladie inflammatoire chronique de
I’intestin). I a donné les meilleurs résultats lorsqu’il est utilis¢é avec de l’eau et du

mannitol (33).

Une autre étude a montré que tous les parameétres indiquant la présence d'une inflammation
induite par le dextran sulfate de sodium (5%) tels que l'indicateur principal myeloperoxidase et
les cytokines (TNF-a et IL-1b) étaient inhibés par I'extrait aqueux de gousses de caroube, ce
qui suggérant que la caroube peut avoir un effet anti-inflammatoire puissant sur le tissu colique
enflammeé et le plasma chez le rat (34).

Effets antiprolifératifs sur la lignée cellulaire de carcinome hépatocellulaire : Des extraits de
gousses et de feuilles de caroube (Ceratonia siliqua L.) ont été testés pour leur capacité a
inhiber la proliferation cellulaire de la lignée cellulaire de carcinome hépatocellulaire de souris
(T1). Les deux extraits ont montré une altération marquée de la prolifération des cellules T1
d'une maniére liée a la dose atteignant I'effet maximal a 1 mg/ml. De plus, Ils ont démontré que

des extraits de feuilles et de gousses étaient capables d'induire lI'apoptose dans les lignées
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cellulaires T1 apres un traitement de 24 h médiant une activation directe de la voie caspase-3
(35).

3.3 Lesgraines
Spermatogéne : Une étude expérimentale a démontré les effets antioxydants de ’extrait de
Ceratonia sur lI'amélioration de la toxicité induite par le cyclophosphamide (CP) sur la

spermatogenese (36,37).

Antidiabétique et hypolipidémiant : La consommation d'extrait hydroalcoolique de graines de
Ceratonia siliqua peut entrainer une baisse de la glycémie et des taux de lipides chez les rats
males diabétiques. La diminution de la glycémie est probablement due a la présence de fibres,
de phytostérols et de tocophérol dans I'extrait. De méme ces composés pourraient empécher
I'absorption des lipides et augmenter la concentration des acides biliaires, en diminuant ainsi

les taux de lipides sanguins (38).

3.4 L’écorce

Activité anti-inflammatoire : L'extrait méthanolique d'écorce de Ceratonia siliqua a été étudié
pour ses propriétés anti-inflammatoires en utilisant du carraghénane et un cedéme expérimental
de la patte postérieure induit par un traumatisme chez des rongeurs a la dose de 50, 100, 200
mg/kg respectivement, L'indométacine a 10 et 20 mg/kg a été utilisée comme standard. D'apres
les résultats obtenus, I'extrait méthanolique d'écorces de Ceratonia siliqua a montré une
réduction significative (P <0,001) et une inhibition de 'ccdéme comparable au médicament de
controle et de référence utilisé dans les deux modeéles et cela a justifié l'usage de Ceratonia

siliqua dans le traitement des affections inflammatoires (39).

3.5 Etude toxicologique

Les propriétés toxicologiques de C. siliqua ont été étudiées sur des lapins blancs males
de Nouvelle-Zélande. Dans ce contexte, dans le groupe de traitement, les lapins ont recu 10 cc
de cures de caroube en faisant bouillir le fruit de la caroube. Aucun signe toxicologique ou
déces 1ié a ’extrait de caroube n’a été observé tout au long de la période d’expérience de 7

semaines.
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En ce qui concerne les parametres hématologiques et physiologiques et les aspects
histologiques des organes tels que le foie, les reins, les poumons, le cerveau et le coeur dans
cette étude, 1’utilisation de la caroube chez les animaux n’a causé aucun effet toxicologique et

peut étre utilisée pour la consommation humaine (40).

Un test de toxicité aigie a été réalisé afin d'évaluer I'innocuité de cette plante, I'extrait
méthanolique a été administré par voie orale a différentes doses (2000 et 5000 mg/kg p.o.).
Aucune différence significative de poids corporel n'a été notée entre le groupe témoin et aucun
des groupes traités & aucun moment. En outre, I'extrait n'a produit ni mort ni symptémes
associes a une toxicité tels que convulsions, ataxie, diarrhée ou augmentation de la diurése et
aucun comportement anormal chez les animaux testés aux doses testées pendant la période
d'observation de 72h. Par conséquent, nous pouvons conclure que la DL50 orale est supérieure
a 5 g/kg chez la souris. Ces résultats indiquent I'efficacité et la sécurité relative de Ceratonia
siliqua.(39).

4  Emplois

4.1  Usage traditionnelle

Le caroubier pousse naturellement dans la région méditerranéenne. L'utilisation empirique des
cures de caroube en faisant bouillir le fruit de la caroube est tres courante en Turquie pour ses
effets sur I'asthme, la diarrhée et ses propriétés aphrodisiaques (40).

La pulpe du fruit triturée dans I'eau donne un jus rafraichissant, diurétique, béchique et laxatif.
il est trés bon pour la diarrhée (41).

Ces fruits sont traditionnellement utilisés comme antitussifs et contre les verrues (42,43).

Les caroubes avec le fenugrec, les raisins secs, le cumin. et de figues séches faire: une tisane

prise lors de I'accouchement quand il est difficile d'arréter I'némorragie (41).

La caroube et les figues est cuite pour donner une compote brune qui est donnée aux femmes

lorsqu'elles se levent apres I'accouchement (41).

La médecine traditionnelle iranienne utilise la caroube dans la prise en charge des ménorragies

.La patient doit s’asseoir dans un récipient d’une décoction de plusieurs plantes y compris la

caroube (44).
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v La phytothérapie traditionnelle a Kurdistan Iraq utilise Ceratonia siliqua pour soulager les

douleurs abdominales et la diarrhée (45).

v En Jordanie, la décoction de feuilles de caroube utilise comme traitement antidiabétique (46).
v Une étude ethnobotanique au Maroc a révele utilisation la graine, la feuille, le fruit de caroubier

en infusion, poudre, décoction pour .Le soulagement de la peau et le systéme digestif (47).

4.2 Usage agro-alimentaire

Les gousses de caroube ont longtemps été utilisées comme matiéres premieres pour la
production d'additifs alimentaires (48) . En raison de sa douceur, de sa saveur au chocolat et de
son faible prix, les gousses moulues & la farine sont largement utilisées dans la région
méditerranéenne comme alternative au cacao dans la production de confiseries, de biscuits et
de boissons transformées (49,50,51,48). Aussi, I’avantage de I’utilisation de la poudre de
caroube comme substituant du cacao c’est qu’il ne contient pas de caféine et de théobromine
(52), C’est un épaississant, aromatisant naturel et un stabilisant , qui est ajouté a une grande

variété de produits, comme les cremes glacées, les bonbons et les soupes (48,51).

La farine de caroube est traditionnellement utilisée comme additive protéique dans les
aliments destinés a la consommation humaine et animale car elle contient une teneur en acides

aminés bien équilibrée (53).

La farine du caroubier a été identifiée dans un brevet de 1935 comme possédant de
propriétés similaires au gluten. Lorsqu’elle était utilisée dans un systéme de pain levé a la levure
contenant 30 % de farine du caroubier et 70 % de farine sans gluten, le pain se présente avec

des qualités similaires a celles d’un pain de seigle européen (54).

Différents aliments peuvent étre dérivés de la pulpe de caroube comme les sirops de sucre
ou de mélasse, la poudre de caroube non torréfiée et torréfiée peut étre utilisee comme substitut
de cacao dans les pates, les barres de céréales, les confiseries au chocolat, les cremes glacées et
les produits légers (55,56,57).

La caroube aussi est utilisée dans la fabrication d’un produit laitier artisanal connu sous
le nom de « mekika ». Ce dernier est préparé par coagulation du lait avec I’extrait de gousses
vertes de caroube. Il est trés utilisé la région Eklim EI Kharoub dans le Chouf (Sud de Beyrouth

— Liban ) ou I’on trouve en paralléle avec la culture du caroubier (58).
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4.3  Autres usages

Les graines, qui ne représentent qu'environ 10 % du poids de la cabosse, sont utilisées
comme additif alimentaire naturel (E-410) dans l'industrie alimentaire pour leur effet
épaississant, stabilisant et aromatisant. C’est une poudre blanche a crémeuse, connue sous le
nom de gomme de caroube, elle est extraite de I'aloumen des graines (59). Cette gomme est
également utilisée dans les industries cosmétique, pharmaceutique, textile, de la peinture, du

forage pétrolier et de la construction (60).

L'extrait aqueux des écorces est utilise comme colorant de qualité dans les investigations

histopathologiques (61).
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1 Généralité

Les métabolites secondaires sont inégalement répartis dans les plantes, ils appartiennent
a différents groupes chimiques et leurs niveaux d'accumulation atteignent parfois des valeurs
tres elevées. La notion de « métabolites secondaires » est née de trois constats : d'abord la
difficulté d'attribuer ces métabolites a des fonctions précises dans la physiologie végétale, puis
d’une répartition trés inégale selon les plantes, enfin, au sein d'une méme espéce, une certaine
« inertie biochimique » car ces substances sont rarement réactivées dans les plantes apres s'y
étre accumulés, ils ont tendance a avoir des structures chimiques complexes. Ils représentent

une source importante de molécules que I'nomme peut utiliser sur le terrain (62) .

2 Classification

2.1 Laclasse des polyphénols

Ces composeés ont tous en commun un ou plusieurs noyaux benzéniques qui porte une ou
plusieurs composés a fonction hydroxyle (63). Les acides phénoliques naturels varient des
molécules simples (acides mono phénoliques) aux molécules plus polymérisées (tanins
condenseés) (62). D'un point de vue appliqué, ces molécules sont a la base des principes actifs
présents dans les plantes médicinales, cela est lié a la difficulté de leur production. Chez
I'nomme, ces molécules jouent un rdle important en agissant directement sur la qualité
nutritionnelle des fruits et des lIégumes et leur impact sur la santé des consommateurs (effets

antioxydants, prévention de I'apparition de certains cancers...) (62).

2.1.1 Les acides phénoliques
Ce sont des composés phénoliques qui possedent une fonction acide en plus de la fonction
phénol. Ils sont représentés par deux sous-classes :
e Acide hydroxybenzoique : L'acide hydroxybenzoique a une structure C6-C1 et est constitué
d'un noyau benzénique avec des chaines aliphatiques attachées aux carbones (Figure 10). Ces
composés sont omniprésents dans le régne végétal et on retrouve l'acide gallique, l'acide

protocatéchique, I'acide vanillique et I'acide syringique (64).
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COOH

OH

Figure 10 : Structure générale de I'acide hydroxybenzoique

Acide hydroxycinnamique : Ces composés sont trés largement distribués et rarement sous
forme libres, ils sont généralement estérifies et peuvent également étre amidé ou combiné avec
des sucres ou des polyols, par ex : Acide quinique. Ce sont des composés aromatiques a trois
carbones latéraux dans la chaine C6-C3 (Figure 11) , y compris l'acide caféique, I'acide

férulique, l'acide coumarique et I'acide sinapique (65).

O

X OH

HO

Figure 11 : Structure générale de I'acide hydroxycinnamique

Les acides phénoliqgues ont des propriétés biologiques intéressantes
Anti-inflammatoires, antiseptiques, immunostimulants (66), antioxydants (67). La molécule la
plus active pharmacologiquement c’est 1'acide caféique, qui est trés efficace contre les virus,
les bactéries et les champignons (68). L'acide gallique a la capacité de réduire la viabilité des
cellules cancéreuses du poumon chez la souris in vitro, et la combinaison de cet acide avec des

médicaments anticancéreux tels que le cisplatine peut traiter efficacement ces cancers (69).

2.1.2 Les flavonoides

C'est parmi les groupes les plus représentatifs des composés phénoliques (70). Ces
molécules ont des structures chimiques différentes et des propriétés spécifiques. lls sont
omniprésents et responsable de la coloration des fleurs, des fruits et des feuilles (71).

Dans la nature, les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides (72).

La chimie des flavonoides dépend de leur classe structurelle, de leur degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, de leur degré de polymérisation, de la substitution du cycle
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C et de la conjugaison : la présence de la double liaison C2-C3, groupe 3-O et la fonction 4-
oxo (73). Les flavonoides peuvent étre divises en différentes classes en fonction de leur
squelette : flavones, flavonols, anthocyanidines, flavanones, flavanols, isoflavones (Figure 12)
(74).

flavanone R3' flavone

flavanonol

flavan 3-ol : isoflavone

OH -

o
CSVC.
OH °©

R5’

Figure 12 : Les différentes classes des flavonoides (74)

Les flavonoides peuvent prévenir les dommages oxydatifs grace a plusieurs mécanismes
d'action. En éliminant les radicaux hydroxyle, superoxyde, alcoxyle et peroxyde (75). Soit par
chélation des métaux (fer et cuivre), qui sont importants pour l'initiation des réactions

radicalaires, soit ils inhibent les enzymes impliquées dans la production de radicaux libres (76).

IIs sont tres importants dans le traitement du diabéte (inhibition de I'aldose réductase),
de la goutte (inhibition de la xanthine oxydase), de l'inflammation (inhibition de la
lipoxygenase, de la phospholipase et de la cyclo-oxygénase), des hépatites, des tumeurs, de
I'nypertension (quercétine), de la thrombose (Flavonols), maladies allergiques bactériennes et
virales (anti-VIH) (68,73,77). Cependant, les flavonoides ont également des propriétés
neurosédatives, antispasmodiques, diurétiques et anti-oestrogéniques (isoflavones). Ils luttent
aussi contre le vieillissement cérébral et ses conséquences telles que la perte de mémoire et la

confusion.
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2.1.3 Lestanins

Substances phénoliques de haut poids moléculaire de 500-3000, elles ont la propriété de
précipiter les alcaloides, la gélatine et d'autres protéines (68,78). Les tanins sont caractérises
par un godt astringent et peuvent étre trouvés dans toutes les parties de la plante, y compris
I'écorce, les feuilles, les fruits et les racines (79). Deux groupes de tanins se distinguent par leur
structure chimique et leur origine biogénétique :
Les tanins hydrolysables

Sont des polyesters d’un sucre (généralement le glucose) et d’un nombre variable de
molécules d’acides phénols considérés comme des non flavonoides (¢éllagitanine, gallotanins)
(80). Ces tanins subissent une hydrolyse acide et basique facilement. Ils s’hydrolysent sous
I’action enzymatique et de I’eau chaude (81).

Selon la nature des tanins hydrolysables on distingue :
Tanins galliques : donnent des oses et de I’acide gallique (Figure 13) par hydrolyse.
Tanins ellagiques : donnent des oses et acides ellagiques (Figure 14) a travers des enzymes
(82).

O~_OH

HO OH
OH

Figure 13 : Structure chimique de Figure 14 : Structure chimique de
I'acide gallique I'acide ellagique

Les tanins condenses

Appelés aussi proanthocyanidols, ce sont des polyphénols appartenant a la famille des
flavonoides, ce sont des oligomeéres ou des polyméres d’unités de flavonoides, les plus
importantes sont les flavanediols 3,4 et le flavon-3-ol (catéchine) qui est I’'unité de base des
tanins condensés (Figure 15) (83). A la différence des tanins galliques et ellagiques ces tanins

ne possédent pas de sucre dans leurs molécules et sont non hydrolysable (82).
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Figure 15 : Structure chimique des tanins condensés

Les plantes riches en tanins sont utilisées pour les rhumes, les maux de gorge, les
problémes de sécrétion excessive, les infections internes et externes, les plaies, les coupures et
les bralures (83). De plus, les tanins ont des effets antibactériens (84), antioxydants (85), anti-

diarrhéiques (86) et anti-inflammatoires tres élevés (84).

2.2 Lesalcaloides
Les alcaloides sont des substances basiques contenant de I'azote qui est contenu dans un
systeme hétérocyclique (83). Cet atome d'azote est généralement dérivé d'acides aminés et sa
structure carbonée reste souvent intacte dans la structure finale des alcaloides.
Il existe généralement :
e Les alcaloides vrais : Sont dérivés d’acides aminés, et présentent au moins un hétérocycle,
(ex : la strychnine dérivée du tryptophane) (Figure 16).
e Les proto-alcaloides : Dérivent d’acides aminés dont 1’azote est en dehors des structures
cycliques (ex : la colchicine) (Figure 17).

e Les pseudo-alcaloides : Ne dérivent pas d’acides aminés (ex : la caféine) (Figure 18) (87).

0]
HyCO J CH3
O. N N S
H4CO H / \l/
H,;CO O < ‘ N
| 0 /N CH;,
Figure 16 : Structure Figure 17 : Structure Figure 18 : Structure
chimique de la strychnine chimique de la colchicine chimique de la caféine
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Les alcaloides sont rarement présents a 1’état libre dans la plante, le plus souvent ils sont

en combinaison avec des acides organiques ou des tanins (88).

A ce jour, certains médicaments utilisés sont des alcaloides naturels, qui affectent le
systéme nerveux , ils exercent une certaine activité pharmacologique : Analgésique (cocaine),
activité anticholinergique (atropine, scopolamine, galanthamine), antipaludique (quinine),
antihypertenseur (réserpine), antitussif (codéine), antagoniste cardiaque et stimulants centraux
(caféine), diurétiques, anesthésiques locaux (cocaine), (morphine), anti tumoral et

sympathomimeétique (éphédrine) (89) .

2.3  Lesterpénes

Les terpénes constituent la classe la plus vaste et la plus diversifiée des composés
organiques des végétaux, pres de 15.000 structures moléculaires sont connues, on distingue ;
Les monoterpenes avec 10 atomes de carbone.
Les sesquiterpénes avec 15 atomes de carbone.
Les diterpenes avec 20 atomes de carbone.
Les triterpénes avec 30 atomes de carbone.

Les tétraterpénes avec 40 atomes de carbone (90).

2.3.1 Les saponosides

Sont abondamment trouvés dans certaines familles du regne végeétal (91). Leur nom
provient du latin (sapo) signifiant "savon" car ils peuvent former des solutions moussantes en
présence d'eau (92). Ce sont des hétérosides a haut poids moléculaire, qui se composent d’une

partie lipophile I’aglycone (ou génine) et d’une partie hydrophile osidique.

Les saponosides sont classées en deux groupes en fonction de la nature de leur partie

génine : Les saponosides stéroidique et les saponosides triterpénique (83).

2.3.2 Lesstérols
Les stérols végétaux, appelés aussi phytostérols, sont des alcools stéroidiens qui font

partie de la famille des terpenes. Les phytostérols sont composés d'agrégats tétracycliques de
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cyclopentaphénanthréne contenant un groupe hydroxyle et une chaine latérale en position 3 du

premier cycle. Les stérols végétaux ont une structure chimique similaire au cholestérol (93).

2.3.3 Les huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des produits odorants, de composition complexe, obtenus a
partir d’une matiére premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau ou par
distillation seche ou par un procédé mécanique sans chauffage (83).

Les huiles essenticlles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs : il y a
environ 17 500 especes aromatiques (83).

Ils peuvent étre stockés dans tous les organes végétaux : fleurs, feuilles, dans les écorces,
les bois, les racines et les rhizomes, les fruits et méme les graines. Si tous les organes d'une
méme espece contiennent des huiles essentielles, la composition des huiles essentielles variera

d'un organe a l'autre (83).

2.3.4  Activités biologiques des terpénes

Les triterpénes ont une diversité structurelle remarquable. Cette diversité chimique se
traduit par des propriétés biologiques et pharmacologiques variées : Cytostatiques, antiviraux,
anti—-inflammatoire, cytoprotectives, immunomodulatrices, analgésiques et antifongiques (83).

Les saponosides sont réputées de leur capacité a former des pores dans les membranes
des hématies et donc entrainer I'némolyse de cette derniére (94,95), aussi les saponines
triterpénoides a squelette hédéragénine isolées de Sapindus mukorossi Gaertn ont des effets
molluscicides contre I'escargot du pommier qui est devenu I'un des principaux parasites du riz
et d'autres récoltes aquatiques (96).

Aussi , il y’a plusieurs études qui ont trouvés qu’il y a des saponosides qui ont des
propriétés anti-inflammatoires et antalgiques (97), antiparasitaires (98), cytotoxiques et
antitumorales (99) et antioxydantes (100).

Les huiles essentiels sont genéralement considérés comme des protecteurs contre les
prédateurs (insectes..) aussi comme des agents allélopathiques c’est-a-dire des inhibiteur de

germination (83).
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1 Matériel

1.1  Appareillage et réactif

Tableau Il : Appareillage et réactif utilisés

Réactifs

Carmin aluné

Chlorure ferrique a 10%
Glycérine

Réactif de Bornstraégen
Réactif de Burchard
Réactif de Dragendorff
Réactif de Folin Ciocalteau
Reactif de Gazet du Chatelier
Reactif de Liebermann
Rognure de magnésium
Réactif de Stiasny
Trichlorure d’aluminium
Vert d’iode

Verrerie

Béchers

Capsules en porcelaine
Eprouvettes

Lamelles

Mortier

Pissette

Tamis

Tubes a essali

Verres de montres

Appareillage

Bain-Marie

Bain de sable

Balance analytique Scout Pro SPU 202
(China)

Balance électrique  PA64 (Union
européen)

Loupe binoculaire

Microscope optique Opitka B-183
(Italy)

Spectrophotometre Biotech engineering
(United Kingdom)

Vortex VM-10 Dithan scientific (South
Korea)

Produits chimiques
Acétate de sodium
Acide chlorhydrique
Acide gallique

Acide sulfurique
Alcool chlorhydrique
Alcool isoamylique
Ammoniaque
Anhydride acétique
Chloroforme

Eau distillée

Ethanol

Ether de pétrole
Hypochlorite de sodium
Meéthanol
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Quercétine

1.2  Matériel végétal :
e Ceratoniasiliqua :

v’ La feuille de Ceratonia siliqua.

v L’écorce de Ceratonia siliqua.

2 Méthode

2.1 Matiére végétale
Le matériel végétal utilisé pour 1’étude a été collecté dans deux régions de Tlemcen.
Pour I’écorce une sortie a été faite vers Ouled Benziane dans les hauteurs de Zelboun a la
wilaya de Tlemcen : cordonnée géographique 34°49'29.3"N 1°26'20.2"W le 15 octobre 2021.
Les feuilles sont récoltées dans la région de Remchi cordonnée géographique
35°04'06.6"N 1°25'48.6"W le 23 octobre 2021 (Figure 19).

o ; ; e

Quzs

- ; Sy e

Figure 19 : Localisation de la zone de récolte (Ouled Benziane)

2.2 Récolte et conservation des échantillons
Les branches entiéres récoltées sont bien lavées puis acheminées au laboratoire pour
écorgage et fragmentation (Figure 20 et 21).
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Figure 20 : Feuille de Ceratonia siliqua Figure 21 : Branches de Ceratonia siliqua
lavées lavées
Une partie est conservée directement dans un mélange de glycérine — eau — alcool V
(1/3-1/3-1/3) pour I’analyse microscopique des coupes transversales. Ce traitement permet un
ramollissement des tissus pour pouvoir pratiquer les coupes transversales de facon aisée. Il

permet aussi une bonne conservation (Figure 22 et 23).

Figure 22 : Ecorce de Ceratonia siliqua Figure 23 : Feuille de Ceratonia siliqua
conserves conserveés

Une autre partie a subi un séchage a I’abri de la lumiére et de ’humidité, a température
ambiante (Figure 24 et 25). Une fois séchés, les fragments de chaque drogue sont finement
broyés I’aide d’un mortier et/ou un broyeur automatique pour 1’observation microscopique de

la poudre, pour le screening tri-phytochimique et pour le dosage (Figure 26 et 27).
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Figure 24 : Ecorces de Ceratonia siliqua séches Figure 25 : Feuilles de Ceratonia siliqua
séchées

Figure 26 : Poudre de I'écorce ~ Figure 27 : Poudre de la feuille de Ceratonia
de Ceratonia siliqua siliqua

2.3 Etude botanique

2.3.1 Etude macroscopique
Une étude morphologique est réalisée a 1'ceil nu et/ou a la loupe binoculaire suivie d’une

analyse des caractéres organoleptiques des deux drogues.

2.3.2 Examen microscopique des coupes transversales

2.3.2.1 Préparation des coupes transversales de la feuille et de I’écorce de Ceratonia
siliqua
A TI’aide d’une lame rasoir, des fines coupes transversales de la drogue en question ont
été realisées (Figure 28) puis, elles ont été plongées dans un verre a montre contenant de 1’eau

de Javel, une coloration ultérieure est réalisée (Figure 29).
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Figure 28 : La technique de découpage de  Figure 29 : Des coupes transversales de
I'écorce du caroubier a I'aide d'une lame I'écorce du caroubier

rasoir

2.3.2.2 Technique de la double coloration (101)

Les coupes sont placées dans une solution d’hypochlorite de sodium pendant 15 a 20
minutes, jusqu’a élimination du contenu cellulaire. Un premier lavage abondant a 1’eau distillée
est effectué pour éliminer I’excés d’eau de javel, par la suite, les coupes sont déposées dans un
tamis qu’on fera passer dans 3 verres de montre chacun contenant une solution différente. Le
premier verre de montre contient de ’acide acétique dilué a 1%, on y laisse les coupes pendant

3 a 5 min. Un deuxiéme lavage a 1’eau distillée est nécessaire pour éliminer I’exces d’acide.

Le deuxiéme verre de montre referme une solution de vert d’iode, on Y laisse les coupes
pendant 30 secondes a 1 minute, ce réactif colore les tissus sclérifiés et subérifiés en vert, jaune
verdatre ou parfois en brun, un lavage abondant des coupes est effectué pour éliminer I’excés

de colorant.

Le troisieme verre de montre contient le carmin aluné, dans lequel on laisse les coupes
pendant 5 minutes, ce colorant, colore les tissus cellulosiques en rose. Un dernier lavage a I’eau

distillée est nécessaire, pour éliminer I’excés de colorant. (Figure 30).

Figure 30 : Technique de la double coloration
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2.3.2.3 Montage de la lame
Les coupes sont montées entre lame et lamelle, dans un liquide qui est soit de 1’eau
distillée soit la glycérine, la lamelle doit étre inclinée d’un angle de 45° avant d’étre rabattu sur

la lame, pour éviter la formation de bulles d’air (102).

2.3.2.4 Observation de la lame
L'observation microscopique des coupes se fait a 2 grossissements : Un faible
grossissement 10x10 permet d’avoir une vue générale de la coupe, puis, un plus fort

grossissement 10x40 permet d’étudier chaque tissu et les détails de chaque cellule.

2.3.2.5 Examen microscopique de la poudre

C’est un examen qui peut étre pratiqué sur une faible quantité de drogue pulvérisée, c’est
un moyen de diagnose général : sur une lame portée objet une goutte d'eau est déposée et a
I’aide d’un cure-dent une petite quantité de poudre est prélevée et délayée dans I'eau, sur la
lame, jusqu'a ce que la poudre soit mouillée. Recouvrir d'une lamelle en appuyant légérement

avec le doigt.

Une deuxiéme lame a été montée dans le réactif de Gazet du Chatelier. L’examen s’est

fait comme pour la coupe mais en parcourant toute la lamelle.

2.4 Screening tri-phytochimique

Nous avons caractérisé les différents groupes chimiques en nous référant au protocole
décrit dans les travaux de Ronchetti et Russo (103), Hegnauer (3), Wagner (104), Békro et
al(105).

2.4.1 Opération d’extraction

Pour mener 1’étude tri-phytochimique nous avons réalisé, sur la poudre des deux
organes (feuilles et écorce), 3 extractions selon protocole mis au point par Nemlin et Brunel
(106). Les extraits bruts ont été obtenus par extractions successives (Figure 31 et 32), avec des
solvants de polarités croissantes. Dans cet ordre, nous avons utilisé 1’éther de pétrole, le

méthanol et I’eau.
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Pour I’extraction a I’éther de pétrole, nous avons dissous 20 g de poudre de chaque drogue
dans 60 ml d’éther de pétrole. L’ensemble a été homogénéisé par agitation manuelle pendant
10 min. La mixture a éte ensuite filtrée. Le filtrat obtenu a été nomme filtrat éthéré 1. Sur le
marc, nous avons ajouté 60 ml d’éther de pétrole, aprés 10 min d’agitation puis filtration, nous
avons obtenu le filtrat éthéré 2. La méme opération a permis d’obtenir le filtrat éthéré 3. Ces 3
filtrats ont été regroupés et concentrés a 25 ml sur un bain de sable. Cette série d’opérations a

conduit a une solution concentrée que nous avons appelée extrait éthérique.

Apres épuisement a I’éther de pétrole, le marc résiduel a été séché. La poudre obtenue a
¢été récupérée dans 60 ml de méthanol. Dix (10) min d’homogénéisation par agitation manuelle
ont permis d’obtenir le filtrat méthanolique 1. La méme opération a été reprise et elle a donné
le filtrat méthanolique 2. Les 2 filtrats méthanoliques réunis ont été filtrés et concentrés a 25

ml, au bain de sable, pour donner I’extrait méthanolique.

Pour préparer I’extrait aqueux, nous avons infusé 5g de la poudre séche de chaque drogue

dans 50 ml d’eau distillée, pendant 15 min. L’infusé a été filtré pour produire 1’extrait aqueux.

Figure 31 : Extrait aqueux, éthérique et Figure 32 : Extrait aqueux, éthérique et
méthanolique de la feuille du caroubier méthanolique de I’écorce du caroubier

2.4.2 Caractérisation des polyphénols

La réaction au chlorure ferrique (FeCls) a permis de caractériser les polyphénols. Sur 2
ml de chaque extrait (éthérique, méthanolique et aqueux), nous avons ajouté une goutte de
solution alcoolique de chlorure ferrique a 2%. L’apparition d’une coloration bleue-noiratre ou

verte plus ou moins foncée indique la présence de polyphénols.
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2.4.3 Caractérisation des flavonoides

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine. Deux (2) ml de chaque
extrait ont été évaporés et le résidu a été repris dans 5 ml d’alcool chlorhydrique dilué 2 fois.
En ajoutant 2 a 3 copeaux de magnésium, il y a un dégagement de chaleur puis une coloration
rose orangé ou violacée. L’addition de 3 gouttes d’alcool isoamylique a intensifier cette

coloration pour confirmer la présence de flavonoides.

2.4.4 Caracterisation des tanins catéchiques et galliques

La recherche des tanins catéchiques est réalisée par le réactif de Stiasny. Cing (5) ml de
chaque extrait ont été évaporés a sec. Le résidu est repris par 15 ml de réactif de Stiasny, le
mélange a été chauffé au bain-marie a 80°C pendant 30 min. L’observation d’un précipité en

gros flocons caractérise les tanins catéchiques.

Pour les tanins galliques, la solution précédente est filtrée et le filtrat est recupéré et saturé
d’acétate de sodium. L’addition de 3 gouttes de FeCls provoquerait I’apparition d’une

coloration bleu-noir intense, signe de la présence de tanins galliques.

2.45 Caractérisation des alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisés par les réactifs de Burchard (réactif iodo-ioduré) et de
Dragendorff (réactif a 1’iodo-bismuthate de potassium). Six (6) ml de chaque solution ont été
évaporés a sec. Le résidu est repris par 6 ml d’alcool a 60°. L’addition de 2 gouttes du réactif
de Dragendorff sur la solution alcoolique formerait un précipité de coloration orangée. L’ajout
de 2 gouttes du réactif de Bouchardon sur la solution alcoolique formerait un précipité de

coloration brun rougeatre et indiquait une réaction positive.

2.4.6 Caracterisation des Saponosides
Pour rechercher les saponosides, nous avons versé, dans un tube a essai, 10 ml de I’extrait
total aqueux. Le tube était agité pendant 15 secondes puis laissé au repos durant 15 min. Une

hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indiquerait la présence de saponosides.

2.4.7 Caracterisation des substances quinoniques
Les substances quinoniques ont été recherchées par le réactif de Bornstraégen. Deux (2)

ml de chacun des 3 extraits ont été évaporés a sec. Le résidu est trituré dans 5 ml d’acide
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chlorhydrique au 1/5. Le triturat est versé dans un tube a essai puis porté ensuite au bain-marie
pendant 30 min. Aprés refroidissement, il est extrait par 20 ml de chloroforme (Figure 33).
L’ammoniaque diluée 2 fois (0,5 ml) a été ajouté a la solution chloroformique. Une coloration

rouge ou violette indiquerait la présence de quinones.

Figure 33 : Extraction du trituréat par le chloroforme

2.4.8 Caractérisation des stérols et les polyterpénes

Les stérols et les polyterpénes ont été recherchés par la réaction de Liebermann. Cing (5)
ml de chacun des trois extraits ont été évaporés sur un bain de sable. Le résidu est dissous a
chaud dans 1 ml d’anhydride acétique, nous avons ajouté 0,5 ml d’acide sulfurique concentré
au triturdt. L’apparition, a I’interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au

vert, a indiqué une réaction positive.

2.5 Dosages des composes phénoliques et des flavonoides

2.5.1 Préparation de I’extrait

Une quantité de 1g de poudre des feuilles et d’écorce a été macérée dans 20 ml de
méthanol pendant 48h. Apreés filtration, le solvant est évaporé a sec a 45°C. Le résidu est repris
par 3 ml du méthanol et conservé a 4 °C jusqu’a utilisation (107).

2.5.2 Dosage des composés phénoliques

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie, selon la
meéthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (mélange d’acide tungstique et

d’acide molybdique). Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de
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groupements hydroxyles présents dans 1’extrait. Le protocole utilise est basé sur celui décrit par

(Singleton et Ross) (108) en y apportant quelques modifications.
Mode opératoire

Brievement, dans des tubes a hémolyse en verre, un volume de 200 ul de chaque extrait
a eté ajouté, avec un mélange de 1 ml de réactif Folin-Ciocalteu dilué 10 fois, et 800 ul d’une
solution de carbonate de sodium a 7,5 %. Les tubes sont agités et conservés pendant 30 min.

L’absorbance est lue a 765 nm.

Expression des résultats

La quantification des polyphénols a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y =ax + b) réalisée par un standard étalon "acide gallique" a différentes concentrations
(0 0,025 0,05 0,075 0,10,15 0,175 0,2 mg/ml) traitées dans les mémes conditions que

1’échantillon.

La formule suivante a été utilisée pour le calcul de la teneur en polyphénols exprimée en

microgrammes d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (mg EQ/mg).

CxVxD
Ps

T=

T : Teneur en polyphénols.

C : Concentration de I’extrait obtenue a partir de 1’équation de la courbe.
V : Volume d'extrait total.

D : Facteur de dilution.

Ps : Poids de la matiére séche.

2.5.3 Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée par dosage colorimétrique utilisant
le trichlorure d’aluminium AICIz et le nitrite de sodium (NaNO.). Ce reactif forme des
complexes acides stables soit avec le carbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe
hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones et des flavonols. Par ailleurs, le trichlorure
d’aluminium peut ~ également former des  complexes acides labilesavec les
groupements orthodihydroxyles éventuellement présents sur le noyau A et/ou B des

flavonoides. Ces complexes formés de coloration jaunatres absorbent a 510 nm et la teneur des
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flavonoides totaux est obtenue par comparaison des absorbances par rapport a une solution d’un

flavonoide de concentration connue prit comme référence.
Mode opératoire

2 ml d’extrait méthanolique dilué a été mélangé avec 6 ml d’eau distillée, suivis de 600
pl d’une solution de nitrite de sodium (NaNO2) a 7 %. Apres cinq minutes d’incubation, 600
ul de chlorure d’aluminium (AICI3) a 10 % ont été ajoutés au mélange, le tout a été laissé reposer
pendant six minutes. Ensuite, 2 ml d’hydroxyde de sodium (1M) a été ajouté aux tubes. Apres
5 minutes de repos, I’ensemble a été agité a I’aide d’un Vortex et la lecture a été faite a 510 nm

contre un blanc de méthanol a 1’aide d’un spectrophotomeétre.
Expression des resultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y =ax + b) réalisée par un standard étalon "la Quercétine™ a différentes concentrations
(00,0025 0,005 0,01 0,02 mg/ml) traitées dans les mémes conditions que 1’échantillon.

La formule suivante a été utilisée pour le calcul de la teneur en flavonoides exprimée en

microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (mg EQ/mg).

CxVxD
Ps

T=

T : Teneur en flavonoides.

C : Concentration de I’extrait obtenue a partir de 1’équation de la courbe
V : Volume d'extrait total.

D : Facteur de dilution

Ps : Poids de la matiére séche.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1 Etude botanique

1.1 Examen macroscopique

1.1.1 Ecorce

Elle est brune, rugueuse et sillonnée longitudinalement sur la face externe, jaunéatre et
lisse dans la face interne. L’écorce jeune est lisse et brun-verdatre sur la face externe.

La cassure est fibreuse, 1’odeur est faiblement aromatique, la saveur est ameére.

La poudre est de couleur brunatre.

1.1.2 Feuille
La feuille est coriace légerement échancrée au sommet, avec un pétiole sillonne,
composee de 4 a 10 folioles de couleur verte luisante sur la face dorsale et verte pale sur la face

ventrale.

1.2 Examen microscopique

(Tous les résultats sont résumés dans 1’annexe)

1.2.1 La coupe transversale de I’écorce

La coupe transversale de 1’écorce de la plante récoltée observée sous le microscope
optique aux grossissements 10 x 10 et 10 x 40, a présenté les différents éléments suivants :

e Comme vue générale on a observé un suber avec un phelloderme et un parenchyme
cortical apres des péricycles des cellules scléreuses avec des fibres scléreuses péricycliques

apres un rayon médullaire et enfin un liber secondaire (Figure 34)
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Figure 34 : Vue générale de la coupe transversale de I’écorce de Caroubier,
Ceratonia siliqua (Fabaceae), observée au grossissement 10x10, A : Suber, B :
Phelloderme, C : Parenchyme cortical, D : Péricycle des cellules scléreuses, E : Fibres
scléreuses péricycliques, F : Rayon médullaire, G : Liber secondaire

e Un Parenchyme avec des cellules scléreuses et fibres sclérifiés (Figure 35).

A

Péricycle de cellules
scléreuses

Amas de fibres scléreuses

Figure 35 :Un Parenchyme avec des cellules scléreuses et fibres sclérifiés de

I'écorce du Caroubier , observée au grossissement 10x40 .

e Des prismes d’oxalate de calcium (Figure 36) et des grains d’amidon (Figure 37).
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Prisme
d’oxalate
de calcium
Cellules
parenchymateuses
avec des grains
d’amidon
Figure 36 : Prismes Figure 37 : Grains d'amidon
d'oxalate de calcium observés au grossissement 10x40
observés au grossissement
10x40

e Des cellules parenchymateuses (Figure 38).

Fibres sclérifiés

Cellules scléreuses

Cellules
parenchymateuses

Figure 38 : Cellules parenchymateuses observés au grossissement 10x40

e Une lenticelle (Figure 39 et 40).
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Figure 39 : Une partie de I'écorce Figure 40 : Lenticelle observée
du Caroubier observée au grossissement au grossissement (10 x 40)
10x10

e Des poils tecteurs blanchatres recouvrant 1’écorce (observés par loupe

binoculaire) (Figure 41).

Figure 41 : Poils tecteurs de I'écorce du caroubier observés par loupe binoculaire

1.2.2 La poudre de I’écorce
La poudre de I’écorce de la plante récoltée observée au microscope optique au
grossissement (10 x 40), renferme des éléments suivants : (Figure 42)
v" Des cellules parenchymateuses avec grains d’amidon.
v Un fragment de suber.
v" Amas de cellules scléreuses.

v’ Fibres cristalligenes et des poils tecteurs finement ponctués.
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Figure 42 : Eléments de la poudre de I’écorce de Caroubier Ceratonia siliqua
(Fabaceae) observés au grossissement 10x40. A : Cellules parenchymateuses, B : Fragment
de suber, C : Amas de cellules scléreuses, D : Fibres cristalligénes, E : Grains d’amidon, F :
Poil tecteur

1.2.3 Lacoupe transversale de la feuille
La coupe transversale de la feuille de la plante récoltée observée sous le microscope

optique aux grossissements 10 x 10 et 10 x 40, les différents éléments suivants :

e En vue générale la coupe transversale montre que la feuille du Caroubier contient deux

faces, une ventrale et ’autre dorsale et renferme une nervure médiane centrale avec un limbe

dans les deux c6tés (Figure 43).
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Limbe

Face ventrale

—

»————— Nervure médiane

Face dorsale

Figure 43 : Vue géneérale de la coupe transversale de la feuille de Caroubier,
Ceratonia siliqua (Fabaceae), observée au grossissement 10x10

e Une vue sur microscope optique avec un grossissement de 10 x 40 montre que la
nervure mediane de la feuille du Caroubier contient de 1’extérieur vers I’intérieur les éléments
suivants (Figure 44) :

v" Des poils tecteurs (Figure 45)

v" Un épiderme inférieur cuticularisé.
v" Un collenchyme rond.

v Un parenchyme cortical (a méat).
v" Des fibres scléreuses péricycliques.

v Un liber secondaire et bois secondaire.
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cuticularisé

Figure 44 :

Bois secondaire

Liber secondaire

Parenchyme

cortical (a méat)

La nervure médiane de la feuille du Caroubier observée au
grossissement 10x40

Poil tecteur

Figure 45: Poil tecteur de la feuille du Caroubier observé au grossissement 10x40
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e Une vue sur microscope optique avec un grossissement de 10 x 40 montre que le
limbe de la feuille du Caroubier contient de 1’extérieur vers l’intérieur les éléments
suivants (Figure 46) :

v Epiderme supérieur cuticularisé (dans la partie ventrale).

Epiderme inférieur (dans la partie dorsale) .
Un hypoderme.
Un parenchyme palissadique.

Un parenchyme lacuneux.

AN N NN

Des macles d’oxalate de calcium.

Epiderme supérieur

cuticularisé
Hypoderme
Macle d’oxalate
de calcium
Parenchyme
Parenchyme palissadique
lacuneux

Epiderme
inférieur

Figure 46 : Un fragment de limbe de la feuille du caroubier observé au
grossissement 10x40
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1.2.4 La poudre de la feuille
La poudre de la feuille de la plante récoltée observée au microscope optique au

grossissement (10 x 40), renferme des éléments suivants (Figure 47) :

v Un fragment d’épiderme inférieur avec stomate.

v" Un fragment d’épiderme supérieur.

v Hypoderme.

v" Un vaisseau de bois.

v Un liber.

v" Des fibres scléreuses.

v" Des grains d’amidon.

v Poil tecteur.

Figure 47 : EIéments de la poudre de la feuille de Caroubier Ceratonia siliqua
(Fabaceae) observés au grossissement 10x40. A : Un fragment d’épiderme inferieur avec
stomate, B : un fragment d’épiderme supérieur, C : hypoderme, D : Vaisseaux de bois, E :

Liber, F : Fibres scléreuses, G : poils tecteur, H : Grains d’amidon
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2 Screening tri-phytochimique

(Tous les résultats sont résumés dans 1’annexe)

2.1 L’écorce

2.1.1 Caractérisation des polyphénols
Il y a apparition d’un précipité bleu noiratre dans I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux
(réaction positive), par contre la couleur ne change pas dans I’extrait éthérique (réaction

négative) (Tableau I11).

Tableau 111 : Caractérisation des polyphénols totaux dans I'écorce du caroubier
Extrait Ethérique Méthanolique Agueux
Avant

Apres

2.1.2 Caractérisation des flavonoides :
I n’y a pas un dégagement de chaleur ni de changement de couleur dans les trois extraits

(réaction négative) (Tableau V).

47



RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau IV : Caractérisation des flavonoides dans I'écorce du Caroubier

Extrait

Méthanolique Ethérique Aqueux

Résultats

2.1.3 Caracteérisation des Saponosides

Il y’a la formation d’une hauteur de mousse persistante supérieure a 1 cm pour les deux

extraits aqueux (reaction positive) (Tableau V).

Tableau V : Caractérisation des saponosides dans |'écorce du caroubier

Extrait

Aqueux (décocte)

Résultats

Aqueux (infusé)

2.1.4 Caracteérisation des tanins catéchiques :

Il y’ a la formation d’un précipité en gros flocons pour les extraits aqueux et méthanolique

(réaction positive) et pas ou peu de précipité pour I’extrait éthérique (réaction négative ou

faiblement positive) (Tableau VI).

48




RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau VI : Caractérisation des tanins catéchiques dans I’écorce du Caroubier

Extrait | AQueux Ethérique Méthanolique

Avant

Apres

2.1.5 Caractérisation des tanins galliques :
Il n’y a pas un changement de couleur dans les trois extraits (réaction négative) (Tableau
VII).
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Tableau VII : Caractérisation des tanins galliques dans I'écorce du Caroubier

Extrait | Aqueux Ethérique Méthanolique

Avant

Apres

2.1.6 Caractérisation des alcaloides
Il n’y a pas une formation d’un précipité brun-rougeétre dans les trois extraits (réaction
négative) (Tableau VIII).
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Tableau VIII : Caractérisation des alcaloides dans I'écorce du Caroubier

Extrait Agueux Ethérique Méthanolique

Avant

Apres I’ajout
du réactif de
Bouchardon

Apres D’ajout
du réactif de

Dragendorff

2.1.7 Caractérisation des substances quinoniques
Il n’y a pas un changement de couleurs dans les trois extraits (réaction négative) (Tableau
1X).
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Tableau IX : Caractérisation des substances quinoniques dans I'écorce du Caroubier

Extrait | Aqueux Ethérique Méthanolique

Avant

Apres

2.1.8 Caractérisation des sterols
Il y’a une apparition d’un anneau violet a pourpre dans les trois extraits (réaction positive)
(Tableau X).
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Tableau X : Caractérisation des stérols dans I'écorce du Caroubier

Extrait | Ethérique aqueux Méthanolique

Avant

Apres

2.2 Lafeuille :

2.2.1 Caractérisation des polyphénols :
Il y’a I’apparition d’une coloration bleu noiratre dans 1’extrait méthanolique et 1’extrait
aqueux (réaction positive), par contre la couleur ne change pas dans 1’extrait éthérique (réaction

négative) (Tableau XI).
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Tableau XI : Caractérisation des polyphénols dans la feuille du Caroubier

Extrait

Agueux

Avant

Ethérique Méthanolique

Apres

2.2.2 Caractérisation des flavonoides :

Il y’ a Papparition de couleur rose orangé et un dégagement de chaleur dans les trois

extraits (réaction positive) (Tableau XII).
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Tableau XI1 : Caractérisation des flavonoides dans la feuille du Caroubier

Extrait

Résultat

Ethérique

Méthanolique

=

Agueux

2.2.3 Caracteérisation des Saponosides :

Il y’a formation d’une hauteur de mousse persistante supérieure a 1 cm pour les deux

extraits aqueux (réaction positive) (Tableau XII1).

Tableau XI11 : Caractérisation des saponosides dans la feuille du caroubier

Extrait

Aqueux (décocté)

Résultats

Aqueux (infusé)
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2.2.4 Caractérisation des tanins catéchiques :

Il y’a la formation d’un précipité en gros flocons pour les extraits aqueux et méthanolique
(réaction positive) et pas ou peu de précipité pour I’extrait éthérique (réaction négative ou
faiblement positive) (Tableau XIV).

Tableau X1V : Caractérisation des tanins catéchiques de la feuille du Caroubier

Avant Apres

Ethérique

2.2.5 Caractérisation des tanins galliques
Il n’y a pas un changement de couleur dans les trois extraits (réaction négative) (Tableau
XV).
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Tableau XV : Caractérisation des tanins galliques dans la feuille du Caroubier

Extrait | Ethérique Aqueux Méthanolique

Avant

Apres

2.2.6 Caractérisation des alcaloides
Il n’y a pas une formation d’un précipité brun-rougeétre dans les trois extraits (réaction
négative) (Tableau XVI).
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Tableau XVI : Caractérisation des alcaloides dans la feuille du Caroubier

Extrait Agueux Ethérique Méthanolique

Avant : ’ ‘ b |
Aprés B

P’ajout du £y -~ i

réactif  de : | .
Bouchardon

Apres

L’ajout du ¢

réactif  de o 4

Drajendorff
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2.2.7 Caractérisation des substances quinoniques

Il n’y a pas changement de couleurs dans les trois extraits (réaction négative) (Tableau

XVI1).

Tableau XVII : Caractérisation des substances quinoniques dans la feuille du Caroubier

Extrait | Aqueux

Avant

Apres

Ethérique

Méthanolique

2.2.8 Caractérisation des stérols et des polyterpénes

Il y’ a I’apparition d’un anneau violet a pourpre dans les extraits méthanolique et

éthérique (réaction positive) par contre il n’y a aucun changement dans I’extrait aqueux

(réaction négative) (Tableau XVIII).
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Tableau XVII1 : Caractérisation des stérols et des polyterpenes dans la feuille du
Caroubier

Extrait

Résultats

Aqueux
—

Methanolique

Ethérique

3 Dosage quantitatif des composés :

(Tous les résultats sont résumés dans I’annexe)

3.1 Les polyphénoals :

Les analyses quantitatives des phénols totaux, ont ét¢ déterminées a partir de I’équation

de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage, tracée en utilisant l'acide gallique comme

standard (Figure 48).

D’abord une solution meére de I’acide gallique de concentration de 5g/L (2,50g d’acide

gallique dans 50ml de méthanol) a été préparée, ensuite une série de dilution a été réalisé comme

mentionné dans le tableau (Tableau X1X).

Tableau XIX : Les densités optiques trouvées en fonction de la concentration de I'acide

gallique
Cmg/ml 100025 0,05 |0075| 01 | 0,15 |0,175| 0,2 | 03 | 04 | 05
DO 0| 0,003 | 0,042 | 0,066 | 0,069 | 0,082 | 0,10 | 0,105 | 0,13 | 0,159 | 0,162
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20
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10

wv

DO y = 0,565x - 0,001
R%=0,989
0,12
Z 3
0,1 e
0,08 2
'3
0,06
0,04
0,02
* la concentration
0 b
I/ 0.05 ala T a5 ,c de l'acide
' : gallique
-0,02
Figure 48 : La courbe d'étalonnage des polyphénols totaux

A partie de la courbe d’étalonnage la teneur en polyphénols est de 37,32 mg/g dans les
feuilles. Et de 28,54mg/g dans I’écorce (Figure 49).

Feuille

Teneur des polyphenol en mg/g

ecorce

Figure 49 : Teneurs des polyphénols trouvée dans la feuille et I'écorce du Ceratonia

siliqua (Fabacée)
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3.2 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique. La quercétine
prise comme contr6le positif a permis de réaliser une courbe d’étalonnage (Figure 50), d’ou
on a calculé la teneur en flavonoides pour les différents extraits qui sont exprimeés en mg

équivalent de quercétine par gramme de matiere végétale séche.

Nous avons établi avant de déterminer la teneur en flavonoides une courbe d'étalonnage

utilisant la quercétine comme référence.

Tableau XX : Les densités optiques trouvées en fonction de la concentration de la

quercétine
C mg/L 0 0,0025 0,005 0,007 0,01 0,02
DO 0 0,001 0,006 0,012 0,02 0,04
DO y = 2,1206x - 0,0026
0,045 R?=0,9862
0,04 /
0,035
0,03
0,025 * do
0,02 . Linéaire (do)
0.015 —— Linéaire (do)
0,01 /
r' la concentration
0,005 "
de la quercétine
0 <
V 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
-0,005

Figure 50 : La courbe d'étalonnage des flavonoides

A partie de la courbe d’étalonnage la teneur en flavonoide est 24,20mg équivalent de
quercétine/g de matiére seche dans les feuilles. Et de 5,76mg/g dans 1’écorce (Figure 51).
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Teneur des flavonoides en mg/g

Feuille Ecorce

Figure 51 : Teneurs des Flavonoides trouvée dans la feuille et I'écorce du Ceratonia

siliqua (Fabacée)

3.3 Histogramme récapitulatif des résultats

37,32

polyphenols flavonoides

m feuille mecorce

Figure 52

: Histogramme récapitulatif des dosages quantitatifs des polyphénols et des
flavonoides au niveau d'écorce de la feuille
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4 Discussion

Cette étude a été effectuée dans le but de valoriser les sous-produits de Ceratonia siliqua

a savoir les feuilles et I’écorce, sous leurs aspects botanique et chimique.

Elle a été realisee principalement au niveau du laboratoire de pharmacognosie—

Département de pharmacie —Université de Tlemcen
4.1 Etude botanique

4.1.1 Analyse microscopique des coupes transversales
L’observation des coupes transversales d’écorce et des feuilles de Ceratonia siliqua au

microscope optique nous a permis la mise en évidence différents d’éléments

Dans I’écorce, les différents tissus observes au niveau des coupes transversales des

écorces concordent avec ceux observés dans 1’¢tude de (Houari el Hadj, 2017) a savoir :

o Suber.

o Phelloderme.

o Parenchyme corticale.

o Péricycle de cellules scléreuses.
o Fibres scléreuses péricycliques.
o Rayon médullaire.

o Liber secondaire.

Dans les feuilles, les différents tissus observés au niveau des coupes transversales des
feuilles concordent avec ceux observés dans 1’étude de quelque espece de la sous-famille
Caesalpiniodeae (Khattab AM, 2007) et la famille des Fabacées (Meyer RE, 1978) a savoir :

o Présences des stomates (Rtibi K, 2017).
o Epiderme cuticulariseé.
o Parenchyme palissadique.
o Parenchyme lacuneuse.
o Parenchyme cortical a méat.
o Macle d’oxalate de calcium.
o Fibres scléreuses péricycliques.
o Collenchyme rond.
o Bois secondaire.
o Liber secondaire.
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4.1.2 Analyse microscopique des poudres

L’observation microscopique des poudres végétales est une pratique indispensable dans
le contrdle des drogues en pharmacognosie. Alors que le probléme qui nous a rencontrés dans
cette partie est le manque de données bibliographiques pour identifier les différents éléments

retrouvés dans les poudres.
Les résultats de 1’étude microscopique de la poudre d’écorce ont révélé la présence des :

o Cellules parenchymateuses avec grains d’amidon.
o Fragments de suber.

o Amas des cellules scléreuses.

o Fibres cristalligénes.

o Poils tecteurs finement ponctueés.

o Qrains d’amidons en amas.

Les résultats de I’é¢tude microscopique de la poudre des feuilles ont révélé la présence de :

o Fragment d’épiderme avec stomates.
o Hypoderme.

o Fibres scléreuses.

o Vaisseau du bois.

o Liber.

o Graines d’amidons.

o Poil tecteur.

v" L’oxalate de calcium est présent dans les deux parties étudiées de C. Siliqua mais dans
I’écorce, il est sous-forme de prismes contenus dans des cellules cristalligénes alors que dans
la feuille il est sous-forme de macles situées au niveau du parenchyme cortical et lacuneux.

v Les poils tecteurs, les grains d’amidons (éléments de réserve) et des fibres scléreuses
péricycliques sont retrouvés dans les deux organes, seulement, ces fibres sont cristalligenes
et interrompant une zone péricyclique de cellules scléreuses dans I’écorce, d’ou la dureté de

cet organe.
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4.2 Etude chimique

Le caroubier Ceratonia siliqua est I'un des arbres les plus importants du Moyen-Orient et
du bassin méditerranéen. Un criblage phytochimique qualitatif par réaction a été élaboré sur les
parties feuille et écorce qui a pour objectif de caractériser des substances chimiques susceptibles
d’étre utilisé dans plusieurs domaines. Ces tests sont réalises sur les différents extraits (I’éther

de pétrole, le méthanol et I’eau).

L’¢tude phytochimique des différents extraits d’écorce de Ceratonia siliqua montre une
richesse relative en métabolites secondaires. Ces résultats qui sont confirmés avec d’autres
travaux (El-Hajaji H, 2011) (Lachkar N, 2012), comme la présence des polyphénols, tanins

catéchiques, les stérols, saponosides et polyterpénes et absence des alcaloides.

L’analyse a aussi révélé une discordance en ce qui concerne I’absence des flavonoides et
la présence des saponosides, cela peut s’expliquer par la différence de plusieurs paramétres
I’environnement de la plante, la lumicre, la saison de la récolte, phytochimique (les produits et

les techniques utilisés) ou biologique (le patrimoine génétique).

L’analyse tri-phytochimique montre que la feuille de Ceratonia siliqua contient des
polyphénols y compris les flavonoides et les tanins catéchiques, les saponosides et les stérols et
I’absence des tanins galliques, les alcaloides et les substances quinoniques. Ces résultats sont
en accord avec I’étude réalisée par HPLC de (Rtibi K, 2017) et le criblage phytochimique
réalisé par (Sassi A, Bouhlel I, 2016).

Les polyphénols, les saponosides, les tanins catéchiques ainsi que les stérols et les
polyterpénes sont présents dans les deux organes. Par contre, les alcaloides, les substances
quinoniques et les tanins galliques y sont absents. Les deux organes ont donc une composition
chimique qui est qualitativement semblable.

Il existe de nombreuses études sur l'analyse quantitative des polyphénols et des
flavonoides. Cette étude a été faite d’une part pour déterminer la teneur en polyphénols et
flavonoides de la variété¢ de caroube de la région Tlemcen et d’autre part pour chercher un

éventuel usage thérapeutique.

Plusieurs études ont rapporté que les polyphénols sont les principaux composés

intéressants des sous-produits de caroubier.

Les extraits de trois variétés de feuilles et écorce de Ceratonia siliqua L. (femelles

greffées, femelles spontanées, males spontanés) cultivées au Maroc ont éte étudiés pour leur
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teneur en phénols totaux. Le contenu total en phénols a été mesure par le réactif Folin-Ciocalteu
en termes d’équivalent acide gallique. Les résultats obtenus ont montré que le contenu
phénolique total provenant des différents extraits des trois catégories de Ceratonia siliqua L. se
situe entre 1,35 et 7,92 (mg/L GAE) pour les feuilles (EI-Hajaji et Al, 2010). Est 1,38 et 2,28
(mg/L GAE) pour I’écorce (El-Hajaji H et Al, 2011). Ces résultats sont supérieurs a la teneur
en polyphénols que nous avons obtenue (37,32mgGAE/q),(28,51mgGAE/qg) pour les feuilles et

écorce respectivement.

Les études sur les teneurs en polyphénols totaux et en acide gallique des feuilles de
caroube sont peu nombreuses. Certaines études ont quantifié 6,28 mg de polyphénols totaux
par g de feuilles de caroube et 4,30 mg/g d'acide gallique (Corsi L, Avallone R, 2002) et 261,1
mg/g de polyphénols totaux et 26,9 mg d'acide gallique/g de MS, déterminés par HPLC
(Custédio L, Escapa AL, 2010). Récemment, une étude a enregistré des teneurs en
polyphénols d'extraits successifs de feuilles de Ceratonia siliqua L., variant entre 91,2 et 680
mg GAE/g MS dans I'ordre suivant : fraction acétate d'éthyle > fraction dichlorométhane >
fraction hexane (Anis B, Trigui M, 2015). De plus, dans une autre étude, une extraction avec
du méthanol — acétone — eau (7:7:6, v/v/v) a permis d’obtenir 9,215 mg GAE/g MS (Fatima
Zohra G, Fluckiger A, 2017).

Enfin, il a été mentionné dans la littérature qu’il n’existe pas de méthodes d’extraction et
d’analyse normalisées, ce qui fournit parfois des résultats trompeurs et non comparables. En
particulier, le profil polyphénolique d’un extrait peut varier, non seulement en raison du sexe,
du cultivar et des facteurs géographiques, mais aussi du processus suivit lors de 1’extraction
(Stavrou 1J, Christou A, 2018).

Dans la présente étude, 1’extrait de méthanol de Ceratonia siliqua des feuilles et écorces
présentait des quantités considérables en flavonoides totaux (24mg QE/g) pour feuilles et

(5,75mg d’équivalence en quercétine /g) pour 1’écorce.

Une étude a quantifié la teneur en flavonoides des feuilles de Ceratonia siliqua, en
utilisant une méthode spectrophotométrique basé sur la formation d’un complexe flavonoide-
aluminium, la quantité varie entre 21,71et 193mg d’équivalents quercétine/g d’extrait séché ce
qui concorde avec notre étude (Anis B, Trigui M, 2015). Ainsi, dans 1I’é¢tude de (Abidar S,
Boiangiu RS, 2020), la valeur de la teneur en flavonoides d’extrait aqueux de feuilles de C.

siliqua était de 25,35 = 0,124 mg QE/g. (Ben Othmen K, Elfalleh, 2020) ont rapporté une

valeur pour I’extrait aqueux de feuilles de C. siliqua de 1,43 g d'équivalents rutine (RE)/100 g
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Dans une éetude qui a été faite par (Hsouna AB, Alayed AS, 2012) qui ont rapporté que
les gousses de caroube de la région tunisienne renfermaient environ 24,6 + 2,4 mg d’QE/gce
qui correspond a la méme quantité trouvée dans cette présente étude dans les feuilles

Les valeurs trouvées dans ce travail sont cohérentes avec certaines études mais non
cohérentes avec d’autre, il est nécessaire de se rappeler que la différence dans le contenu
phénolique (y compris les flavonoides) décrit dans la littérature peut étre attribuée a plusieurs
facteurs a savoir la méthode d’extraction et la méthode de quantification. Par ailleurs, les
facteurs climatiques et environnementaux (la zone géographique et la sécheresse), la période
de larécolte et le stade de développement de la plante peuvent également influencer I’estimation

de la teneur en polyphénols et en flavonoides (Locatelli M, Travaglia F, 2010).

Les teneurs moyennes en polyphénols et en flavonoides totaux sont différentes selon la
partie de la plante ; L'extrait méthanolique des feuilles en est le plus riche. Par ailleurs, 1’écorce
ne renferme que 5,76 mg/g raison pour laquelle la réaction de caractérisation dans le screening

a donné un résultat négatif.
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Conclusion

Le caroubier Ceratonia siliqgua L est une espéce typiquement méditerranéenne, largement
répartie en Algeérie. Les différentes parties du caroubier sont largement utilisées, a savoir : les
gousses, traditionnellement utilisées a des fins alimentaires animales et humaines, les graines,

principalement utilisées pour I"extraction de la gomme.

Plusieurs études ont été menées sur différentes parties du caroubier vu leur teneur en composés
bioactifs. Cependant, peu d’entre elles, ont porté sur la botanique. Le présent travail a porté sur
une étude botanique et chimique des feuilles et d’écorces de Ceratonia siliqua, il a permis de
mettre en évidence les principaux caractéres d’identification macroscopiques et microscopiques

par I’analyse des coupes transversales et I’observation de la poudre

De point de vu phytochimique, nous avons réalisé¢ trois type d’extraction (éthérique,
méthanolique et aqueuse). Le screening réalisé a montré la richesse de cette plante en
métabolites secondaires (présence de polyphénols, des stéroides, des flavonoides, des tanins,

saponosides)

L’analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides totaux dans les deux extraits

méthanoliques de cette plante a révélé des teneurs considérables en métabolites dosés.

A la lumiére de ces résultats, on peut s’avancer a conclure que 1’extrait des feuilles et des
écorces de Ceratonia siliqua L, est douer de plusieurs actions thérapeutiques et justifie I'usage

traditionnel de cette plante dans le traitement de diverses maladies

Toutefois, comme perspective d’autres études restent nécessaires afin de compléter ce travail.
Il est hautement souhaitable d’élargir la recherche sur 1’activité anti-inflammatoire du caroube,
car elle n’a presque pas été étudiée jusqu’a présent. Il serait également trés intéressant de
compléter nos résultats par le dosage des autres paramétres de notre espéce, et évaluer leur
mode d’action. Des études biologiques et cliniques devraient ainsi étre effectuées afin de

confirmer et d’optimiser 1’usage thérapeutique de Ceratonia siliqua L.
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Annexes

Annexe

Annexe : Résultat des études botaniques et chimiques de I’écorce et de la feuille du Caroubier, + : Réaction positive, - : Réaction négative, / :
Réaction non réalisee

Etude Elément botanique ou Ecorce Feuille
chimique

Etude botanique Epiderme inferieur - +
microscopique cuticularise

Epiderme supérieur - ¥
cuticularise

Hypoderme - +

Phelloderme + -

Stomate - +

Suber + -

Poil tecteur + +

Collenchyme rond - +

Cortical + +

Parenchyme | Palissadique - +

Lacuneux - +

Cellules scléreuses i -

Fibres scléreuses + +

péricycliques

Cellules cristalligénes <5 -

Vaisseau de bois - +

Lenticelle i -

Liber + +

Rayon meédullaire -+ -+

Oxalate de Macles - +

calcium Prismes + -

Grains d’amidons + +

Screening Les extraits Ethérique | Méthanolique | Aqueux | Ethérique | Méthanolique | Aqueux
phytochimique
Les polyphénols - + + - + +
Les flavonoides - - - ) + +
Les saponosides / / + / / +
Les tanins catéchiques +/- + + +/- + +
Les tanins galliques - - - - - -
Les alcaloides - - - - - -
Les substances - - - - - -
quinoniques
Les stérols et les + + + + + -
polyterpenes
Dosage Les polyphénols 28,54mglg 37,32 mgl/g
Les flavonoides 5,76mg/g 24,20mg/g
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Résumé
Le caroubier est un arbre méditerranéen qui est tres utilisé en médecine traditionnelle et en alimentation pour son

fruit et ses graines. Les feuilles et les écorces constituent donc des sous-produits mais elles ne sont pas tres
valorisées. L’objectif principal de cette étude est de distinguer les différents éléments botaniques de la feuille et
de I’écorce puis d’étudier qualitativement et quantitativement leurs composants chimiques. Il s’agit donc d’une
étude descriptive comparative par une étude macroscopique et microscopique de la coupe transversale et de la
poudre suivie d’un screening tri-phytochimique et d’un dosage spectrophotométrique des polyphénols et des
flavonoides de la feuille et de I’écorce du caroubier. Ces deux parties renferment des poils tecteurs et des fibres
scléreuses péricycliques mais seule 1’écorce contient des cellules scléreuses, le screening phytochimique a
confirmé la présence des stérols des saponosides ainsi que des polyphénols avec 37,32 mg/g dont 24,20 mg/g de
flavonoides dans les feuilles et de 28,54mg/g dont 5,76mg/g de flavonoides dans 1’écorce. Ces résultats tres
encourageants doivent étre complétés par des études chimiques, biologiques et cliniques plus approfondies afin de

permettre un sage thérapeutique.

Mots clés : Caroubier, Ceratonia siliqua, botanique, screening phytochimique, polyphénols.
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Abstract
The carob tree is a Mediterranean tree that is widely used in traditional medicine and as a food for its seeds and

fruits. Leaves and bark are therefore by-products, but they are not highly valued. The main objective of this study
is to distinguish the different botanical elements of the leaf and bark and then to study qualitatively and
quantitatively their chemical components. It is therefore a descriptive, comparative study by a macroscopic and
microscopic study of the cross-section and the powder followed by a screening tri-Phytochemical and
spectrophotometric determination of polyphenols and flavonoids in the leaf and bark of the carob tree. These two
parts contain Tector hairs and pericyclic sclerosis fibers, but only the bark contains sclerotic cells phytochemical
screening confirmed the presence of saponosides sterols as well as polyphenols with 37,32 mg/g of which 24.20
mg/g flavonoids in leaves and 28.54mg/g of which 5.76mg/g flavonoids in bark. These very encouraging results

need to be complemented by further chemical, biological and clinical studies to allow for therapeutic use.

Keywords: Carob tree, Ceratonia siliqua, botany, phytochemical screening, polyphenols.




