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Introduction générale

La famille botanique des Iégumineuses a graines est la famille la plus importante des

dicotylédones. Elle regroupe 18,000 especes classées en environ 650 genres (Duranti, 2006).

Jusqu’a présent, les graines de légumineuses étaient incluses, en France, dans le groupe
des féculents au méme titre que le pain, les céréales et les pommes de terre. Dans le dernier

rapport de I’ Agence Nationale de Sécurité Sanitaire (Anses, 2016).

Les légumineuses (pois, lentilles, haricots, soja et pois chiches) sont I'une des cultures
les plus importantes en raison non seulement de leur qualité nutritionnelle mais également pour
leurs divers avantages agro-environnementaux. Les graines et poudres de légumineuses sont
des sources importantes de protéines, glucides, vitamines, minéraux et fibres alimentaires
(Baljeet et al., 2014 ; Rachwa- Rosiak et al., 2015).

Les Iégumineuses alimentaires occupent une place importante dans l'alimentation
humaine pour de nombreux pays en voie de développement. Celles-ci riches en protéines,
permettent dans une certaine mesure de corriger les carences en protéines animales d'une

population dont I'alimentation est exclusivement a base de céréales (Bacha et Ounane, 2003).

L’objectif de ce présent mémoire s’est appuyé¢ sur 1’étude des activités biologiques de
I’extrait de graines et de gousses de deux types de légumineuses alimentaires le caroubier (

Ceratonia siliqua L) et le pois chiche ( Cicer arietinum L ).
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1. Caroubier (Ceratonia Siliqua)
I.1. Taxonomie

Scientifiquement le caroubier est appelé Ceratonia siliqua (linnée) ,ce nom dérive de grec
keras et de latin siliqua ,faisant allusion a la forme de son fruit qui rassemble a la corne de bouc
(Bolonos,1955) , Par ailleurs le nom dialectal kharouv originaire ,de 1’hébreu a donné lieu a
plusieurs dérivés tels que kharoub en arabe ,alganobo en Espagnol ,carroubo en italien,
caroubier en frangais..etc.(Boudy,1950).

1.2. Classification de Ceratonia siliqua
La classification de ceratonia siliqua selon Quezel et santa, 1962 est comme suit :
Régne : plante.

Sous regne : tracheobionta.

Division : magnaoliophyta.

Classe : magnoliopsida.

Sous classe : rosidae.

Famille : fabaceae.

Ordre : fabales.

Genre : ceratonia.

Especes : Ceratonia siliqua.
I.3.Répartition géographique

En général, la distribution des espéces arboricoles telles que Ceratonia siliqua est
limitée par le stress lié au froid (Mitrakos, 1981), la production mondiale de caroube est estimé
a 250000 tonne , elle est essentiellement concentré en Espagne au Maroc , en ltalie au Portugal
,en Grece ,en Turquie au Chypre et Algérie ,par ailleurs de faible production ont été enregistrées

au Liban , en Tunisie en Australie et en Afrique de sud (Jones,1953).

En Algérie, le caroubier est fréquemment cultivé dans 1’ Atlas Saharien et il est commun

dans le tell (Quezel et Santa, 1963).
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I.4.Ravageurs et Maladies
1.4.1. Mite de léopard

En Espagne, l'insecte le plus préjudiciable est la larve polyphage de la mite de léopard
(Zeuzera pyrina L.) qui attague le bois du tronc et des branches, endommageant

considérablement de jeunes arbres. (Martorell, 1987 ; Tous et Battle, 1990).
1.4.2 .Larve de Myelois Ceratoniae ( le pyrale de caroubier)

E. ceratoniae est une espéce répandue dans tout le bassin méditerranéen et notamment
au Maroc, en Algérie, Tunisie, Libye et Egypte .sa présence a aussi signalée en Espagne, en
Italie en Gréce et en France. Le papillon mesure de 6 a 14 mm de longueur et de 24 a 26 mm

d’envergure (Le Berre, 1978).
1.4.3. Cochenille Aspidiotus nerii

La cochenille Aspidiotus nerii Bouché (= Aspidiotus hederaeVallot) est une espece tres
polyphage (Baachowsk Y, 1948) ,Jusqu’en 1974 cet insectes évoluant sur des nombreuses
plantes-hote naturelles tel le caroubier, n’existait sur olivier en Créte que dans des situations
tres particuliéres, le long des routes non asphaltées par exemple, ou la destruction des
entomophages du fait de la poussiére permettait la présence locale de quelques fortes
contaminations (Alexandrakis et Neuenschwander, 1979).

|.5. Morphologie et description des principales parties de I’arbre

1.5.1. Arbre de caroubier

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.), appartenant a la grande famille des Iégumineuses
mesurant généralement cing meétres de hauteur et pouvant atteindre exceptionnellement quinze
métres, cultivé depuis longtemps qui peut vivre jusqu'a 500 ans, pour ses produits divers mais
aussi pour sa résistance au manque d’eau donc le caroubier présente une bonne résistance a la
sécheresse par ce qu’il a de fortes racines qui pénétrent dans le sol, pour atteindre une

profondeur de 18 m ou méme plus(Aafi, 1996 ; Gharnit, 2003).

1.5.2. Feuille

Ses feuilles persistantes sont assez grandes (10 a 20 cm de longueur), composées de 4 a
10 folioles ovales ou elliptiques (3 a 7 cm de longueur) opposées, de couleur verte luisante a la
face supérieure et vert pale a la face inférieure (figurel). Le caroubier perd ses feuilles tous les

deux ans, au mois de juillet (Aafi, 1996).
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Figure 1 : Feuille de caroubier (Benhamou et al., 2000).

1.5.3. Fleurs

Les fleurs sont petites et nombreuses, de 6 a 12 mm de long. Elles sont disposées en
spirale le long de I’axe de l'inflorescence en grappes supportés sur des éperons de vieux bois et
méme sur le tronc. Ils sont pentameres et symétriques avec calice sans corolle placé sur un court
pédoncule. Le calice est en forme de disque, vert rougeétre et porte les nectars (Tucker, 1992 ;
Custodio et al., 2004).

1.5.4. Fruit

Les gousses sont brunes avec une surface ridee et sont coriace & maturité. La pulpe
comprend une couche externe coriace (péricarpe) et plus douce région interne (mesocarpe). Les
graines se trouvent dans la gousse transversalement, séparées par un mésocarpe (Batlle et
Tous, 1997).

1.5.5. Graines

Les graines de caroube sont brunes, de forme ovoide aplatie, biconvexes et trés dures.
Elles sont séparées les unes des autres par des cloisons pulpeuses(Batlle et Tous, 1997), leur

nombre varie généralement entre 10 et 15 (Dakia,2003).
1.6.Usage de caroubier

La gomme de caroube retient dans le tube digestif I’urée, la créatinine, I’acide urique,
I’ammoniaque et les phosphates provoquant un abaissement important et bénéfique du taux
d’urée sanguin. La gomme de caroube é€paissit les rations sans modifier 1’apport calorique et
est tres utile comme adjuvant des régimes amaigrissants( Salvatore et al.,2018) , La poudre de
caroube riche en( pectines, tanins, mannanes et galactanes) est efficace dans le traitement des
diarrhées aigués infantiles (Berger ,1951), I’arbre de caroubier est utilisée pour le reboisement
et la reforestation des zones affectées par 1’érosion et la désertification (Boudy, 1950; Rejeb et
al., 1991 ; Biner et al., 2007).
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Les fibres solubles de la pulpe de gousses peuvent avoir un effet préventif ou curatif sur
la santé humaine et animale, grace a la réduction du risque de thrombose par le biais de la
diminution de pression sanguine et de la cholestérolemie ( Beagger et al., 1996), le caroube
est aussi utilisé dans le sirop de toux a cause de ses effets expectorant (Merzouki et
al.,1997 ;Amico et source,1997), Les extraits aqueux antiathérogénes de fruits inhibent la
peroxydation lipidique, l'inflammation et ameéliorent I'efflux de cholestérol(Berrougui et
al.,2008).

La composition chimique de la farine de graines a été examinée, en particulier les
lignanes. Les phytostérols détectés étaient le sécoisolaricirésinol, le lariciresinol,
I'isolariciresinol et le pinorésinol (Durazzo et al.,2014),Les rats nourris avec de la poudre de
gousse de caroube ont montré une amélioration du modéle osseux de I'ostéoporose chez le rat
(Sharaf et al.,2015).

1.7. Composition chimique de caroubier

Selon les travaux d’Avallone et al., (1997) ; Bengoechea et al., (2008), la gousse de
caroube est riche en hydrates de carbone et en fibres, elle contient une faible quantité de
protéines et des teneurs négligeables en lipides ; quant a la teneur de la caroube en minéraux

elle est appréciable.

La graine est composée essentiellement d’antioxydants et de polysaccharides (galactose
et mannose dans une proportion de 1 pour 4). Son embryon est riche en protéines (52 %) et en
carbohydrates (27 %). Aussi, 1’analyse de la composition chimique de la farine du germe du
caroubier a montré une haute quantité d’acides aminés comme 1’acide glutamique, 1’acide

aspartique et I’arginine (Bengoechea, 2008).

Les recherches scientifiques ont démontré que cette plante est riche en sucres (40-60%)
en particulier, saccharose (27-40%), fructose (3-8%) et glucose (3-5%) qui sont considérés

comme étant les sucres majeurs qui contribuent a la flaveur des fruits (Shaw, 1988).

La composition chimique de la pulpe de gousses dépend en général de la variéte, du
climat, des techniques de cultures, de 1’origine et parfois de la période de récolte (Albanell et
al., 1991; Petit et al., 1995).

2. Pois chiche (Cicer arietinum)
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2.1. Taxonomie de Cicer arietinum

La classification de « Cicer arietinum L. » selon (USDA, 2016) est comme suit :
Régne: Plantae.

Sous regne : Tracheobionta (plantes vasculaires).

Embranchement : Spermatophyta (plantes a graines).

Sous embranchement : Magnoliophyta (=angiospermes, phanérogames ou plantes a fleurs).
Classe : Magnoliopsida (ou dicotylédone).

Sous classe : Rosidae.

Ordre : Fabales.

Famille : Fabacées.

Genre :Cicer.

Espeéce :Cicer arietinum L.

Nom commun : Pois chiche.

2.2.Histoire et Origine

Duschak, (1871) a signalé que 1’origine du mot Cicer est Hébreu « Kirkes», ou le mot
« Kikary» désigne rond. Le mot « arietinumy» est aussi latin, traduit du mot grec ««Krios »», une
allusion a la forme des graines qui ressemblent a la téte de bélier (Van Der , 1987), Il est

probablement originaire de I'actuel sud-est de la Turquie (Ladizinsky, 1975).

Le pois-chiche (Cicer arietinum L) est connu depuis la haute antiquité dans le bassin

méditerranéen, dans le Sud — Est de I’ Asie et en Inde (Erroux, 1975).

Cette 1égumineuse s’est diffusée progressivement vers 1’ouest de la Méditerranée, ainsi

qu’en Asie orientale et australe et en Afrique de I’Est (Gordon, 2001).
2.3. Répartition géographique

Actuellement, on peut distinguer trois grandes zones de production de pois chiche dans
le monde, le bassin méditerranéen, le Sud de I’ Asie et I’ Amérique du Sud (Bouchez, 1985), En
Algérie, le pois-chiche a été cultivé avant la colonisation, sauf qu’il a été difficile de le maitriser

(Laumont et Chevassus, 1956 ; Labdi, 1990), Pour des raisons historiques (colonialisme),
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économiques et écologiques, Le pois chiche est localisé particulierement dans les régions
montagneuses et il est pratiqué Généralement en culture familiale comme c¢’est le cas dans la

région de Tizi Ouzou (Abdelguerfi-Laouar et al., 2001).
2.4. Types de cultivars chez le pois chiche

Deux groupe principaux sont distingués : les types kabuli et les types desi ; il existe
également des cultivars intermédiaires. les variétés de types desi sont d’origine méditerranéenne
(Wang et al.,2005).

2.4.1. Type Kabuli ( Macrosperma)

Il est appelé aussi Garbanzo, caractérisé par un feuillage dont la couleur varie du vert
clair au vert foncé et une floraison blanchatre, Le type Kabuli se subdivise en deux sous-
groupes, le gros Kabuli dont les grains ont un diamétre de 8 8 9 mm et un poids de mille grains
variant de 410 & 490 g et le petit Kabuli dont les grains sont caractérisés par une forme plus
réguliere, un diamétre de 1’ordre de 7 mm et un poids de mille grains de 265g environ (Aac,
2004).

2.4.2. Type desi (Microsperma)

Plantes buissonnantes a folioles et fleurs relativement petites, a tiges contenant du
pigment d’anthocyane violacé et a fleurs d’un bleu violet, cultivé surtout en Asie méridionale

et en Ethiopie (Brink et Belay, 2006).

2.5.Importance de pois chiche

La capacité symbiotique que possede le pois chiche d’utiliser I’azote atmosphérique
pour sa croissance, le rend comme culture préférable de I’agriculture durable en réduisant la
dépendance aux fertilisants azotés (Babar et al., 2009 ; Khan et al., 2009 ; Hassan, 2006 ;
Flandez- Galvez et al., 2003).

Les graines de pois chiches brutes (100 g) fournissent en moyenne environ 5 mg de fer,
4,1 mg de zinc, 138 mg de magnésium et 160 mg de calcium. Environ 100 g de graines de pois
chiche peuvent répondre aux besoins diététiques quotidiens en fer (1,05 mg / jour chez ’homme
et 1,46 mg / j chez la femme) et en zinc (4,2 mg / j et 3,0 mg / j) alors que 200 g peuvent
répondre aux besoins en magnésium (260 mg / j et 220 mg / j) (Jukanti et al.,2012),Le pois
chiche est une bonne source de carbohydrates et des protéines qui constituent ensemble environ

80 % du poids sec de la graine. L’amidon est le principal carbohydrate chez le pois chiche. Les
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acides gras majeurs chez le pois chiche sont les acides : linoléique, oléique et palmitique (Ling
et Robinson, 1976).

2.6. Maladies et ravageurs de pois chiche

Cette culture est connue pour sa résistance a la sécheresse, mais sa contrainte majeure

est sa sensibilité aux maladies, tout particuli¢crement L’anthracnose ( Tableau I) (Hawtin et

Singh ,1984).

Tableau I : Maladies cryptogamiques et moyens de lutte (Douici Khalifi,2011).

Maladie

I’agent causal

Symptomes

Les moyens de lutte

L’anthracnose

Ascochyta rabiei

Petite taches (1-
2mm) de couleur
brun rouge sur les
feuilles et les tiges.
Elles s’¢largissent
par la suite
graduellement et
deviennent
nécrosees, souvent
entourées d’une
marge chlorotique

jaune.

Rouille

Uromyces Ciceris-
arietini

Apparaissent sous
formes de plage, aux
stades floraison et
formation des
gousses, taches
noiratres sur les tiges

en fin de cycle.

Flétrissement

vasculaire

Fusarium
oXxysporum

F.sp.ciceri

Un flétrissement
initial sur la partie
foliaire supérieure.

Les racines montrent

-La lutte contre les
maladies fongiques
doit viser a éviter
I’introduction de
I’organisme
pathogene dans un
champ sain ou &
limiter le
développement et la
propagation de la
maladie, si elle est
présente. -Dans le
cas ou les conditions
climatiques sont
favorables au
développement de la
maladie, le recours a
la protection
chimique est
indispensable, mais
elle doit intervenir
avant que les tiges,

les fleurs ou les
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un aspect sain, sans gousses montrent des

aucune pourriture symptémes. -La lutte
visible, le collet chimique est basee
montre une essentiellement sur
décoloration du I’emploi de plusieurs

systéme vasculaire matiéres actives

antifongiques.
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I1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les niveaux d’oxydants et antioxydants en
faveur des oxydants (Yzydorczyk, 2011) ,Le terme de stress oxydant regroupe 1’ensemble des
altérations moléculaires et des manifestations pathologiques induites au sein d’un méme
organisme suite a une production accrue de radicaux libres et non contre carrées par les
systemes de défense antioxydants (Kao et al., 2010).

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes réactives
de I’oxygéne(ERO) et les défenses antioxydants de 1’organisme, en faveur des premiéres. A
long terme, ceci peut contribuer a I’apparition de diverses pathologies liées au vieillissement
comme les cancers ou les maladies cardio-vasculaires (Haleng et al., 2007).

11.1.2.Implication pathologique de stress oxydatif

De nombreuses pathologies, impliquant le stress oxydant dans leur développement (voir
tableau 2), ont été recensées. Outre les maladies cardio-vasculaires (oxydation des lipides) et le
cancer (oxydation de ’ADN), c’est certainement dans le cadre du diabéte (obésité, syndrome
métabolique) que des avancées spectaculaires ont été réalisées au cours des dernieres années.
Plusieurs mécanismes pathogéniques conduisent a une augmentation du stress oxydant et
semblent impliqués dans I’apparition des complications du diabéte (voir tableau I1) (Defraigne
, 2005 ; Vincent et Taylor , 2006).

Tableau Il :Exemples de pathologie liés au stress oxydatif (Helmut ,2013).

Maladies ou le stress Maladies ou le stress Maladies entrainant un
oxydatif est la cause oxydatif est le facteur stress oxydatif secondaire
primordiale déclencheur
Cancers, Auto-immunité, Maladie d’Alzheimer, Diabeéte, Insuffisance
Cataracte. Stérilité masculine, rénale, Maladie de
Rhumatismes, athéromes, Parkinson.
asthmes.

I11.2. Radicaux libres
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Chapitre 11 Stress oxydatif

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron non
apparié. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables pour
apparier son électron. Il peut soit arracher un électron (se comportant comme un oxydant), soit
en céder un (agissant alors comme un réducteur). Cette premiére réaction conduit généralement
a la formation en chaine de nouveaux radicaux ; ceci explique que la production d'un premier
radical .libre puisse causer d'importantes lésions dans une cellule (Garait, 2006).

Les radicaux libres se divisent en deux types : Primaires qui dérivent directement de
I’oxygéne et appelé (ROS) comme : le radical superoxyde O2, radical hydroxyl OH, monoxyde
d’azote NO, Secondaires comme : radical peroxyl ROO, radical alkoxyle RO (Favier, 2003).
11.3. Antioxydant

Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée a faible dose a un produit
naturellement oxydable a ’air, est capable de ralentir ou d’inhiber le phénomene d’oxydation
pour former un composé stable (ShimizuH, 2004), Les espéces réactives d’oxygéne (ERO)
peuvent étre trés néfastes pour I'organisme. Il existe donc un systeme de défense contre les
ERO, soit les antioxydants qui peuvent étre classifiés en deux catégories : les antioxydants non

enzymatiques et les antioxydants enzymatiques (figure 2) (  Roy,2008).

O Arginine
OXY ZO e
= X <
O NO monoxyde
. amon superoxyvde 3
supcroxyde dismutase (u/n ;‘7_‘,__ Y d'azotce
supcroxyde dismutase Mn |- — v
11,0 ONOOH

peroxvde d hydrogéne peroxinitrite
glutathion peroxydase  |Se I: - Fe - =
- 1 Cu sélénoprotéine l’lsc
W L

[ catalasc Fe ——
€ |~

.0

thiorcedoxine peroxydase ol ;;11- radical hvdroxyle

I thiorcdoxine rEduciase . i z \

ADN oxydes | Lipidces oxydeés Protéines oxydécs ]

]

Figure 2:Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de

leurs cofacteurs métalliques (Favier, 2003).

11.3.1.Antioxydants enzymatiques
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L’organisme se défend contre les radicaux en synthétisant des enzymes qui les
neutralisent. Les principales enzymes antioxydants sont la su peroxyde dismutase, la glutathion
peroxydase et la catalase(Vincent et al., 2004).
11.3.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Superoxyde dismutase (SOD) éliminent les radicaux superoxydes par dismutation du
radical en H202 (Sarvajeet et Narendra, 2010; Favier et Goudable, 1997),Elles permettent
d’¢liminer les radicaux superoxydes mais provoquent l'apparition de peroxyde d'hydrogeéne
diffusible et dangereux a distance. La synthése des SOD subit un rétrocontr6le négatif par les
fortes concentrations de peroxyde d'hydrogéne (Favier et Goudable, 1997).
11.3.1.2. Catalase

La catalase est une enzyme métamérique qui catalyse la réduction de H 202 en O2 et
H20 (Yzydorczyk, 2011 ; Sarvajeet et Narendra, 2010).
11.3.1.3. Glutathion peroxydase (Gpx)

La glutathion peroxydase (Gpx) est une enzyme antioxydant présente dans les liquides
extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol et des mitochondries (Massat, 2011 ;
Auberval, 2010 ; Belkheiri, 2010 ; Favier et Goudable, 1997).

L’action des glutathions peroxydases (Gpx) dépendent aussi de la disponibilité en GSH,
GR et en NADPH, ce qui démontre bien que le systéeme antioxydant endogéne agit en
interdépendance (Massart, 2011).
11.3.2.Antioxydants non enzymatique

Différentes molécules de faibles poids moléculaires, liposolubles ou hydrosolubles,
possédant souvent un groupement thiol, contribuent a la complémentarité des défenses
antioxydants de I’organisme. Les composés hydrosolubles sont principalement représentés par
le glutathion, 1'acide ascorbique (vitamine C), 1’acide urique et la bilirubine tandis que les
antioxydants liposolubles sont représentés principalement par la vitamine E et le coenzyme
Q10, l'albumine et les protéines liant les métaux peuvent également avoir des effets
antioxydants consistants (Yzydorczyk,2011).
11.3.2.1.Vitamines

» Vitamine E

La vitamine E est le nom collectif d'un ensemble de huit tocophérols et tocotriénols
connexes (figure 3), qui sont les vitamines liposolubles ayant des propriétés antioxydant. Il a
été prétendu que la forme a-tocophérol est le plus important antioxydant liposoluble et qu'il
protége les membranes de I'oxydation par réaction avec les radicaux lipidiques produits dans la

réaction en chaine de la peroxydation lipidique.(Hamid et al., 2010)..
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Figure 3:Structure de la vitamine E(Diarra, 2006)

» Vitamine C ou acide L-ascorbique

L'acide ascorbique ou "vitamine C" est un antioxydant monosaccharide trouvé chez les
animaux et les plantes. Comme l'une des enzymes necessaires a la fabrication d'acide
ascorbique a été perdue par mutation au cours de I'évolution humaine, il doit étre obtenu a partir
du régime alimentaire. L'acide ascorbique est un agent réducteur et peut réduire et ainsi
neutraliser les espéces réactives de 1’oxygene tel que le peroxyde d'hydrogene (Laguerre et al.,
2007).
11.3.2.2.Polyphénols

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances chimiques
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles. Un nombre considérable de ces composes sont formés de deux noyaux benzéiques
A et B reliés par un hétérocycle de type pyranne. Ces composes différents les uns des autres par
la position des substitutions sur les noyaux A et B. par la nature de 1’élément central et par la
position, la nature et le nombre de molécules de sucre fixées ainsi que par la nature de la liaison
hétérosidique (Bloor, 2001).
11.3.2.3. Caroténoides

Les caroténoides sont des métabolites secondaires, c’est-a-dire des composes
synthétisés par le végétal et ainsi nommes car supposes ne pas avoir un role essentiel dans leur
métabolisme principal. Ce sont des pigments photosynthétiques d’apparence orangée ou jaune,
liposolubles, appartenant a la famille des terpénoides (Jean Baptiste,2009).
11.3.2.4.Flavonoide

Les flavonoides préviennent 1’oxydation des lipides et 1’athérosclérose.

Flavonoides (OH) + R° flavonoides (O°) +RH
IIs agissent principalement comme piégeurs de radicaux libres tels que le DPPH®, le superoxyde

et le peroxynitrite, ou encore comme chélateurs de métaux (Nijveldt et al., 2001).

11.3.2.5.Tannins
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Les tannins sont reveéles tres efficaces pour réduire les ions métalliques et empécher la
peroxydation des lipides dans les microsomes et les mitochondries du foie. Ils sont également

dotés d’une activité scavenger du radical DPPH® et de 1’anion superoxyde (Okuda, 2005).

14



Chapitre 111 :

Métabolites secondaires



Chapitre 111 Métabolites secondaires

111.1. Métabolites secondaires

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides. On appelle métabolites
secondaires les composés bio synthétisés naturellement. Nombreux d’entre eux posseédent des
propriétés thérapeutiques utilisés en médecine traditionnelle et moderne (Nguyen et al., 2013).

Les métabolites secondaires sont classés en trois groupes : les composes phénoliques,

les terpenes et les alcaloides (Krief,2003 ; Haven et al.,2000).
111.2.Composeés phénoliques
111.2.1.Définition des composes phénoliques

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales. lls sont localisés dans
différentes parties des plantes selon I’espéce végétale et le groupe poly phénolique considérés.
Ces composés regroupent une multitude de molécules et représentent 1’un des groupes les plus
importants présents dans le regne végétal (Akroum,2011).

Les composés phénoliques sont constitués d’un noyau aromatique comportant une ou
plusieurs fonctions hydroxyles .ainsi que des groupes fonctionnels(ester, méthyl ester,
glycoside, etc.). Il existe quatre grandes classes : les acides phénoliques, les flavonoides, les
stilbénes et les lignanes (Leitao,2011).
11.2.2.Classification des composés phénoliques

La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids
moléculaire jusqu’aux tanins complexes de trés haut poids moléculaire, et ils peuvent étre
classés par le nombre et 1’arrangement des atomes de carbone , en fonction de la nature de leur
squelette carboné et en fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau
benzénique, les composés phénoliques sont capables de se conjuguer a des oses ou des acides
organiques: de ce fait, on peut les retrouver tres souvent présents sous ces formes(Chira et al.,
2008).

111.2.2.1. Acides phénoliques
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Le terme acide-phénol peut s’appliquer a tous les COmposés organiques possédant une
fonction carboxylique et un groupe hydroxyle phénolique (Mokrini, 2006). Les acides
phénoliques font partie des formes les plus simples des composés phénoliques et se séparent en
deux grands groupes distincts que sont les acides hydrox benzoiques (C6-C1) et les acides
hydrox cinnamiques (C6-C3) (Nkhili, 2009).

» Acides hydroxy benzoiques

Les acides hydroxy benzoiques présentent une structure enC6-C1 (Figure 04), composée
d’un noyau benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a un carbone. On
trouve I’acide vanillique, ’acide syringique, 1’acide gentisique ,1’acide gallique,le principale

composé est I’acide gallique(Chira et al., 2008)

RZ2 R1
O

R3
OH
R4

Figure 4 : Structure des acides hydroxy benzoiques (Laguerre et al., 2007).
» Acides hydroxy cinnamiques

Le squelette de base des acides hydroxy cinnamiques (figure 05) est un noyau
benzénique avec une chaine aliphatique a 3 carbones, avec un ou plusieurs groupements
hydroxyles souvent estérifiés en esters d’alcool aliphatique. Les acides hydroxy cinnamiques

communs sont les acides cafeique, p-coumarique, férulique et sinapique(Chira et al.,2008).

R1 O
R2 ﬁDH
R3

Figure 5:Structure des acides hydroxy cinnamiques(Laguerre et al., 2007).
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111.2.2.2.Flavonoides

Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols. lls sont considérés comme des pigments quasi universels des
végétaux. Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de
glycosides (figure 6). On les trouve, d’une maniére trés générale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs
et fruits (Marfak, 2003), Les flavonoides y compris flavones, les flavonols, flavanones,

flavanonols, et anthocyanines (Lee et al., 2004)

s

Figure 6: Structure de base des flavonoides(Balasundram et al., 2006).

o Classification des flavonoides

Les flavonoides sont classés selon plusieurs critéres : présence ou non d’une double
liaison en position 2, et présence ou non d’un groupement hydroxyle en position3. Des
groupements hydroxyles peuvent le plus souvent se situer en position 2°, 3°, 4’et5” ainsi qu’en
Position 5 et 7(figure 7). Les isoflavones proviennent d’une transposition du noyau aromatique
(du carbone C2 Vers le carbone C3);Lesflavones et flavonols d’une oxydation(formation de la
double liaison sur le Cycle C) respectivement des flavanones et des dihydro flavonols(Fiorucci,
2006).

NOYAUFLAVANE
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NOHY ATT FLANWONE

Figure 7:Structure de base d’un flavane et d’un flavone (Elicoh-Middleton, 2000).

111.2.2.3.Tanins

Ce sont des formes phénoliques condensées ayant une masse moléculaire élevée allant
de 500 a 3000 Dalton (Guignard, 2000), On distingue deux grands groupes de tanins, différents
a la fois par leur réactivité chimique et par leur composition: les tanins hydrolysables et le tanins

condenses(Macheix et al.,2006).

» Tannins hydrolysables(THS)
Ce sont des polyphénols, maisne font pas partie des flavonoides. Ils sont dits "galliques”
s’ils portent comme acide phénol 1’acide gallique , et “ellagiques™ (figure 8), s’ils portent

comme acide phénol ’acide hexa hydroxy diphénique(Tsumbu, 2012).

OH W
J\ P o @ | OH
\ P4
-~ ,J \‘ Ve 4 \"\

‘[_ |J HO—, —! V—0OH
~. SN »/ \ b
- N ) Cp—

T " G E—
/’ \\ I/
COOH HO D™=\
\c‘
L’acide gallique L acide éllagique

Figure 8:Structure de I’acide gallique et 1’acide éllagique(Naczk et Shahidi, 2004).
» Tannins condensés(TCs)

Pro anthocyanidines : ce sont des composes phénolique hétérogenes. Ils se trouvent
sous forme d’oligomeéres ou polymeres de flavanes, flavan-3-ols,5 desoxy-3-flavonols

et flavan-3,4-diols (Figure 9), Les polyméres donnent une structure hérissée d’OH
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phénoliques capable de former des liaisons stables avec les protéines (Montenegro de
Matta et al,.1976 ;Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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Figure 9: structure d’un tanin condensé (Macheix et al., 2006).
111.2.2.4.Anthocyanes

Ces composés phenoliques se caractérisent par une génine comportant un noyau
flavylium ou cation 2-phénylbenzo-pyrilium. Il s’agit de pigments existant sous forme
d’hétérosides stables et hydrosolubles responsables de la coloration rouge,rose, mauve,
pourpre, bleue ou violette de la plupart des fleurs et fruits (Derbel et Ghedira, 2005).
111.2.3.Propriétés biologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques ont longtemps été considérés comme n'ayant aucun role
précis pour la plante. Cependant, sont importants, notamment pour la protection de la plante
contre les rayons ultraviolets (UV). Une autre propriéteé intéressante des composés phénoliques,
plus particulierement ceux de la classe des flavonoides, est leur facilité a céder un électron
(Boutour, 2011).
Les différentes propriétés biologiques des composés phénoliques ( tableau I11)

Tableau I11 : Propriétés biologiques des composés phénoligues.

Composés phénolique Propriétés biologiques Références

-Propriétés antipyrétiques et | Ekoumou, (2003)
anti-inflammatoires des | Hennebelle et al., (2004)
dérivés salicylés.

Les acides phénoliques -Propriétés anti tumorales,
activités antioxydants et anti

radicalaires.

I11.2.4.Mécanisme d’action des composés phénoliques
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Flavonoides

-Prévention des cancers,
inflammations et allergies.
-Activité  chelatrice  des
métaux.

-Protecteurs vasculaires et
veinotoniques.

-Inhibent  I’adhésion et
I’agrégation plaquettaire.

- Activités anti hypertensive,
antibactérienne, antivirale et

anti hépatotoxique.

Curtay et Robin, (2000)
Ekoumou, (2003)
JiangrongetYueming,
(2007)

Tannins

-Fonctions antibactérienne,
anti tumorales, antivirale et
antimutagene.

-Activités cardio protectrice,
anti-inflammatoire et

anti-thrombotique.

Luthar, (1992)
Derbel et Ghedira, (2005)

Le processus d’oxydation est de type radicalaire : les antioxydants vont intervenir

comme "capteurs" de radicaux libres. Les antioxydants de type phénolique réagissent selon un

mécanisme (figurel0).cédent formellement un radical hydrogéne, qui peut étre un transfert

d’électrons suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de proton, pour donner un

intermédiaire radical stabilisé par ses structures mésomeres conjuguées (Portes, 2008).
OH o* o (o]
R o+ © — = RH = © - © PO, ﬁj

Figure 10:Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques(Portes, 2008).
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1. Procédé de I’extraction
I.1.Macération aqueuse

Extraction par macération : Pour extraire les polyphénols de différentes parties par
maceération, nous avons opté pour le protocole décrit par (Romani et al.,2006) en y apportant
quelques modifications : 10 a 30 g de la poudre sont macérés a température ambiante pendant
2,5 h (deux fois) avec 100 ml de solutions aqueuses des solvants : éthanol, acétone, méthanol
a 70 % v/v et eau. Apreés filtration sur un tissu mousseline, les filtrats sont centrifugés pendant
20 min a 4000 t/min a température ambiante, filtrés sur papier filtre N° 1 et conservés a 4 °C
jusqu’a utilisation.
I.2.Détermination du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé par la formule donnée par ( Falleh et al.,2008 ) :
R (%) = 100 Mext/Méch. Ou :
R est le rendement en %.
Mext est la masse de 1’extrait apres évaporation du solvant en mg .
Méch est la masse seche de I’échantillon végétal en mg.

1.3.Détection des composés phénoliques et des flavonoides

Le but de ces tests est la mise en évidence des composés phénoliques et flavonoides
présents dans les six solutions aqueuses obtenues (apres I’évaporation et avant 1’étuvage).

Le protocole de chaque test est comme suit :
1.3.1.Détection des composés phénoliques (Réaction au FeCl3)

Polyphénols totaux : Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode
de Folin-Ciocalteu (FC) ( Boizot et Charpentier,2006) .

100 pul d’extrait sont mélangés avec 500 pl du réactif FC et 400 ul de Na2CO3 a 7,5 %
(m/v). Le mélange est agité et incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant dix

minutes et 1’absorbance est mesurée a 760 nm par un spectrophotomeétre UV.
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Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique/g de matiére végétale séche

en se référant a la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
1.3.2.Mise en évidence des flavonoides

La mise en évidence des flavonoides a été effectuée selon le protocole décrit par
(Bekro et al.,2007) en y apportant quelques modifications. 2 mL de chaque phase aqueuse
obtenue apres chaque méthode d’extraction, ont été placés dans un tube a essai contenant
de I’alcool chlorhydrique (4 mL éthanol + ImL HCI concentré). Aprés ajout de 2 ou 3
copeaux de magnésium et [’addition de 3 gouttes d’alcool isoamylique, 1’intensification

d’une coloration rose-orange ou violacée a indiqué la présence de flavonoides.
I.4.Préparation des solutions

Les extraits secs ont été pesés et dissous dans de 1’eau distillée afin d’avoir des

solutions aqueuses d’une concentration de 1 mg/mL pour tous les échantillons.
I.5.Dosage spectrophotométrique des flavonoides totaux

La méthode de (Marinova et al.,2005)a été utilisée pour le dosage des flavonoides
totaux. Dans une fiole de 25 mL, 0,75 mL de nitrite de sodium (NaNO2) a 5% (m/v) a été ajouté
a 2,5 mL d’extrait. Le mélange a été additionné de 0,75 mL de chlorure d’aluminium (AICI3)
a 10% (m/v), puis incubé pendant 6 minutes a 1’obscurité. Apres I’incubation, 5 mL de soude
(NaOH, 1N) ont été ajoutés puis le volume a été complété a 25 mL. Le mélange a été
agité vigoureusement avant d’étre dosé au spectrophotomeétre , La lecture a été faite a 510
nm. Les essais ont été realises en triple. La teneur en flavonoides a été exprimée en milligramme

par litre d’extrait équivalent quercétine (mg EQ /mL).
Il. Activité Antioxydante
I1.1.Principe du test de DPPH

La méthode de ( Blois ,1958) a été utilisée avec quelques modifications pour la
détermination du potentiel antioxydant. Cette méthode consiste a mesurer ’activité anti
radicalaire par latechnique de piégeage du radical au DPPH (2,2’-Diphényl-1-picrylhydrazyl)
(figurell). Le DPPH, (C18H12N506 ; PM= 394,33), est un radical libre stable soluble dans

le méthanol (ou ¢éthanol). D’une couleur violette intense, il présente un maximum
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d’absorbance a 517 nm. Lorsqu’une molécule antioxydante réduit le radical DPPH, la

couleur violette disparait rapidement pour donner une couleur jaune pale.

|
+ Antioxydant-OH - ! 4+ Antioxydant-0Or

File HH

DPFPH (violet) DPFPHH (aun)

Figurell :Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) (Congo, 2012).
I1.2.Réduction du radical libre DPPH par dosage spectrophotométrie
I1.3.Evaluation de D’activité antioxydante par DPPH

L’activit¢ antioxydante des extraits in vitro a été testée selon la méthode de
(Blois,1958) a été utilisée avec quelques modifications. Le test est effectué selon les étapes

suivantes :
I1.3.1.Préparation des extraits et de I’acide ascorbique

Les extraits aqueux secs et 1’acide ascorbique (antioxydant de référence) dissous
dans le méthanol a une concentration de 1 mg/mL ont été dilués a différentes concentrations
croissantes (0,025-0,05-0,1-0,2-0,3 mg/mL).

11.3.2.Préparation de la solution de DPPH

Le DPPH a été solubilisé dans le méthanol absolu pour avoir une solution d’une
concentration de 6,34.10-5 M (0,0025g DPPH dans 100 mL méthanol), La solution obtenue a

¢été conservée a 1’abri de la lumiére.
11.3.3.Détermination du potentiel antioxydant

Le pouvoir anti radicalaire, par la neutralisation du radical DPPH , de I’extrait est évalué
selon la méthode décrite par (Brand-Williams et al., 1995), Iégerement modifiée par (Lim et
al., 2007). Pour 500ul d’extrait, 2ml de DPPH (0.06mg/ml) sont ajoutés. Aprés une incubation

de 30 minutes a 1’abri de la lumiére, I’absorbance de 1’extrait est mesurée a 517nm.

Le pouvoir anti radicalaire de I’extrait est exprimé en pourcentage d’inhibition du radical :
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DPPH : Pl % = [(Abs Témoin — Abs Extrait) / Abs Témoin] x100 D’ou :
Abs Temoin : Absorbance du Témoin aprés 30 minutes a 517 nm.

Abs Extrait : Absorbance de I’extrait aprés 30 minutes a 517 nm.

I11. Activité antimicrobienne

I11.1.Activité antibactérienne

Pour évaluer 1’activité antibactérienne nous avons utilisés la méthode

d’aromatogramme (figure 12).

)
——— —— L exera
,/>
I Boites de Pétri contenant la gélose | /// W
< - il
Disques
‘ |

| Ensemencement des boites | ) . .
Imprégnation des disques

—_—
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(=

Disque imprégné

e P

[ Application des disques l

«

Incubation 37°C pendant 24 h

Figure 12 : protocole de I’activité antibactérienne (Boudjelal, 2013 )

Cette manipulation comporte les étapes suivantes :

v" Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton
(M.H) préparé comme suit : Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans
un litre d’eau distillée. Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution
compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et finalement couler

le milieu dans les boites de Pétri.
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v
v

Les extraits ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSOQO) pour
préparer les différentes concentrations avec des dilutions successives,
sachant que la concentration de la solution mere.

Préparation d’inoculum Les souches bactériennes misent en culture dans le
bouillant nutritif et incubées a 37°C pendant 48h.

Préparation des disques.

Préparer les disques de papier filtre de 6 mm de diamétre (Wattman N° 1),

Stériliser les disques a I’autoclave, a 120°C pendant 20 minutes.

1I1.1.1.Test de P’activité antibactérienne

v 1ml de chaque suspension de culture bactérienne est étalé a la surface du milieu

gélosé M.H a I’aide d’un rateau.

v' Les disques imprégnés des extraits sont déposés délicatement sur la surface de

la gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile.

v De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants les témoins

positifs (Ac Ascorbique et la Quercétine) ont été utilisés pour la comparaison

avec les résultats des extraits testés et les disques imprégnés de DMSO (témoin

négatif).

v Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37°C.

L’expérience est répétée trois fois pour chaque extrait et pour chaque espece

bactérienne.

111.1.2.Lecture des résultats

La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diameétres des halos

d’inhibitions au tour des disques a 1’aide d’un pied a coulisse. Les résultats sont exprimés par

le diameétre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité

des souches vis-a-vis des extraits (Ponce et al., 2003).

Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.

Sensible (+) : diamétre compris entre 9 a 14 mm.

Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20mm.
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111.2.Activité antifongique
I11.2.1.Souches utilisées

L’activité antifongique des extraits méthanoliques de deux Iégumineuses sur deux
souches fongiques (Aspergillus niger, Aspergillus flavus) et une levure (Candida albicans)
a été testée en utilisant la méthode de diffusion de disque , Le milieu de culture utilisé est
potato-dextrose Agar (PDA) pour les souches fongiques et sabouraud-dextrose Agar (SDA)

pour la levure.
111.2.2.Méthode de diffusion de disque

Tout d’abord, I’activité antimicrobienne a ¢été déterminée par la méthode de
diffusion de disque (Nccls, 1997). En bref, 100 ul de suspension contenant 106 CFU/ml
de cellules microbiennes, ont été étalées sur des boites de pétri contenant PDA ou SDA.
Les disques (6 mm de diametre) ont été séparément imprégnés avec 15 pl de divers extraits
et placés sur la gélose qui a déja été inoculée avec le micro-organisme sélectionné. Un
disque d'antibiotique de référence approprié a été appliqué sur chaque boite de pétri
(Amphotricine B 20 pg/disc); il a servi comme controle positif efficace contre les trois
especes microbiennes. Des disques vierges ont été utilisés comme contrdle négatif. Les
boites ont été conservées a 4 °C pendant 1 h. Puis, elles ont été incubées pendant 48h a
30°C. L’activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant le diameétre de la zone d'inhibition

de croissance en millimétres (y compris le diamétre du disque de 6 mm).
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Conclusion

En Algérie, les légumineuses alimentaires occupent une place importante dans les
systémes de cultures et dans I’alimentation de la population. La production reste assez faible et

les importations sont en pleine croissance.

La présente étude a permis de mettre en évidence les activités biologiques d’extrait des
graines et des gousses de deux types de légumineuses alimentaires le caroubier (Ceratonia

siliqua L) et le pois chiche (Cicer arietinum).

La technique utilisée pour estimer 1’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique et
aqueux est la méthode de DPPH in vitro.

Le test de I’activité anti bactérienne des extraits est effectué par la méthode de diffusion
de disques.

Le test de I’activité¢ antifongique par la méthode de diffusion de disque, L’étude de
I’activité antifongique est réalisés sur deux souches fongiques (Aspergillus niger,

Aspergillus flavus) et une levure (Candida albicans).

L’évaluation qualitative de 1’effet antibactérien de ceratonia siliqua a montré que tous
les extraits hydro alcooliques et aqueux sont actifs sur toutes les souches bactériennes ,.I’extrait
des gousses estimé d’une activité anti bactérienne importante vis-a-vis d’E.coli malgré un
potentiel de résistance tres élevé et moins actif contre les souches de B. subtilus et
Staphylococus. Pour I’extrait des graines nous avons observés qu’il posséde un effet

d’inhibition vis-a-vis de staphylococus aureus et il est moins actif contre B.subtilus et E.coli.

D’aprés les résultats obtenus, les extraits testés sont pourvues d’une activité
antioxydante intéressante, Les extraits de Ceratonia siliqua sont des antifongiques naturels

efficaces qui pourraient étre utilisés par 1’industrie des fongicides.

L’extrait de métabolite secondaire de Cicer arietinumr révélent que I’activité inhibitrice

croit au fur et & mesure que la concentration augmente.

D’aprés les résultats de dosage de I’activité antioxydante 1’extrait de cicer arietinum

doté d’une forte activité antioxydante .
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Résumé

Notre travail s’est appuyé sur I’étude des activités biologiques de I’extrait de graines et
de gousses de deux types de léegumineuses alimentaires le caroubier ( Ceratonia siliqua L) et
le pois chiche ( Cicer arietinum ),cette investigation a été réalisée afin d’estimer les activités
biologiques pour cela la présente étude comprend trois parties principales la premiere est une
synthese bibliographique comportant une description botanique de plantes étudiés et de
I’importance socio-économique et agro-alimentaire de la caroube et de pois chiche dans le
monde en général ,une étude bibliographique sur le stress oxydatif seras aussi abordée d’une
maniére exhaustive , ensuite nous aborderons le sujet du métabolites secondaires , une
approche expérimentale vient ensuite pour montrer les méthodes utilisées pour évaluer

’activité antioxydante , antibactérienne et antifongique .

Mots clés : Légumineuse, polyphénols, Activité antioxydante , Activité antibactérienne ,
Activité antifongique .



Abstract

Our work was based on the study of the biological activities of the extract of seeds and
pods of two types of food legumes, the carob tree (Ceratonia siliqua L) and the chickpea (Cicer
arietinum ), this investigation was carried out in order to estimate the biological activities for
this the present study comprises three main parts the first is a bibliographical summary
comprising a botanical description of plants studied and of the socio-economic and agro-
alimentary importance of carob and chickpeas in the world in general, a bibliographical study
on oxidative stress will also be addressed in an exhaustive manner, then we will approach the
subject of secondary metabolites, an experimental approach then comes to show the methods

used to evaluate the antioxidant, antibacterial and antifungal activity.

Keywords: Legumes, polyphenols, Antioxidant activity, Antibacterial activity, Antifungal

activity.
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