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Résumé

Cette éetude vise a analyser les métabolites secondaires et a évaluer le pouvoir antimicrobien
des extraits aqueux et éthanolique des feuilles de Ceratonia siliqua L. (Fabaceae), collectées
dans la région de Miliana (Ain Defla). L'extraction a I'éthanol a présenté un rendement
supérieur (30,16 %) par rapport a I'extrait aqueux (24,12 %). Le criblage phytochimique a
révelé la présence de tanins, flavonoides et glucosides, responsables des activités biologiques
observées. Le dosage des métabolites secondaires a montré que I'extrait éthanolique contenait
des niveaux plus élevés de phénols totaux (36,77 mg EAG/g MS) et de tanins condenses (9,63
mg EC/g MS), tandis que I'extrait aqueux présentait une concentration plus importante en
flavonoides (1,97 mg EQ/g MS).

L’¢évaluation antimicrobienne, réalisée par la méthode de diffusion sur disque contre trois
souches bactériennes, a mis en évidence une activité inhibitrice de I'extrait éthanolique sur
Pseudomonas aeruginosa (10 mm) et Staphylococcus aureus (16,67 mm), tandis
qu’Escherichia coli s’est avéré modérément sensible a 1'extrait aqueux (12,33 mm). L’activité
antifongique a été testée sur la souche Aspergillus brasiliensis par la méthode de contact
direct. L'extrait éthanolique a enregistré un taux d'inhibition élevé (72,40 %), contrairement a
I'extrait aqueux, inefficace. Ces résultats mettent en évidence le potentiel antimicrobien des

feuilles de C. siliqua, en particulier dans les extraits éthanoliques.

Mots-clés : Ceratonia siliqua L., extrait aqueux, extrait éthanolique, pouvoir antimicrobien,
métabolites secondaires.



Abstract

This study aims to analyze the secondary metabolites and evaluate the antimicrobial potential
of aqueous and ethanolic extracts from the leaves of Ceratonia siliqua L. (Fabaceae),
collected in the Miliana region (Ain Defla). Ethanolic extraction showed a higher yield
(30.16%) compared to the aqueous extract (24.12%). Phytochemical screening revealed the
presence of tannins, flavonoids, and glucosides, which are likely responsible for the observed
biological activities.

The quantification of secondary metabolites indicated that the ethanolic extract contained
higher levels of total phenols (36.77 mg GAE/g DM) and condensed tannins (9.63 mg CE/g
DM), while the aqueous extract showed a greater concentration of flavonoids (1.97 mg QE/g
DM).

Antimicrobial activity, assessed using the disk diffusion method against three bacterial strains,
demonstrated that the ethanolic extract had inhibitory effects on Pseudomonas aeruginosa (10
mm) and Staphylococcus aureus (16.67 mm), whereas Escherichia coli exhibited moderate
sensitivity to the aqueous extract (12.33 mm).

Antifungal activity was tested against the strain Aspergillus brasiliensis using the direct
contact method. The ethanolic extract achieved a high inhibition rate (72.40%), whereas the
aqueous extract was ineffective.

These results highlight the antimicrobial potential of C. siliqua leaves, particularly in
ethanolic extracts.

Keywords: Ceratonia siliqua L., aqueous extract, ethanolic extract, antimicrobial potential,

secondary metabolites.
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Introduction

Depuis I'Antiquité, les plantes médicinales ont été utilisées comme remédes pour le
traitement de diverses maladies en raison de leur richesse en métabolites secondaires, des
composants aux propriétés thérapeutiques. Ces métabolites sont accumulés dans différents
organes de la plante et possédent un large éventail d’activités biologiques (Erenler et al.,
2019). En effet, plus de 80 % de la population des pays en développement recourt a ces
plantes en premiere intention, en raison de leur acces facile par rapport aux meédicaments
modernes (Haddouchi et al., 2016). De nombreuses plantes médicinales prescrites dans la
médecine traditionnelle se sont révelées efficaces pour leurs propriétés antimicrobiennes
contre plusieurs agents pathogenes, y compris les plus résistants, offrant ainsi une alternative
prometteuse en tant qu'agents antimicrobiens naturels.

Actuellement, la résistance aux antibiotiques atteignant un point critique dans de nombreux
hopitaux a travers le monde, il est urgent de compléter notre arsenal d'agents anti-infectieux
(Cushnie et Lamb, 2011). Pour cette raison, l'intérét pour les antimicrobiens d'origine
naturelle a considérablement augmenté. Diverses molécules bioactives, telles que les
flavonoides, les acides phénoliques, les tanins, les caroténoides, les stérols et les terpénoides,
ont été identifiées dans plusieurs plantes médicinales (Ghedadba et al., 2014). De plus,
I'utilisation d'extraits de plantes en combinaison avec d'autres thérapies présente un potentiel
prometteur pour lutter contre diverses infections microbiennes et des maladies graves telles
que le cancer.

Parmi les plantes aux propriétés antimicrobiennes, le caroubier, connu sous le nom
scientifique de Ceratonia siliqua, se distingue. Cet arbre indigéne de la région
méditerranéenne appartient a la sous-famille des Caesalpinaceae et a la famille des Fabacées
(Abidar et al., 2020). Toutes les parties de cet arbre sont utiles et exploitées pour leur grande
richesse et leur valeur ajoutée dans divers domaines. Les feuilles sont un fourrage populaire et
possedent des propriétés diététiques et médicinales. Les extraits des feuilles, riches en tanins,
ont été utilisés en Turquie dans la médecine traditionnelle pour traiter la diarrhée et dans
I'alimentation diététique pour réduire l'apport alimentaire dans le traitement de I'obésité
(Priolo et al., 2000 ; Tahiri et al., 2009), ainsi que pour abaisser de maniére significative et
bénéfique le taux d'urée dans le sang (Berrougui, 2007). De plus, I'écorce et les feuilles ont
été utilisées dans la médecine traditionnelle comme laxatif, diurétique, anti-diarrhéique et
pour le traitement de la gastro-entérite (Ben Hsouna et al., 2011 ; El Bouzdoudi et al.,
2017). Ces extraits foliaires présentent de multiples propriétés médicinales : cytotoxiques et
antimicrobiennes (Kivcak et Mert, 2002 ; Meziani et al., 2015 ; Darwish et al., 2021 ; El
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Bouzdoudi et al., 2023), antioxydantes (Custodio et al., 2011 ; Rtibi et al., 2017) et
antifongiques (Fadel et al., 2011) ; inhibitrices de la prolifération des cellules tumorales
(Custodio et al., 2011) et hépatoprotectrices (Ibrahim et al., 2013).

De ce fait, des études phytochimiques et biologiques ont été réalisées sur la caroube
algérienne de différentes régions, telles que Tlemcen, Blida, Bouira, Tizi Ouzou et
Constantine, dans le but de déterminer l'activité antimicrobienne du caroubier de différentes
variétés. Notre étude vise a mettre en évidence la présence de certains types de metabolites
secondaires dans les feuilles du caroubier et & évaluer le pouvoir antimicrobien des extraits
éthanolique et aqueux des feuilles de Ceratonia siliqua L. de la région de Miliana (Ain Defla),
en confrontant nos résultats avec ceux des études antérieures.

Ainsi, I'étude est articulée autour de trois parties :

e La premiére partie de ce document est une compilation des connaissances
bibliographiques, elle-méme composée de deux chapitres. Le premier s'intéresse & un
apercu sur le caroubier et le deuxieme présente des généralités sur les métabolites
secondaires et le pouvoir antimicrobien.

o Laseconde partie du manuscrit est consacrée a la partie expérimentale, a savoir :

o L'extraction, le screening phytochimique, et le dosage des métabolites
secondaires.

o L'évaluation in vitro du pouvoir antimicrobien des différents extraits de
feuilles.

« Enfin, la troisieme partie présente les principaux résultats obtenus, leur discussion,

ainsi qu'une conclusion générale et les perspectives.



Partie 1.
Synthese bibliographique
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1. Origine et historique

Le centre d’origine du caroubier demeure incertain, avec plusieurs hypotheses
émanant de désaccords entre différents auteurs. Schweinfurth (1894) avait suggéré qu’il est
originaire des régions montagneuses du sud de I’Arabie (Yémen). La découverte de la
nouvelle espece de caroubier Ceratonia oreothauma Hillc., Lewis and Verde., considérée
comme une espéce plus ancienne que Ceratonia siliqua et survivant dans les montagnes de
I’ Arabie (Oman) et de la Somalie (Hillcoat et al., 1980), semble appuyer cette hypothese. En
revanche, Vavilov (1951) et De Candolle (1983) ont rapporté qu’il serait natif de la région est
méditerranéenne (Turquie et Syrie). Des études archéobotaniques menées a partir de restes
carbonisés de bois et de fruits ont démontré que le caroubier était présent dans la
Méditerranée orientale au néolithique (4000 ans av. J.-C.), période initiale de la domestication
des espéces ligneuses (Estrada et al., 2006).

Par ailleurs, Zohary (1973) considére le caroubier comme une relique de la flore indo-
malaisienne, dont sont également issus les groupes Olea, Laurus, Myrtus, et Chamaerops.
Cette derniere hypothése, selon laquelle le caroubier aurait une origine tropicale, s’appuie sur
plusieurs caractéristiques physiologiques importantes propres a l’espéce, notamment
I’existence d’une période de floraison tardive (juillet-octobre), inhabituelle chez les arbres et
arbustes méditerranéens. De plus, la présence d’un contenu enzymatique photosynthétique de
type C4 (caractéristique des plantes de climat chaud) durant les premiéres étapes de son
développement, qui est ensuite inhibé une fois la plante adulte (Catarino et Bento-Pereira,
1976), soutient cette hypothese. Enfin, la longévité des feuilles, qui est presque le double de
celle de la majorité des espéces méditerranéennes les plus communes, tend a confirmer
I’origine tropicale de la plante (Catarino, 1993 ; Mahdad et Gaouar, 2023).

2. Etymologie et dénomination

Le nom scientifique du caroubier, Ceratonia siliqua L., proposé par Linné, est dérivé
du nom latin Ceratonia, qui trouve ses racines dans le mot grec "keras" signifiant « petite
corne », en référence a ses caroubes, gousses en forme de cornes a maturité (Albanell, 1990).
Le nom d’espéce "siliqua™ désigne également en latin une silique ou gousse (Batlle et Tous,
1997). Sa popularité lui a valu différentes appellations telles que : carouge, figuier d’Egypte,
féeve de Pythagore, et pain de Saint Jean-Baptiste, selon la croyance que Saint Jean-Baptiste
s’alimenta du fruit de cet arbre durant son sé¢jour dans le désert, ce qui a donné origine a la
dénomination « pain de Saint Jean-Baptiste » (Albanell, 1990 ; Berrogui, 2007 ; Kocherane,
2021).
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En francais, il est appelé caroubier. En Angleterre, il est connu sous les noms de Algaroba,
carob, carob tree. Selon Bock (2012), il est connu en Italie sous le nom de carrubo, en
Espagne comme Algarrobo, Garrofer, Garrover, aux Pays-Bas comme Johannesbroodboom,
et en Allemagne comme Bockshornbaum, Johannisbrotbaum, Karobenbaum. Le nom
commun serait d’origine hébraique "Karuv", avec des dérivés tels qu'al kharroube en arabe,
tislighwa en tamazight et ahkhabon en berbere (Rejeb, 1995 ; Batlle et Tous, 1997 ; Abi
Azar, 2007 ; Guendouz et Mansouri, 2022).

3. Aspect botanique

3.1. Classification systématique
Selon la systématique d'APG Il (2009), la classification phylogénétique de Ceratonia siliqua
L. est présentée dans le tableau 1 suivant.

Tableau.1 : Classification phylogénétique de Ceratonia siliqua L. (APGI11, 2009)

Régne Plantae

Clade Tracheobionta

Clade Magnoliophyta

Clade Rosidés

Clade Rosidés |

Ordre Fabales

Famille Fabaceae
Sous-famille Caesalpinioideae

Genre Ceratonia

Espéce Ceratonia siliqua L.

3.2. Description morphologique
Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) est un arbre ou arbuste typiquement méditerranéen a
croissance lente(figurel), pouvant atteindre dans les conditions propices une hauteur de 7-10
m et méme 15 & 20m en Orient et une circonférence a la base du tronc de 2 & 3m (Oztiirk,
2011 ; Gugliuzzo et al., 2019). Il posséde une cime tres étalée et arrondie. C’est un arbre
xerophile avec une longevité importante dépassant les 200 ans (Rejeb et al., 1991 ;
Benmahioul et al., 2011).
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Figure 1 :Allure del’arbre du caroubier (photo prise a Ain defla ,2024)
-L’écorce :

Cette espece ligneuse a une écorce lisse et grise lorsque 1’arbre est jeune, brune et
rugueuse a I’age adulte. L’écorce est rugueuse a la base de couleur grise a rougeatre
(Melgarejo et Salazar, 2003), tandis que 1’écorce est lisse sur la partie supérieure du tronc et
a la base des branches (Kocherane, 2021).

-Le bois :

Son bois est blanc-jaunatre lorsqu’il est jeune et devient rose veiné puis rouge foncé et
dur en vieillissant. Il est tres apprécié en ébénisterie, marqueterie, armurerie, charronnage et
aussi pour la fabrication du charbon (Ait chitt et al., 2007 ; Benmahioul et al., 2011).

-Les racines :

Cet arbre développe un systéeme racinaire pivotant, qui peut atteindre 18 m de
profondeur (figure 2).Ce qui permet de classer cette espece parmi celles qui présentent un
systéme radiculaire trés étendu et spécialement distribué en surface (Aafi, 1996 ;Melgarejo et
Salazar, 2003).
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Figure 2 : Racines du caroubier (Mahdad, 2013)

Selon Hirsch et al. (2001), le caroubier est une légumineuse non nodulante. Toutefois,
Missbah et al. (1996) ont pu isoler dans la région de Debdou (Maroc) des souches de
rhizobium nodulant le caroubier. Cependant, Konate (2007) réactiva et purifia la collection
des souches isolées par Missbah et al. (1996) ensuite il procéda a un test d’authentification en
les inoculant sur deux accessions du caroubier (Marrakech et Taounate) cultivées dans des
conditions axéniques. L’examen du systéme racinaire des plantes, effectué¢ a 2, 4 et 6 mois
apres 1’inoculation, n’a montré aucune formation de nodosité.

L’absence ou la présence des rhizobiums chez le caroubier peut étre considérée comme
une des caractéristiques agronomiques des plus importantes en vue d’une mise en place d’un
programme d’amélioration génétique de I’espéce (Kocherane, 2021).

-Le tronc :

Le tronc du caroubier est épais, tres crevassé, robuste avec de clairs canaux de
circulation de la séve, associés aux racines les plus épaisses, ce qui leur donne un aspect
tortueux comme I’olivier, particulierement marqué chez certaines variétés (Melgarejo et
Salazar, 2003 ; Oztiirk, 2011). Le tronc chez les arbres épais et vieux est tortueux et
sinusoidal (figure3), le diamétre moyen est de 50 cm en fonction de 1’dge de I’arbre
(Albanell, 1990 ; Ait chitt et al., 2007).
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Figure 3 : Différentes formes de tronc du caroubier (Kocherane ,2021)
-Les feuilles :

Ses feuilles sont persistantes, de 10 a 20 cm de longueur, se caractérisent par un pétiole
sillonné sur la face interne et un rachis portant généralement de 4 a 10 folioles, opposés de 3 a
7cm. Elles sont coriaces, entieres, ovales a elliptiques, paripennées, Iégerement échancrées au
sommet (figure 4) avec une couleur verte luisante a la face supérieure et vert péle a la face
inférieure (Baumel et al., 2018 ; Kocherane, 2021).

Occasionnellement chez les arbres cultivés et plus fréguemment chez les caroubiers
sauvages, le nombre de folioles peut étre impair chez quelques feuilles (Albanell, 1990).

Le caroubier perd ses feuilles tous les deux ans, au mois de juillet, lesquelles sont

renouvelées au printemps de la méme année, en Avril et Mai (Ait chitt et al., 2007).

s gt -
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-Les fleurs

Les fleurs du caroubier sont petites et nombreuses, disposées en spirale le long de ’axe de
I’inflorescence en racémes, de couleur pourpre et parfois rougeatre (Oztiirk, 2011). Le
caroubier (figure 5) est genéralement une espece dioique, parfois monoique et rarement
hermaphrodite (Benmahioul et al., 2011). Il est remarquable comme le seul arbre
méditerranéen a fleurir en été, d’aolit a octobre, voire en automne, de septembre a novembre

(Ait chitt et al., 2007).

Figure 5 : Inflorescence male, femelle et hermaphrodite du caroubier (Kocherane, 2021)

-Le fruit :

Le fruit du caroubier, appelé caroube ou carouge, est habituellement classifié comme un fruit
sec malgré son aspect pulpeux (Albanell, 1990). La caroube est une gousse pendante qui se
développe trés lentement, nécessitant 9 a 10 mois pour atteindre la maturité (Batlle et Tous,
1997). Les gousses sont de couleur brune foncée, allongées, compressées, droites ou courbées,
et épaissies aux points de suture. Elles mesurent de 20 a 35 mm de largeur et environ 150 mm
de longueur, contenant 8 a 12 graines ovales et aplaties de couleur brune (figure 6). La partie
charnue entre les graines est remplie d’une substance sucrée (Oztiirk, 2011 ; Kocherane et
al., 2019).

Figure 6 : Gousses vertes et gousses mires du caroubier (Kocherane, 2021)


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/be/Garroves.JPG
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- Lagraine :

Les graines du caroubier sont petites et aplaties, presque ovales, avec un péle basal tronqué et
une extrémité apicale écrasée (figure 7). Elles se composent de trois parties : le téegument, la
radicelle et I'endosperme. Le tégument est normalement lisse, dur, de couleur brune rougeéatre
et brillant (Albanell, 1990). Les dimensions typiques des graines varient de 8 a 10 mm de
longueur sur 6 @ 8 mm de largeur, avec une épaisseur de 3 a 5 mm (Batlle et Tous, 1997 ;
Gharnit et al., 2006 ; Mahdad et Guaour, 2016 ; Kocherane et al., 2019).

Ces graines, toutes de poids sensiblement identique, deviennent tres dures a maturité. Elles
ont été utilisées par les anciens comme unité de mesure pour peser les pierres précieuses, d’ou
le terme « carat » (1 carat = 205,3 mg) (Rejeb, 1995 ; Turnbull et al., 2006). Ainsi, le terme
« carat » en francais ou « el kilate » en espagnol (0,2 g) dérive du nom arabe (Al-karat ou

girat) donné a la graine, en raison de sa constance relative en poids (Albanell, 1990).

Figure 7 : Graines du caroubier (Berrabah, 2020).

4. Répartition biogéographique :
a. Dans le monde :

Le caroubier est distribué dans toute la région du pourtour méditerranéen, dont I’aire de
répartition s’étend sur 1’Asie mineure, I’Afrique du Nord, I’Europe méridionale et la
péninsule Ibérique. En effet, on le rencontre actuellement en allant de 1I’Espagne et du
Portugal jusqu’en Turquie, en Syrie, en Yougoslavie, en passant par le Maroc, 1’Algérie, la
Tunisie, la Lybie, ’Egypte, la Gréce, le Liban, Chypre, I’Italie et la France (Rejeb 1995 ;
Sbay et Abourouh, 2006 ; Abi Azar, 2007 ; Mahdad et Gaouar, 2023).

Le caroubier s'est recemment répandu depuis I'Espagne (figure 8) vers d'autres régions
au climat méditerranéen, telles que la Californie (Etats-Unis), le Mexique (Tijuana), le Chili
et I'Argentine, et a été introduit dans certaines parties de I'Australie par des migrants
méditerranéens ainsi qu'en Afrique du Sud et en Inde par les Britanniques (Batlle et Tous,
1997). L'arbre a probablement été introduit aux Etats-Unis depuis I'Espagne en 1854. Dans les
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annees 1950, des greffons ont été introduits en Californie a partir de cultivars méditerranéens
sélectionnés (Tous et al., 2013). En Australie, ils ont été introduits au XIXe siécle (Tous,
1995), principalement pour des usages agroforestiers et récemment, pour la production de
gousses (Tous et al., 2013). En Chine, des semis de caroubier ont été plantés dans certaines
régions forestieres, comme le Sichuan et le Yunnan, principalement pour le reboisement et
I'alimentation animale (Tous et al., 2013). En Amérique latine, le nom Algarrobo (caroubier
en espagnol) est donné a I'espéce Prosopis chilensis (Algarrobo chileno), un arbre autochtone
de la famille des Fabaceae, présent au Chili, au sud du Pérou, en Bolivie et en Argentine.
Quant a C. siliqua, récemment introduit au Chili, il est appelé en espagnol, Algarrobo europeo
(caroubier européen). En outre, il a été observé que les cultivars de caroubier s'adaptent tres
bien en dehors de leur zone d'origine. Cette adaptation s'est manifestée par de bonnes
performances agronomiques mais aussi, pour certains cultivars, par un changement de sexe
(Batlle et Tous, 1997; Tous et al., 2013).

La Méditerranée est sans aucun doute la région d'origine et de diversité de C. siliqua
(Batlle et Tous, 1997; Melgarejo et Salazar, 2003; Viruel et al., 2020) et, par conséquent, la
région qui détient les ressources génétiques les plus importantes de cette espéce, nécessaires a

la mise en ceuvre de programmes d'amélioration génétique pour l'espéce (Mahdad et

Gaouar, 2023).
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Figure 8 : distribution du caroubier dans le monde (Mahdad et Gaouar, 2023)
b. En Algérie
En Algérie, le caroubier est freqguemment cultivé dans I'Atlas Saharien et il est commun

dans le Tell (Quézel et Santa, 1962). On le trouve a I'état naturel en association avec
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I'amandier, Olea europaea et Pistacia atlantica dans les étages semi-aride chaud, subhumide
et humide, a une altitude allant de 100 m a 1300 m dans les vallons frais qui le protegent de la
gelée ; avec des températures de 5 °C a 20 °C et une pluviométrie de 200 mm a 600 mm/an
(Batlle et Tous, 1997 ; Benmahioul et al., 2011).

Ses lieux de predilection sont les collines bien ensoleillées des régions littorales ou
sublittorales, telles que le Sahel algérois, le Dahra, la Kabylie, la vallée de la Soummam (1074
ha) et de I'Oued-Isser, ainsi que les collines d'Oran et les coteaux de Mostaganem, dans les
étages semi-arides chauds. Il est également présent dans les plaines d'’Annaba, la Mitidja et les
vallées intérieures (1054 ha). Le caroubier descend jusqu'a Bou-Saada, bien qu'il n'y porte pas
de fruit, et se trouve dans la zone des Traras au nord de Tlemcen (276 ha) (Zitouni, 2010).

Les régions coticres, comme les wilayas d’Alger, de Tipaza, de Blida, de Boumerdés et
de Tizi Ouzou, sont propices a la culture du caroubier en raison de leur climat méditerranéen.
De plus, les zones semi-arides du nord de 1’Algérie, notamment les wilayas de Médéa, de
Sétif, de Bordj Bou Arreridj et de Mila, sont également favorables a sa culture. Enfin,
certaines zones montagneuses du nord de 1’ Algérie, telles que le massif de 1’ Atlas et les monts
de Kabylie, offrent des conditions idéales pour la culture du caroubier grace a leurs altitudes
modérées et a leur climat méditerranéen (Zitouni, 2010).

Selon I'étude de Gaouar (2011), l'aire de répartition du caroubier a Tlemcen inclut les
régions de Sidi M’djahed, Sebra, Henaya, Tlemcen, Ain Tellout, Sidi Abdelli, Remchi, Ben
Sekran, Ain Youcef et s'étend de Beni Saf jusqu'a Marsat Ben M’hidi. De plus, Mahdad
(2013) a signalé que la répartition géographique du caroubier dans la région Nord-ouest de

I’ Algérie est représentée dans la figure 9.

11
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Figure 9 : Répartition géographique du caroubier dans le Nord-ouest de 1’ Algérie (Mahdad,
2013)

5. Composition chimique du caroubier
Ceratonia siliqua est apprécié pour sa riche composition chimique. Cette composition
varie entre les différentes parties de I'arbre, notamment les graines, les gousses et les feuilles,
et comprend une diversité de composés bioactifs (tableau 2).

12
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1. Gousses et graines

Les recherches scientifiques ont démontré que la pulpe et les graines sont les deux
principaux constituants de la gousse du caroubier, représentant respectivement 90% et 10% de
son poids total (Konaté, 2007). La caroube est un mélange complexe de métabolites primaires
et secondaires, avec une présence caractéristique de sucres et de fibres, suivie d’une grande
diversité de polyphénols (tableau 2). De nombreux minéraux et acides aminés sont également
présents dans les caroubes (Goulas et al., 2016).

Les gousses de caroube sont principalement utilisées pour leur teneur en sucres et en
fibres alimentaires. Elles contiennent environ 48-56% de sucres totaux, dont le saccharose, le
glucose et le fructose représentent les principaux constituants (Batlle et Tous, 1997). Les
fibres alimentaires, tant solubles qu'insolubles, représentent environ 35-40% du poids sec des
gousses (Marmouzi et al., 2015). Ces fibres sont principalement composées de cellulose,
d’hémicellulose et de lignine.

Les graines de caroube, quant a elles, sont riches en galactomannanes, une classe de
polysaccharides utilisés dans l'industrie alimentaire comme épaississants et stabilisants
(Youssef et al., 2020). Elles contiennent également des protéines (4-6%) et des lipides (0,6-
0,8%), avec une présence notable de composés phénoliques tels que les flavonoides et les
tanins condensés (Biner et al., 2007). Bouzouita et al. (2007) ont évalué la composition
chimique des graines et ont démontré qu'elles étaient pauvres en minéraux et en fibres. Selon
El Bouzdoudi et al. (2017), les graines présentent une teneur élevée en potassium (6,2 g/kg
de matiére seche, 4,3 g/kg de matiére fraiche et 0,305 mg/graine) et une tres faible teneur en
sodium (0,17 mg/kg de matiere seche, 0,13 mg/kg de matiére fraiche et 0,01 mg/graine).

Tableau 2 : Composition chimique du caroubier (Biner et al., 2007).

La pulpe (90 %) La graine (10 %)
Glucide 48-72%

Protéine 1-2%

Matiére grasse 0,5-0,7%
Cellulose et hémicellulose 18 %
Minéraux (Ca, Mg, K, P)
Pectine et fibres 4,2 a 9,6%

Cendres 1,5a2,4%
Poly phénols  16-20%

L’enveloppe tégumentaire (cuticule) 30 -33%

L’endosperme (albumen) 42-46%

L’embryon (germe) 23-25%

2. Feuilles
Les feuilles du caroubier présentent une composition chimique complexe et riche en

divers composés bioactifs. Elles contiennent notamment des polyphénols, des flavonoides et
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d'autres composés phénoliques, ainsi qu'un profil minéral varié (Avallone et al., 1997). Parmi
les flavonoides, la quercétine, la kaempférol et leurs dérivés glycosylés sont les plus
abondants, connus pour leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
antimicrobiennes (El Hajaji et al., 2010). Les tanins et les acides phénoliques présents dans
les feuilles contribuent également a leurs effets bénéfiques sur la santé (Bouzouita et al.,
2007).

Les polyphénols et flavonoides jouent un réle crucial dans les propriétés antioxydantes
et anti-inflammatoires des feuilles du caroubier. Ben Mansour et al. (2016) ont mis en
évidence des niveaux élevés de ces composes, soulignant leur potentiel bénéfique. Les feuilles
sont également riches en minéraux essentiels, notamment en calcium, potassium et
magnésium, importants pour diverses fonctions physiologiques (Chaouche et al., 2014).

Bien que moins étudiées, les huiles essentielles présentes dans les feuilles contiennent
des composants volatils tels que des monoterpenes et des sesquiterpenes, qui ont des
propriétés antimicrobiennes et antifongiques (Ghanem et al., 2021). Les propriétés
antioxydantes des feuilles de caroubier, attribuées a leur riche contenu en polyphénols et
flavonoides, ont été démontrées par Nasr et al. (2017), montrant leur capacité a neutraliser les
radicaux libres et a protéger contre le stress oxydatif.

Outre les polysaccharides et les polyphénols, le caroubier renferme également des
alcaloides, des saponines et des vitamines. Par exemple, les gousses contiennent des quantités
significatives de vitamine E, principalement sous forme de tocophérols, et de vitamine C
(Santos et al., 2013). Ces vitamines contribuent a I'effet antioxydant global des extraits de
caroube (tableau 3).

La composition chimique des différents constituants du caroubier dépend généralement
du cultivar, du sexe de la plante, de l'origine ou de la zone de culture et parfois de la période
de récolte, ainsi que des conditions édapho-climatiques (Avallone et al., 1997; Batlle et
Tous, 1997; Benmahioul et al., 2011; Chaouche et al., 2014; Youssef et al., 2020).

14



Chapitre I : Apercu sur le caroubier

Tableau 3 : Composés phytochimiques de chaque partie de la plante Ceratonia siliqua
(Guendouz et Mansouri, 2022)

Partie de Ceratonia siliqua Composés phytochimiques

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-
coumarique, 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 ferulique, vanilline, théophylline,
acides gras (acide oléique, acide linoléique,
acide palmitique, acide stéarique), tous les
acides aminés essentiels (acide glutamique).

6. Utilisation et propriétés biologiques de C. siliqua L. :

Le caroubier se présente comme une essence a la fois forestiére et arboricole. 1l est
d’une grande importance socio-économique et écologique, car toutes ses parties (feuilles,
fleurs, fruits, bois, écorces et racines) sont utiles et ont des valeurs dans plusieurs domaines.

6.1. Arbre :

L’arbre du caroubier est utilis¢ de maniere polyvalente : il contribue au reboisement et
a la reforestation des zones touchées par 1’érosion et la désertification (Biner et al., 2007). En
parallele, il est apprécié comme plante ornementale le long des routes et dans les jardins,
grace a ses feuilles persistantes et son port élégant (Batlle et Tous, 1997 ; Gaouar, 2011).
Cette double fonctionnalite, a la fois écologique et ornementale, confere au caroubier une
valeur inestimable dans les efforts de préservation de I'environnement et d'ameélioration du
cadre de vie urbain.

De par ses multiples usages, le caroubier trouve également des applications dans divers

domaines techniques : il est utilisé en imprimerie, photographie, textile, matiere plastique,
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encre, cirage et matieres adhésives (Batlle et Tous, 1997). Le bois, connu sous le nom de
carouge, est dur a grain fin ; il est utilisé¢ pour la fabrication d’ustensiles et la production de
combustible, tout en étant estimé dans la charbonnerie et la menuiserie (Hariri et al., 2009).
L’¢corce du caroubier a toujours été utilisée en tannerie, notamment dans 1’achévement et
I’émaillage des peaux. De plus, l'extrait méthanolique des écorces de C. siliqua a montré une
réduction significative (P < 0,001), justifiant ainsi l'usage traditionnel du caroubier dans le
traitement des affections inflammatoires (Lachkar et al., 2016). En effet, le caroubier est une
plante mellifere car ses fleurs sont trés butinées par les abeilles, et sont utilisées par les
apiculteurs pour la production du miel de caroube ou miel d’automne (Rejeb et al., 1991 ;
Gharnit, 2003).
6.2. Feuilles

Les feuilles du caroubier sont une ressource précieuse souvent sous-estimée par
rapport aux fruits et aux graines de cette plante, malgré leurs nombreuses applications
potentielles. Elles sont largement utilisées comme fourrage pour le bétail, surtout dans les
régions méditerranéennes ou la plante est cultivée, en raison de leur richesse en protéines,
fibres et autres éléments nutritifs essentiels (Silanikove et al., 2006).
En outre, les feuilles de caroubier sont utilisées pour produire du compost de haute qualité en
raison de leur teneur élevée en matiére organique. Ce compost organique est ensuite utilisé
comme engrais naturel pour améliorer la fertilité des sols et soutenir une agriculture durable.
Plusieurs études ont également mis en évidence d'autres utilisations bénéfiques des feuilles de
caroubier. L'association des feuilles avec le polyéthylene glycol (PEG) a été montrée pour
améliorer la digestibilité et la qualité nutritive des tanins qu'elles contiennent (Priolo et al.,
2000). En médecine traditionnelle, les feuilles sont utilisées pour traiter divers maux tels que
la diarrhée en Turquie (Rtibi et al., 2015 ; Custodio et al., 2015 ; Rtibi et al., 2018).
Les feuilles de C. siliqua sont également reconnues pour leurs propriétés pharmacologiques
diverses, incluant des activités antivirales (Al-Hadid, 2016), anxiolytiques et sédatives
(Avallone et al., 2002), ainsi qu'antioxydantes (El-Hajaji et al., 2011; Dallali et al., 2018 ;
Ghanemi et al., 2021), cytotoxiques, antimicrobiennes et antifongiques (Kivcak et Mert,
2002; Custodio et al., 2011; Fadel et al., 2011; Meziani et al., 2015; Meziou-Chebouti et
al., 2015).
Des études recentes ont également exploré I'effet potentiel des extraits de feuilles et de
gousses de caroubier sur l'inhibition de la prolifération des cellules tumorales (Ghanemi et

Belarbi, 2021; Gregoriou et al., 2021) et leur activité hépatoprotectrice (Ibrahim et al.,
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2013). De plus, I'extrait de feuille de caroubier a montré des effets protecteurs contre les
dommages oxydatifs induits chez les rats (Ben Hsouna et al., 2011).

Enfin, les feuilles de C. siliqua ont demontré un fort potentiel antioxydant et pourraient avoir
des effets anti-inflammatoires en inhibant I'activité des neutrophiles MPO (myéloperoxydase)
(Rtibi et al., 2016b ; Rtibi et al., 2017).

6.3. Gousses
En Egypte, les sirops a base de fruits de caroube constituent une boisson populaire
(Batlle et Tous, 1997). Les Arabes fabriquent avec la pulpe une boisson alcoolisée, tandis que
les Kabyles utilisent le fruit pour préparer un plat appelé tomina (Bonnier, 1990). Au Liban,
les gousses de caroube sont principalement utilisées pour extraire la mélasse ou "débés",
connue sous le nom de mélasse de caroube, et pour la fabrication d'un produit laitier artisanal

appelé "Mekika", spécifique a la région (Haddarah et al., 2013).

Les gousses du caroubier ont été, jadis, utilisées en Egypte dans la médecine
traditionnelle. Mélangées a de la bouillie d'avoine, du miel et de la cire, elles soignaient la
diarrhée. Les caroubes figuraient également dans des préparations vermifuges et soignaient

les troubles visuels et les infections oculaires (Iserin, 1997).

Selon certains auteurs, les fibres solubles de la pulpe de caroube peuvent avoir un effet
préventif ou curatif sur la santé humaine et animale, en réduisant le risque de thrombose grace
a la diminution de la pression sanguine et du niveau de cholestérol dans le sérum (Konate,
2007). En thérapeutique, cette essence est connue pour ses effets hypocholestérolémiants,
antiprolifératifs, antidiarrhéiques et laxatifs, ainsi que pour son réle nourrissant (Berrougui,
2007). Par ailleurs, elle joue un réle effectif dans la suppression des parasites intestinaux
(Min et Hart, 2003) et dans le traitement de la diarrhée (Serairi-Béji et al., 2000).

Apres I’écrasement des gousses et la séparation de la pulpe et des graines, les produits
dérivés de ces deux éléments sont principalement utilisés dans plusieurs domaines, comme

indiqué dans le tableau 4.

Tableau 4 : Principaux produits de la caroube (pulpe et graines) et leurs utilisations majeures

Produits Traitement recu Utilisations
Pulpe
Aucun Alimentation animale Cheval
Brute ) ) )
et ruminants) (Ait Chitt et
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al.,2007)

Moulage

Alimentation humaine et
animale (ruminants et non
ruminants) (Sahle et al.,
1992 ; Lizardo et al., 2002)

Extraction et purification

Sucre et mélasse

Fermentation et distillation

Alcool et production de
protéines microbiennes
(Turhan et al, 2010;
Yatmaz et al, 2012;
Germeg et al, 2015;
Yatmaz et al, 2016;
Germec et al., 2017)

Extraction

Tanins comme anti-diarrhée

Poudre

Lavage, séchage,

Ingrédients alimentaires
(Tsatsaragkou et al., 2014;
Biernacka et al., 2017;
Arribas et al., 2019 ; Salih
et Jilal, 2020); substituant du
cacao (Durazzo et al., 2014)

torréfaction et moulage

préparation de produits
diététiques et
pharmaceutiques (Nassar-
Abbas et al., 2016; Rtibi et
al.,2016a)

Graine

Endosperme

Moulage

CBG ou E-410; aditifs
alimentaires; fibre diététique;

aliments pour mascottes ;
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produits pharmaceutiques et
cosmétiques (Goncalves et
Romano, 2005 ; Berrougui,
2007 ; Biner et al.,, 2007;
Dakia et al., 2007 ;Sandolo
et al, 2007; Mattaus et
Ozcan, 2011;Prajapati
Vipul et al., 2013)

Moulage Farine de germe; nutrition
Embryon humaine et animale (Dakia
et al., 2007)
Extraction Tanins pour le tannage des
cuirs
Episperme

Biofertilisant (Parrado et
al., 2008)
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1. Métabolites secondaires
Les plantes produisent des métabolites dits « secondaires », par opposition aux
métabolites primaires tels que les protéines, les glucides et les lipides. Ces métabolites
secondaires, biosynthétisés naturellement, incluent de nombreux composés aux propriétés
thérapeutiques utilisées en médecine traditionnelle et moderne (Nguyen et al., 2019). lls sont
classés en trois catégories principales : les composés phénoliques, les terpénes et les
alcaloides (Krief, 2003 ; Awuchi et Godswill, 2019).
1.1.  Les polyphénols
Les polyphénols constituent I’un des groupes de substances les plus répandus chez les
plantes apres les terpénoides. A ce jour, plus de 8000 structures différentes de polyphénols ont
été identifiées (Pandey et Rizvi, 2009), englobant une grande variété de molécules
constituées d’un ou de plusieurs cycles aromatiques avec des degrés variables
d’hydroxylation, de méthylation et de glycosylation (Manganaris et al., 2014). Les
principales catégories de composés phénoliques présents dans la caroube sont les acides
phénoligues, les gallotannins et les flavonoides (Goulas et al., 2016).
1.1.1. Classification des composés phénoliques
Les composés phénoliques forment un vaste groupe de substances chimiques,
caractérisées par la présence d'au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs groupes
hydroxyle (figure 10). On distingue différentes classes de polyphénols, notamment les acides
phénoliques, les flavonoides et les tanins (Manach et al., 2004). La classification des
polyphénols repose sur leur structure, le nombre de noyaux aromatiques et les éléments
structuraux qui les lient. Ils se divisent en deux grands groupes : les composés phénoliques
simples et les composés phénoliques complexes (Boros, 2010).
1.1.1.1.  Lescomposés phénoliques simples
a- Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont des composés organiques possédant au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. Cette classe est subdivisée en deux sous classes :
les acides benzoiques de structure C6-C1 (acide gallique, protocatéchique, vannilique, p-
hydroxybenzoique, et syringique) et les acides cinnamiques caractérisés par un squelette en
C6-C3 (acide p-coumarique, caféique, férulique et 1’acide sinapique) (balasundrum et al.,
2006). La caroube est 1'une des sources les plus riches d’acide gallique puisque sa teneur a été
estimée entre 23,7 mg/100g et 164,7 mg/100 g (Owen et al.,2003 ; Ayaz et al.,2007). Selon
la base de données Phenol-Explorer, seuls les chataigniers et les clous de girofle avaient une

teneur en acide gallique plus élevée que les caroubes. L’acide syringique, 1’acide 4-
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hydrobenzoique et I’acide gentisique sont ¢galement des acides benzoiques que 1’on trouve
dans la caroube (Goulas et al., 2016).

La concentration d’acides cinnamiques dans les caroubes est relativement
faible; des extraits de caroubes contiennent de 1’acide cinnamique, de 1’acide
coumarique, de [D’acide férulique et de [D’acide chlorogénique(Ortega et

al.,2009 ;Roseiro et al.,2013 ; Custodio et al.,2011 ).
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Acide phénolique

Figure 10 : Les différentes classes des composés phénoliques (Patel, 2015)
b- Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires largement répandus dans le regne
végétal, reconnus pour leur pigmentation qui contribue a la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles. Ces composes tirent leur nom du latin « flavus », signifiant jaune
(Guignard, 2000 ; Bouakaz, 2006). Leur structure de base, le diphénylpropane (C6-C3-C6),
se compose de deux anneaux benzéniques (A et B) reliés par un anneau pyranne oxygéné (C)
(Bruneton, 1999).

Ces composes peuvent étre présents sous forme libre (aglycone) ou sous forme de
glycosides, et se trouvent dans diverses parties des plantes telles que les racines, les tiges, les
feuilles, les fleurs et les fruits (Erlund, 2004 ; Seladji, 2015). lls sont synthétisés dans les
chloroplastes et migrent ensuite vers les vacuoles cellulaires (Piquemal, 2008). Les
flavonoides jouent un rdle important en tant que pigments quasi universels des végétaux

(Verhoeyen et al., 2002). lls possedent également diverses activités biologiques, notamment
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antivirales, anti-inflammatoires et anticancéreuses, grace a leur capacité a piéger les radicaux
libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe¢) et superoxydes.

Les flavonoides partagent une origine biosynthétigue commune et possedent un
squelette de base a quinze atomes de carbone. lls sont classés en six principales classes
(figure 11) : flavanols, flavones, flavonols, flavanones, isoflavones et anthocyanidines
(Medié-Sarié et al., 2004; Balasundram et al., 2006). Environ 6500 flavonoides ont été
identifiés, répartis en 12 classes, et ce nombre continue de croitre (Harborne et Williams,
2000). Ces composés montrent des variations structurales au sein de chaque classe,
influencées par le nombre et la disposition des groupes hydroxyle, ainsi que par leur degré
d'alkylation et de glycosylation (Pandey et Rizvi, 2009; Spencer et al., 2008). Cette diversité
structurale contribue a leurs propriétés biologiques variées, telles que leurs effets
antioxydants, anti-inflammatoires et autres activités bénéfiques pour la santé (Spencer et al.,
2008).

Les rhamnosides de quercétine et de myricétine sont généralement les flavonoides les
plus abondants dans la nature. En revanche, la présence de flavones comme l'apigénine, la
lutéoline et la chrysoérine, de flavanones comme la naringénine, ou d’isoflavones comme la
génistéine, peut étre moins fréquente selon les sources (Owen et al., 2003; Ortega et al.,
2009).
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Flavanones

Flavones Flavonols

INCO=
fMavonoides 0
Isoflavanes

Chalcone

4} o
| Principales classes C"O
de flavonoides
(’) 0

Aurone E. Jaspard (2014)

Isoflavones

Figurell : Principales classes de flavonoides (Jaspord, 2014).
c- Les anthocyanes :

Les anthocyanes sont des pigments végétaux appartenant a la famille des flavonoides,
caractérisés par leur structure de base commune, le cation flavylium ou 2-phényl-1-
benzopyrilium. Ces composés sont généralement glucosylés en position C-3 (figure 12), ce
qui les distingue par leur diversité de couleur allant du bleu, au rouge, mauve, rose et orange
(Tanaka et al., 2008). Les anthocyanes se différencient par le nombre et la position des
groupes hydroxyle et méthyle sur leur noyau B, influencant ainsi leur teinte spécifique dans
les plantes telles que I'Arbutus unedo L. (Fadi, 2011).

Les anthocyanes sont responsables de la coloration des fleurs et des fruits, apportant
des nuances vives et variées grace a leur capacité a absorber différentes longueurs d'onde de
lumiére visible. Ces pigments sont utilisés comme antioxydants pour neutraliser les radicaux
libres dans le corps, favorisant ainsi une bonne circulation, en particulier dans les zones

comme le cceur, les mains, les pieds et les yeux (Fadi, 2011).
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Figure 12: Exemple d‘un anthocyane : la cyanidine (Fadi, 2011).
d- Les coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles présentes dans le régne végétal,
caractérisées par leur structure de base, le noyau benzo-a pyrone résultant de la lactonisation
de I’acide ortho-hydroxy-cis cinnamique (Aharoni et Galili, 2011). Ces composés sont
synthétisés dans les feuilles et s'accumulent principalement dans les racines, les écorces et les
tissus agés ou léses des plantes.

Les coumarines sont classées en deux catégories principales : les coumarines simples,
souvent avec des substitutions en position 6 et 7 (OH ou OCH3), et les coumarines
complexes, comprenant les furocoumarines (furobenzo-a-pyrones), les pyranocoumarines
(benzodipyran-2-ones) et les phénylcoumarines (benzo-benzo-pyrones) Chaque groupe varie
selon la fusion avec des cycles furane, pyrane ou phényl sur le noyau coumarine simple. Elles
sont utilisées dans divers domaines tels que I'industrie alimentaire pour leur ardbme, et dans
I'industrie pharmaceutique pour leurs propriétés anti-inflammatoires et leurs effets bénéfiques
sur la perméabilité capillaire, notamment par des composés comme I'esculétine et I'esculine
(Aharoni et Galili, 2011).

1.1.1.2.  Lescomposés phénoliques complexes
> Les tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires présents dans diverses parties des plantes
vasculaires, notamment les racines, I'écorce, les feuilles, les fruits non mdrs et les galles. Ils
sont caractérisés par leur nature phénolique, constituant des polyphénols hydrosolubles avec
une masse moléculaire variant entre 500 et 3000 kDa. Une fonction clé des tanins est de
protéger les plantes contre les parasites et les herbivores (Frutos et al., 2004). Les tanins sont
divisés en deux principales catégories : les tanins hydrolysables et les tanins condensés
(figure 13). Les tanins hydrolysables, tels que les gallotanins et les ellagitanins, libérent
respectivement de l'acide gallique et de l'acide ellagique lors de I'nydrolyse (Aharoni et

Galili, 2011). En revanche, les tanins condenses, également appelés proanthocyanidines, sont
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des polymeres de flavan-3-ols qui produisent des anthocyanidines sous I'effet de la chaleur
dans un milieu acide (Balasundram et al., 2006).

Les tanins constituent le groupe le plus caractéristique de polyphénols dans les caroubes
et contribuent a leur astringence. Dans le jus de caroube, la concentration en tanins est dix fois
plus élevée que dans le jus de raisin et elle diminue avec 1’avancement de la maturation des
fruits (Rababah et al., 2011). Les tanins sont classés enformes hydrolysables et condensées
(ou non hydrolysables). En général, les tanins hydrolysables sont considérés comme esters
multiples d’acide gallique ou ellagique avec glucose et produits de leurs réactions oxydatives
et sont connus sous le nom de tanins galloyles et ellagitannins, respectivement (Manganaris
etal., 2014).

Avallone et al. (1997) ont signalé la présence de tanins hydrolysables et condensés dans
différentes parties de la caroube. En particulier, les gousses de caroube contiennent une valeur
moyenne de 2,75 mg de tanins condensés/g et 0,95 mg de tanins hydrolysables/g. D’un point
de vue chimique, les tanins de caroube sont principalement des tanins condensés
(proanthocyanidines), composeé de groupes flavan-3-ol et de leurs esters galloyles, acide
gallique, (+)-catéchine, (-)-gallate épicatéchine, (-) -gallate d’épigallocatéchine, delphinidine,
pelargonidine et cyanidine (Owen et al., 2003, ; Papagiannopoulos et al., 2004). Ces

composes phénoliques sont dotés de certaines activités résumées dans le Tableau 5.

HO

OH
OH

HO O

OH

OH
Catechin

Proanthocyanidins

Figure 13 : Principales formes des tanins condenses (Rauha, 2001)
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Tableau 5: Les activités biologiques des composés phénoliques (bahorun ,1997).

Polyphénols Activites

Acides Phénols (cinnamiques et benzoiques) | Antibactériennes
Antifongiques
Anti oxydantes

Coumarine Protectrices vasculaires et anticedémateuses

Flavonoides Antitumorales
Aticarcinogénes
Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques

Antioxydantes
Anthocyanes Protectrices capilaro-veineux
Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagene

Antioxydante Atitumorales
Antifongiques
Anti-inflammatoires

Tannins galliques et catéchiques Antioxydantes

1.2.  Lesterpénes :

Les terpenes sont des composés organiques aromatiques dérivés de l'isopréne, un
hydrocarbure a cinq atomes de carbone. Présents dans une variété de végétaux, ils jouent un
réle crucial dans plusieurs interactions biotiques, notamment la protection, la défense et la
régulation du métabolisme des plantes (Awuchi et Godswill, 2019). Leur forte odeur les rend
précieux pour la production d'huiles essentielles utilisées en aromathérapie et en parfumerie,
ainsi que pour leurs usages médicinaux traditionnels.

Les saponines, quant a elles, sont des composés largement présents dans de
nombreuses plantes médicinales. Leur nom dérive du latin "sapo”, signifiant savon, en
référence a leur capacité a produire de la mousse lorsqu'elles sont agitées dans I'eau
(Donatien, 2009). Les saponines existent sous deux formes principales : les saponines
stéroides et les saponines triterpénoides, toutes deux ayant des structures chimiques similaires
aux hormones humaines telles que l'cestrogene et la cortisone. Par exemple, la saponine
stéroide issue de I'igname sauvage est utilisée dans la fabrication de contraceptifs oraux (Fadi,
2011). Les saponines triterpénoides, comme celles présentes dans la réglisse et la primevére,
sont souvent utilisees pour leurs propriétés expectorantes et pour faciliter I'absorption des
aliments.

1.3.  Les alcaloides :

Les alcaloides sont des composés naturels largement présents dans divers groupes de

plantes, avec plus de 3 000 types différents identifiés a ce jour (Fadi, 2011). lls se distinguent

en trois principaux types : les alcaloides non hétérocycliques ou atypiques, tels que la
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colchicine ; les pseudo-alcaloides, dérivés de terpénoides ou de purines ; et les alcaloides
hétérocycliques ou typiques (Mauro, 2006).Ces composés sont localisés dans toutes les
parties des plantes, bien que leur accumulation spécifique dépende de I'espece végétale, se
concentrant souvent dans les écorces, les racines, les feuilles ou les fruits.
Du point de vue de la structure chimique, les alcaloides forment un groupe diversifié de
composes contenant un groupe amine, caractérisé par un atome d'azote avec une paire
d'électrons libres, associé a un ou plusieurs atomes de carbone et d'hydrogéne.
La biosynthese des alcaloides provient généralement d'acides aminés tels que le tryptophane,
I'ornithine, la lysine, l'aspartate, I'anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine, qui subissent
des processus de décarboxylation pour former des amines, lesquelles sont ensuite couplées a
d'autres squelettes carbonés pour former des structures complexes. Des composés tels que la
strictosidine et la norcoclaurine sont des précurseurs centraux dans la biosynthése, contribuant
a une grande diversité d'alcaloides connus (Fadi, 2011).
2. Pouvoir antimicrobien
Un antimicrobien est une substance chimique, naturelle ou synthétique, capable de tuer
les microorganismes ou d'inhiber leur croissance. L'efficacité de ces substances dépend de
divers parametres physiques tels que la température, le pH et I'hnumidité (Lee et al., 2010). Les
composés phénoliques, en particulier, possedent divers mécanismes d'action antimicrobiens.
Ils peuvent agir en oxydant ou en dénaturant les protéines bactériennes (Shiota et al., 2004),
alterer les structures membranaires des bactéries, ou encore inactiver des fonctions cellulaires
essentielles (Eldeen et al., 2005; Song et al., 2007; Hamouda Ali et Doumandji, 2017). De
plus, ces composés sont capables de perturber les membranes cellulaires bactériennes,
d'inhiber la synthese des acides nucléiques et des protéines, ainsi que d'induire des dommages
oxydatifs a I'intérieur des cellules bactériennes (Alcaraz et al., 2000).
2.1.  Activité antimicrobienne
2.1.1. Les antibiotiques
Un antibiotique est une substance chimique produite par des micro-organismes, capable
d'inhiber la croissance et méme de détruire les bactéries et autres micro-organismes. Les
microbes sont sélectifs : certains organismes sont affectés, tandis que d'autres ne le sont pas
du tout ou seulement dans une mesure limitée. Ainsi, chaque antibiotique posséde un spectre
antibactérien spécifique (Bentley et Bennett, 2003).
2.1.2. Mode d’action des antibiotiques
Le mode d'action des antibiotiques est généralement soit bactéeriostatique, empéchant le

développement microbien, principalement observé avec les tétracyclines, phénicols et
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macrolides, soit bactéricide, détruisant les germes, associé aux bétalactamines, aminosides et
polypeptides (Lewis, 2013 ; Etebu et Arikekpar, 2016). Ces antibiotiques ciblent
principalement quatre mécanismes d'action :

> Perturbation de la formation de la paroi bactérienne : Pénicillines, céphalosporines,
vancomycine, polymyxines.
Inhibition de la synthése protéique : Chloramphénicol, streptomycine, érythromycine.
Blocage de la réplication de 1’ADN bactérien : Quinolones.
Inhibition de la synthése de ’ARN : Rifampicine.

YV V V VY

Modification du métabolisme énergétique de la bactérie : Sulfamides, triméthoprime.

2.1.3. Reésistance bactérienne aux antibiotiques

La résistance bactérienne se définit par la capacité d'un micro-organisme a croitre en
présence d'un agent antimicrobien qui, en temps normal, empéche ou ralentit sa croissance.
On parle de résistance naturelle lorsqu'elle est liée aux caractéristiques génétiques normales
de l'espéce bactérienne. En revanche, la résistance est dite acquise lorsqu'elle affecte des
souches d'une espéce bactérienne normalement sensible. Les bactéries ont démontré leur
capacité a augmenter leur résistance aux antibiotiques par divers mécanismes, dont I'efficacité
et la nature varient selon les espéces et les produits. Les principales stratégies connues sont de
quatre types (Levinson, 2014 ; Paolozzi et Liébart, 2015) :

e Production d'enzymes inactivatrices des antibiotiques : par exemple, les béta-
lactamases.

e Modification des cibles des antibiotiques : empéchant I'action de ces derniers.

e Diminution de la perméabilité cellulaire : réduisant I'entrée des antibiotiques
dans la cellule.

e Réduction des concentrations intracellulaires d'antibiotiques : souvent due a
un transport actif vers I'extérieur de la cellule via des transporteurs membranaires
appelés pompes d'efflux.

2.1.4. Micro-organismes utilisés dans les tests antimicrobiens

> Escherichia coli : est une bactérie Gram-négative en forme de batonnet,
couramment trouvée dans l'intestin des animaux a sang chaud, ou elle est un membre
commensal du microbiote intestinal. Bien que la plupart des souches soient inoffensives,
certaines peuvent causer des infections graves, telles que des infections urinaires, des gastro-
entérites et des méningites, et présentent une prévalence supérieure a 90 % chez I'homme. Ces

infections sont souvent courantes et peuvent étre associees a une morbidité et une mortalité
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élevées. E. coli est également utilisée comme indicateur de contamination fécale et est un
organisme modele en biologie moléculaire et en microbiologie. La résistance aux [-
lactamines chez E. coli est principalement due a la présence de génes codant pour des B-
lactamases, telles que les ESBLs et les AmpC, et, plus rarement, des carbapénémases, qui
inactivent une large gamme d'antibiotiques, rendant le traitement des infections plus difficile
(Poirel et al., 2018 ; Liu et al., 2020 ; Denamur et al., 2021).
> Staphylococcus aureus est une bactérie Gram-positive en forme de cocci,
souvent trouvée sur la peau et les muqueuses des humains et des animaux. C'est I'un des
principaux agents pathogenes responsables d'infections nosocomiales et communautaires. Elle
peut causer une variété de maladies infectieuses, telles que des infections cutanées bénignes,
I'endocardite infectieuse, I'ostéomyélite, la bactériémie et une pneumonie fatale (Turner et
al., 2019 ; Guo et al.,, 2020). S. aureus est particulierement connue pour sa capacité a
développer des résistances aux antibiotiques, notamment la souche MRSA (Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline). Appartenant au genre Staphylococcus du phylum
Firmicutes, cette bactérie a un diametre d'environ 0,8 pm et forme des grappes ressemblant a
des raisins sous le microscope. Elle se développe a 37 °C et a un pH de 7,4. Les colonies sur
gélose au sang sont épaisses et hémolytiques, formant un anneau transparent autour des
colonies. S. aureus produit également un pigment jaune doré caractéristique et est capable de
décomposer le mannitol. La résistance aux P-lactamines chez cette bactérie est due a la
production de B-lactamases et a des modifications des protéines de liaison a la pénicilline
(PLP). La résistance a la méthicilline est surveillée a I'échelle mondiale, avec des variations
significatives entre les régions, y compris en Afrique subsaharienne ou la prévalence est en
augmentation (Foster, 2002; Turner et al., 2019; Da et al., 2023).
> Pseudomonas aeruginosa est une bactérie Gram-négative en forme de
batonnet, réputée pour sa grande résistance aux antibiotiques et sa capacité a survivre dans des
environnements hostiles (Wu et al., 2015). Pathogéne opportuniste, elle cause des infections
séveres chez les patients immunodéprimés ou hospitalisés, telles que les infections des voies
respiratoires, les infections urinaires et les infections des plaies. Elle est également un agent
pathogéne majeur dans les infections pulmonaires chroniques chez les patients atteints de
mucoviscidose. P. aeruginosa se développe de maniere optimale entre 25°C et 37°C et peut
croftre jusqu'a 42°C, ce qui la distingue des autres espéces de Pseudomonas. Elle produit
plusieurs pigments, dont la pyocyanine (bleu-vert), la pyoverdine (jaune-vert fluorescente) et
la pyorubine (rouge-brun). Possédant un unique flagelle polaire, P. aeruginosa utilise ce
flagelle pour l'adhérence, la motilité et la formation de biofilms. Cette bactérie est
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fréguemment identifiée dans les infections respiratoires aigués chez les patients sous
ventilation, ainsi que dans les infections respiratoires chroniques chez les patients atteints de
fibrose kystique, avec une mortalité élevée dans les cas de pneumonie associée a la ventilation
mécanique (Chastre et Trouillet, 2000 ; Chastre et Fagon, 2002). P. aeruginosa présente
une résistance intrinseque a plusieurs classes d'antibiotiques, grace a des mécanismes tels que
les pompes d'efflux multi-drogues, les enzymes de modification des aminoglycosides, les
béta-lactamases et les mutations des sites cibles de la gyrase de I'ADN et de la topoisomérase
IV (Kerr et Snelling, 2009).

> Aspergillus brasiliensis est un champignon filamentueux du genre Aspergillus,
étroitement lié a Aspergillus niger. Il est souvent utilisé en laboratoire pour des études sur la
biodégradation et la production de diverses substances. Ce champignon est un contaminant
alimentaire courant, omniprésent dans le sol et régulierement signalé dans les espaces fermés
tels que les sites industriels. 1l est également connu pour sa capacité a produire des enzymes
utiles dans divers processus industriels, comme la production d'enzymes alimentaires et la
bioconversion de substrats organiques. Aspergillus brasiliensis cause rarement des maladies
chez I'homme, contrairement a d'autres espéces d'Aspergillus. Cependant, dans ces rares cas,
il peut entrainer une maladie pulmonaire grave appelée aspergillose (Manikandan et al.,
2010).

2.1.5. Effet antimicrobien du caroubier

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) est une plante reconnue pour ses propriétés
antimicrobiennes, largement attribuées a ses composés phénoliques, tels que les flavonoides et
les tanins (Owen et al., 2003 ; Papagiannopoulos et al., 2004). Ces composés phénoliques
sont capables d'inhiber la croissance des micro-organismes pathogenes et peuvent étre utilisés
comme agents antimicrobiens naturels dans des applications thérapeutiques et alimentaires.
Ben Harath et al. (2019) ont démontré que les extraits de feuilles de caroubier possédent une
activité antimicrobienne significative contre plusieurs souches bactériennes, y compris
Escherichia coli et Staphylococcus aureus. Ces effets sont principalement attribués a la
présence de flavonoides spécifiques, tels que la quercétine et la myricétine, connus pour leurs
propriétés antibactériennes (Papagiannopoulos et al., 2004).

Les tanins présents dans les extraits de caroubier contribuent également a cette activité
antimicrobienne. Les tanins sont capables de précipiter les protéines, entrainant la
déstabilisation des membranes cellulaires bactériennes et, par conséquent, la mort des cellules
bactériennes (Cowan, 1999). Les propriétés antimicrobiennes du caroubier ne se limitent pas

aux extraits de feuilles. Les graines et les gousses de caroubier montrent également des effets
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antimicrobiens. Une étude menée par Boublenza et al. (2018) a révélé que les extraits de
graines de caroubier présentent une activité inhibitrice notable contre des bactéries Gram-
positives et Gram-négatives, ainsi que contre des levures pathogénes. Cette activité a été

attribuée aux polyphénols et a d'autres composés bioactifs présents dans les graines.
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Les différentes expérimentations ont été effectuées au niveau de :
> L'Université de Khemis Miliana, ou nous avons préparé les extraits éthanolique
et aqueux, effectué le screening phytochimique, et dosé les métabolites
secondaires de la plante au laboratoire de Biochimie de la Faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie.
» Laboratoire privé d’analyses médicales de M. Zibouche a Ain Defla, ou nous
avons determiné les activités biologiques des extraits de feuilles du caroubier

(antibactérienne et antifongique).

Le protocole expérimental suivi pour réaliser cette étude est mentionné dans la figurel4.

Ceratonia siliqua L. (Feuilles)
v

Récolte, Séchage, Broyage et Tamisage

'

Extraction par macération dans I’éthanol

Extraction sous reflux (extrait aqueux)

il } 1

Activité Screening Dosage des
antimicrobienne phytochimique métabolites secondaires
— Anthocyanes )
— Saponosides polyphénols
" . — Saponines + Dosage des
Activité Activité _ Ta?]ins g
antifongique | [antibactérienne _ Glucosides flavonoides
(Methode de || (Diffusion sur _ Flavonoides + Dosage des
contact gélose) — Mucilage - .
direct) tanins condensés

Figure 14 : Le protocole expérimental de cette étude.
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1. Matériels biologiques
1.1. Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué de feuilles de 1’espece
Ceratonia siliqua, récoltées en février 2024 dans la région de Miliana, wilaya d’Ain Defla.
(figure 15).

Figure 15 : Feuilles de Ceratonia siliqua L. récoltées a Miliana (Originale, 2024)

0,

¢ Caractéristiques du site d’échantillonnage

La zone d'étude est située dans la ville de Miliana, relevant de la wilaya d’Ain Defla.
Miliana se trouve a environ 30 km du chef-lieu de la wilaya et a 110 km au sud-ouest d’Alger.
La ville est batie & une altitude de 740 m sur les contreforts du mont Zaccar, dominant la
vallée du Cheéliff (figure 16). La région de Miliana est principalement agricole.
L’arboriculture fruitiere prédomine, couvrant environ 47 % de la superficie cultivée totale sur
les plaines et les terrains & faible pente. Les cultures céréalieres et maraicheres
(principalement la pomme de terre), ainsi que 1’oléiculture, sont pratiquées en plaine, tandis
que les zones montagneuses sont consacrées aux cultures seches (céréales et fourrages) et a
I’¢levage ovin et caprin.

Le climat de Miliana est méditerranéen, avec une tendance subhumide et deux saisons
contrastées. L'hiver s'étend d'octobre a mars, tandis que I'été dure d'avril a septembre. 1l existe
une irrégularité des précipitations et des variations saisonniéres (température et pluie) entre

les mois, les saisons et les années.
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limites des wilayas
limites des communes

»ordiﬂae System: GCS VWWGS 1984 2 2 — ” ————— 2

Figure 16 : Localisation du site d’échantillonnage (Naalamene, 2021).
1.2.Matériel microbiologique
1.2.1. Souches bactériennes testées
L’activité antibactérienne a été effectuée sur trois souches bactériennes. Les souches
utilisées proviennent du laboratoire privé d’analyses médicales de M. Zibouche (Ain
Defla) (tableau 6). Les souches bactériennes testées ont été choisies pour leur fréquence
¢levée dans les contaminations humaines, mais aussi parce qu’elles sont résistantes aux
antibiotiques, voire multi-résistantes, et sont des lots de 'ATCC (American Type Culture

Collection), référencées par I’Institut Pasteur.
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Tableau 6 : Liste des souches microbiennes testées

Microorganismes testés Gram Souches Référence
Gram+ Staphylococcus aureus. ATCC 259 23

Les souches bactériennes Escherichia coli ATCC 25922
Gram - Pseudomonas aeruginosa | ATCC 27853

1.2.2. Souche fongique testée

L’activité antifongique des extraits de feuilles de Ceratonia siliqua L. a été évaluée sur
une souche d'Aspergillus brasiliensis (ATCC 6633). Cette souche provient du laboratoire
d’hygiene de Blida.
2. Matériels non biologiques

Le matériel non biologique, constitué des appareils et des réactifs utilisés au cours de

cette étude, est rapporté en Annexe I.
3. Méthodes d’étude

3.1. Séchage et broyage
Les feuilles de Ceratonia siliqua L., préalablement nettoyées pour éliminer la

poussiére et autres particules indésirables, ont été séchées a 1’air libre dans un endroit sec,
aéré et ombragé. La matiere seéche obtenue a été réduite en poudre a I’aide d’un broyeur
électrique. La poudre, aprés broyage, a été tamisée a travers un tamiseur de 0,5 mm de
diametre. Cette poudre est ensuite conservée dans des bocaux en verre, hermétiquement
fermés et stockés a I’abri de la lumiére.
3.2. Préparation de I’extrait éthanolique

25 g de poudre sont mis a macération pendant 48 heures avec 250 ml d'éthanol (96%).
Le macérat obtenu est filtré a I'aide d'un papier filtre de type Whatman N°1. Le filtrat est
ensuite évaporé sous vide a 60 °C a I’aide d’un évaporateur rotatif de type Rotavapor® 300
(figure 17). Les résidus sont ensuite dissous dans de I’éthanol pour 1’étude phytochimique et
dans du DMSO pour I’évaluation du pouvoir antimicrobien.
L’extrait, de couleur verte, est appelé extrait éthanolique des feuilles (EEF). Les extraits sont

conservés a 4 °C jusqu’a leur utilisation (Benhammou et al., 2009).
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Pesée de 25 g de poudre Mélange de la poudre Agitation magnétique
Des feuilles de C.siligua avec 250 ml d’éthanol pendant 48h

=

Dissolution et récupération Evaporation a
des résidus d'un Rotavapeur

Filtration

Figure 17 : Préparation de I’extrait éthanolique de feuilles du caroubier
Calcul du rendement en extraits
C’est la quantité des composés ou substances pouvant étre extraite par un solvant
typique dans des conditions spécifiques (Diallo, 2005). Le rendement (R%0) est déterminé par

la formule suivante :

R%-= (P-Po/ Pt) X100

Avec :
P : poids en gramme du ballon avec I’extrait sec.
P, : poids en gramme du ballon vide.

Pt : poids en gramme de la poudre vegétale utilisée.

3.3. Préparation de I’extrait aqueux

Dans un ballon monocol, surmonté d’un réfrigérant, 10 g de matériel végétal en poudre
est mis en contact avec 100 ml d’eau. L’ensemble est porté a reflux pendant une heure.
Ensuite, le mélange est filtré et I’extrait aqueux des feuilles (EAF) obtenu est conservé a 4°C
(Touhami et al., 2017).
3.4. Etude phytochimique

Le but de cette étude est de :

-Caractériser certains métabolites secondaires des feuilles de C.siliqua par criblage chimique ;
-Déterminer la teneur en polyphénols, en flavonoides et en tanins;

36



Chapitre | : Matériel et méthodes

3.4.1. Screening phytochimique :

Le criblage phytochimique est un ensemble de réactions chimiques simples permettant
d'orienter rapidement vers une étude détaillée de certains types de constituants chimiques
(Girre, 2001).

Le screening phytochimique a été effectué selon la méthode décrite Par (Bruneton, 1999 ;
Boudjema et al., 2020).

- Principe

Les tests phytochimiques sont des méthodes colorimétriques qui permettent de détecter
différentes familles de composés existantes dans la partie étudiée de la plante. Ils reposent sur
des réactions qualitatives telles que la précipitation ou la coloration avec des réactifs
spécifiques a chaque famille de composés. Le but de ces tests est de mettre en évidence la
présence ou I’absence des principaux métabolites secondaires tels que les anthocyanes, les
tanins, les flavonoides, les saponosides, les glucosides, les saponines et les mucilages.
Les tests sont effectués sur la poudre, I’infusé ou la décoction.
Les résultats seront classés selon Négué Diarra. (2003):
- Réaction franchement positive : + + +
- Réaction moyennement positive : + +
- Réaction faiblement positive : +
- Réaction négative : -

a) Recherche de Glucosides

On mélange 2g de poudre de la plante avec quelques gouttes d’acide sulfurique (H2SO4)
concentré (96%). L apparition d’une couleur rouge-bleu indique la présence de glucosides.

b) Recherche de Saponosides

M¢élanger 2ml de I’extrait aqueux avec 2 ml d’une solution d’acétate de plomb a 1%. La
formation d’un précipité blanc indique la présence de saponosides.

¢) Recherche de Tanins

On mélange 1ml d’extrait avec Iml d’eau distillée et 1 a 2 gouttes de solution de FeCls
diluée a 10%. Une coloration verte foncée ou bleu-vert indigue la présence de tanins.

d) Recherche d’Anthocyanes

On mélange 5ml d’extrait aqueux avec lml d’hydroxyde d’ammonium (NHsOH)

concentré (30%). Une coloration rouge indique la présence d’anthocyanes.
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e) Recherche de Flavonoides

On introduit dans un tube a essai 5 ml d’infusé, auquel on ajoute 5 ml d’acide
Chlorhydrique (HCI1), Iml d’alcool iso-amylique, puis quelques copeaux de magnésium.
L'apparition d'une coloration rouge-orangée indique la présence des flavonoides.

f) Recherche de Saponines

50 ml d’eau distillée et 5g de poudre sont portés a ébullition modérée pendant 15 min.
Apres refroidissement, la solution est filtrée et ajustée a 50 ml avec de I’eau. Dans un tube a
essai, 10 ml du décocté précédemment préparé sont introduits et agités dans le sens de la
longueur pendant 15 secondes, a raison de deux agitations par seconde. On laisse reposer
pendant 15 min. La formation d’une mousse stable et persistante indique la présence de

saponines.

g) Recherche de Mucilage

On introduit 1ml d’infusé dans un tube a essai, puis on ajoute 5 ml d’alcool absolu. La
formation d’un précipité floconneux indique la présence de mucilage.

3.4.2. Caractérisation quantitative des extraits :

+ Dosage des phénols totaux
= But : Détermination de la teneur en polyphénols totaux dans les extraits éthanolique et
aqueux des feuilles de caroubier par la méthode spectrophotométrique UV-Vis utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu (Aloui et al., 2020).
= Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué¢ par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3sPW12040) et phosphomolibdique (HsPMO12040), il est réduit par les phénols en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (Wg023) et de molybdéne (MogO23). Cette coloration
bleue dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le
milieu donne un maximum d’absorption a 760 nm (Boizot et Charpentier, 2006).
a-Mode opératoire
La teneur en polyphénols totaux est déterminée selon une méthode décrite par

Ghedadba et al. (2015), avec de légéres modifications, illustrée dans la figure 18 ci-dessous.
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20 pl d’extrait éthanolique / aqueux

v
100 ul de réactif de Folin- Ciocalteu dilué 10 fois.
v
Agitation pendant 3-4 minutes
v
300 pl de carbonate de sodium a 7.5% + 2 ml d’eau distillée
v
Incubation & T° ambiante et a I’obscurité pendant 30min
v

Lire I’absorbance a 765 nm

Figure 18 : Protocole de dosage des phénols totaux.
b-Expression des résultats
La concentration des phénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de

la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (figure 19 ; annexe Il) et elle est
exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme de matiere séche (mg EAG/mg

MS).
PT=(cxV)/m

Avec :
PT: La teneur en phénols totaux (mg équivalent d’ac. gallique/ g de maticre séche).

¢ : Concentration de I’acide gallique établie a partir de la courbe d’étalonnage (pug/ml).

V: Volume de ’extrait éthanolique
m: Le poids de la matiére seche (g).

+ Dosage des flavonoides
Ce dosage est déterminé par la méthode de Djeridane et al. (2006) ; Barros et al.

(2007).La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides

dans les extraits (Bahorun et al., 2004). Le protocole de dosage est illustré dans la Figure 20.

20 pl d’extrait éthanolique / aqueux

v

1ml d'AlCls a 2% préparé dans I’éthanol

v

Incubation 10 min a température ambiante

v

Lire I'absorbance a 430nm
Figure 20 : Protocole de dosage des flavonoides.
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a-Préparation de I’étalon

A partir d’une solution mére de quercétine a 5 mg/ml, on prépare des dilutions de
différentes concentrations : 1-40 pg/ml. On prend 20 ul de chaque concentration et on ajoute
1 ml d’AICls & 2 %, puis on les mélange au vortex. Aprés incubation de 10 minutes, on lit
I’absorbance a 430 nm.

b-Expression des résultats

La teneur en flavonoides est déterminée a partir d’'une équation de la régression

linéaire déduite de la courbe d’étalonnage de la quercétine et exprimée en milligrammes
équivalent de quercétine par g de matiere seche (figure 21 ; annexe Il) selon la formule

suivante :

a.f
[flavonoides] = 5

a : concentration des flavonoides en pg/ml déterminée a partir de la courbe étalon
f : facteur de dilution (x100)
b : Le poids de la matiére séche (g).

+ Dosage des tanins condensés
a-Mode opératoire
Ce test de la vanilline avec H.SO; est basé sur la condensation des composés
polyphénoliques avec la vanilline en milieu acide (Sun et al., 1998). Il est spécifique des

flavones 3-ols (figure 22).

Solution B:Vanilline a 1% avec

Solution A:Extrait de 1’échantillon. _ .
acide sulfuriaue a 70%.

3ml de la solution B +1.5ml de la solution A

Mettre les tubes au bain marie pendant 15min a 20°C

Lire de I'absorbance a 500nm

Figure 22 : Protocole de dosage des tannins condensés
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b-Expression des résultats
La teneur en tanins condensés est déterminée a partir d’une équation de la régression
linéaire déduite de la courbe d’étalonnage de la catéchine et exprimée en milligrammes
équivalent de catéchine par g de matiere seche (figure 23 ; annexe Il) selon la formule

suivante :

a.f

[Tanins condensés] = -

a : concentration des tanins condensés en pg/ml déterminée a partir de la courbe étalon
f : facteur de dilution (x100)
b : Le poids de la matiére séche (g).

3.5. Pouvoir antimicrobien
Pour cette partie, le pouvoir antimicrobien des extraits de feuilles de caroubier
(éthanolique et aqueux) a été évalué en termes d'activités antibactérienne et antifongique.
Principe
La méthode de diffusion sur gélose, appelée aromatogramme, est 1’équivalent de
I’antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par des extraits. La méthode consiste a
utiliser des disques imprégnés des extraits et a les déposer sur la surface de la gélose
ensemencée (Hellal, 2011).
3.5.1. Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne de I’extrait a été¢ déterminée par la méthode de diffusion en
milieu gélosé (Muller Hinton) (Celiktas et al., 2007 ; Sriti et al., 2023).
3.5.1.1. Milieux de cultures utilisées
Les milieux de culture utilisés pour les différents tests microbiologiques sont les suivants
(Annexe 1) :
= Bouillon nutritive (BN) ;
= Gélose nutritive (GN) ;
= Gélose Muller-Hinton (MH).
3.5.1.2. Repiquage des souches
Apreés sterilisation de la zone de travail, les souches bactériennes ont été repiquées par
la méthode des stries dans des boites de Pétri de 90 mm de diamétre contenant de la gélose
nutritive, puis incubées a I’étuve a 37 °C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture

jeune et des colonies isolées. Celles-ci vont servir a préparer 1’inoculum (figure 24).
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24 ha37°C

Figure 24 : Repiquage des souches (Originale, 2024)
3.5.1.3. Préparation de I’inoculum bactérien

Les inoculums sont préparés a partir de cultures jeunes (18 a 24 heures) en un milieu
physiologique. Pour cela, quelques colonies isolées sont prélevées avec une anse de platine et
transférées dans 9 ml de BN, puis homogénéisées a l'aide d'un vortex. La densité optique des
suspensions bactériennes est mesurée a 625 nm avec un spectrophotometre UV-Vis, et ajustée
entre 0,08 et 0,10, correspondant a environ 108 UFC/ml. Si la concentration de l'inoculum est
trop faible, elle est augmentée en ajoutant plus de culture ; si elle est trop élevée, de I'eau
physiologique est ajoutée pour la diluer. L’inoculum ainsi préparé doit étre ensemencé dans
les 15 min qui suivent sa préparation.
3.5.1.4. Ensemencement et dép6t des disques

L'ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur des boftes de Pétri en utilisant un
écouvillon stérile imbibé de la suspension bactérienne. L'écouvillon est étalé sur toute la
surface de la gélose Mueller Hinton avec des stries serrées de haut en bas. L'opération est
répétée quatre fois en faisant pivoter la boite de Pétri de 60° a chaque passage, afin de couvrir
toute sa surface. L'ensemencement se termine en passant I'écouvillon sur la périphérie de la
gélose.

Ensuite, a 1’aide d’une pince stérile, deux disques vierges de 6 mm de diamétre sont
placés sur la gélose ensemencée. Avec une micropipette, 20 pl de D’extrait a tester
(éthanolique ou aqueux) sont ajoutés sur le premier disque, tandis que 20 pl de DMSO sont
ajoutés sur le deuxieme disque en tant que témoin négatif. Un disque de 6 mm de diamétre
contenant un antibiotique est également déposé sur la gélose ensemencée comme témoin
positif. Les différents antibiotiques utilisés pour chaque souche bactérienne sont presentés

dans le tableau 7.
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Tableau 7. Liste des antibiotiques testés pour chaque souche bactérienne.

Bactéries Antibiotiques
Escherichia coli Gentamicine 10 pg
Pseudomonas aeruginosa Imipéneme 30 pg
Staphylococcus aureus Vancomycine 30ug

Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées a température ambiante pendant 30
minutes pour permettre la diffusion des extraits. Elles sont ensuite placées a I'étuve,

renversées sur leur couvercle, a 37 °C pendant 24 heures (figure 25).

Incubation pendant
24 ha37°C

Figure 25 : Evaluation de I’activité antibactérienne (Originale, 2024)

3.5.1.5. Lecture et expression des résultats

Apres incubation, la lecture des résultats se fait en mesurant les diametres des halos
d'inhibition autour des disques contenant les extraits, exprimés en millimétres. Le diameétre
initial des disques est pris en compte dans ces mesures, effectuées a I'aide d'une regle graduée.

Toutes les procédures sont réalisées dans des conditions stériles, et chaque mesure est répétée
deux fois pour assurer la précision des résultats.

Expression des résultats

La zone d'inhibition est définie comme une auréole autour du disque, ou aucune

croissance bactérienne n'est observée. L apparition et I’importance de cette zone claire apres
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incubation reflétent 1’efficacité des extraits sur la souche bactérienne testée. Les résultats sont
ensuite symboliseés par des signes en fonction de la sensibilité des souches vis-a-vis de

I’extrait, comme indiqué dans le Tableau 8.

Tableau 8: diametres des zones d’inhibition selon le degré de sensibilité (Ponce et al., 2003)

Diametre du halo d’inhibition(J) Degré de sensibilité des germes Résultat
@<08mm Resistant -
09>@>14mm Sensible +
15>@>19mm Trés sensible ++
@>20mm Extrémement sensible +++

3.5.2. Activite antifongique

L'activité antifongique des extraits de feuilles de Ceratonia siliqua L. a été évaluée en
utilisant la méthode de contact direct décrite par Ben Abdallah et al. (2019). Pour cette
évaluation, une souche d'Aspergillus brasiliensis (ATCC 6633), fournie par le laboratoire
d’hygiéne de Blida, a été utilisée.
3.5.2.1. Repiquage et préparation de I'inoculum fongique

La souche fongique étudiée est repiquée dans un milieu PDA (Potato-Dextrose Agar)
afin d’obtenir des cultures jeunes. A 1’aide d’une pipette Pasteur stérile, quelques colonies
bien isolées sont prélevées et homogénéisées avec 5 ml de solution saline. La suspension
obtenue est ensuite homogénéisée a l'aide d'un vortex. A l'aide d'un écouvillon stérile, les
champignons sont prélevés et inoculés sur la surface du milieu de culture (PDA) en conditions
stériles. Les boites de Pétri sont ensuite fermées et placées dans une étuve & 30 °C pour une
incubation d’une durée de 5 jours.
Pour ajuster la charge microbienne des champignons, la densité optique de la suspension a été
mesurée a 530 nm avec un spectrophotométre et ajustée a une DO de 0,1, correspondant a une

concentration d'environ 10° spores/ml.
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3.5.2.2. Ensemencement des champignons

A l'aide d'une micropipette, 1 ml de chaque extrait est versé dans une boite de Pétri
vide, puis 9 ml de milieu PDA liquide et chaud sont ajoutés. Le mélange est homogénéisé,
puis laissé a température ambiante pour permettre au milieu de se solidifier.

L’ensemencement est effectué en placant un fragment de champignon de 1 cm de
diamétre, prélevé a partir de la périphérie du tapis mycélien, au centre de la boite de Pétri

(figure 26). Les boites sont incubées pendant 48 heures & 30°C. Chaque essai est répété trois
fois.

Préparation de

5 o Meélange de 1ml
I"inoculum fongique <

d’extraitet 9 ml de
milieu PDA

Dépot du fragment sur le Découpe d’un fragment de
milieu PDA contenant 1" extrait champignon de 1 ¢cm?

Figure 26 : Evaluation de I’activité antifongique par la méthode de contact direct

(Original, 2024)

3.5.2.3. Lecture des résultats

Apres le temps d’incubation requis, les diametres des différentes colonies de champignons

sont mesurés a l’aide d’une régle graduée. Le taux d’inhibition est calculé a partir de

1I’équation :

| (%) = (dC-dE)/dC*100

[ (%) : Taux d’inhibition exprimé en pourcentage
dC : Diametre des colonies dans les boites « témoins positifs »
dE : Diametre de colonies dans les boites contenant 1’extrait de plante

L’extrait de plante est dit :

4 Trés actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 75% et 100%, la souche

fongique est dite tres sensible.
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+ Actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 50% et 75%, la souche fongique
est dite sensible.
+ Moyennement actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 25% et 50%, la
souche fongique est dite limitée.
+ Peu ou pas actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 0% et 25%, la souche
fongique est dite peu sensible ou résistante.
3.6. Traitement statistique des données
Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel SPSS version 26. Les
résultats sont considérés comme étant significatifs lorsque la probabilité (p) est inférieure a
0,05. Les différences pour les divers paramétres ont été analysées en utilisant un test de
Student, une analyse de la variance (ANOVA) a un seul facteur et un test de Tuckey HSD

(Honest Significant Difference) pour la comparaison des moyennes.
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Ce chapitre présente les résultats de toutes les expériences menées dans notre étude, y
compris le criblage phytochimique des feuilles, le dosage des métabolites secondaires, ainsi
que I'évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits de feuilles de C. siliqua L., suivis de
leur discussion.

1. Rendement d’extraction

Pour I’obtention de différents extraits secs bruts préparés a partir de la poudre de
feuilles de Ceratonia siliqua L., nous avons réalisé des extractions aqueuses (avec de 1’eau
distillée) et organiques (avec de 1’éthanol). Les résultats obtenus montrent que le rendement
en extraits des feuilles de Ceratonia siliqua L. varie en fonction du solvant utilisé (figure 27).

Le rendement de I'extrait éthanolique de feuilles de Ceratonia siligua a montré une
rentabilité de 30,16 %. Cette valeur est inférieure a celle trouvée par Kaouch et Halaoui
(2023), ou le rendement de ’extrait méthanolique des feuilles était de 36,8 %. Nos résultats
sont supérieurs a ceux trouves par Laraba et Souyad (2022) pour I’extrait hydroalcoolique
des feuilles de Ceratonia siliqua récoltées a Constantine, qui est de 13,36 %. lls sont
également supérieurs a ceux de Spizzirri et al. (2022), qui ont enregistré des rendements pour
les extraits de feuilles de deux variétés de C. siliqgua (Amele et Selvatica) récoltées dans la
région sud de I'ltalie, a 14,7 % et 7 %, respectivement, en utilisant une extraction par ultrasons
dans I’éthanol. Nos résultats sont aussi supérieurs a ceux de Tazir et Bendoukhane (2020),
qui ont indiqué une valeur de 13,27 %, ainsi qu'a ceux de Saadouni (2021), qui a mentionné
un rendement de I’extrait hydro-alcoolique des feuilles de caroubier par méthanol, estimé a
13,65 %, en utilisant une méthode combinée de macération et d’ultrasons. Ydjedd et al.
(2017) ont trouvé un rendement d’extraction pour les fruits de caroubier cultivés a Béjaia de
0,80 % pour I’extraction par acétate d'éthyle, contre 53,06 % pour ’extraction par acétone a
70 %. Une autre étude réalisée par Alabdallat et Bilto (2013) sur les fruits de Ceratonia
siliqua collectés en Jordanie a montré un rendement de 23,2 % en utilisant le méthanol
comme solvant d’extraction. Cette variabilit¢ de rendement dépend strictement de la polarité
du solvant, des techniques d'extraction, de la température, de la pression, du temps, ainsi que
de la composition chimique de I'échantillon (Alabdallat et Bilto, 2013).

Le rendement de I'extrait aqueux des feuilles de Ceratonia siliqua dans le présent travail
a montré une rentabilité de 24,12 %. Ce rendement est relativement supérieur a celui obtenu
pour la méme plante originaire de Tabarka (Nord-Ouest de la Tunisie), ou le rendement en

extraits aqueux des feuilles était de 10 %.
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Figure 27 : Rendement des extraits éthanolique et aqueux de feuilles de Ceratonia
siliqua.

Le test t de Student a montré une différence trés significative entre les rendements
d'extraction des deux types d'extrait (aqueux et éthanolique). Cela suggere que le type de
solvant utilisé pour I'extraction influence de maniére significative le rendement des extraits.

La solubilité des composés phénoliques est régie par leur nature, qui peut varier de
simples substances aux composés fortement polymérisés (Cacace et Mazza, 2003), ainsi que
par la polarité des solvants et la méthode utilisée (Najjaa et al., 2020). Selon Alothman et al.
(2009), I’extraction des composés phénoliques est influencée par leur solubilit¢ dans le
solvant utilisé, et la polarité¢ de ce dernier joue un role dans I’accroissement de la solubilité
phénolique. De méme, Cacace et Mazza (2003) ont noté que la température peut influer sur
I’extraction d’un composé donné en modifiant son coefficient de diffusion ou sa solubilité
dans le solvant. Ils ont également observé une diminution de la quantité d’anthocyanines
extraites a des températures supérieures a 40 °C, ce qui peut étre attribué a leur dégradation a
des températures ¢élevées. Ces multiples parametres a optimiser rendent difficile 1’¢élaboration
d’un procédé d'extraction approprié a tous les composés phénoliques des plantes (Naczk et
Shahidi, 2006 ; Najjaa et al., 2020).

D’une manicre générale, il est difficile de comparer les résultats d’extraction avec des
données bibliographiques en raison de I’impact de divers facteurs, notamment 1’origine du
matériel végétal, la saison de récolte, les conditions environnementales, la technique de
séchage, ainsi que le type de solvant utilisé (Daoudi et al., 2022).

2. Screening phytochimique
Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des

principaux composés chimiques dans les tissus végétaux des feuilles de I'espece Ceratonia
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siliqua L. En effet, selon l'intensité de la couleur, les réactions observées sont classées comme

suit :
.
.
.

Réaction franchement positive : + + +
Réaction moyennement positive : + +
Réaction faiblement positive : +

Reéaction négative : Absence (-)

Les résultats des tests effectués sur la poudre, I’extrait éthanolique, 1’extrait aqueux, et

le décocté de notre plante sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 9 : Résultats du screening phytochimique des feuilles de C. siliqua.

Composés Réactifs couleurs Résultats
chimiques
Glucosides
Acide sulfurique
R -bl +++
(H2S02) ouge-bleu
Saponosides
Acétate de plomb Précipité blanc -
Tanins
Chlorure ferrique | Vert foncé ou bleu-
. +++
(FeClz3) noir
Hydroxyde
Anthocyanes d’ammonium Rouge -
(NH4OH)
Mucilage
Alcool absolu Précipite -
floconneux
Flavonoides
Acide
chlorhydrique
(HCI), alcool iso- Rouge-orangée +++
amylique et
magnésium (Mg)
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Saponines

Agitation Mousse +

Le tableau 9 révele que les feuilles du caroubier est particulierement riche en tanins,
flavonoides et glucosides, tandis que les saponines sont présentes en faible quantité. Les
extraits de feuilles de caroubier se distinguent par l'absence totale d'anthocyanes, de
mucilages et de saponosides.

Le criblage phytochimique met en lumiére la présence de composés chimiques dotés
d'activités biologiques notables, notamment les polyphénols comme les tanins et les
flavonoides. Les tanins, et en particulier les tanins galliques, sont réputés pour leurs propriétés
antidiarrhéiques ainsi que pour leurs activités antiseptiques, antibactériennes et antifongiques.
IIs présentent également une forte activité antioxydante en capturant les radicaux libres et en
inhibant la formation du radical superoxyde.

Les flavonoides, quant a eux, sont connus pour leurs propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires, et peuvent contribuer au traitement des maladies cardiovasculaires et
neurodégénératives. Certains flavonoides possédent aussi des propriétés antivirales,
antimicrobiennes et anti-tumorales. La présence de ces composés dans les feuilles de
caroubier confere a cette plante un potentiel pharmacologique significatif, la rendant
intéressante pour la production de médicaments.

Ces résultats concordent avec ceux de Benkhada et Bensalah (2016) ainsi que de
Bouchena et Ouaffai (2022), qui indiquent que les feuilles de caroubier algérien sont riches
en flavonoides et en tanins. Cependant, nos résultats different légerement, car ces auteurs
mentionnent également la présence d’anthocyanes et de mucilages dans les feuilles de
caroubier, une différence qui pourrait étre attribuée aux variations climatiques, a 1’age de la
plante, a la période de récolte, ou encore a la dessiccation. Nos résultats sont identiques a ceux
indiqués par Yahiaoui et al. (2021) sur les feuilles spontanées du caroubier récolté a Bouira,
sauf pour la présence de saponosides et de mucilages, qui sont absents dans notre étude. De
méme, Shawakfeh et Ereifej (2005) ont noté le méme résultat que celui enregistré dans le
présent travail.

Bouaziz (2014) a également souligné la richesse des Fabacées en flavonoides,

notamment dans les parties aériennes de la plante. Nos résultats sont en accord avec ceux de
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Belkamla et al. (2021), qui ont étudié I'extrait méthanolique de feuilles de caroubier récoltées
dans la région de Constantine, et ont trouvé une richesse en tanins et flavonoides, ainsi qu'une
absence de saponosides. Cependant, nos resultats different concernant la présence

d'anthocyanes.

3. Teneurs en métabolites secondaires
Les moyennes et écarts types relatifs aux teneurs en métabolites secondaires de
I’extrait éthanolique et aqueux des feuilles de C. siliqua sont donnés dans le tableau 10.
Tableau 10 : Teneurs en métabolites secondaires de 1’extrait éthanolique et aqueux
des feuilles du caroubier.

Metabolites/Extraits Extrait aqueux Extrait éthanolique

phénols totaux (mg EAG/g MS) 17,9240,81 36,77+1.16
Flavonoides (mg EQ/g MS) 1,97+0,01 1,18+0,02
Tanins condensés (mg EC/g MS) 1,67+0,02 9,63+0,35

a. Teneur en phénols totaux

L’analyse quantitative des phénols totaux dans l'extrait aqueux et éthanolique des
feuilles de la plante étudiée a été réalisée en se référant a une courbe d’étalonnage établie a
partir d’une gamme de solutions standard d’acide gallique. La quantité de phénols totaux dans
les extraits est exprimée en mg d'équivalent d'acide gallique par gramme de matiere seche (mg
EAG/g MS).

Les résultats obtenus indiquent que la quantité de composés phénoliques dans I'extrait
éthanolique des feuilles de Ceratonia siliqua est relativement importante, avec 36,77 mg
EAG/g MS, par rapport a l'extrait aqueux, qui présente une valeur de 17,92 mg EAG/g MS.
Ces résultats montrent ainsi la bonne capacité de 1’éthanol a extraire les composés
phénoliques. Nous constatons ¢galement que la quantité de phénols totaux varie d’un systéme
de solvant a un autre et d’une fraction a une autre (Hamia et al., 2014).

A l'issue de I'analyse statistigue ANOVA univarié, il apparait une différence hautement
significative (0<0.01) entre les deux extraits (éthanolique et aqueux) des feuilles du caroubier
ou la teneur en phénols totaux est plus ¢levée dans I’extrait éthanolique que I’extrait aqueux

(Tableau 11).
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Tableau 11 : Analyse de la variance (ANOVA) a un seul facteur (type d'extrait sur la
teneur en meétabolites secondaires) pour les feuilles du C. siliqua.

ANOVA a un facteur
Meétabolites i(;lrjiracgodne SS df MS F Sig.
Phénols Extrait 532,984 1 532,984 | 525,755 0,000
totaux
Flavonoides | Extrait 0,936 1 0,936 | 3744,600 0,000
Tanins Extrait 94,963 1 94,963 | 1532,070 0,000
condensés

Les métabolites secondaires constituent une large gamme de molécules végétales, dont
la nature chimique et les teneurs sont extrémement variables d’une espéce a une autre. En
effet, nous avons constaté que notre extrait éthanolique des feuilles du caroubier contient une
quantité importante de phénols totaux, dont la teneur est supérieure a celle rapportée dans

d'autres travaux.

Nos résultats se rapprochent de ceux de Guendouz et Mansouri (2022), qui ont rapporté une
teneur en polyphénols de 37,32 mg/g dans les feuilles de caroubier récoltées a Tlemcen. Les
résultats obtenus dans la présente étude sont supérieurs a ceux de Meziou-Chebouti et al.
(2015), qui ont mentionné une teneur de 1,55 mg EAG/g MS, et a ceux de Ghanemi (2017),
qui a estimé la teneur en polyphénols dans les extraits de feuilles de caroube a 9,215 mg
EAG/g MS. Yahiaoui et al. (2021) ont également montré que les feuilles spontanées
présentent une teneur de 1,9 mg EAG/g. D'autres études ont montré que le caroubier pourrait
contenir des teneurs variées en composes phénoliques, telles que 13,51 mg EAG/g (Youssef
et al., 2013) et 19,2 mg EAG/g (Ayaz et al., 2007). Toutefois, cette teneur est incluse dans
l'intervalle de celle de I’extrait méthanolique des feuilles de cultivars portugais (16,4-39,4 mg
EAG/g poids sec) selon Custddio et al. (2009) et est supérieure a celle de I’extrait a 80 %
d’acétone des feuilles agées de caroubier marocain (32,01 mg EAG/g MS) selon El
Bouzdoudi et al. (2017).

Dallali et al. (2018) ont noté que dans I’extrait méthanolique des feuilles récoltées au
Nord-Est de la Tunisie, la teneur en phénols totaux varie de 2,50 + 0,14 a 6,45 £ 0,22 mg
EAG/g MS, ce qui montre que la teneur en phénols totaux varie d’un site a un autre pour la

méme plante.
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Nos résultats sont inférieurs a ceux trouvés par Benkamla et al. (2021), qui ont mentionné
une valeur de 247,09 mg EAG/g d’extrait méthanolique de phénols totaux.

La différence observée entre les différentes études est probablement due a de
nombreux facteurs, notamment les facteurs climatiques et environnementaux (température,
altitude, ensoleillement et précipitation), la zone géographique, la sécheresse et les maladies
(Ebrahimi et al., 2008 ; Andarwulan et al., 2010), la période de collecte des échantillons et
le stade de développement de la plante (EI Bouzdoudi et al., 2016). En effet, une
augmentation de la biosynthese et de I'accumulation des composés phénoliques se produit
fréquemment dans les tissus végétaux en réaction aux stress biotiques et abiotiques. Ces
composés participent a la défense contre les espéces réactives de I’oxygene (ROS), qui sont
inévitablement produites lorsque le métabolisme aérobie ou photosynthétique est affaibli par
des stress environnementaux. Les facteurs génétiques et les conditions de croissance de la
plante peuvent jouer un role important dans la formation de métabolites secondaires, y
compris les acides phénoliques (Islam et al., 2003 ; Hashempour et al., 2010). D’autres
facteurs d’ordre technique, en particulier la méthode d’extraction et la méthode de
quantification, peuvent également influencer I’estimation de la teneur en phénols totaux (Lee
etal., 2003).

Concernant la teneur en polyphénols totaux de 1’extrait aqueux des feuilles de cette
étude (17,92 mg EAG/g MS), elle est nettement inférieure a celle trouvée par Alali et al.
(2007) avec le méme type d’extrait et d’organe (54,2 mg de GAE/g de PS), par BenHsouna et
al. (2011) qui est de 130 mg GAE/g, par Rtibi et al. (2016) sur les feuilles de caroube
tunisienne (62,5 mg/g MS), par Abidar et al. (2020) qui est de 52,95 mg EAG/g poids sec, et
par Ben Othmen et al. (2020) qui est de 28,67 mg EAG/100 g MS.
La teneur en polyphénols totaux dans ’extrait aqueux des feuilles de la présente étude est
méme supérieure a celle trouvée par Aboura et al. (2017) par infusion de feuilles de C.
siliqua et qui est de I’ordre de 8,93 mg EAG/100 ml d’infusion.

b. Teneur en flavonoides
L’estimation quantitative des flavonoides dans les deux extraits aqueux et éthanolique, en
utilisant la méthode du trichlorure d’aluminium, a été déterminée a partir de la courbe
d’étalonnage de la Quercétine (y=0,038x-0,008) et exprimée en mg équivalent de Quercétine
par gramme de matiére seche (mg EQ/g MS).
La teneur en flavonoides de I’extrait éthanolique des feuilles de C. siliqua dans la présente
¢tude (1,18 mg EQ/g MS) est nettement inférieure a celle rapportée par d’autres sources pour

la méme espece en Algérie, notamment Guendouz et Mansouri (2022), qui ont trouvé 24,20
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mg EQ/g MS. De méme, en Tunisie, Ben Hsouna et al. (2015) ont rapporté une teneur de
21,71 mg EQ/g MS, et Dallali et al. (2018) ont enregistré des teneurs en flavonoides totaux
variant d’un site de collecte a un autre, allant de 3,42 a 7,42 mg EQ/g MS pour le méme type
d’extrait et la méme espéce. Custodio et al. (2009) ont rapporté des teneurs en flavonoides
variant de 2,1 a 13,4 mg ER/g MS sur différents cultivars portugais.

Nos teneurs en flavonoides sont cependant supérieures a celles rapportées par Meziou-
Chebouti et al. (2015), qui ont trouvé 0,545 mg EQ/g MS sur les feuilles de caroubier
récoltées a Boumerdes.

De méme, les teneurs en flavonoides des extraits aqueux de la présente étude (1,97 mg EQ/g
MS) sont inférieures a celles d’autres sources, notamment Rtibi et al. (2016) et Abidar et al.
(2020), qui ont rapporté 25,35 = 0,124 mg QE/g MS. Cependant, elles sont supérieures a
celles rapportées par Ben Othmen et al. (2020) pour 1’extrait aqueux de feuilles de C. siliqua,
qui était de 1,43 g ER/100 g MS. Sassi et al. (2016) ont indiqué que 1 mg d’extrait aqueux de
feuilles de C. siliqua contient 188 pg de quercétine (0,188 mg EQ/mg d’extrait), ce qui est
supérieur a notre valeur. Vaya et Mahmood (2006) ont rapporté que le principal flavonoide

libre dans I'extrait de C. siliqua était la myricétine (340 mg/kg d'extrait).

Les valeurs trouvees dans ce travail sont cohérentes avec certaines études mais non
concordantes avec d’autres. Les teneurs tres élevées rapportées par ces études par rapport a
nos résultats peuvent probablement s'expliquer par des différences dans le standard utilisé
pour le dosage des flavonoides, la nature et le volume du solvant utilisé, la méthode et le type
d'extraction, ainsi que la durée d'extraction (Loe et al., 2018).

c. Teneur en tanins condenses

La teneur en tanins condensés des extraits de feuilles de Ceratonia siliqua a été
calculée a partir de la courbe d'étalonnage de la catéchine (y = 0,003x + 0,099, voir annexe I1)
et exprimée en mg équivalent de catéchine par gramme de matiére séche (mg EC/g MS).

La teneur en tanins condensés de l'extrait éthanolique des feuilles de caroubier est
nettement supérieure a celle de I'extrait aqueux, avec des valeurs respectives de 9,63 mg EC/g
MS contre 1,68 mg EC/g MS.

L’extrait éthanolique des feuilles présente une teneur en tanins condensés (9,63 mg EC/g
MS). Cette teneur se situe dans l'intervalle des valeurs rapportées par Custodio et al. (2009),
qui varient de 1,8 a 23,7 mg EC/g sur différents cultivars portugais. Nos résultats sont
supérieurs a ceux rapportés par Ghanemi (2017), ou la teneur en tanins condensés a ete

estimeée a 6,61 mg EC/g MS, ainsi que par Mebirouk-Boudechiche et al. (2014), qui ont noté

54



Chapitre Il : Résultats et discussion

une teneur de 4,75 g EL/kg MS. lls dépassent également les valeurs mentionnées dans la
littérature, telles que celles des caroubes de Sicile (Italie) avec 2,75 mg/g selon Avallone et
al. (1997), et 3,21 mg EC/g MS de proanthocyanidines pour les gousses de caroube d'Anatolie
selon Ayaz et al. (2007).

L’extrait aqueux des feuilles présente une teneur modérée en tanins condensés (1,67 mg EC/g
MS). Cette teneur est nettement inférieure a celle enregistrée par Rtibi et al. (2016), avec
38,50 mg/g MS sur I’extrait aqueux des feuilles de caroube de Tunisie, par Abidar et al.
(2020) avec 11,43 mg EAT/g MS, et par Ben Othmen et al. (2020) chez les feuilles de
caroubier (18,52 g EC/100 g PS).

Ces différences peuvent étre partiellement attribuées aux différentes techniques de dosage
utilisées, ainsi qu'au choix du solvant (Pino et al., 2005). Elles peuvent également s'expliquer
par le stade de croissance des plantes étudiées, la saison de collecte ou encore par la nature du

site de prélevement (Salem, 2005).

4. Pouvoir antimicrobien des extraits de feuilles de C.siliqua

4.1. Evaluation de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits éthanolique et aqueux des feuilles de Ceratonia
siliqua L. a été évaluée par la méthode de diffusion des disques imprégnés des extraits de
plante sur un milieu solide (Mueller-Hinton) vis-a-vis de trois souches bactériennes
(Staphylococcus aureus 25923, Pseudomonas aeruginosa 27853, Escherichia coli 25922),
apres 24 heures d'incubation a une température adéquate de 37°C. Cette méthode qualitative
est basée sur la mesure des diamétres des zones d’inhibition.

Les résultats de I'activité antibactérienne des extraits éthanolique et aqueux des feuilles
de caroubier (Ceratonia siliqua L.) sont présentés dans le tableau 12 et la figure 28.

Les résultats de I’analyse de variance ont montré une différence trés hautement
significative entre I’extrait des feuilles de Ceratonia siliqua et les différents antibiotiques
utilisés (p<0,001), et ce, quelle que soit la souche bactérienne testée.

Le test T de Student n'a révélé aucune différence significative entre les diamétres des zones

d'inhibition des extraits aqueux et éthanolique des feuilles de C. siliqua.
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Tableau 12 : Diameétre de la zone d'inhibition en mm pour les souches bactériennes testées

avec les deux extraits, le DMSO et les antibiotiques.

Souches Diametre de la zone d'inhibition en mm
bactériennes Extrait Extrait aqueux Témoin — Témoin +
éthanolique ntibiotique
cthanoli DMSO Antibioti
Pseudo_monas 10+ %%* 8 +0 82*** 0 30+1***
aeruginosa
SIEPIVIOCOCCUS | 16674115+ | 820,82 0 42,33£1,52%**

Le tableau 12 indique I'absence de zones d'inhibition induites par le DMSO. L'extrait
éthanolique des feuilles de Ceratonia siliqua a exerce un effet inhibiteur (+) contre les deux
souches testées, démontrant une activité antibactérienne intéressante sur Pseudomonas
aeruginosa et Staphylococcus aureus. En revanche, Escherichia coli montre une résistance a
cet extrait. La souche la plus sensible est Staphylococcus aureus, avec un diametre de zone
d'inhibition de 16,67 £ 1,15mm. Elle est suivie par Pseudomonas aeruginosa, avec un
diamétre de 10 + 1 mm, tandis qu’Escherichia coli présente un diametre de seulement 7 + 1
mm, en faisant la souche la moins sensible parmi les trois.

Ces résultats montrent que ’extrait éthanolique possede une activité antibactérienne plus
prononcée que I’extrait aqueux, ce qui confirme sa richesse en composés actifs. Il apparait
que Staphylococcus aureus (Gram positif) est la bactérie la plus sensible par rapport aux
autres souches (Gram négatives), ce qui peut étre attribué a la différence de structure entre les
bactéries Gram positives et Gram négatives. La paroi cellulaire des bactéries Gram positives
est constituée d'une seule couche, tandis que celle des Gram négatives a une structure
multicouche liée par une membrane cellulaire externe (Bertani et Ruiz, 2018).

En revanche, I'extrait aqueux des feuilles de caroubier présente une activité inhibitrice contre
la souche Escherichia coli, avec un diamétre de zone d'inhibition de 12,33 mm. Cependant,
les souches Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus montrent une resistance a cet

extrait, avec des diametres d'inhibition de 8 mm.
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Figure 28: Résultats de I’activité antibactérienne des extraits de feuilles de caroubier
exprimés par le diameétre des zones d’inhibition en mm.

Il est a noter que, pour I’ensemble des souches testées, le DMSO n’a montré aucune
activité (0 mm), quel que soit I’extrait utilisé. En comparaison, les antibiotiques Gentamicine,
Imipénéme et Vancomycine ont présenté des diameétres d’inhibition respectifs de 40,67 mm,
30 mm et 42,33 mm (figure 29). Par ailleurs, les antibiotiques de référence ont montré des
activités antibactériennes nettement supérieures a celles des substances végétales testées, avec
des diameétres de zone d’inhibition significativement plus élevés (p < 0,05). Cela s’explique
par le fait que les antibiotiques de référence sont des molécules isolées, pures et de
concentrations connues (Sourabie et al., 2010), tandis que les extraits éthanolique et aqueux

sont des mélanges non purifiés de substances actives provenant du métabolisme secondaire.

Figure 29 : Zones d’inhibition de I’extrait éthanolique des feuilles de Ceratonia siliqua sur
les souches bactériennes testées (Originale, 2024).

De nombreux travaux antérieurs confirment 1’effet antibactérien des extraits éthanolique et
aqueux des feuilles de caroubier. Meziani et al. (2015) ont rapporté que ces extraits

présentent une activité antimicrobienne puissante contre Pectobacterium atrosepticum, ce qui
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pourrait étre lié a la présence de composés phénoliques, de flavonoides et de tanins en
quantités considérables dans les feuilles de caroubier, influencant la croissance et le
métabolisme des microorganismes. Les phénols et flavonoides contribuent de maniere
significative a l'activité antibactérienne en formant des complexes avec la paroi cellulaire et
en perturbant les enveloppes bactériennes (Farhadi et al., 2019).

Nos résultats concordent avec ceux de Yahiaoui et al. (2021), qui ont révélé une activité
antimicrobienne des extraits phénoliques des feuilles spontanées contre Staphylococcus
aureus (16,36 + 0,63 mm) ainsi que des feuilles greffées contre Pseudomonas aeruginosa
(14,30 £ 0,35 mm). Cependant, nous constatons une divergence concernant le diametre
d'inhibition observé contre Escherichia coli (21,83 + 0,93 mm). De méme, Ghanemi et al.
(2021) ont également noté que I'extrait polyphénolique des feuilles de caroubier présentait un
diamétre de zone d’inhibition de 11 mm contre S. aureus ; parmi les bactéries Gram-
négatives, seule E. coli s'est révélée peu sensible, avec un diamétre de 8 mm.

En revanche, Ait Ouahioune et al. (2022) ont démontré que I'extrait éthanolique des feuilles
de C. siliqua posséde une forte activité antibactérienne, les macérats générant des zones
d'inhibition plus larges contre Staphylococcus aureus comparé a Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa, probablement en raison de la richesse de la plante en composés
biologiquement actifs. Cependant, d'un point de vue pratique, cette activité antimicrobienne
n'est pas suffisante pour I'utilisation des extraits dans des applications d'emballages
antimicrobiens actifs. Les antimicrobiens typiquement utilisés dans ces emballages, tels que
I'nuile essentielle de cannelle ou I'huile essentielle de clou de girofle, ont montré des zones
d'inhibition similaires tout en nécessitant 25 fois moins d'antimicrobien (Lopez et al., 2005).
Kaouch et Halaoui (2023) ont signalé que 1’extrait méthanolique et 1’extrait aqueux des
feuilles montrent une activité antibactérienne importante sur Staphylococcus aureus, avec des
diamétres d’inhibition respectifs de 40,33 mm et 38 mm pour une concentration de 200
mg/ml.

Ces résultats sont cohérents avec ceux de Ben Hsouna et al. (2015), qui ont mentionné que
I’extrait hydroéthanolique s’est avéré actif contre toutes les souches bactériennes testées
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli), avec des zones
d'inhibition allant de 12 a 24 mm. D'autre part, Darwish et al. (2021) ont révélé que I'extrait
d'acétate d'éthyle de caroube (CPAE) avait un effet antibactérien significatif contre les
bactéries pathogenes Gram-positives et Gram-négatives (Bacillus subtilis, Staphylococcus

aureus et Escherichia coli).
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Shams Al-Azzawi et Maha Al-Azzawi (2023) ont montré que I'extrait alcoolique de feuilles
présentait un diametre d'inhibition de 19 mm contre E. coli pour la concentration la plus
élevée, un résultat similaire a celui trouvé par Darwish et al. (2021) avec un diametre
d'inhibition de 19 mm pour E. coli a partir de I'extrait de feuilles d'acétone de caroube
algérien, mais en désaccord avec nos résultats, qui ont montré un diametre de 7 mm.
Concernant Staphylococcus aureus, le diamétre d'inhibition est de 16,67 mm, ce qui est
proche des résultats d'autres études ayant trouvé un diametre d'inhibition de 17,09 mm pour S.
aureus avec l'extrait méthanolique de fruits de caroubier. Cependant, contrairement a nos
résultats, EI Bouzdoudi et al. (2023) ont noté une activité antibactérienne puissante de
I’extrait éthanolique des feuilles contre les trois souches testées, avec des diametres
d’inhibition allant de 18 a 28 mm.
5. Evaluation de ’activité antifongique

L’évaluation de I’activité antifongique des extraits de feuilles de Ceratonia siliqua a
été testée sur une souche fongique : Aspergillus brasiliensis, en utilisant la méthode de contact
direct. Les résultats présentés dans la figure 31 indiquent que la souche Aspergillus
brasiliensis est sensible a 1’extrait éthanolique des feuilles de caroubier, enregistrant un taux
d’inhibition de 72,40 % (£0,75). Par conséquent, le caroubier est considéré comme actif. En
revanche, I’extrait aqueux des feuilles, avec un taux d’inhibition de 0 %, montre que la souche

Aspergillus brasiliensis est résistante a cet extrait.

= ‘

A :Extrait éthanolique B :Extrait aqueux
Figure 30 : Effet de I’extrait éthanolique et aqueux des feuilles de caroubier sur la souche
fongique Aspergillus brasiliensis (Originale, 2024)

Le test T de Student a montré une différence tres hautement significative entre les taux
d’inhibition des deux extraits aqueux et éthanoliques des feuilles de Ceratonia siliqua sur la
souche fongique Aspergillus brasiliensis.

Selon la littérature consultée, aucune étude n’a été réalisée sur ’action inhibitrice des

feuilles de caroubier sur la souche fongique Aspergillus brasiliensis. En revanche, des travaux
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sur des espéces du méme genre, telles que Aspergillus flavus et la levure Candida albicans,
ont montré que I'extrait d'acétate d'éthyle de caroubier (CPAE) possede un effet inhibiteur
significatif sur la croissance de Candida albicans, suggérant que le CPAE pourrait étre une
source naturelle d'agents antifongiques. Aucun effet n'a été observé sur la souche fongique
Aspergillus flavus (Darwish et al., 2021). Cependant, Ghanemi et al. (2021) n'ont pas signalé
d'effet inhibiteur de I’extrait polyphénolique des feuilles de caroubier sur la croissance de
Candida albicans.

Hussein et al. (2011) ont rapporté que les feuilles de caroubier exercent un effet antifongique
significatif. De plus, Fadel et al. (2011) ont mentionné que 1’extrait méthanolique des feuilles
de C. siliqua a entrainé une inhibition totale de la croissance mycélienne de Penicillium
digitatum a une concentration de 25 mg/ml. Kaouch et Halaoui (2023) ont signalé que
I’extrait aqueux des feuilles montre une bonne activité inhibitrice sur la souche Fusarium
oxysporum, avec un pourcentage d’inhibition de 63,49% a une concentration de 200 mg/ml.
Nos résultats sont en accord avec ces conclusions, suggérant que la teneur élevée en composés
phénoliques et en tanins dans notre extrait éthanolique des feuilles est responsable de son
activité antifongique significative. Nos observations renforcent I'idée que les composés
phénoliques sont les principaux contributeurs a I'activité antifongique de cet extrait.

Le pouvoir antifongique observé pourrait étre attribué aux composés naturels présents dans
les plantes. Il est difficile d'attribuer cet effet a un seul métabolite, car 1’effet inhibiteur
dépend des diverses substances antifongiques présentes dans chaque extrait. Les extraits
contiennent toujours un mélange de plusieurs composés chimiques. En plus des composés
phytochimiques majoritaires, des éléments mineurs peuvent également contribuer de maniére
significative a l'activité antifongique. Ces substances peuvent agir de maniere simultanée ou
différente, emprunter des voies similaires ou distinctes, et agir ensemble ou indépendamment
sur une ou plusieurs cibles, conduisant ainsi a une activité antifongique efficace
(Mohammedi, 2013 ; Hajji et al., 2016).
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Ces derniéres années, un interét croissant s'est porté sur la recherche de composes
biologiquement actifs isolés des extraits de plantes, en raison de leurs propriétés variées et
prometteuses, notamment pour les substituer aux antibiotiques. Face aux effets secondaires
des produits chimiques antimicrobiens et a la résistance croissante des micro-organismes
pathogenes aux antibiotiques, les extraits bruts de plantes suscitent un intérét grandissant en
tant que sources potentielles de substances naturelles bioactives. Le caroubier, quant a lui,
reste largement sous-exploité, n'ayant pas encore trouvé la place qu’il mérite dans les
programmes de reboisement, malgré les études démontrant son intérét écologique,
économique et protecteur.

Au terme de ce modeste travail, il est nécessaire de rappeler les principaux résultats

obtenus.
Le présent travail avait pour objectif d’évaluer le pouvoir antimicrobien des extraits de
feuilles de caroubier, tout en réalisant un criblage phytochimique et un dosage de certains
composés, notamment les phénols totaux, les flavonoides et les tanins condensés, dans les
extraits aqueux et éthanoliques des feuilles.

Dans un premier temps, deux types d’extractions ont été réalisés sur les feuilles de
Ceratonia siliqua en utilisant deux solvants de polarités différentes : 1’eau distillée et
I’éthanol. Le rendement d’extraction des composés phénoliques a révélé un pourcentage de
30,16 % pour 1’éthanol et de 24,12 % pour l'extrait aqueux. Le test t a montré une différence
trés significative entre les rendements d’extraction des deux solvants, ce qui suggere que le
solvant utilisé influence de maniere significative le rendement.

Ensuite, le screening phytochimique a révélé la richesse de notre plante en métabolites
secondaires, notamment les tanins, les flavonoides et les glucosides, susceptibles d’expliquer
les activités biologiques observées. L'estimation quantitative des métabolites montre que
I'extrait éthanolique est plus riche en phénols totaux (36,77 mg EAG/g MS) et en tanins
condenses (9,63 mg EC/g MS), tandis que I'extrait aqueux présente une teneur plus élevée en
flavonoides (1,97 mg EQ/g MS).

L'évaluation du pouvoir antimicrobien par diffusion sur milieu gélose a montré que
I'extrait éthanolique exerce un effet inhibiteur contre Pseudomonas aeruginosa (10 mm) et
Staphylococcus aureus (16,67 mm), alors que Escherichia coli a montré une résistance a
I'extrait éthanolique mais une sensibilité a I'extrait aqueux (halo de 12,33 mm).

Concernant l'activité antifongique, évaluée sur Aspergillus brasiliensis par contact
direct, les résultats ont montré une différence significative : 1’extrait éthanolique a enregistré

un taux d’inhibition de 72,40 % (£0,75), tandis que l'extrait aqueux n’a montré aucune
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inhibition. Ces résultats soulignent les multiples activités biologiques des feuilles de
Ceratonia siliqua, notamment en tant qu’agents antimicrobiens.

Les extraits de feuilles de Ceratonia siliqua présentent une activité antibactérienne
modérée, mais potentiellement utilisable contre les germes pathogénes résistants aux
antibiotiques. Leur fort pouvoir antifongique en fait une alternative prometteuse aux
antifongiques synthétiques dans le domaine agricole.

A la lumiére de ces résultats, on peut conclure que les extraits de feuilles de Ceratonia siliqua
L. peuvent jouer le r6le d'agents antimicrobiens. Les perspectives de recherche incluent :
» D’autres méthodes d’extraction (par solvant, CO2 supercritique...) et 1’utilisation de
solvants de différentes polarités pour améliorer les rendements.
» L'analyse chromatographique (CGMS, HPLC) pour identifier précisement les
composes actifs et doser les constituants chimiques.
» La diversification des souches bactériennes et fongiques, avec comparaison de

I'efficacité avec des antibiotiques et antifongiques standards utilisés en clinique.

» L’évaluation d’autres activités biologiques des feuilles, telles que les activités

cytotoxiques, anticancéreuses et hépatoprotectrices.
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Annexe |

Matériel et appareillage

Produits chimiques et réactifs

Broyeur électrique
Micropipettes
Balance électrique
Papier wattman
Spectrephotométre
Bain de marie
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HCL

NH4OH
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Acide sulfirique

Hcl
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Muller-Hinton
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Absorbance a 765 nm
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Figure 19 : Courbe d'étalonnage de I’acide gallique.

Absorbance a 430 nm
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Figure 21 : Courbe d'étalonnage de la quercétine
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Absorbance a 500 nm
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Figure 23 : Courbe d'étalonnage de la catéchine
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