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Introduction

La surproduction des espéces réactives d’oxygenes au-dela des capacités antioxydantes des
systemes biologiques donne lieu au stress oxydant qui est impliqué dans I’apparition de plusieurs
maladies y compris I'inflammation (Battu et al., 2011). Cette derniére est une réaction de défense de
I'organisme a la pénétration d'un agent infectieux, d'un antigéne ou a des dommages cellulaires. Elle
est un processus biologique fondamental et le signe le plus fréquent de maladie. Ainsi, I'inflammation
et le stress oxydatif sont des événements physiopathologiques étroitement liés a un certain nombre de
maladies chroniques, notamment le diabéte, I'nypertension et les maladies cardiovasculaires, les
maladies neurodégénératives, le cancer et le vieillissement (Biswas, 2016).

La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des molécules de synthese
de type anti-inflammatoire non stéroidien ou stéroidien (corticoides), dont les effets secondaires sont
parfois graves et posent un probléme majeur dans leur utilisation clinique. Par consequent, pour
surmonter leur toxicité, la mise au point de nouveaux anti-inflammatoires est toujours nécessaire et
le produit naturel comme les plantes médicinales pourrait potentiellement servir de précurseur dans
la production de nouveaux médicaments pour traiter 1’inflammation avec des effets secondaires
réduits ou nuls (Lachkar et al., 2016).

Les plantes médicinales contiennent généralement des mélanges de différents composés
chimiques (métabolites secondaires bioactifs tel que les polyphénols et les flavonoides) qui peuvent
agir individuellement, de maniére additive ou en synergie pour améliorer la santé (Gurib-Fakim,
2006).

Ceratonia siliqua est un arbre qui appartient a la famille des Fabacées, elle est typique de la
région méditerranéenne. Elle se caractérise par son importance écologique et économique et
également par ses propriétés médicinales et thérapeutiques (Ghanemi et Belarbi, 2021) y compris
anti-inflammatoire, antimicrobienne, anti-diarrhéique, antioxydante, anti-ulcéreux, anti-constipation
etc ... (Rtibi et al., 2017).

Dans cette optique et dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales locales,
Ceratonia seliqua, connue localement sous le nom de Kharroub a été choisie pour cette étude. Dans
ce contexte 1’objectif essentiel de la présente étude consiste a déterminer le contenu polyphénolique
des extraits méthanoliques de deux parties de la plante (feuilles et fruit) et évaluer leur potentiel
antioxydant et anti-inflammatoire in vitro.

Notre travail est structuré en deux parties : la premiére partie est consacrée a une synthese
bibliographique sur le stress oxydatif, I’inflammation et la plante choisie. La deuxiéme partie est
réservée a une étude expérimentale in vitro qui consiste a une analyse phytochimique et une

évaluation de I’activité antioxydante et anti-inflammatoire des extraits de Ceratonia seliqua.
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Chapitre | Présentation de I'espéce étudiée Ceratonia siliqua

I.1. Description botanique

Le caroubier (Ceratonia siliqua) appartenant a la famille des Fabaceae ; est une espece
arborescente a feuilles persistantes et thermophiles (Gugliuzzo et al., 2019). C’est un arbre
typiquement méditerranéen qui croit sous les climats chauds (Benmahioul et al., 2011). Elle atteint
des hauteurs de 10-15m (Figurel) et posséde des couronnes larges et semi-sphériques, un tronc épais
avec de nombreux lenticelles dont la base peut atteindre 2 a 3 métres de circonférence (Oztiirk, 2011),
trés crevassé, tortueux comme I’olivier, car le caroubier pousse aussi lentement et vit longtemps,
jusqu’a 500 ans. Cette espéce ligneuse a une écorce lisse et grise a 1’dge juvénile et brune, rugueuse
a I’age adulte. Les arbres posseédent une racine pivotante trés profonde (16 m) et forte. Son bois est
blanc-jaunatre lorsqu’il est jeune et devient rose veiné puis rouge foncé et dur en vieillissant
(Benmahioul et al., 2011).

Les feuilles de cette espece sont organisées en 2-4 paires de feuilles sclérophylles coriaces
composées-pennées mesurant 10-20 cm de long et 36,8 mm large. Elles sont vertes vives sur leurs
faces supérieures et vertes ternes sur leurs faces inférieures et sont orbiculaires ou ovales (Figure 2).
Les folioles pennées sont longues de 2 a 5 cm, larges de 1,5 a 4 cm, l1égérement velues, ovales et ont
des bords ondulés. L’arbre fleurit en automne (septembre-octobre) et la fertilisation se produit pendant
cette période. Les fleurs sont petites et nombreuses, disposées en spirale le long de ’axe de
I’inflorescence en racémes (Oztiirk, 2011). Le caroubier est une espéce dioique et rarement monoique
et parfois hermaphrodite (Benmahioul et al., 2011).

Les caroubes sont les fruits de caroubier (Figure 3), ils sont de couleur brune foncée, allongés,
compressés, droits ou courbés, et épaissis aux points de suture. Ils sont de 20-35 mm de largeur, et
environ 150 mm de longueur, contenant 8-12 graines aplaties ovales et de couleur brune. La partie
charnue entre les graines est remplie d’une substance sucrée. Le fruit pése environ 20 g (Oztirk,

2011).

Figure 1 : Arbre de caroubier (Jijel, 2022)
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Figure 3 : Gousses vertes et mares du caroubier (Jijel, 2022)

1.2. Répartition géographique

L’origine du caroubier reste incertaine, avec existence de plusieurs hypothéses. Schweinfurth
(1894) a insinué qu’il est originaire du Sud de 1’Arabie (Yémen). Cependant, Zohary (1973) a
considéré le caroubier comme originaire d’Indo Malaisie. D’autres auteurs, comme Vavilov (1951)
et de Candolle (1983), ont rapporté qu’il serait natif de la région Est méditerranéenne (Turquieet
Syrie) (Benmahioul et al., 2011).

Aujourd’hui, en raison de la migration des cultures, le caroubier est répandu presque partout
dans le monde, s’étend de la péninsule ibérique a la Turquie, y compris Espagne, Italie, Maroc, Gréce,
Australie, Afrique du Sud, les Etats de Californie et d’Arizona aux Etats-Unis,” Afrique du Nord et
aussi certaines Tles, telles que la Sicile, Malte et Chypre (Gugliuzzo, 2019; Krokou et al., 2019)
(Figure 4).
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Figure 4 : Répartition mondiale du caroubier (zones colorées en noir) (Gugliuzzo et al., 2019)

I.3. Noms vernaculaires

Le caroubier est aussi appelé carouge, pain de Saint Jean-Baptiste, figuier d'Egypte, féve de
Pythagore (Benmahioul et al., 2011). En Algérie, il est connu comme « Kharroub », « KarrQba »,
«Taslighoua», «Tikharroubt» et «Tikida» (Boublenzaet al., 2019).

I.4. Classification systémique
La classification de Ceratonia seliqua L. est la suivante (Fatima et al., 2021)

Reégne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes
Classe : Magnoliopsida

Ordre : Fabales

Famille : Fabacées (Leguminosae)
Genre : Ceratonia

Espéce : Ceratonia siliqua.
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I.5. Composition chimique

Les gousses de caroube contiennent de grandes quantités de glucides (40 a 60 %), de composes
phénoliques, en particulier des tanins (18 a 20 %), des fibres alimentaires (27 a 50 %),desminéraux
(potassium, sodium, fer, cuivre, manganése et zinc) et de faibles quantités de protéines (3a 4 %) et
de lipides (0,4 a 0,8 %). Ce fruit est surtout connu pour sa richesse en sucres qui sont essentiellement
composés de saccharose (32-38%), de fructose (5-7%) et de glucose (5-6%), mais leurs proportions
relatives sont variables. Pour les polyphénols des gousses de caroubes, de nombreuses données
obtenues par les méthodes de chromatographie effectuées par HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) ont révélé la présence de tanins condensés (proanthocyanidines), composes de
flavanes-3-ol et leurs esters galloyl, acide gallique, catéchine, épicatéchingal tardif,
igallocatéchingallate et également la présence de tanins hydrolysables (gallotannins et ellagitannins)
(Rtibi et al., 2017).

La composition chimique de la pulpe de caroube varie selon les facteurs génétiques,
environnementaux, climatiques et la saison de récolte ainsi que le type de plante (méle, femelle ou
hermaphrodite) (Brassesco et al, 2021). Elle varie aussi selon les espéces de caroubes, le stade de
maturité et les différentes parties de I’arbre. En effet, I’analyse HPLC a montré que les principaux
composés sont : le pyrogallol, la catéchine et I’acide tannique dans les caroubes matures. Toutefois,
cette technique a révélé le pyrogallol, la catéchine, I’acide gallique, I’acide chlorogénique et
1’épicatechin dans les caroubes immatures (Owen, 2003 ; Rtibi et al., 2016 ; Rtibi et al., 2017).

Dans les feuilles, plusieurs composés ont été trouvés tels que les polyphénols (sous forme de
kaempferol, d’acide tannique, de catéchine hydratée et de polydatine) et les flavonoides, en plus de
divers minéraux tels que le calcium, le fer et le potassium. De méme, il a été constaté que les feuilles
de caroubier sont plus riches en fibres que les gousses de caroubier (Rtibi et al., 2017 ; Lakkab et al.,
2018).

I.6. Utilisations thérapeutiques

Ceratonia siliqua est bien connue pour ses propriétés médicinales. Les caroubes exercaient
des activités anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antidiarrhéiques, antioxydantes, anti-ulcéres,
anti-constipation et anti-absorptifs du glucose dans le tractus gastro-intestinal (Makris et Kefalas,
2004 ; Rtibi et al., 2015, Rtibi et al., 2017). Les feuilles et les écorces de caroube présentaient
également un potentiel exceptionnel d’utilisation comme agents antidiabétiques (Custodio et al.,
2015). En outre, la partie écorce s’est révélée exercer un effet anti-inflammatoireet antioxydant
(Lachkar et al., 2016), tandis que les feuilles ont inhibé la prolifération des cellules tumorales (Corsi

et al., 2002). La caroube contient également des fibres alimentaires qui peuvent é&tre utilisées
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dans I’industrie pharmaceutique, car elles ont de nombreux effets positifs sur la glycemie, le taux de
cholestérol et le cancer. De plus, la caroube contient des tanins, qui sont généralement utilisés dans le
traitement des troubles liés a la diarrhée chronique (Boublenza et al., 2019). 1l contribue également a
réduire le taux de cholestérol, probléemes d’obésité, troubles diarrhéiques infantiles et dysenterie
bactérienne (Gugliuzzo, 2019). La pulpe est préconisée contrela tuberculose pulmonaire (Benmahioul
etal., 2011).

Les feuilles de caroube ont également été traditionnellement étudiées en médecine populaire
pour le traitement de diverses maladies en raison de leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes,
antitumorales et antiprolifératives. Ces effets importants sont dus a 1’abondance de métabolites
secondaires qui agissent comme molécules bioactives. Les composés phénoliques et les flavonoides
sont présents en quantités importantes et sont considérés comme bénéfiques contrele stress oxydatif
(Othmen et al., 2020).

La gomme de caroube peut étre utilisée dans le traitement ou le contrdle de I’hyperlipidémie
(taux de cholestérol élevé dans le plasma). Une autre valeur médicinale de la gomme de caroube est
sa capacité a réduire les conditions gastro-intestinales, en particulier la diarrhée chez les nourrissons.
L’utilisation de la gomme de caroube comme solution de réhydratation orale a donné des résultats
prometteurs pour le traitement de la diarrhée infantile. La gomme de caroube peut agir comme un

épaississant pour absorber 1’eau et aider a lier les selles aqueuses (Dakia, 2011).
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I1.1. Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme étant un déséquilibre entre la production des ERO (especes
réactives d’oxygene) et les capacités de défense antioxydante de 1’organisme (Baudin, 2020) (Figure
5). Cette situation peut étre due a une diminution des défenses antioxydantes ou aune augmentation
de production des ERO (Orban, 2011). Quand I’un ou I’autre de ces mécanismes est présent, le stress
oxydant est initié et contribue par ses conséquences multiples touchant les acides nucléiques, les
protéines ou les lipides a la pathogénie de certaines maladies telles que les maladies cardiovasculaires,

les maladies neuro-dégénératives ou le cancer (Morena et al., 2002).
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Figure 5 : La balance d’équilibre entre les systemes pro et antioxydants (Favier, 2006).

Cd : Cadmium ; Cu : Cuivre ; GPx : Glutathion peroxydase ; Hg : Mercure ; Mn : Manganese ; NOXx : Oxyde d’azote ;
Pb : Plomb ; Se : Sélénium ; SOD : Seperoxyde dismutase ; Zn : Zinc.

I1.2. Espéces réactives d’oxygeéne
I1.2.1. Définition

Les ERO englobent un groupe de molécules dérivées de I'oxygene moléculaire, qui sont
formées par des réactions de réduction-oxydation (redox) ou par excitation électronique, ils peuvent
étre divisés en radicaux libres et non radicaux (Tableau I) (Sies et Jones, 2020). Elles sont des sous-
produits de nombreuses voies métaboliques, mais les mitochondries sont le principal site cellulaire

ou 'Oz est réduit (Hernandez-Garcia et al., 2010).
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Tableau I : Principaux especes réactives d’oxygene (radicalaires et non radicalaires) (Sies et al.,
2017)

Espéce radicalaires Espéce non radicalaires
Anion super oxyde (O27) Peroxyde d’hydrogéne (H20-)
Radical hydroxyle (OH") Ozone (O3)

Radical alcoxyle (RO") Oxygeéne singulet (102)
Radical peroxyde (ROO") Radical hydroperoxyle (ROOH")

I1.2.2. Sources des ERO

Les radicaux libres sont générés a partir de sources endogénes et exogéenes (Pizzino et al.,
2017). Les bases intrinséques de la production des ERO comprennent généralement des
mitochondries, des cellules inflammatoires et certains complexes enzymatiques qui ont une forte
consommation d’oxygeéne (Golbashirzadeh et al., 2022). Les sources extracellulaires de radicaux
libres sont les rayonnements ionisants, la cigarette, certains polluants, pesticides et certains
médicaments qui peuvent pénétrer dans le corps et se décomposer en especes réactives et entrainer
des dommages oxydatifs subséquents aux tissus cibles. De plus, les métaux comme le fer, le cuivre,
le chrome, le plomb, le mercure, le nickel et le vanadium peuvent produire des ERO (Aslani et
Ghobadi, 2016).

I1.3. Antioxydants et mécanismes d’action
I1.3.1. Définition des antioxydants

Le concept d’antioxydant biologique désigne tout composé qui lorsqu’ il est présent a une
concentration inférieure a celle d’un substrat oxydable, est capable de retarder ou d’empécher
I’oxydation du ce substrat (Pisoschi et Pop, 2015). Les antioxydants peuvent étre divisés en deux
catégories : les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques (Aslani et Ghobadi,
2016).

I1.3.2. Classification et mécanisme d’action des antioxydants

Pour se protéger des effets délétéres des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble complexe
de défenses antioxydants (Haleng et al., 2007). Les antioxydants peuvent également étre différenciés
selon leur mécanisme d’intervention. Une premiére ligne de défense est assurée par les antioxydants
dits « préventifs » et une deuxieme ligne est assurée par des antioxydants peuvent également

intervenir en tant que «scavenger» ; piégeurs des ERO (Durand et al., 2013).
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» Antioxydants préventifs
I1 s’agit d’un ensemble d’antioxydants qui agissent pour supprimer ou empécher la formation
de radicaux libres ou d’espéces réactives dans les cellules. Trois enzymes clés super oxyde dismutase,
catalase et glutathion peroxydase sont en téte de liste. Ces enzymes dismutent respectivement le
radical superoxyde, décomposent les peroxydes d'hydrogéne et les hydroperoxydes en molécules
inoffensives (H202/alcool et O). (Ighodaro,et Akinloye, 2018) (Tableau II).

Tableau II : Antioxydants enzymatiques et leurs mécanismes d’action

Enzyme Meécanisme d’action

Super oxyde dismutase| SOD est un metalloenzyme qui catalyse la dégradation du superoxyde en
SOD Oxygene et en peroxyde d’hydrogéne (Demirci-Cekic et al., 2022).

Catalyse la réaction de décomposition du peroxyde d’hydrogéne a des

Catalase produits non toxiques (eau et oxygéne) (Demirci-Cekig et al., 2022).

GPx catalyse la réduction de H202 ou de peroxyde organique (ROOH) en
eau ou en alcool (Aslani et Ghobadi, 2016).

Glutathion peroxidase

» Antioxydants piégeurs ou capteurs des ERO
Ce groupe d'antioxydants est souvent appelé antioxydants de piégeage. lls neutralisent ou
récuperent les radicaux libres en leur donnant des électrons et ce faisant deviennent eux-mémes des
radicaux libres, mais avec des effets moins nocifs (Ighodaro et Akinloye, 2018). Ce groupe y compris
des antioxydants non-enzymatiques endogénes tels que le glutathion, I’acide urique, coenzyme
Q10...etc et exogeénes comme I’acide ascorbique (vitamine C), tocophérol (vitamine E), les

polyphénols...etc (Aslani et Ghobadi, 2016) (Tableau III).
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Tableau III : Antioxydants non enzymatiques et leurs mécanismes d’action

Antioxydants non

enzymatiques

Meécanismes d’action

Endogenes

Glutathion

Le GSH est un cofacteur de plusieurs enzymes détoxifiantes, comme
le GSH-Px et la transférase. Il a plusieurs effets antioxydants. Il
détoxifie le peroxyde d’hydrogeéne et les peroxydes lipidiques par
I’action du GSH-Px. Le GSH donne son électron a H>O2 pour le
réduire en H2O et O, (Birben et al., 2012).

Acide

urique

L'acide urique est un piégeur efficace de I'oxygeéne singulet, des
radicaux peroxyle et hydroxyle et protege la membrane érythrocytaire

de la peroxydation lipidique (Pisoschi et Pop, 2015).

Coenzyme
Q10

Co Q10 est un antioxydant avec une action directe sur les radicaux
Peroxyliques ou avec une action indirecte par la régénération des
vitamines C et E (Finaud et al., 2006).

Exogenes

Vitamine C

La vitamine C est un excellent piégeur des ERO (HO" ou Oy"). Elle
Inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine
E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux
lipidiques (Haleng et al., 2007).

Vitamine E

La vitamine E capte 1’électron célibataire trouvé dans les ERO, RO
(alcoolate) et ROO (alcoxy), et les stabilise par résonance,
interrompant ainsi la chaine de propagation radicalaire dans les
membranes cellulaires. Elle les protége de la peroxydation lipidique
et de ses effets delétéres sur les membranes selon le mécanisme
suivant :
Vitamine E
a-TOH +ROO=0-TO +ROOH (Baudin, 2020).

Polyphénols

L'existence de groupes hydroxyles dans les composés phénoliques
leur permet de piéger divers radicaux libres. De plus, la capacité des
composés phénoliques a chelater les métaux et a inhiber la
lipoxygénase affecte également l'oxydation des lipides (Liu et al.,
2022).
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I1.4. Stress oxydant et inflammation

Le stress oxydatif et I'inflammation sont des processus interdépendants et interconnectés qui
coexistent dans le milieu enflammé. Les cellules inflammatoires libérent un certain nombre des ERO
sur le site de I'inflammation, entrainant des dommages oxydatifs exagérés. De plus, un certain nombre
des ERO et de produits de stress oxydatif améliorent les réponses pro-inflammatoires (McGarry et
al., 2018).

Le stress oxydatif peut également induire une inflammation par I'activation de multiples voies.
L'espece réactive peroxyde d’hydrogene peut induire une inflammation par activation du facteur de
transcription NF-xB (Biswas et al., 2016) qui régule la production de cytokines inflammatoires,
comme l'interleukine-1p (IL-1B) ou le facteur de nécrose tumorale-o. (TNF-a)et d'autres médiateurs,
comme I'iNOS ou la cyclooxygénase-2 (COX-2) (Sanchez et al., 2015). De plus, le stress oxydatif
joue un role important dans I'activation de I’inflammasome NLRP3 (NOD- like receptor protein 3)
(Zhou et al., 2011).

L’inflammation et le stress oxydatif sont des processus physiopathologiques étroitement liés
(Figure 6). L’un d’eux peut apparaitre avant ou apres I’autre, mais quand 1’un d’eux apparait I’autre
est le plus susceptible d’apparaitre et puis les deux prennent part a la pathogenése de nombreuses

maladies chroniques (Biswas et al., 2016).

Primary disorder Primary disorder
oxidalive stress

inflammation

L |

MNF-xB Cytokine/
activation k chemokine
ROS production e
and antioxidant
depletion
S
] \
Cytokine/ NF-xB
chemokine aclivalion
e
o
Inflammation Ouidative stress
secondary disorder secondary disorder

Figure 6 : Interdépendance entre le stress oxydatif et I’inflammation (Biswas et al., 2016).

NF-xB : nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B Cells ; ROS : Reactive oxygen species.
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II1.1. Définition et généralites

L'inflammation est une réponse biologique complexe des tissus vasculaires qui est déclenchée
par les facteurs physiques comme le froid, la chaleur, les rayonnements ionisants. .., chimiques tel que
les toxines, médicaments...et par des corps étrangers exogenes ou endogenes. Elle se caractérise par
quatre signes cliniques cardinaux, a savoir la rougeur, le gonflement, la douleur et la chaleur (Weil et
Batteux, 2003 ; Lachkar et al., 2016). C’est la premicére ligne de défense de 1’organisme donc c’est une
réponse immune non spécifique (Canaud et al., 2003).

Elle se déroule dans le tissu conjonctif vascularise ; les tissus dépourvus de vaisseaux (cornée,
cartilage) sont incapables de développer une réaction inflammatoire complete. Son but est d'éliminer
ou d’isoler I’agent pathogéne (Medzhitov, 2008). La réponse inflammatoire peut étre divisée en deux
formes d'attaque pour éliminer le tissu endommagé et rectifier le déséquilibrehoméostatique : réactions
aigués et chroniques (Greig et al., 2012). C'est un processus médié par des cellules dites inflammatoires
telles que les macrophages et les neutrophiles mais aussi par les cellules endothéliales (Noack et
Kolopp-Sarda, 2018).

II1.2. Mécanisme d’inflammation

La premiére étape de la cascade inflammatoire implique la reconnaissance d'une infection ou
d'une lésion. Ceci est généralement réalisé par la détection des PAMP (pathogen-associated molecular
patterns) qui sont dérives de micro-organismes, et DAMP (damage-associated molecular patterns) qui
sont des molécules endogenes qui signalent des dommages ou unenécrose (Ashley et al., 2012;
Hirayama et al., 2017). Ces deux motifs sont reconnus par les récepteurs de reconnaissance de formes
(PRR) intracellulaires ou exprimés en surface, qui se trouvent au niveau des cellules immunitaires
innées telles que les macrophages, les fibroblastes, les mastocytes et les cellules dendritiques ainsi
que sur de nombreuses cellules épithéliales(Newton et Dixit, 2012).

Une fois la reconnaissance effectuée, les PRR activent des voies de signalisation communes
qui aboutissent a I'activation de NF-«xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B Cells)
(Ashley et al., 2012), qui est responsable de l'induction de transcription des genes codant pour les
cytokines pro-inflammatoires, les chimiokines et les médiateurs inflammatoires supplémentaires dans
differents types de cellules immunitaires innees (Liu et al., 2017). Un sous-ensemble de PRR active
la protéase caspase-1, qui convertit les cytokines IL-1bet IL-18 en des formes actives qui provoquent
ensuite une inflammation apres avoir été libérée dela cellule (Newton et Dixit, 2012). Les
neutrophiles et les monocytes transmis par le sang migrent vers le site de la perturbation par
chimiotaxie et traversent sélectivement les cellules endothéliales. Cet afflux de cellules s'accompagne

d'un liquide riche en protéines, appelé exsudat, et favorise I'eedéme (gonflement). Les mastocytes
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et les macrophages résidant dans les tissus favorisent cette migration en libérant de I'histamine, des
leucotrienes et des prostaglandines, qui ont des effets rapides sur le systéme vasculaire, notamment une
vasodilatation et une perméabilitévasculaire accrue. Les neutrophiles libérent des composés toxiques,
notamment des ERO, des RNS (reactive nitrogen species) et diverses protéases, qui éliminent I'agent
pathogeéne (Ashley et al., 2012 ; Noack et al., 2018).

IIL.3. Anti-inflammatoires et leurs mécanismes d’action

Les anti-inflammatoires sont des médicaments qui peuvent réduire I’inflammation, la douleur
et dans certaines cas la fiévre (Chebira et Boudjaadar, 2014). L'emploi des agents anti- inflammatoires
peut étre utile dans le traitement thérapeutique des pathologies associées avec la réaction inflammatoire
(Lachkar et al., 2016). Ils sont classés en anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) (cortisone et ses

dérivés), anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et anti- inflammatoires naturels.

I11.3.1 Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

IIs sont largement utilisés en cause de leur efficacité dans la prise en charge de la douleur,de
la fievre, de I’inflammation et des troubles rhumatismaux (Ouedraogo et al., 2012).

Leur mode d’action (Figure 7) repose en grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou
non, de la cyclooxygénase COX 1 et/ou 2, une enzyme qui permet la production de prostaglandine a
partir de 1’acide arachidonique. Cette caractéristique commune a tous les AINS conduit a une
diminution de la production des prostaglandines important mediateurs de 1’inflammation (Blain et al.,
2000). Les AINS classiques, c’est-a-dire non sélectifs, inhibent les deux isoformes de la COX (COX-
1 et COX-2), contrairement aux AINS sélectifs de la COX-2 (coxib) (Orliaguet et al., 2013). Les
isoenzymes COX convertissent d'abord I'acide arachidonique en prostaglandine PGG2, puis en PGH2,
qui subit une série de réactions de conversion ultérieures, produisant finalement cinq prostanoides
bioactifs, a savoir PGD2, PGE2, PGF2a, PGI2 (prostacycline) et thromboxaneA2 (TxA2) (Brune et
Patrignani, 2015).

Malheureusement, les AINS sont également associés a de nombreux effets délétéres car leur
utilisation prolongée provoque des troubles gastro-intestinaux et cardiovasculaires (Antman et al.,
2007). D’autres effets secondaires comme 1’hypertension associée au dysfonctionnement rénal ont été

également mentionnés (Orliaguet et al., 2013).
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Figure 7 : Mécanisme d’action des AINS (Brune et Patrignani, 2015).

Cox-1et 2 : Cyclooxygénase-1 et 2 ; Coxibs : AINS sélectifs de la COX-2 ; cPGES : Cytosolic prostaglandin E synthase ;
H-PGDS : Hematopoietic prostaglandin D synthase ; L-PGDS : Lipocalin prostaglandin D synthase ; mMPGES-1 et 2 :
Microsomal prostaglandin E synthase-1 et 2 ; PGD2, PGF2a, PGE2 et PGI2 : Prostaglandin D,F.E et | ; PGFS :
Prostaglandin F synthase ; PGH: : Prostaglandmes H:; PGIS : Prostaglandin | synthase ; tNSAIDs : Tradltlonal non-
steroidalanti-inflammatory drugs ; TxA2 :ThromboxaneA2 ; TXS : Thromboxane synthase,

I11.3.2 Anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) ou les glucocorticoides (GC)

Ils constituent une classe des médicaments qui sont des dérivés synthétiques de la cortisol tel
que les glucocorticoides (Adcock, 2000) (Figure 8); ils sont la thérapie la plus efficace pourle
traitement des maladies inflammatoires telles que I'asthme.

Les glucocorticoides sont des hormones lipophiles et peuvent donc traverser la membrane
plasmique. Leur mode d’action se situe essentiellement au niveau transcriptionnel (Loéwenberg et al.,
2007), ou ils sont capables de se fixer sur des récepteurs spécifiques GR (récepteur des
glucocorticoides) localisé dans le cytoplasme des cellules cibles qui appartiennent a la superfamille
des récepteurs nucléaires aux stéroides. Apres, ils migrent vers le noyau et agissent directement sur
I’ADN en se fixant sur des séquences spécifiques, dites GRE (Glucorticoid Response Element) et
forment un complexe récepteur-ligand. Ces séquences sont présentes sur le promoteur des genes de
nombreux médiateurs de la réponse inflammatoire (Roquilly et Asehnoune, 2019). Les GC ainsi
peuvent augmenter la transcription des genes anti-inflammatoires et inhiber 1’action de certaines
protéines nucléaires transactivatrices, dont le NF-«xB et la protéine activatrice-1 (AP-1), inhibant ainsi
I’expression de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (tel que IL-1, IL-6, IL-2 et TNF-a) ;
récepteurs et molécules d’adhésion et la production de la phospholipase A2 (Rhen et Cidlowski, 2005).
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Figure 8 : Mécanisme d’action des glucocorticoides (Barnes, 1998).

COX-2 : Cyclooxygeénase-2 ; GCS : Glucocorticoides ; GR : Glucocorticoide receptor ; GRE : Glucorticoid Response
Element ; GRP : Glucocorticoide receptor ; hsp 90 : heat shock protein 90 ; iNOS : Inductible Nitric Oxide Synthase ;
MRNA : Messenger ribonucleic acid.

I11.3.3. Anti-inflammatoires d’origines végétales

Les plantes médicinales Sont trés utilisées en médecine traditionnelle a travers le monde pour
le soulagement des maladies inflammatoires tel que ’arthrite rhumatoide, la bronchite, I’eczéma, les
ulcéres gastriques, la goutte... (Setty et Sigal, 2005 ; Wiart., 2006).Les substances d'origine végétale,
appartenant aux classes chimiques les plus diverses, ont déja démontré une activité anti-inflammatoire
prouvée (Fialho et al., 2018). Par mieux, les alcaloides, les terpénes et les composés phénoliques tels
que les tanins, les lignanes, les coumarines,les saponines et surtout les flavonoides (Nunes et al., 2020).

Certains composés phénoliques interagissent avec les protéines impliquées dans la transduction
du signal et I'expression des genes, réduisant la production de médiateurs pro- inflammatoires par
I'inhibition du systéme complexe NF-kB/IxB (Recio et al., 2012).

Les flavonoides ont une capacité anti-inflammatoire puisqu'ils inhibent la production de
médiateurs inflammatoires en modulant la voie de l'acide arachidonique, en inhibant plusieurs
enzymes telles que I'ATPase, la prostaglandine, la cyclooxygénase, la lipoxygénase, la NADH
oxydase, la protéine kinase, les hydrolases, les peroxydases, les métallopeptidases, les tyrosinases et
les phospholipases. Ainsi, les flavonoides ont été la cible d'un intérét croissant en tant que médicament
thérapeutique potentiel pour inhiber ou méme diminuer l'activité inflammatoire (Rex etal., 2018 ;
Nunes et al., 2020).
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I. Matériel et méthodes
I.1. Echantillonnage
> Récolte
La présente étude est portée sur I’espéce Ceratonia seliqua de la famille des Fabaceae au
niveau de Laboratoire de Biochimie, Faculté de Science de la Nature et de la Vie, Université de
Mohamed Seddik Ben Yahia, Jijel. Les parties aériennes de la plante (feuilles est fruits) (Figure 9)

ont été collectées en mois de Mars au niveau de la Wilaya de Jijel dans la région d’Ouled Yahia, Milia
(Figure 10).

Figure 10 : La situation géographique de station de récolte (Google earth).

» Séchage et broyage
Apres lavage, les feuilles et les fruits ont été séchés quelques jours dans une étuve de type
Memmert, a une température de 40°Cdans le but d’enlever I’eau qu’elles renferment et d’empécher
la contamination par les insectes ou le développement des champignons a cause du taux d’humidité
élevé. Ensuite les échantillons séchés ont été finement broyés a I’aide d’un broyeur électrique de type

(GRINDOMIX). Apres broyage, les poudres obtenues ont été tamisées a 1’aide d’un tamis de
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(type CISA) dont le diamétre des pores est de 250 um (Figure 11). Afin d’empécher la photo-

oxydation, les poudres ont été conservées a I’obscurité dans des flacons en verre hermétiques.

(A) (B)

Figure 11 : Poudres des feuilles (A) et des fruits (B) de Ceratonia seliqua.

1.2. Extraction des composés phénoliques

Les procédés d’extraction des composés phytochimiques a partir du matériel végétal
représentent une étape préalable a toute analyse phytochimique. Dans le cadre de ce travail
I’extraction des composés phénoliques a été effectuée selon la méthode de Tadeg et ses collaborateurs

(2005) avec quelques modifications.

1.2.1. Macération

La poudre de chacun des deux échantillons est mise a macération dans d’un mélange
méthanol/eau (80/20 : V/V) a un rapport de 10 g/100ml sous agitation magnétique a 1’aide d’un
agitateur magnétique de type IKA RH basic 2 pendant 48 h a une température ambiante et a I’abri
de la lumiere afin d’éviter les phénomenes d’oxydations. L’agitation permet le maintien des particules

en suspension et I’homogénéité des milieux.

1.2.2.Filtration et décantation
Apres macération, les deux solutions des deux échantillons ont été filtrées a 1’aide de papier
Whatman N°3. Chaque filtrat obtenu a été ajusté avec 200ml d’hexane. Les mélanges ont été par la

suite décantés pour recueillir les phases méthanoliques.
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1.2.3. Evaporation

Les phases méthanoliques des échantillons ont été évaporées a 1’aide d’un rotavapeur de
type Heidolph (Figure 12) puis, ont été séchées a I’étuve a 40°C jusqu'a ce que le solvant soit
totalement évaporé. Les extraits secs ainsi constitués sont conservés au réfrigérateur jusqu’a leur

utilisation pour les différents tests.

Figure 12 : Evaporation des extraits bruts.

1.2.4. Détermination du rendement d’extraction
Le rendement des extraits bruts est le rapport entre le poids de I'extrait sec et le poids de la

plante en poudre utilisée. Il est exprimé en pourcentage selon la formule suivante :

Rendement d’extraction (%) = Ps / Pp x 100
Ou:
Ps: Poids de I'extrait sec en gramme (Q).

Pp : Poids de la poudre en gramme (Q).

1.3. Dosage phytochimique
1.3.1. Les composés phénoliques totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les deux extraits de la plante a été réalisé selon la
méthode de Folin Ciocalteu (Heilerova et al., 2003). C’est une méthode colorimétrique qui permet
I'analyse des composés organiques qui ont des cycles aromatiques hydroxylés. La méthode est
sensible et permet de mesurer la teneur en composés phénoliques. Ces derniers réagissent au réactif

de Folin Ciocalteu qui est constitué d’un mélange d’acide phosphomolybdique (HsPMO12040) et
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d’acide phosphotungstique (HsPW12040), entrainant une coloration bleue qui peut étre déterminée par
spectrophotométrie a 750 nm (Vazquez et al., 2015).

Brievement, 0,2 ml des deux extraits bruts dilués (250 pg/ml) ont été additionnés avec 1,5 ml
du réactif de Folin Ciocalteu (1/10). Le mélange est laissé reposer 5 minutes a I'obscurité. Par la suite,
1,5 ml de la solution Na,COs3 (7,5%) a été ajouté a I'ensemble. Aprés 90 minutes d'incubationg
température ambiante et a 1’obscurité, I'absorbance a ét¢ mesurée a 750 nm contre un blanc sans
extrait par I’utilisation d’un spectrophotométre de type (Spectro® 50 plus).

La quantification des polyphénols a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire (Y
=a X + b) réalisée par un extrait étalon, lI'acide gallique a différentes concentrations dans les mémes
conditions que I’échantillon (Annexe 1). Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide

gallique par gramme d’extrait brute (mg EAG/g EB).

1.3.2. Les flavonoides

L’estimation de la teneur en flavonoides est couramment basée sur 1’utilisation du chlorure
d’aluminium (AICl3) (Huang et al., 2004). Le chlorure d’aluminium (AICl3) forme un complexe jaune
stable avec les groupements hydroxyles (OH) des phénols. Ceci se traduit par le fait que le métal (Al)
perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d’oxygene de la molécule phénolique agissante comme
donneur d’électrons (Dewanto et al,. 2002).

Pour réaliser le dosage, 1,5ml de chaque extrait (2 mg/ml) ont été ajoutés a 1,5 ml d’une
solution d’AlICIz (2%). Les différentes solutions ont été incubées a tempeérature ambiante et a
I’obscurité pendant 30 min et I’absorbance a été lue a 430 nm.

Une courbe d'étalonnage (Y = a X + b) réalisée par la quercétine a différentes concentrations
pratiquée dans les mémes conditions opératoires que les échantillons ont servis pour la quantification
des flavonoides (Annexe 2). La teneur en flavonoides a été exprimée en milligramme équivalent de

querceétine par gramme d’extrait brute (mg EQ/g EB).

1.4. Etude de P’activité antioxydante
1.4.1. Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH
» Principe

Le DPPH est un radical stable en solution et apparait de couleur violette absorbant a 515 nm
dans le méthanol. Ce dosage est basé sur le principe que DPPHe lors de l'acceptation d'un atome
d'’hydrogéne (H) de la molécule piégeuse, c'est-a-dire un antioxydant, entrainant une réduction de
DPPHe+ en DPPH2 (figure 13), la couleur violette passe au jaune avec une diminution concomitante
de I'absorbance a 515 nm. Le changement de couleur est contr6lé par spectrophotométrie et utilisé
pour la détermination des parameétres des propriétés antioxydants (Mishra et al., 2012).
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Figure 13 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Sirivibulkovit et al., 2018)

» Mode opératoire
Pour réaliser I’analyse, 2,9 ml de la solution méthanolique de DPPH (0,025 g/I) ont été ajoutés

a 100 pl de la solution de chaque extrait ou standard (acide ascorbique) a différentes concentrations
(25-200 pg/ml). Apres 30 min d’incubation a température ambiante et a 1’obscurité, 1’absorbance a

été mesurée a 515 nm.

L’activité antiradicalaire des extraits a été exprimée en pourcentage d’inhibition du DPPH® et calculée

par la formule suivante :
Activité antiradicalaire (%) = (At-Ae /A1) X 100
Ou:
AT : Absorbance du témoin aprés 30 min d’incubation.
A€ : Absorbance de 1I’échantillon aprés 30 min d’incubation.

> Détermination de la concentration inhibitrice médiane (1Cso)
L’ICso est definie comme la concentration en antioxydant nécessaire pour obtenir une inhibition

radicalaire de 50 %. Une faible valeur de 1I’ICso indique une forte activité antioxydant (Molyneux, 2004

: Chen et al., 2013). Pour chaque extrait ou antioxydant de référence, une courbe de régression lineaire

(Y =a X + b) est établie afin de calculer I’ICso qui permettra la caractérisationdu pouvoir antioxydant

des extraits.
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1.4.2. Mesure du pouvoir réducteur de Fer
> Principe

Le pouvoir réducteur est défini comme étant la capacité d’un antioxydant a transférer un
¢lectron ou a libérer un atome d’hydrogéne (Tuksitha et al., 2018). Cette technique permet de mesurer
la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*) présent dans le complexe KsFe(CN)sen
fer ferreux (Fe®") (Bentabet et al., 2014).La forme réduite donne une couleur bleue- verte,
I’absorbance a été mesuré a 700 nm ;une absorption accrue indique un pouvoir réducteurélevé
(Balasundram et al., 2005).

» Mode opératoire

La détermination du pouvoir réducteur a été réalisée selon la méthode d’Oyaizu (1986) décrite
par Hseu et ses collaborateurs (2008) avec une legere modification. 1ml de chaque extrait,a
différentes concentrations (25 - 200 pg/ml), a été ajouté a 2 ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH
= 6,6) et a 1ml de ferricyanure de potassium [KsFe (CN)s] & 1 %. Les mélanges ont été incubés a
50°C dans un bain marie pendant 20 min a 1’abri de la lumiére. Aprés incubation 1 ml de
trichloracétique (TCA) a 10 % a été additionné a chaque mélange et les tubes ont été centrifugés a
3000 rpm pendant 10 min. Par la suite 1,5 ml de surnagent ont été récupérés et ajoutés a 1,5 ml d’eau
distillée et 150 pl de chlorure ferrique (0,1 %). Les mélanges homogénéisés préalablement, ont été
incubé pendant 10 min a température ambiante et a I’obscurité. L’absorbance est lue a 700 nm.

L’acide ascorbique est utilisé comme standard, dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes

conditions que les échantillons.

I.5. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire in vitro de Ceratonia seliqua
I.5.1. Inhibition de la dénaturation des protéines
» Principe

La dénaturation affecte presque toutes les propriétés physico-chimiques des molécules ; elle
varie considérablement avec les divers agents physiques et chimiques qui I'entraine et aussi selon le
caractére et la concentration des solutions protéiniques (Mizushima et Kobayashi, 1968). Cette
dénaturation est souvent associée a une inflammation ; par conséquent, I'inhibition de la dénaturation
des protéines a été largement utilisée comme modele de dépistage in vitro pour 1’évaluation de

I'activité anti-inflammatoire (Chaiyana et al., 2017).

21



Partie pratique Matériel et méthodes

» Mode opératoire
L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits méthanoliques étudiés a été évaluée selon la
méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines décrite par Lavanya et al. (2010) avec quelques
modifications.
» Lasolution a tester (0,5 ml) est constituée de 0,45 ml d’albumine de sérum bovine (BSA) (5%)
et de 0,05 ml de solution a examiner (100 pg/ml).
» La solution de contrdle d'essai (0,5 ml) est constituée de 0,45 ml du BSA (5%) et de 0,05 ml
d'eau distillée.
» Lasolution standard (0,5 ml) est constituée de 0,45 ml du BSA (5%) et 0,05 ml d’indométacine
(100 pg/ml).
Toutes les solutions ont été ajustées a pH 6,3 en utilisant du HCI 1N. Les échantillons ont
été incubés a 37° C pendant 20 minutes puis a 57°C pendant 3 minutes. Apres refroidissement, 2,5
ml de tampon phosphate ajusté a pH 6,3 ont été ajoutés a chaque tube. L'absorbance a été mesurée a
I'aide d'un spectrophotomeétre de type (Spectro® 50 plus) a 416 nm. Le pourcentage d’inhibition de

la dénaturation des protéines a été calculé comme suit :
% d’inhibition = (A du controle — A de la solution test) x 100/(A) du contrdle)

> Détermination de la concentration inhibitrice médiane (1Cso)
Pour chaque extrait ou anti-inflammatoire de référence, une courbe de régression linéaire (Y
=a X + b) est établie afin de calculer I’'ICso qui permettra la caractérisation du la capacité inhibitrice
de la dénaturation de BSA des extraits.

1.5.2. Stabilisation de la membrane des globules rouges
» Principe

Si les globules rouges (GR) sont exposés a des substances nuisibles telles que le milieu
hypotonique, la rupture de leurs membranes se produira ; provoquant ainsi la libération de
I'hémoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant. L’effet hémolytique de la
suspension hypotonique est li¢ a I’accumulation excessive du liquide dans la cellule (Rahman et al.,
2015 ; Labu et al., 2015). L'hémolyse est détectée visuellement en montrant une teinte rose a rouge
dans le sérum ou le plasma. Dans notre étude, la stabilisation de la membrane des globules rouges est

effectuée par I’inhibition de I’hypotonicité (Rahman et al., 2015 ; Shobana et Vidhya, 2016).
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» Mode opératoire
Stabilisation de la membrane des globules rouges a été réalisée selon le procédé de (Kosala
et al., 2018) avec des légeres modifications.
e Préparation de la suspension de globules rouges
Le sang a été prélevé sur un volontaire humain en bonne santé qui n'a pas pris d'/AINS pendant
2 semaines avant I'expérience. Le sang recueilli a été mélangé a un volume égal de solutiond'Alsever
stérilisee (2 % de glucose, 0,8 % de citrate de sodium, 0,5 % d'acide citrique et 0,42 % de chlorure de
sodium dans de I'eau). Ensuite, le mélange a été centrifugé a 3000 tr/min pendant 10 min. Le culot a
été lavé trois fois avec de 1’eau physiologique (0,9 %) et le volume du sang a été mesureé et reconstitué
sous forme de suspension a 10 % v/v avec de I’eau physiologique.
e Hémolyse induite par des fluides hypotoniques et la chaleur
Le mélange de dosage contenant 1 ml de tampon phosphate (pH 7,4, 0,15 M), 2 ml
d’hyposaline (0,42 %), 0,5 ml de la suspension de globules rouges (10 %) avec 0,5 ml des deux
extraits (feuille et fruit) ou du médicament standard diclofenac a différentes concentrations (25- 200
pg/ml) et le controle (eau distillée au lieu des extraits ou médicament pour produire une hémolyse a
100 %) ont été incubés a 56°C pendant 30 min au bain-marie puis centrifugés a 3000 tr/min pendant
10 min. Les surnageants sont récupérés et les absorbances sont lues a 560 nm a l'aide d'un
spectrophotometre de type (Spectro® 50 plus). Le pourcentage de protection contre la stabilité de la
membrane a été calculé a I'aide de la formule suivante :
Le pourcentage de stabilisation (%) = (A du contréle — A de la solution test) x
100/(A) du contréle)

> Détermination de la concentration inhibitrice médiane (1Cso)
Les ICso des extraits pour 50% d'inhibition sont calculés de la méme maniére qu’au cours du test de

la dénaturation de protéines.

1.6. Analyse statistique

Les resultats des différentes évaluations sont donnés sous forme de moyenne + écart types.
Toutes les déterminations ont été réalisees en triple exemplaire et les données ont eté analysées par
ANOVA suivie d’une multiple comparaison de Tukey-Kramer HSD (Logiciel JMP, Version 7,0) avec

un niveau de signification de 0,05.
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Il. Résultats et discussion
I1.1. Rendements des extraits bruts

Les rendements obtenus pour les deux extraits de la plante étudiée Ceratonia seliqua,exprimés
en pourcentage par rapport au poids du matériel végétal sec de départ, sont représentés dans la figure
14,
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Figure 14 : Rendements des deux extraits méthanoliques de Ceratonia seliqua en pourcentage.

Les résultats obtenus montrent que le rendement des extraits méthanoliques varie d’une partie
de la plante a une autre. Nous constatons que 1’extrait de fruit donne le meilleur rendement soit 40,04
% contre 17.74 % pour les feuilles.

Selon Spizzirri et ses collaborateurs (2022), les rendements des extraits des feuilles de deux
variétés de Ceratonia seliqua (Amele et selvatica) récoltées dans la région sud de I'ltalieétaient
de 14.7 % et 7 % respectivement en utilisant une extraction par ultrasons dans 1’éthanol. D’aprés les
résultats de Rtibi et al. (2016), le rendement d’extrait aqueux des feuilles collectées dans la région de
Tabarka (Nord-Ouest de la Tunisie) était de 10 %. Ces résultats sont inférieurs a ceux obtenus dans
notre étude. Dans 1’étude d’Ydjedd et al. (2017), le rendement d’extraction de fruit de caroubier
cultivé a Bejaia (Algerie) etait de 0,80 % pour I’extraction par acétate d'éthyle contre 53,06 % pour
I’extraction par acétone 70 %. Une autre étude réalisée par Alabdallat et Bilto (2013) sur le fruit de
Ceratonia seliqua collecté en Jordanie a montré un rendement de 23.2 % en utilisant le méthanol
comme solvant d’extraction. Cette variabilité de rendement dépend strictementde la polarité de
solvant, des techniques d'extraction, de la température, la pression, le temps ainsi que de la

composition chimique de I'échantillon.
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11.2. Etude phytochimique

Le recours au traitement par les plantes ainsi que la recherche des nouvelles substances a
activités biologiques constituent une des plus grandes préoccupations scientifiques. Cela n’est
abordable que par faire d’abord un appel a I’analyse phytochimique qui va permettre d’identifier et

de quantifier les différents groupes chimiques présents dans 1’extrait de plantes.

11.2.1. Teneurs en polyphénols totaux

Les résultats des dosages des polyphénols totaux des deux extraits de Ceratonia seliqua
exprimés en mg équivalent d'acide gallique/g d’extrait brut de la plante (mg EAG/g EB) en utilisant
I'équation de régression linéaire de la courbe d'étalonnage de l'acide galliqgue (Annexe 1) sont

présentés dans la figure 15.
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Figure 15 : Teneur en polyphénols des feuilles et fruit de Ceratonia seliqua

Nos résultats montrent que I'extrait des feuilles de Ceratonia seliqua, posséde la plus haute
teneur en polyphénols (141,688 + 7,396 mg EAG/g EB) par rapport a celui des fruits qui a présenté
une teneur de 45,597 + 2,203 mg EAG/QEB.

L’étude menée par Abidar et al. (2020) sur I’extrait aqueux des feuilles de Ceratonia
seliqua a montré que la teneur en polyphénols totaux était de52.95 + 0.141 mg EAG/g Poids Sec.
Ainsi, dans I’étude de Hsouna et al. (2011), la teneur des polyphénols dans I’extrait brut de
feuilles/fraction d’eau était de 130 + 5.62 mg EAG/g PS. Une autre étude réalisée par Custddio et al.
(2015) a montrer que la teneur en polyphénols de décoction des feuilles était de 65 mg EAG/g PS.
Les résultats obtenus dans le travail de Spizzirri et ses collaborateurs (2022) realisé sur deux variéteés
de caroubier par différentes techniques d’extraction étaient variés entre 29.22 + 0.17et 313.04 £ 0.36
mg EAG/g PS.
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En ce qui concerne le fruit de Ceratonia seliqua, une étude effectuée par Roseiro et al. (2013)
a montre que la teneur en polyphénols varie entre 5.8 £ 0.3 et 20.4 £ 1.8 mg EAG/g PS en dépend de
la méthode et le solvant d’extraction. D’aprés 1’é¢tude de Makris et Kefalas (2004), la teneur en
polyphénols d’extrait méthanolique était de3.38+0.52 mg EAG/g PS. Custodio et al.(2015) ont
montré que le taux des polyphénols était de 8.2+ 0.1 mg EAG/g PS en utilisant ladécoction.

11.2.2. Teneurs en flavonoides
La figure 16 résume les résultats obtenus pour les deux extraits exprimés en mg équivalent de
la quercétine/g d’extrait brut de la plante (mg EQ/g EB) en utilisant I'équation de régression linéaire

de la courbe d'étalonnage de la quercétine (Annexe 2).
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Figure 16 : Teneur en flavonoides des feuilles et fruit de Ceratonia seliqua

Selon les résultats illustrés ci-dessus, nous remarquons que l'extrait des feuilles de Ceratonia
seliqua est aussi le plus riche en flavonoides avec une teneur de 48,122 + 1,873 mg EQ/g EB par
rapport au fruit (12,46 £+ 2,235 mg EQ/g EB).

D’aprés le travail de Dallali et al. (2018) réalisés sur les feuilles de Ceratonia seliqua
collectées de trois sites différents dans la région Nord-Est de la Tunisie, la teneur en flavonoides était
de 3,42+0,55a 7,42+0,22 mg EQ/g PS. Selon Abidar et al. (2020), la teneur en flavonoides d’extrait
aqueux des feuilles était 25.35 + 0.124 mg EQ/g PS. De plus, une étude réalisée par Hsouna et al.
(2011) amontré des valeurs entre 21.71 £ 8.71 et 193.3 = 3.07 mg EQ/g PS en utilisant quatre solvants
d’extraction différents.

Pour le fruit de Ceratonia seliqua, une étude menée par Ydjedd et al. (2017) a montré une
teneur en flavonoides de 1,52+0,14 mg EQ/g PS en utilisant 1’acétate d’éthyle comme solvant
d’extraction. Par ailleurs, une autre étude réalisée par Bentahar et al. (2012) a montré une teneur en

flavonoides de 0,033+0,01 mg EQ/g PS dont le solvant d’extraction était 1’eau distillée. Selon les
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résultats d’ Anis et al. (2012) la teneur en flavonoides d’extrait méthanolique était 24.6 + 2.4 mg EQ/g
PS.

La différence dans le contenu phénolique y compris les flavonoides peut étre attribuée a
plusieurs facteurs a savoir la méthode d’extraction et la méthode de quantification. Par ailleurs, les
facteurs climatiques et environnementaux (la zone géographique, la sécheresse, température, altitude,
ensoleillement et précipitation), la variété, I’origine, la période de la récolte et le stade de
développement ainsi queles différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante
peuvent également influencer I’estimation de la teneur en polyphénols et en flavonoides (Locatelli et
al., 2010 ; Bentahar et al., 2012 ; Dallali et al., 2018). Les facteurs génétiques et les conditions de
croissance de la plante peuvent jouer un réle important dans la formation de métabolites secondaires
(Islam et al., 2003).

11.3. Evaluation de P’activité antioxydant

Dans notre étude, nous nous sommes concentrés sur l'activité antioxydant in vitro desextraits
méthanoliques de Ceratonia seliqua. Cette activité a été évaluée par le test au DPPH, celui- ci est
souvent utilisé pour la rapidité des résultats, et le test de la chélation des ions métalliques du fer.

11.3.1. Activité antiradicalaire (DPPH)

Les profils de I’activité antiradicalaire des extraits méthanoliques des feuilles et des fruits de
Ceratonia seliqua et celle de 1’acide ascorbique (antioxydant de référence) ont été testés par la méthode
du DPPH a I’aide d’un spectrophotométre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par
son passage de la couleur violette (DPPHe) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517 nm. Les

résultats obtenus sont présentés dans la figure 17.
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Figure 17 : Pouvoir réducteur DPPH des deux extrait et de standard exprimé en pourcentage. Les

moyennes suivies d’une lettre différente sont significativement différentes (p>0,05).

Selon les résultats obtenus dans cette étude, il est indiqué clairement que 1’extrait des feuilles
de la plante testée possede une forte activité antiradicalaire par rapport a I'extrait des fruits avec une
différence significative (p>0,05) ce qui est compatibles avec ses teneurs les plus élevéesen
composés phéenoligues et en flavonoides.

D’aprés la figure 17, nous remarquons que les pourcentages d’inhibition augmentent au fur
et a mesure que la concentration des deux extraits et du standard augmente. Les pourcentages
d’inhibition du radical DPPH des deux extraits de la plante étudi¢e varient entre 39,361+2,086 et
93,987+0,176 pour les feuilles, et 12,303+2,675 et 33,909+0,384 pour les fruits. En revanche, nous
n’observons aucune différence significative (p<0,05) entre les pourcentages d’inhibition de 1’extrait
des feuilles et du standard (acide ascorbique) a partir de la concentration 100ug/ml. En effet, I’extrait
des feuilles donne un effet antioxydant tres important similaires a 1’acide ascorbique.

> Détermination de I’ICso
Les valeurs d’ICsp trouvées pour les extraits étudiés ainsi que le standard sont représentées dans le
tableau IV.
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Tableau IV : ICso du standard et des extraits des feuilles et fruit de Ceratonia seliqua de 1’activité

antiradicalaire DPPH.

Echantillons I1Cso (ng/ml)

Extrait des feuilles 28,87+1,16
Extraits de fruit 1073,45+128,61

Acide ascorbique 26,95+0,90

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus montrent que ’effet scavenger du radical
DPPH le plus fort est obtenu avec 1’extrait des feuilles (ICs50=28,87+1,16 pg/ml). Par contre, 1’extrait
des fruits a présenté 1’effet scavenger le plus faible (ICso= 1073,45£128,61 pg/ml). En comparaison
avec I’antioxydant standard (1’acide ascorbique) qui a démontré un ICso de 26,95+0,90 pg/ml, nous
constatons que I’extrait des feuilles possede une activité antioxydant similaire au standard
contrairement & I’extrait des fruits.

L’¢tude d’Anis et al. (2012)a montré que les feuilles de Ceratonia seliqua ont un effet
scavenger des radicaux libres DPPH (1Cso) de 41.01, 1.80 et 8.65 pg/ml en utilisant dicloromethane,
acétate d’éthyl et I’eau comme solvants d’extraction respectivement. L’étude menée par Custodio et
al. (2009) sur six variétés portugaises femelles de Ceratonia seliqua a montré que 1’'ICso de 1’extrait
des feuilles était varié entre 94.6 et 273.2 pg/ml.

Selon Ydjedd et al. (2017) I’'ICso de I’extrait de fruit était 992,04 et 795,32 pg/ml dont les
solvants d’extraction étaient 1’acétate d’éthyle et I’acétone respectivement. Une autre étude a montré
des activités radicalaires de 1’ordre de 165,08 et 1618,70 pg/ml pour les extraits par acétate d’éthyle
et éther diéthylique (Gregoriou et al. 2021).

Ces résultats montrent que 1’activité antiradicalaire vis-a-vis de radical DPPH" est influencée
par le choix de solvant d’extraction et elle est corrélée avec le taux des polyphénols et des flavonoides
dans les extraits des plantes (Mariod et al., 2009 ; Locatelli et al., 2010). Lespolyphénols semblent
étre des donateurs efficaces d'hydrogene au radical DPPH, en raison de leur structure chimique idéale
(Turkmen et al., 2007). La forte activité antioxydant des feuilles de Ceratonia seliqua serait donc liée
a leur forte teneur en phénols totaux et en flavonoides par rapport au fruit. La capacité de piégeage
du DPPH des extraits végétaux augmente lorsque le niveau des groupements OH- présents dans les
cycles aromatiques augmente (Shahwar et Raza, 2012). Cependant, d'autres composés non

phénoliques présents dans les extraits peuvent avoir un effet antioxydant (Gongalves et al., 2013).
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11.3.2. Pouvoir réducteur du Fer
Les résultats du pouvoir réducteur du fer des deux extraits de Ceratonia seliqua et du standard sont

présentés dans la figure 18.
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Figure 18 : Pouvoir réducteur du Fer des deux extraits et du standard.

D’aprés les résultats représentés dans la figurel8, nous constatons que la capacité de réduire

les ions Fe®*par les deux extraits étudiés est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des
échantillons. La capacité réductrice de I’extrait des feuilles varie entre 0,096+0,011 et 0,935+0,061par
contre celle de I’extrait de fruit varie entre 0,0036+0,00057 et 0,304+0,02. L’analyse statistique de
pouvoir réducteur de Fer des deux extraits révele une différence significative (p>0,05) en faveur de
I’extrait des feuilles.
En effet, la capacité de I’extrait des feuilles a réduire le fer est proche de celle de I’acide ascorbique
qui a présenté des valeurs entre 0,070,035 et 0,865+0,006 avec une réduction maximale obtenue a
la concentration 200 pg/ml. A cette concentration, ’extrait des feuilles a présenté une activité
supérieure a celle de 1’acide ascorbique.

La chélation des métaux de transition présente I'une des principales stratégies utilisées pour
étudier I'activité antioxydant des extraits de plantes (Mathew et Abraham, 2006). Les ions de métaux
de transition jouent un role essentiel dans le processus d'oxydation via la réaction de Fenton
(Hinneburg et al., 2006).

Notre résultat montre qu’il existe une bonne corrélation entre le pouvoir réducteur des extraits

de Ceratonia seliqua et leurs teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides. Les feuilles
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présentent le pouvoir réducteur le plus élevé par rapport au fruit, cela est due vraisemblablement a
leur teneur élevée en polyphénols totaux et en flavonoides. Le pouvoir antioxydant des composeés
phénoliques est di a leur potentiel redox élevé, qui permet d'interagir en tant que donneurs
d'hydrogene, réducteurs et extincteurs d'oxygéne singulet (*0,) (Loizzo et al., 2009). La structure des
composés phénoliques est également impliquée dans leur activité antioxydant. En effet, la présence
de groupements hydroxyles dans les cycles aromatiques des flavonoides en position 3°, 4’ et 5’
augmente leur pouvoir antioxydant. De plus, les composés phénoliques avec deux groupements
hydroxyle adjacents peuvent participer au processus de chélation des ions de métaux de transition tels

que le fer et le cuivre (Miguel et al., 2010).

11.4. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
Dans notre étude I’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits méthanoliques de Ceratonia
seliqua a été évaluée par deux méthodes ; un test d’inhibition de la dénaturation thermique du BSA

et un test de stabilisation membranaire de globules rouges humains.

11.4.1.Effet sur la dénaturation protéique

Pour évaluer la propriété anti-inflammatoire de nos extraits a différentes concentrations, nous
avons réalisé in vitro un test d’inhibition de la dénaturation thermique du BSA. Les résultats obtenus
(Figurel9) ont été ensuite comparé a ceux obtenus dans les mémes conditions pour I’anti

inflammatoire commerciale le diclofenac sodium.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique des deux extraits comparé au
standard.
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Les résultats de cette figure révelent que les deux extraits testés, ont protégé la BSA contre
la dénaturation induite. Les pourcentages de cette protection ont été augmentés avec des
concentrations croissantes et de maniere dépendante de celles-ci.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation par I’extrait de feuilles est supérieur
comparativement a I’extrait de fruit et proche a celle de I’anti-inflammatoire de référence
(diclofenac).

A la concentration 100 pg/ml, I’extrait de feuilles inhibe la dénaturation du BSA de maniére

similaire au diclofenac a la concentration 50 pg/ml avec aucune différence significative (p<0,05).

> Détermination de I’ICso
Les valeurs d’ICso trouvées pour les extraits étudiés ainsi que le standard sont représentées
dans le tableau V.

Tableau V : I1Cso du standard et des extraits des feuilles et fruit de Ceratonia seliqua de la dénaturation

protéique.
Echantillons 1Cs0 (g/ml)
Extrait des feuilles 102,01+2,66
Extraits de fruit 368,3+6,86
Diclofenac 54, 59+1 45

D’apreés les résultats de tableau ci-dessus, 1’effet inhibiteur de la dénaturation de BSA le plus
fort a été obtenu avec ’extrait brut des feuilles qui a révélé une valeur ICso de 102,01+2,66 pg/mi
(presquele double du standard utilisé). Par contre I’extrait de fruit a présenté I’effet le plus faible avec
une valeur ICso de 368,3+6,86 pg/ml. Alors les deux extraits sont moins actifs par rapport au
médicament de référence ; le diclofenac (54,59+1,45 pg/ml).

La dénaturation des protéines a été provoquée par I’application d’un stress externe : un
composé comme un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant organique ou
avec la chaleur. C’est un processus dans lequel les protéines perdent leurs structures tertiaires et
secondaires ainsi que leurs fonctions biologiques (Sivaraj et al., 2017). La dénaturation des protéines
est l'une des causes de l'inflammation. La production d'auto-antigénes dans les maladies
inflammatoires peut étre due a la dénaturation in vivo des protéines. Le mécanisme de dénaturation
implique éventuellement une altération des liaisons électrostatiques, hydrogene, hydrophobes et
disulfure (Kar et al., 2012).
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D’aprés nos résultats, nous constatons que les deux extraits bruts (feuilles et fruit) de
Ceratonia seliqua étaient capables de controler la dénaturation des protéines et donc d’inhiber la
production d’auto- antigenes. L'activité inhibitrice de la dénaturation de la BSA peut étre attribuée a
la présence de différents composés bioactifs tels que les flavonoides dans les extraits. On peut

conclure que les extraits bruts possedent un effet anti-inflammatoire.

I1.3.2.2. Stabilisation de la membrane des globules rouges

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire des extraits brut des feuilles et fruit de Ceratonia
seliqua, un test de stabilisation membranaire de globules rouges humains a été realisé. Ce test consiste
a incuber une suspension de globules rouges humains, traitée avec une solution hypotonique associée
a une température élevée, avec les extraits ou les molécules de références (diclofenac comme anti-

inflammatoire). Les résultats sont représentés dans la figure 20.
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Figure 20 : Pourcentage de la stabilisation de la membrane des globules rouges traités par 1’extrait

brut des feuilles et fruit de Ceratonia seliqua et diclofenac.

Les résultats obtenus montrent que les deux extraits de la plante étudiée présentent une
réduction de I’hémolyse des globules rouges, avec un effet concentration dépendant.

Les deux extraits testés ont assures aux globules rouges humains une protection contre
I’hémolyse hypotonique qui était inférieure a celle de la molécule de référence (diclofenac). L’activité
inhibitrice de I’extrait de fruit (de 5,57+0,89 a 35,44+0,56) est plus faible par rapport a I’activité de
I’extrait de feuilles (de 19,19+0,99 a 62,38+0,71).Les deux extraits présente une différence

significative (p>0,05).
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» Determination de I’ICso
Les valeurs d’ICso trouvées pour les extraits étudiés ainsi que le standard sont représentées

dans|e tableau V1.
Tableau VI : ICso du standard et des extraits des feuilles et fruit de Ceratonia seliqua de stabilisation

de la membrane des globules rouges.

Echantillons 1Cs0 (pg/ml)
Extrait des feuilles 130,16+3,20
Extraits de fruit 798,74+8,60
Diclofenac 37,22+1,56

Le tableau montre que 1’extrait de fruit présente la plus grand ICso (798,74+8,60 pg/ml) donc
il révele la plus faible activité anti-hémolytique par rapport a celle de feuilles qui indigue une 1Cso
égale a 130,16+3,20 pg/ml et assure une protection importante mais qui reste inférieure a I’activité
de diclofenac (37,22+1,56 pg/ml).

La stabilisation membranaire a été utilisée comme méthode pour étudier l'activité anti-
inflammatoire in vitro car la membrane érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomale et sa
stabilisation implique que I'extrait peut bien stabiliser les membranes lysosomales. La stabilisation
des lysosomes est importante pour limiter la réponse inflammatoire en empéchant la libération des
constituants lysosomal des neutrophiles activés, tels que les enzymes bactériennes et les protéases, ce
qui provoque une inflammation et des dommages tissulaires supplémentaires lors de la libération
extracellulaire (Leelaprakash et Dass, 2011).

D’apres les résultats de notre expérimentation 1’extrait des feuilles présente une stabilisation
de la membrane érythrocytaire plus importante que 1’extrait de fruit. Cette activité peut étre due a la

forte présence des polyphénols et flavonoides qui ont des propriétés anti-inflammatoires.
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Les thérapies médicinales traditionnelles ont été pratiquées pendant des siécles. Au cours des
derniéres décennies, de nombreux efforts ont donc été consacrés a I'utilisation de différentes espéces
végétales en raison de leurs activités pharmacologiques puissantes. Une grande partie de I'effet
thérapeutique des plantes médicinales a été attribuée aux métabolites secondaires des plantes tels que
les polyphénols qui ont démontré des actions antioxydantes anti-inflammatoires. ..etc. L’objectif de
notre travail était I’étude phytochimique et I’évaluation de I’activité antioxydant et anti-
inflammatoire in vitro des extraits bruts de deux parties aériennes (feuilles et fruit) de la plante
Ceratonia seliqua.

L’extraction des composés phénoliques des deux parties de la plante par macération a fourni
des rendements variables. Le taux le plus élevé a été enregistré avec I'extrait de fruit avec une valeur
de 40,04%.

D’aprés I’étude phytochimique, nous constatons que les feuilles étaient les plus riches en
composés phénoliques totaux et en flavonoides avec des valeurs de 141,688 + 7,396 mg EAG/g EB
et 48,122 + 1,873 mg EQ/g EB respectivement, par rapport au fruit qui a présenté des teneurs plus
faibles de I’ordre de 45,597 + 2,203 mg EAG/g EB et 12,46 + 2,235 mg EQ/gEB respectivement.

L’activité antioxydante des deux extraits testés a est évaluée par deux techniques ; I’activité
antiradicalaire au DPPH et le pouvoir réducteur du Fer. L’activité antioxydant varie selon I’extrait
méthanolique testé et les extraits exercent une activité dose- dépendante. Pour les deux tests, les
résultats ont révélé que les feuilles présentent 1’activité la plus élevée par rapport au fruit.

Concernant ’activité anti-inflammatoire in vitro, elle a été évaluée par deux méthodes la
premiére est de I’inhibition de la dénaturation du BSA et la deuxiéme par la stabilisation des
membranes des globules rouge humaines. Ces tests ont montrés aussi que 1’extrait brut des feuilles
ont présenté une activité anti-inflammatoire puissante vis-a-vis la dénaturation des protéines (BSA),
et uneffet protecteur contre I’hémolyse de membrane des globules rouges important par rapport a
I’extrait de fruit qui était moins actif.

D’apres nos résultats, nous pouvons conclure qu’il y a une corrélation positive entre la teneur
en polyphénols et flavonoides totaux et 1’activité antioxydante et anti-inflammatoire des deux
extraits. Les resultats obtenus constituent une justification scientifique de 1’usage traditionnel de
Ceratonia seliqua.

Des études complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires
et cellulaires de ces effets antioxydants et anti-inflammatoires. Ces études doivent étre aussi orientées
vers la détermination des composés actifs dans les extraits de Ceratonia seliqua responsables de ces
effets.
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Théme

Composition phytochimique et activités antioxydante et anti-inflammatoire in vitro des
extraits phénoliques de Ceratonia seliqua

Résumé

Notre travail vise a faire une étude phytochimique et évaluation de I’activité antioxydante et anti-
inflammatoire in vitro des extraits bruts de deux parties (feuilles et fruit) de Ceratonia seliqua. L’étape
d’extraction des polyphénols a été suivie par le dosage des polyphénols et des flavonoides. L’activité
antioxydante a été évaluée en utilisant le test du DPPH et le pouvoir réducteur du Fer. Les tests de la
dénaturation de protéines (BSA) et la stabilisation de la membrane des globules rouges ont été choisis pour
I’étude de ’activité anti-inflammatoire. Les dosages phytochimiques ont montré que I’extrait des feuilles est
plus riche en polyphénols et flavonoides (141,688 + 7,396 mg EAG/g EB et 48,122 + 1,873 mg EQ/g EB
respectivement) par rapport a celui de fruit (45,597 + 2,203 mg EAG/gEB et 12,46 + 2,235mg EQ/g EB
respectivement). L’activité antiradicalaire au DPPH et le pouvoir réducteur du Fer ont révélé que I’extrait
méthanolique des feuilles présente I’activité antioxydante la plus élevée par rapport au fruit. Pour 1’activité
anti-inflammatoire, les résultats ont montrés aussi que I’extrait brut des feuilles présente une activité
puissante vis-a-vis de la dénaturation des protéines (BSA), et a un effet protecteur contre I’hémolyse de la
membrane des globules rouges important par rapport a I’extrait de fruit qui était moins actif.

Mots clés : Ceratonia seliqua, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, polyphénols.
Abstract

Our work aims to make a phytochemical study and to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory
activities in vitro of the crude extracts of two parts (leaves and fruit) of Ceratonia seliqua. The polyphenols
extraction step was followed by the determination of polyphenol and flavonoid contents. The antioxidant
activity was evaluated using the DPPH test and the ferric reducing power. Protein denaturation (BSA) and
red blood cell membrane stabilization assays were chosen for the anti-inflammatory activity. Phytochemical
assays showed that leaves extract is richer in polyphenols and flavonoids (141.688+7.396 mg EAG/g EB and
48.122+1.873 mg EQ/g EB respectively) compared to fruit (45.597+2.203 mg EAG/gEB and
12.46+2.235mg EQ/g EB respectively). The DPPH antiradical activity and the ferric reducing power reveal
that the methanol extract of the leaves has the highest antioxidant activity compared to the fruit. For the anti-
inflammatory activity, the results also showed that the crude extract of the leaves has a powerful activity
against denaturation of proteins (BSA), and has an important protective effect against membrane hemolysis
of red blood cells important compared to fruit extract, which is less active.

Key words: Ceratonia seliqua, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, polyphenols.
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