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Résumé

Les méthodes d’extraction sont parmi les problémes majeurs du secteur des additifs alimentaires.
L’additif alimentaire E410 ou la gomme de caroube est un additif alimentaire extrait des graines de
caroube et largement utilisé dans différents domaines industriels. Ainsi, la valorisation des graines de
caroube objectif de ce travail de theése a porté essentiellement sur 1’élaboration d’un nouveau procédé
de décorticage des graines de caroube et sur leur prétraitement pour I’extraction de la gomme de caroube.
La nouveauté du procédé élaboré repose sur une réaction d’hydrolyse enzymatique des graines entiéres
et broyées par les enzymes cellulases. L’étude du prétraitement par hydrolyse enzymatique du substrat
des graines de caroube a été réalisée en utilisant la méthodologie des plans d’expériences par un modele
de surface de réponse. Effectivement, la méthode de décorticage des graines de caroube entieres a permis
d’obtenir les trois parties de la graine de caroube avec une qualité et une quantité supérieure. Par ailleurs,
les téguments des graines de caroube ont été soumis a un screening phytochimique visant a identifier
les métabolites secondaires. Les différents extraits obtenus par macération du tégument ont révéle la
richesse de ce dernier en différentes molécules bioactives dont les polyphénols, les flavonoides, les
alcaloides et les tanins. En outre, quatre techniques ont été utilisées pour I’évaluation de I’activité
antioxydante dont la méthode de DPPH, FRAP, PM et -caroténe. Ces différentes méthodes ont révélé
gue le tégument des graines de caroube exerce un fort pouvoir antioxydant lié essentiellement a sa haute
teneur en différentes familles chimiques a effet médicinal et thérapeutique intéressants. Les tests de
I’activité antibactérienne du tégument des graines de caroube ont aussi révélé une bonne activité
antibactérienne sur les souches Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa par
contre la souche Escherichia coli a montré une forte résistante.

En paralléle, une étude phytochimique plus approfondie a porté sur I’identification, la séparation et
I’isolement des différentes molécules et fractions composant le tégument des graines de caroube. De ce
fait, nous avons utilisé des techniques d’identification et de séparation chromatographique comme la
chromatographie sur couche mince et sur colonne de gel de silice. La chromatographie liquide a haute
performance a été aussi utilisée afin de déterminer la composition de certaines fractions.

Les extraits du tégument des graines de caroube ont aussi amélioré les fonctions cognitives des souris
suggérant ainsi un effet anxiolytique et antidépressif. Cet effet a été évalué par différents tests
comportementaux a savoir les tests de labyrinthe en Y, de labyrinthe en croix surélevé ainsi que par le
test de nage forcée et le test en champ ouvert. De plus, les extraits du tégument ont aussi amélioré les
dysfonctionnements cognitifs liés a la démence de la schizophrénie confirmée par les différents tests
comportementaux et les tests des enzymes antioxydantes (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase
et la malondialdéhyde) des souris sujettes des symptémes de la schizophrénie induite par la méthionine.
Mots clés : Ceratonia siliqua L., graines, procédé d’extraction, hydrolyse enzymatique, gomme de

caroube, screening phytochimique, maladies neuropsychiatriques.



Abstract

The extraction methods are among the major encountered problems of food additives sector.
The E-410 or Locust bean gum is a food additive extracted from carob seeds and extensively
used in several industrial fields. Thus, the valorization of carob seeds was initially centered
around the elaboration of a new process of dehulling the carob seeds and extracting the carob
gum or the food additive E-410. The novel process is based on an enzymatic hydrolysis reaction
of the Whole and milled seeds by the cellulase enzymes. The study of pretreatment by
enzymatic hydrolysis method of carob seeds substrate was carried out using the methodology
of experimental designs by a response surface model. As a result, the dehulling method were
efficient to obtain the three parts of the carob seed with a higher quality and quantity.
Separately, the phytochemical profile of carob seeds peels was elaborated and revealed the
richness of this compound in different bioactive molecules including polyphenols, flavonoids,
alkaloids and tannins. Moreover, multiple techniques were used for the evaluation of the
antioxidant activity including the method of DPPH, Frap, PM and B-carotene. These different
methods have revealed that the peels of carob seeds exert a strong antioxidant activity related
essentially to the high content in different chemical families with interesting medicinal and
therapeutic effects. The analysis of the antibacterial activity of the carob seeds peels also
revealed a good antibacterial activity on Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa strains, while the Escherichia coli strain was very resistant.
Furthermore, a phytochemical study involving the identification, separation and isolation of
different molecules and fractions from carob seeds peels was also investigated. Thus,
chromatographic techniques such as thin layer and column chromatography were used.
Consequently, the determination and identification of these isolated compounds were analyzed
using High performance liquid chromatography.

Extracts of the peels of carob seeds improved the short- term memory, anxiety, and depression
disorders. This effect was evaluated by various behavioral tests, including the Y-maze, elevated
plus-maze tests as well as the forced swimming test, and open field test. In addition, the peel
extracts also improved the symptoms related to the dementia of schizophrenia confirmed by
behavioral tests, and the tests of antioxidant enzymes (superoxide dismutase, glutathione

peroxidase, and malondialdehyde) of the mice-methionine models of Schizophrenia.

Keywords: Ceratonia siliqua L., carob seed, extraction procedure, enzymatic hydrolysis, carob gum,

phytochemical profile, neuropsychiatric disorders.



Liste des abréviations

AA : Acide ascorbique GC-MS: Chromatographie en phase

ABTS: 2,2’-azinobis (3-ethylbenzothia- gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

zoline-6-sulfonic acid)

Ac : Acide

Acet : Acétone

ADN : Acide désoxyribonucléique
AG : Acide gallique

BHT : Hydroxytoluene butylé

CAT : Catalase

DMSO : Diméthylsulfoxyde

DPPH : 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl
DSc: Degré de substitution en galactose
EAG : Equivalent acide gallique
ECAT : Equivalent catéchol

ERO : Espéces réactives de I'oxygéne
EtOAcC : Acétate d’éthyle

EtOH : Ethanol

FeCls: Chlorure de fer (I11)

Frap: Ferric reducing antioxidant potential

FST: Forced swimming test

FT : Flavonoides totaux

FTIR:  Spectroscopie Infrarouge
Transformée de Fourrier

GC : Gomme de caroube

GPx : Glutathion peroxydase
H2SO4: Acide sulfurique
HCI : Acide chlorhydrique
HE : Hydrolyse enzymatique

HPLC : Chromatographie liquide a haute

performance

kDa : Kilodalton

LBG: Locust bean gum

M/G : Mannose/Galactose

MDA : Malondialdéehyde

MeOH : Méthanol

MS : Spectrométrie de masse

NaOH : Hydroxyde de sodium

PM : Phosphomolybdéne

PT : Polyphénols totaux

Qe : Quercétine

RMN : Résonance magnétique nucléaire
SOD: Superoxyde dismutase

TAC: Total antioxidant capacity

TC : Tanins condensés

TGC : Tégument de graines de caroube

UFC : Unité formant colonie
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En industrie agroalimentaire, pharmaceutique, cosmétique, textile, papier, etc., tous les produits
de la filiére de caroubier trouvent leurs utilités. Selon plusieurs études, le caroubier a été utilisé
depuis 1’antiquité non seulement en raison de sa qualité nutritive mais aussi pour ses vertus
médicinales. Ainsi, en ethnopharmacologie, les décoctions et les infusions des différentes
parties de la caroube (gousses, feuilles, écorces) ont eté utilisées pour remédier aux differents
troubles du systéme digestif et aussi comme antidiabétique et antidiarrhéique [1]-[3]. Par
ailleurs, depuis les années 80, ces différentes activités ont été testées in vitro et in vivo et ont
confirmé la capacité des différentes parties du caroubier anti-inflammatoire, antioxydante,
antidiabétique, antidiarrhéique, antibactérienne, antifongique ainsi qu’anticancer [4]—[8].

Bien que les feuilles, les écorces et les racines du caroubier soient trés étudiés pour leurs
richesses en métabolites secondaires et leurs propriétés pharmaceutiques et médicinales, le fruit
(gousses et graines) trouve une importance plus particuliére. En effet, la farine de la caroube (la
poudre de la caroube sans graine) et la gomme de la caroube (une poudre blanche a jaunatre
extraite des graines de caroube) sont les plus commercialisées du caroubier et font sujet de
transactions économiques trés importantes. Prenant comme exemple impressionnant la gomme
de caroube qui constitue un additif alimentaire, codé sous E410, agent texturant, gélifiant et
stabilisant faisant partie des ingrédients d’une large gamme de produits de tous les domaines.
Le marché mondial de cet additif (E410), est évalué & 103 millions de dollars américains en
2020, et devrait atteindre 121,9 millions de dollars américains d'ici la fin de ’année 2026.

Dans I’ensemble, le présent travail est centré particulierement autour de la valorisation des
graines de caroube. Cette partie de la caroube est composée du tégument, de I'endosperme, qui
est la source de la gomme de caroube, et du germe. Toutefois, considérant 1’impact
environnemental, économique et énergétique des méthodes d’extraction des différentes parties
de la graine, un intérét particulier a été porté aux procédés d’extractions. Jusqu’a présent, les
méthodes utilisees pour le décorticage des graines de caroube et I’extraction de la gomme sont
soit la méthode chimique utilisant 1’acide sulfurique ou bien la méthode thermale reposant sur
le trempage des graines dans I’eau bouillante. Ces méthodes bien qu’elles soient simples a
appliquer et donnent un rendement élevé, leurs utilisations présentent différents problémes
environnementaux et consomment de 1’énergie et du temps. De ce fait, et vu les exigences
actuelles en termes d’importance du respect de I’environnement, le présent travail vise la mise
au point d’un nouveau procédé de décorticage des graines de caroube en utilisant des produits
biologiques sains et écologiques, afin de récupérer toutes les parties de la graine et surtout la
gomme de caroube avec une qualité et un rendement élevé. Ce procédé innovant dépend

essentiellement des différentes conditions de traitement des graines de caroube ainsi que du
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substrat utilisé (les graines broyées ou en entier) car suivant la nature des graines le procéde a
été optimisé. En effet, le traitement par hydrolyse enzymatique a permis d’atteindre 1’objectif
visé et tous les constituants de la graine ont été récupérés avec une qualité élevée et un
rendement supérieur en comparaison avec les gommes obtenues par les procédeés classiques. La
réalisation du prétraitement des graines de caroube est passée par des optimisations réalisées
par la méthodologie des plans d’expériences par surface de réponse avec un plan composite
contré. De plus I’endosperme, le tégument et le germe ont été aussi récupérés suivant la méme
méthode d’hydrolyse enzymatique. Par conséquent, 1’¢laboration du profil phytochimique et
I’analyse de I’activité antioxydante de ces deux parties ont été effectués. Les travaux réalisés
sur le tégument en particulier sont peu nombreux. De ce fait, une investigation phytochimique
de ce composant a été faite pour une meilleure valorisation. Effectivement, le tégument s’est
révelé tres riche en polyphénols et exerce une activité antioxydante assez puissante. De ce fait,
il a été suggeré comme alternative pour réduire les dommages oxydatifs liés aux maladies
neuropsychiatriques. Dans ce travail, nous I’avons spécifiquement testé sur les symptomes

négatifs liés a I’anxiété, la dépression et la schizophrénie.

Ce manuscrit est divisé en quatre chapitres :

Dans le premier chapitre, une synthese bibliographique sera présentée discernant la filiere du
caroubier. L’importance et le rle de chaque composant du caroubier seront présentés. La
premiére partie de ce chapitre sera consacrée a la description des différentes familles
recherchées des métabolites secondaires de la caroube ainsi que leurs propriétés chimiques et

médicinales.

Dans le deuxiéme chapitre, nous ferons une présentation du procédé inventé pour 1’extraction
de la gomme de caroube par hydrolyse enzymatique des graines de caroube en entier et de
décorticage des graines de caroube broyées. De plus, les étapes suivies pour I’application de ce
procedé avec un apercu de la méthodologie des plans d’expériences et des méthodes classiques
déja reportées d’extraction de la gomme de caroube ont été bien élucidés dans cette partie. Les
deux procédés de décorticage des graines de caroube et d’extraction de la gomme de caroube
ont fait I’objet d’un brevet national (MA 41080 Al) et d’un brevet international (WO
2019/059751 Al).

Le profil phytochimique et les méthodes d’évaluation de 1’activité antioxydante du tégument et

du germe seront reportés dans le troisieme chapitre. L’analyse de 1’activité antibactérienne des
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extraits du tégument sera aussi reportée dans ce chapitre. En outre, différents extraits du
tégument des graines de caroube ont été soumis a des séparations par colonne de gel de silice
afin d’isoler et d’identifier les composés bioactifs caractérisant cette partie de caroube. Ainsi

différentes techniques, étapes d’extraction et de séparation seront présentées.

Le dernier chapitre reportera la valorisation médicinale du tégument comme étant un
antioxydant naturel efficace pour prévenir ou remeédier aux différents symptémes liés aux

maladies neuropsychiatriques et en particulier aux troubles d’humeur et a la schizophrenie.
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I. Présentation du Caroubier

1. Etymologie

Le nom scientifique du caroubier (Ceratonia siliqua L.) dérive du grec keras signifiant corne et
du latin siliqua, se référant a la dureté et la forme des gousses [7]. Le nom commun provient de
I’ Arabe al-kharroube duquel dérivent algarrobo ou garrofero en espagnol, carrubo en italien,
caroubier en francais, karubenbaum en allemand, alfarrobeira en portugais, charaoupi en grec,
charnup en turc et garrofer ou garrover en catalan. Différents noms sont utilisés dans
différentes régions d’Italie : ascenedda, carrua, carrubbi, carrubbio, carrubo, Garrubaro et
Garrubbo. En Asie, les noms suivants sont utilisés : chiao-tou-shu (Chine), gelenggang
(Malaisie) et chum het tai (Thailande). La caroube est également connue sous le nom de pain
Saint-Jean ou de caroube en référence a I’utilisation présumée de ses « sauterelles » par Saint

Jean-Baptiste aussi carouge ou figuier de I’Egypte [9]
2. Taxonomie

Tableau 1: Taxonomie du Caroubier Ceratonia siliqua L

Regne : Plantae

Embranchement : spermatophytes (angiospermes)
Classe : dicotylédones

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Genre : Ceratonia

Espéce : Ceratonia siliqua

La famille Leguminoseae est une des plus grandes familles des plantes a feuilles incluant plus
que 18000 espéces et 650 genres [10]. En effet, le genre Ceratonia appartient a la famille
Leguminoseae = Fabaceae de I'ordre des Fabales (Rosales) dont le caroubier est généralement

placé dans la tribu Cassieae et possede un nombre total de chromosomes de 2n = 48 [11].
3. Description botanique

Le caroubier pousse comme un arbuste a feuilles persistantes ou sclérophylle d’une hauteur de
12 m, avec une large couronne semi-sphérique et un tronc épais avec écorce rugueuse brun et
des branches solides (Figure 1). Les feuilles ont une longueur de 10 a 20 cm, alternes, pennees,

avec ou sans feuillet terminal. Les folioles mesurent 3 a 7 cm de long, sont ovales a elliptiques,
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en 4 a 10 paires opposées, coriaces, vert foncé et luisant au-dessus, vert pale en dessous et

finement veinées avec des marges Iégerement ondulées et de minuscules stipules [7,12].

Figure 1: L arbre du caroubier (Ceratonia siliqua L.)

Les fleurs sont verdatres, de petite taille (6 a 16 mm de longueur), spiralées et réunies en un
grand nombre pour former des grappes droites et axillaires plus courtes que les feuilles a
I’aisselle desquelles sont développées (Figure 2) [7]. Les fleurs femelles sont constituées d’un
pistil court et recourbé avec un petit ovaire (5 a 7 mm) bi carpelle. Les stigmates sont bilobés
et couvertes par des papilles. A la base, le disque nectarifére est entouré de 5 a 6 sépales
rudimentaires. Par contre, la corolle est absente et les fleurs males portent 5 étamines, a filets
allongé [13].
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Le fruit du caroubier « caroube ou gousse » est de grande taille 10 a 30 cm de longueur et 2 a
3,5 cm de largeur, nécessitant de 9 a 10 mois pour atteindre la maturité. 1l est vert puis brun
avant maturité et au moment de la maturité, brun foncé a noir. 1l est une gousse indéhiscente et

sinueux sur les bords, aplati, droit ou arque [14].

a/ A

Figure 2 : Représentation photographique des différentes parties de Ceratonia siliqua
L. (A) les feuilles, (B) les fleurs femelles, (C) le fruit du caroubier avant maturite et (D)
le fruit du caroubier aprés maturité

La gousse est séparée a I’intérieur par des cloisons pulpeuses et renferme 12 & 16 graines brunes
dont la longueur et la largeur sont respectivement de 8 a 10 mm et de 7 a 8 mm avec une

épaisseur de 3 a5 mm [7,15].
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4. Distribution géographique

Originaire du Moyen-Orient, le caroubier est aujourd’hui répandu dans tout le bassin
méditerranéen. On le rencontre a 1’état sauvage au Maroc, en Turquie, Chypre, Syrie, Liban,
Palestine, Sud de Jordanie, Egypte, Tunisie et en Libye (Figure 3). Cependant, la répartition des
especes sclérophylles a feuilles persistantes comme Ceratonia siligua dans les pays
méditerranéens est contrdlée par le stress du froid hivernal [16]. Dans les années cinquante, le
caroubier a été introduit dans de nombreux autres pays a climats chauds et semi-arides,
principalement aux Etats-Unis (Floride et Californie), I'Australie et I'Argentine, 1’Arizona, le
Chili, le Mexique et I’Afrique du Sud [7]. On le rencontre actuellement dans les zones allant

selon la surface cultivée ; Portugal, Italie, Maroc, Gréce, Turquie, et Algérie [17].

y Vo G
o ot 7
A @5’? T\%

Figure 3 : Répartition géographique du Caroubier dans le monde [7]

Au Maroc, il est localisé en association avec 1’olivier, le lentisque, le thuya ou I’arganier, dans
les plaines et les moyennes montagnes du Rif, du Moyen Atlas, du Haut Atlas et de I’ Anti-Atlas
[18]. Il se trouve confiné dans des bioclimats arides et semi-arides avec une extension de
certains peuplements au bioclimat subhumide. A 1I’exception des zones arides, le caroubier peut

étre rencontré jusqu’a des altitudes de 1600 métres [14].
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5. Production mondiale

Suivant I’Organisation des Nations Unies pour 1I’Alimentation et 1’Agriculture (FAO), la
superficie mondiale destinée a la récolte de la caroube de 1’année 2006 est estimée a environ
102 000 ha dont I’Espagne (44%) occupe la premicre position suivie du Maroc (13%) puis
I’Italie en troisiéme position en superficie (10%). En termes de production, le Maroc occupe la
troisiéme position aprés 1’Espagne et 1’Italie et la production mondiale est estimée a environ
200 000 tonnes soit 1,22 tonnes/ha. En 2014, le Portugal est le premier producteur mondial
occupant ainsi la premiére position suivie de I’Espagne, I’ Italie puis le Maroc en 4°™ position
avec une production mondiale estimée atteindre les 226 000 tonnes produite dans une superficie
de 80000 ha. Les plus récentes statistiques présentées par la FAO datent de 2017, la production
mondiale de caroube (pulpe) est estimée a 136 540 tonnes dont le Portugal (30,69%) est le

premier producteur mondial suivi de I’Italie (21,17%) puis du Maroc (16,10%) (Figure 4).
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Figure 4 : Meilleurs producteurs mondiaux de caroube entre [’année 2006 et 2014
selon (FOASTAT, 2017)

6. Production au Maroc

La production marocaine a connu une augmentation durant les 30 derniéres années et elle est
estimée a 22 700 tonnes en 2006 occupant ainsi la troisiéme position aprés 1’Espagne et I’Italie.
D’autres études ont confirmé que les meilleurs rendements en graines sont principalement
originaires du Maroc et confirment 1’occupation de la premiére position par le Maroc en
production des graines de caroube [19]. D’aprés les derniéres statistiques, la production a
diminué arrivant a 21 938 tonnes en 2017 (Figure 5). Bien que la filiére soit supposée connaitre
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une forte croissance de 10 a 20%, les pays concurrents ont tendance a connaitre un
ralentissement de 8 a 10%. D’ou la nécessité d’une mobilisation pour augmenter les surfaces
cultivées du caroubier, et surtout avec I’importance économique qui augmente de plus en plus
envers la richesse de cette filiere en sous-produits aux intéréts nutritifs et medicinaux trés

intéressants.

Evolution de la Production de la caroube au Maroc
23000
22500

22000 == =
21500

21000
20500
20000

PRODUCTION (TONNES)

19500
19000

18500
2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

ANNEE

Figure 5 : Evolution de la production de la caroube au Maroc entre 2006 et 2017 (FAOSTAT,
2019)

I1. Intérét et utilisation du caroubier

1. Les gousses

Le fruit du caroubier nommé la caroube ou la gousse est parmi les aliments utilisés par les
humains depuis I’antiquité pour son effet médicinal. Antidiarrhéique, antidiabétique, laxative,
hépatoprotective, etc., pour tous ces effets, la caroube a déja prouvé sa capacité a y remedier.
Les gousses sont composées principalement de la pulpe (90%), et les graines représentent les
10% restantes du poids (Figure 6). Toutefois, les gousses sont tres riches en carbohydrates,
protéines et peu de lipides. Actuellement, les gousses (dépourvues des graines) en raison de
leur richesse en sucres, font partie de nombreuses préparations alimentaires et sont
commercialisées sous forme de farine de caroube utilisée comme chocolat ou substitut de cacao.
L’avantage de cette farine c¢’est d’étre un ingrédient qui ne contient ni cafeine ni théobromine
[20].
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é‘-" ~ ‘_.ﬁ'_—dn )
Figure 6 : A : Fruit du caroubier : la caroube ou bien la gousse contenant les graines, B :
la pulpe de caroube, C : les graines de caroube

1.1. Composition de la pulpe

La composition chimique de la pulpe de caroube dépend des variétés, de I'origine et du moment
de la récolte [21]. Dans I’ensemble, les composés majoritaires de la pulpe sont les sucres (48-
56%), les fibres (27-50%), les polyphénols dont la majorité sont des tanins (16-20%), puis des
minéraux (K, Na, Fe, Mg, Cu et Zn) avec des faibles teneurs en protéines et lipides [20], [22]-
[25]. Cependant, une étude récente de (H. El Batal et al., 2016) [26] a montré la dépendance
géographique de la composition de la pulpe de caroube du Maroc. Par conséquent, la pulpe
provenant de la région d’Essaouira contient la teneur la plus élevée en sucres totaux par rapport
a larégion de Taza, Marrakech et Taroudant. Par contre, la région Al-Hoceima contient la plus
haute teneur en lipides et la région d’Agadir et Beni Mellal contiennent plus de polyphénols
que les autres régions. Certes, toutes les régions contiennent une teneur en protéines similaires
ainsi qu’elles sont tres riches en minéraux et plus précisément en Ca, P, K, Mg, Na et Mn avec
des traces de Fe, Cu et Zn. La composition minérale de la pulpe de caroube a été déja réalisée
par notre laboratoire en 2013 [27]. Cette étude a évalué non seulement la composition minérale
de la pulpe mais aussi des feuilles, des écorces et des téguments des graines de caroube. Les
résultats ont montré la richesse de la pulpe marocaine en Ca, K et Mg. Une étude antérieure

aussi a montré que les extraits de la pulpe sont trés riches, qualitativement et quantitativement
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en composés phénoliques dont le profil phenolique de ce composant est dominé par l'acide

coumarique et I’acide gallique [24].
1.2. Propriétés de la pulpe

La pulpe de caroube contient une teneur élevee en sucres solubles ainsi qu’en polyphénols
totaux surtout les tanins condensés. Par conséquent, plusieurs études ont reporté les propriétés
antioxydantes et révélé la puissante activité antioxydante de la pulpe de caroube. En effet, en
utilisant les méthodes de DPPH et ABTS, les extraits de la pulpe ont montré une puissante
capacité a inhiber les radicaux libres atteignant les 90% [28]. Ajoutant aussi, une activité
réductrice élevée prouvée par la méthode de réduction de Fer [29]. La richesse de la pulpe en
molécules bioactives tels que les polyphénols et les flavonoides engendre une forte capacité
antioxydante avec des effets biologiques et médicinaux intéressants. De ce fait, les extraits de
la pulpe de caroube exercent un effet préventif contre les dommages oxydatifs résultants la
destruction du foie et des reins en plus d’avoir un effet gastro-protectif contre 1’éthanol
induisant une ulcération gastrique [30-32]. Par ailleurs, la pulpe permet de réduire la
dyslipidémie et la résistance a I’insuline pour le diabéte type 2 en augmentant I'excrétion de
graisse fécale et en permettant d'augmenter I'efficacité de la signalisation de I'insuline [33].
Quant aux maladies neuropsychiatriques, en utilisant les tests de nage forcée et de suspension
caudale, les extraits de pulpe ont exerce un effet antidépresseur [34]. En outre, plusieurs études
ont montré que les extraits de la pulpe exercent en plus de 1’effet antioxydant, un effet anti-
inflammatoire, antimicrobien, antidiarrhéique, anti-constipation, et antiprolifératif contre le

carcinome hépatocellulaire [35-41].
1.3. Utilisation de la pulpe

La pulpe est principalement utilisée comme aliment pour animaux [42]. Certes, chez I’homme,
la pulpe de caroube a été proposée principalement comme substitut du cacao [43,44].
Actuellement, vu la richesse de la farine de la pulpe en nutriments et composés a hautes valeurs
ajoutées, on la trouve additionnée comme supplément dans plusieurs produits alimentaires a
base de céréales (pain, biscuits, snacks ou collations, pates, etc.) [45], dans les produits
diététiques [46], et aussi utilisée dans la production d'éthanol atteignant ainsi un rendement de
45% [47]. Et comme elle contient des teneurs élevées en sucre (saccharose, fructose et glucose),
la pulpe trouve son utilisation comme matiére premiere pour la production des sirops
[26,48,49].
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2. Les graines

Les graines de caroube sont considérées comme étant la partie la plus précieuse dans le fruit du
caroubier. Dans I’antiquité et vu leurs conformités, les graines de caroube ont été utilisées
comme unité de mesure des pierres précieuses appelée ainsi « Carat » de I’ Arabe (&/_£) pesant
environ 200 mg =1 Carat [7,50]. Toutefois, que ¢a soit en industries alimentaire, cosmétique,
pharmaceutique, textile, papier, les graines de caroube sont largement exploitées pour leur
endosperme. Ce dernier constitue la matiére de base de la production de la gomme de caroube
(GC) ou autrement appelée « Locust bean gum » connu ainsi comme additif alimentaire sous le
code « E410 ». En effet, grace aux différentes propriétés de ladite GC, celle-ci se trouve dans
divers produits alimentaires et industriels comme additif a effet gélifiant, épaississant, texturant
et stabilisant [51]. Des études antérieures ont été réalisées sur les graines entieres afin
d’identifier leur composition chimique ainsi que leurs propriétés biologiques et nutritionnelles.
Dans I’ensemble, les graines de caroube sont constituées essentiellement de 75% carbohydrates,
des fibres (7%), protéines 6%, cendres (3%), lipides (2%) et humidité (6%) en plus des
minéraux ( S, K, Ca, Fe, Zn, Mn, Cu, O, Na et Se) [52,53]. D’autre part, six glycosides de
flavonols acylés des graines de caroube ont été isolés pour la premiere fois par (Gohar et al.,
2009) [54], identifiés et testés pour leurs activités antioxydantes intéressantes. Les Six composés
caractérisés sont: 4 -p-hydroxybenzoylisorhamnetin-3-O-a-L-rhamnopyranoside nommé
(ceratoside) (5), kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranoside (afzelin) (3), quércetine-3-O-a-L-
arabinofuranoside (auriculain) (4), quércetine-3-O-a-L-rhamnopyranoside (6), p-sitostérol (1)

et B- sitosterol-3-O-B-D-glucoside (2) (Figure 7).

CHy

Iy 1z
Structure (3) Rhamnose H
Structure (4) Arabinose OH
Structure (6) Rhamnose OH

Structure (5)

Figure 7: Les flavonoides isolés des graines de caroube
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En plus le profil phénolique des graines a été déterminé indiquant la présence majoritaire de
I’acide coumarique suivie de ’acide gallique [36]. La plus récente étude sur les graines de
caroube a rapporté leur richesse en molécules bioactives : les polyphénols, flavonoides et

tannins condensés en plus d’une forte activité antioxydante et réductrice [55].

La Figure 8 décrit la composition de la graine de caroube avec ses différentes parties. En effet,
la graine est composée de trois parties : le tégument ou I’enveloppe, I’endosperme et le germe.
Le tégument couvrant I’endosperme constitue 30-33%, 1’endosperme occupe environ 42-46%
% et le germe 20-23% du poids total de la graine [56]. Toutefois, ces rendements dépendent
essentiellement des variétés et de 1’origine du caroubier et de la méthode utilisée pour

I’extraction.

Teguments

Endosperme

Germe

Figure 8 : Coupe transversale de la graine de caroube [56]

2.1. Le tégument

Le tégument de la graine de caroube (TGC) ou I’épisperme est une enveloppe en brun fonce,
coriace et dure, considérée comme une source naturelle de polyphénols [29] (Figure 9). Tres
peu d’études ont été réalisées sur le TGC du fait de I’utilisation répandue de la méthode
chimique pour I’extraction de la GC qui carbonise le tégument et qui est par la suite éliminé
avec un lavage excessif. Cependant, les études existantes sur le TGC emploient la méthode
thermale en utilisant I’eau bouillante. Cette partie de la graine renferme une teneur intéressante
en mineraux dont le Ca, Mg, Fe, Cu et Zn [27,57]. Une étude réalisée par (Albertos et al., 2015)
[58] a montré que les téguments des graines de caroube sont trés riches en fibres et en
polyphénols contribuant a un potentiel antioxydant important permettant son utilisation en tant
qu’un naturel additif contre I’oxydation des poissons hachés. Certes, 1’¢tude la plus détaillée a

été réalisée par (Patrick Aubin Dakia et al., 2017) [59] montrant ainsi la composition chimique
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des TGC dont la majorité sont des carbohydrates (93,29%) suivie de faibles teneurs en protéines
(3,71%), cendres (2,34%), lipides (0,54%) et de I’humidité (0,12%).

Figure 9 : A : Fraction du tégument aprés extraction avec [’eau bouillante, B : Fraction du
tégument apres séchage et broyage

Le TGC est connu par sa dureté, qui rend la possibilité de le détacher du reste de la graine
extrémement difficile. Cette dureté est surtout attribuée a sa composition basée essentiellement
sur la cellulose et la lignine.

a) Lacellulose

Un constituant végétal qui rentre dans la construction de la paroi cellulaire de la majorité des
graines a laquelle elle donne la rigidité, et cela en s’associant a d’autres molécules
d’hémicellulose, et de lignine. C’est un polymeére linéaire de résidus de glucose (plus de 10 000
résidus de glucose) reliés par des liaisons glycosidiques (Bi—4). Par conséquent, 1’association
de deux monomeres de glucose forment une unité cellobiose. Dans la chaine linéaire de la
cellulose, le degré de polymérisation dépend de nombre d’unité de glucose (CsH1206)n [60].
Ainsi, ’hydrolyse de la chaine de la cellulose dépend de la température, le temps et la
concentration d’acide utilisé. Plusieurs travaux ont été réalisés sur la méthode de valorisation
des ressources cellulosiques dans la production de 1’éthanol ou du bioéthanol avec des

optimisations bien détaillées des facteurs de conversion comme le pH, la température et le
temps du traitement [61-63].
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b) La lignine

La lignine et I’un des principaux constituants de la matiere végétale, se definie comme étant un
polymeére aromatique complexe et hydrophobe. La lignine est un polysaccharide inerte, en
raison de la forte liaison intramoléculaire carbone-carbone contenant environ 40 unités
phénylpropane oxygénées, ainsi que des alcools coniférylique, sinapylique et de p-
coumarylique ayant subi un processus de polymérisation par déshydrogénation [64]. Dans la
nature, la majorité de la lignine est mélangée avec les hémicelluloses et la cellulose formant
une matrice qui offre a la plante de la protection et la résistance, et évite a la cellulose et les
hémicelluloses une exposition a 1’hydrolyse enzymatique microbienne [65]. Cependant,
I’hydrolyse de la lignine nécessite une température supérieure a 200°C et des conditions acides.
C’est juste avec ces conditions que la structure chimique de la lignine est modifiée et

agglomeérée en des petites particules séparées de la cellulose [66].

2.2. L’endosperme

L’endosperme constitue la matiére de base de 1’extraction de la gomme de caroube (Figure 10)
présentant ainsi de 40 a environ 60% de la masse totale de la graine de caroube. L’endosperme
est composé d’un polysaccharide neutre composé d'unités de mannose et de galactose et
appartient donc a la catégorie des galactomannanes [67]. Ce polysaccharide est présent
d’environ 80%, le reste correspondant a des protéines et des impuretés. L’extraction de
I’endosperme présente une €tape essentielle pour la préservation de la qualité et I'intégrité
structurale de la GC brute. Apres utilisation de I’une des méthodes d’extraction, chaque partie
de la graine est récupérée, séchée puis broyée. L’endosperme broyé constitue la gomme de
caroube brute (Figure 9.B). Il est a noter que 100 Kg de graines de caroube produisent en
moyenne 20 Kg de la gomme de caroube pure [7].
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Figure 10 : A : Fraction d’endosperme aprés extraction avec l’eau bouillante, B : Fraction
d’endosperme apres séchage et broyage (gomme de caroube brute)

e Composition chimique de la gomme de caroube :

La gomme de caroube est composée essentiellement de galactomannanes, environ 80% en poids
de I'endosperme et le reste correspondant aux protéines et aux impuretés. La teneur en protéines
de la gomme de caroube comprend l'albumine et la globuline (32%), les 68% restants
correspondant a la glutéline [68]. Apres, le procédé d’extraction appliqué sur les graines, la
gomme de caroube brute subit plusieurs étapes afin d’éliminer les impuretés restantes. Ces
derniéres sont généralement insolubles méme lors du chauffage a une température allant jusqu'a
70°C [69]. La purification avec 1’éthanol ou I’isopropanol est efficace pour leurs éliminations.
La GC commerciale ou bien la LBG renferme de 80-85% de galactomannane et
approximativement 10 a 12% d'humidité, 5% de protéines, 1,0% de cendres, 1,0% de fibres
brutes et 0,5% de matieres grasses. Le Tableau 2 résume la composition chimique de la gomme
de caroube brute et purifiée. Le process de purification par I’éthanol ou I’isopropanol montre
que méme apres traitement, des impuretés restent renfermées dans la GC purifiée mais avec des
pourcentages réduits et méme avec des traces. Cependant, ces impuretés déterminent la qualité
de la gomme obtenue en terme de propriétés fonctionnelles telles que la viscosité et la solubilité
[70].
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Tableau 2: Composition chimique en (%) de la gomme de caroube brute (GC brute) et la
gomme de caroube purifiée (GC purifiée) [67]

GC brute GC purifiée

Cendres 0,71+0,01 0,25+0,01
Protéines 4,66 + 0,33 0,78 +0,01
Lipides 0,92 + 0,08 Traces
Cellulose et lignine 1,55+ 0,08 0,19 £ 0,04
Galactomannanes 92,2 98,8

Les galactomannanes sont présents dans I’endosperme de nombreuses plantes, en particulier les
legumineuses, et elles ont plusieurs fonctions dont la réserve des carbohydrates [71]. Les
galactomannanes comptent parmi les hydrocolloides solubles dans 1’eau et forment des
solutions avec une tres haute viscosité et trés grande stabilité [72]. En particulier, les
galactomannanes de caroube sont composés d’une chaine principale de D-mannopyranoses liés
en B-(1—4) sur laquelle est greffée une unique unité de D-galactopyranoses avec une liaison de
type a-(1—6) (Figure 11). Le poids moléculaire des galactomannanes de caroube est d’environ
310000 Dalton, toutefois des études récentes ont confirmé la variation de ce poids de 0,2 a 3
millions suivant 1’origine des graines, les conditions de culture de la plante et le procédé
d’extraction [73]. Parmi les galactomannanes les plus fréquentés sont les galactomannanes de
Ceratonia siliqgua (gomme de caroube), Cyamopsis tetragonoloba (gomme de guar) et
Caesalpinia spinosa (gomme de tara). On peut différencier entre les galactomannanes de ces
graines par le degré de substitution en galactose DSg, ou autrement dit en fonction de la
distribution des unités de mannose sur les unités de galactose (rapport M/G). En effet, plus le
DSc est grand plus la gomme est soluble dans 1’eau et la viscosité augmente. Le ratio M/G pour
la gomme de guar est de 3:1 [74], gomme de tara est 2:1 [75] alors que pour la gomme de
caroube est de 4:1 [56]. Ces rapports sont toujours désignés comme approximatifs, en raison de
leur dépendance aux origines diverses des gommes, du poids moléculaire et de la méthode de

solubilisation utilisée [73].
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n

Figure 11 : Structure proposée des galactomannanes de la gomme de caroube d’apres

(Sittikijyothin et al., 2005) [76]

Les galactomannanes de la GC se présentent sous forme d’une poudre blanche a jaunatre sans
odeur spécifique [76]. Sa solubilité n’est compléte qu’a une température de 80-85°C durant 10
min. La GC est utilisée suivant ses propriétés dans divers produits, ainsi comme agent
stabilisant et épaississant elle rentre dans la composition des biscuits, des confitures, des
boissons alcoolisées et non-alcoolisées ; comme agent aromatisant, humectant, stabilisant et
épaississant dans les gateaux, les produits laitiers, les pates, les créemes glacées, les jus, les
sauces, en cosmétiqgues comme le cosmétique capillaire ; ainsi que dans les applications
pharmaceutiques ou pour la fabrication des produits diététiques. Toutefois, ce grand intérét
observé dans le secteur des additifs alimentaires pour la GC est référé non seulement aux
différentes propriétés texturantes mais aussi au rapport de biodégradabilité, la faible toxicité et
a ses effets médicinaux. En effet, la GC appartient a la catégorie des fibres solubles visqueuses.
En raison de son effet sur la viscosité et la structure des aliments, il peut modifier le taux de
dégradation des glucides pendant la digestion [73]. Cela est susceptible d'avoir des effets
bénéfiques sur la régulation de la glycémie postprandiale et des niveaux d'insuline, qui sont des
événements clés dans la prévention et le traitement de I'obésité et du diabéte [77]. Des études
récentes sur les gommes en tant que fibres alimentaires ont rapporté leur effet protecteur sur les
maladies cardiovasculaires [64]. L'incorporation de gommes telles que la gomme de guar et la
gomme de caroube en tant que fibres alimentaires dans le régime alimentaire peut étre bénéfique
pour réduire I'inflammation et les maladies inflammatoires de I'intestin, la maladie de Crohn et
la colite ulcéreuse [37], [64].

2.3. Le germe

Le germe de caroube (Figure 12), représente environ 25% de la graine, est 1’'un des sous-

produits du caroubier exploité comme produit diététique dans les aliments pour animaux [78].

18



Chapitre I : Synthese bibliographique

Il contient une teneur élevée en protéines estimée a 54,7% et renferme presque tous les acides
aminés essentiels environ (33,32%) avec une dominance de l'acide glutamique de (31,44%),
suivi de I’arginine (12,2%) et 1’acide aspartique de (7,86%), en plus des glucides (environ
23,9%) et des lipides (6,6%) [51]. Toutefois, la présence de ’acide glutamique dans le germe
joue un rdle important dans les régimes supplémentés en quantités croissantes d’acide
glutamique dont il supporte les fonctions de la barriére intestinale ainsi que les fonctions du
systeme immunitaire [44].

L'arginine est également classée comme acide aminé semi-essentiel. Il joue un réle important
dans la division cellulaire, la cicatrisation des plaies, I'élimination de I'ammoniac corporel, la

fonction immunitaire et la libération d’hormones [79].

Figure 12 : A : Fraction du germe apres extraction avec [’eau bouillante ; B : Fraction du
germe broyée apres |’étape de séchage et du broyage

Par ailleurs, grace a sa teneur relativement faible en matiéres grasses, le germe de la graine de
caroube a une faible valeur calorique, ce qui en fait un aliment sain et intéressant. D’aprés
(Patrick Aubin Dakia et al., 2007a) [78], I’huile du germe de caroube contient environ 19,6%
des acides gras saturés (palmitique et stéarique), 34,4% en acides gras mono-insaturés
(essentiellement 1’acide oléique, 18 :1n-9) et 44,5% en acides polyinsatures (essentiellement
linoléique, 18 : 2n-6, omega-6). Le pourcentage en oméga 3 (acide a-linoléique : possede un
effet bénéfique sur le systeme cardiovasculaire) est trés faible environ 0,7% ce qui ne permet

pas de classer I’huile du germe de caroube comme huile a haute qualité nutritionnelle.
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La présence de la théophylline dans la farine du germe a été aussi reportée par (Custodio et al.,
2011) [80]. Cet alcaloide est un relaxant trés utilisé dans le traitement des maladies respiratoires
vu son activité antiinflammatoire, et sa combinaison avec les polyphénols conduit a une
excellente activité cytotoxique contre les cellules HeLa (cellules cancéreuses). Par conséquent,
en raison de sa richesse en molécules bioactives, le germe exerce une activité antioxydante
considérable testée avec les methodes ABTS, DPPH et FRAP [80,81].

I11. Meétabolites secondaires des plantes : Généralités

Introduction

Le sujet de la phytochimie, ou chimie des plantes, s'est développé au cours des derniéres années
en tant que discipline distincte, a mi-chemin entre la chimie organique des produits naturels et
la biochimie des plantes, tout en y étant étroitement liée [82]. Elle s'intéresse a I'énorme variété
des substances organiques élaborées et accumulées par les plantes et traite la structure chimique
de ces substances, leurs biosynthéses, leurs métabolismes, leurs distributions naturelles et leurs
fonctions biologiques. Cependant, il faudra noter que la richesse des veégétaux en différentes
substances chimiques dépend de plusieurs facteurs incluant le degré de maturité au moment de
la récolte, les conditions environnementales, les conditions de transformation et de stockage
[83]. Particulierement, la filiere du caroubier a été sujette de différentes recherches
phytochimiques sur presque toutes les parties de I’arbre (racines, écorce, feuilles et fruit) et ont
été identifiées riches en substances organiques a haute valeur ajoutée.

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux et sont des
déterminants importants de la qualité sensorielle et nutritionnelle des plantes, des fruits et des
légumes [82]. En outre, I’intérét porté par les chercheurs pour ces composés dépasse leurs
importances nutritionnelles mais il est d essentiellement a leurs fortes activités antioxydantes
et biologiques ainsi qu’a leurs réles dans la prévention et le traitement de diverses maladies
critiques. En effet, les diverses propriétés des polyphénols ont été déja déterminées dans
plusieurs études notamment sur les maladies cardiovasculaires, le vieillissement, 1’obésité, le
diabéte, les troubles cognitifs, le développement des fonctions endothéliales, 1’inhibition de
I’angiogenése [84]. Néanmoins, d’autres applications industrielles ont été déclarées. Par
exemple ils peuvent étre utilisés comme colorants naturels et conservateurs pour les aliments,
ou dans la production de peintures, de papier et des produits cosmétiques [85]. De ce fait, un
grand effort a été établi pour caractériser les différents composés phénoliques présents dans les

tissus des végétaux. Dans cette partie, nous allons se focaliser sur les propriétés de certains
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groupes de polyphénols qui ont éte revélés dans le profil phytochimique des parties des graines

de caroube.
1) Les polyphénols

En général, les polyphénols sont des composés qui incluent dans leurs structures au moins un
cycle aromatique a 6 carbones portant plus d’un seul groupe hydroxyle. Les polyphénols
comprennent plus de 8000 composés, sont divisés en plusieurs classes en fonction du nombre
de cycles aromatiques et aussi des groupes moléculaires liant ces cycles entre eux. Les
principaux composés phénoliques sont : les flavonoides, les acides phénoliques, les lignanes et

les stilbénes [86]. La Figure 13, illustre les structures chimiques de chaque classe des

polyphénols.
R,
O
R
Ry
OH HO -
Rj
o R,
Acide hydroxybenzoique Acide hydroxycinnamique
Acides phénoliques Flavonoides
CH,0 CH,0H
HO O
Q HO CH,0H
HO
OCH;
OH
Stilbénes Lignanes

Figure 13 : Structure chimique des polyphénols

L’effet bénéfique des polyphénols sur la santé humaine a beaucoup attiré I’intérét des
chercheurs dans ces dernieres années. Effectivement, les groupes phénoliques des polyphénols
peuvent accepter un électron pour former des radicaux phénoxyles relativement stables,
perturbant ainsi les reactions d'oxydation des chaines dans les tissus cellulaires. Il est bien
prouvé que les aliments et les boissons riches en polyphénols peuvent augmenter la capacité
antioxydante du plasma expliqué ainsi soit par la présence de polyphénols réducteurs et de leurs

métabolites dans le plasma, soit par leurs effets sur les concentrations d'autres agents réducteurs
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(épargnant les effets des polyphénols sur d'autres antioxydants endogenes), ou par leurs effets
sur lI'absorption de composants alimentaires pro-oxydants, tels que le fer [87]. Notamment, les
polyphénols peuvent proteger les constituants cellulaires contre les dommages oxydatifs et par
conséquent limiter le risque de diverses maladies degénératives associées au stress oxydatif.
Cet effet antioxydant peut étre effectué de facon directe impliquant par piégeage des radicaux
libres ou par chélation des métaux ou bien indirectement en modulant I'activité des enzymes du
stress oxydatif, par augmentation de I'expression des génes codant pour des enzymes
antioxydantes ou par exécution d’une action protectrice contre les autres antioxydants tels que

la vitamine C et les a-tocophérols [83].
1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont les composés les plus abondants dans les aliments et sont divisés
en deux classes : les dérivés de I’acide benzoique et les dérivés de 1’acide cinnamique. La teneur
de I’acide hydroxybenzoique dans les plantes est trés faible a ’exception de certains fruits
rouges et les oignions avec quelques dizaines de milligrammes par kilogramme du poids frais.
Certes, les acides hydroxycinnamiques sont plus abondants et se composent principalement
d'acides p-coumarique, caféique, férulique et sinapique [88]. Par ailleurs, ces acides sont
rarement trouvés en forme libre, souvent ils sont des dérives ou esters glycosylés de I'acide
quinique, de I'acide shikimique et de l'acide tartrique. Par exemple, la combinaison entre I'acide
caféique et la quinique forme I'acide chlorogénique (Figure 14), qui se trouve dans de nombreux

types de fruits et en fortes concentrations dans le café [83].
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Figure 14 : Structures chimiques des acides phénoliques

1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires essentiels des plantes, qui jouent un réle

fondamental dans la croissance, la régulation et la structure et agissent comme des agents de

défense contre les dangers chimiques, physiques et biologiques. Certes, pour les hommes les

flavonoides ne sont pas parmi les nutriments essentiels, mais puisqu’ils font partie de leurs

alimentations, leurs effets sur 1’organisme est important au cours de la vie [89]. Dans

I’ensemble, nous comptons plus de 9000 structures de flavonoides présentes dans divers

aliments consommés comme les fruits, les Iégumes, thé vert et noir, café, et abondement dans

les plantes [90]. Les flavonoides sont constitués de deux cycles en 6C (1) et (2) séparés par un

hétérocycle de 3C au centre contenant de I'oxygeéne (3) (Figure 15). Les flavonoides peuvent

étre divisés en différentes sous-classes en fonction de la connexion entre les cycles (2) et (3), la

structure du cycle (2) et les modeles d’hydroxylation et de glycosylation des trois cycles [91].
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(3)

Figure 15 : Structure basique des flavonoides

Les flavonoides sont classés en six sous-classes connues sous : flavanols, flavonols, flavones,
flavonones, isoflavones et les anthocyanes [91] (Tableau 3). L’intérét porté a ses COmposés
dépasse de loin leurs structures ou leurs qualités organoleptiques mais il est essentiellement lié
a leurs fonctionnalités et propriétés sur la santé humaine. Par ailleurs, la plupart des études
s’appuient fortement sur le développement et l'optimisation de multiples techniques et
méthodes analytiques utilisées pour I'analyse des flavonoides afin d’améliorer leurs détections
et caractérisations dans les aliments. De ce fait, la méthode de préparation et d’extraction des
flavonoides a partir des sources biologiques nécessite d’adapter une procédure convenable [92].
En bref, apres broyage, une étape d’extraction liquide est effectuée. Dans certains cas, d’autres
étapes peuvent étre réalisées avant comme la filtration, la centrifugation selon la nécessité et la
source contenant les flavonoides. Néanmoins, la séparation des flavonoides des extraits
biologiques complexes nécessite des techniques telle que la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) qui peut étre couplée a des méthodologies de détection, d'identification
et/ou de caractérisation telles que la détection électrochimique, la fluorescence, I’UV-visible,
la spectrométrie de masse (MS) et la résonance magnétique nucléaire (RMN) [93].
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Tableau 3 : Les sources des sous-classes des flavonoides, structures et leurs types

Classes et sources

Structure

Type

Flavanols (thé vert, fruits:

raisins,  cerises,  fraises,
prunes, framboises, abricots,

pommes, poires)

O
o
I

Catéchine
Epicatéchine

Gallocatéchine

Flavonols (fraises, pommes,

épinards, choux fleurs)

Quercetine, kaempférol,

myricétine, galangine

Flavone  (persil,  céleri,
Camomille, Rosemarie, thé

vert et noir, fenugrec, origan)

Apigénine, Lutéoline,

acétine, diosmétine

soja, pois chiche, arachide)

o)
Flavanones (agrumes, @ Naringinine,  Hespérétine,
cumin, pois chiche, réglisse, O Eriodictyol
pomme de terre)

(@]
Isoflavones (haricot vert, Rétusine, génistéine,

daidzéine, formononétine

Anthocyanes (fruits)

A

Ol

Cyanidine

% Propriétés des flavonoides

Depuis de nombreuses années, les propriétés bénéfiques des flavonoides contre diverses

maladies et les interprétations populaires telles que connu par le « paradoxe frangais » ou le «
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régime méditerranéen » ont été attribuées a leurs activités antioxydantes. Les flavonoides sont
de puissants antioxydants capables de piéger les radicaux libres et de diminuer leurs formations
[83]. D’autre part, les flavonoides ont des propriétés anti-inflammatoires grace a différents
mécanismes tels que I'inhibition des enzymes régulatrices et des facteurs de transcription qui
ont un réle important dans le contrdle des médiateurs impliqués dans I'inflammation [92], [94].
Par conséquent, les flavonoides ont un effet important sur plusieurs cellules et mécanismes
immunitaires qui sont importants dans les processus inflammatoires [95]. Parmi les multiples
activités bénefiques des flavonoides aussi, celles sur le cancer, le cerveau et les maladies
cardiovasculaires sont les plus étudiées. En effet, les flavonoides ont de remarquables propriétés
de lutte contre le cancer étant donné qu’ils peuvent jouer le réle d’antioxydants ou de pro-
oxydants. Ils aident le systeme de défense antioxydant du corps en inhibant le développement
de nouvelles cellules cancéreuses, en prévenant les cancérogénes d'atteindre leurs sites
d'activation et en diminuant la toxicité de certains composés par 1’inhibition de leurs
métabolismes [96]. En plus de ces propriétés déja citées, d’autres études in vivo et in vitro ont
confirmé que les flavonoides jouent un rdle crucial dans la régulation de la glycémique, la
neuro-protection, la régulation du profil lipidique, la protection rétinienne, I'népato-protection,
le contr6le du poids corporel, I'amélioration de la réponse du systéme immunitaire, et retardent
le vieillissement [97]. Certes, la méthode de consommation des flavonoides reste une étape
primordiale pour garantir leurs efficacités de remédier a certaines pathologies. En effet, leurs
faibles solubilités, le métabolisme rapide et la mauvaise absorption des flavonoides alimentaires
dans le tractus gastro-intestinal entravent leur potentiel pharmacologique. En plus de leurs
ingestions avec d’autres composants alimentaires qui augmentent leurs complexations ou leurs
précipitations, leurs dégradations par le microbiote réduit leurs stabilités et leurs
biodisponibilités. Par conséquent, les recherches récemment publiées en nanomedicine ont
reporté 1’importance de la consommation des flavonoides sous forme de nanoparticules
facilitant ainsi leurs solubilités dans 1’eau et leurs biodisponibilités in vivo ainsi qu’ils

permettent une circulation plus rapide dans le corps [96], [98].
1.3. Les tanins

Les tanins sont parmi les composés naturels les plus intéressants qui peuvent étre obtenus a
partir des plantes. Ce sont des structures phénoliques naturelles extraites en abondance de
I'écorce ainsi que du bois et en moindre quantité des feuilles et des fruits de diverses variétés
d'espéces végeétales [99]. Le role des tanins dans les plantes est la protection contre la lumiére

(rayons UV et radicaux libres) et la défense en cas des menaces biologiques différentes
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(animaux, insectes, champignons et bactéries). Généralement, les tanins ont un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton ayant la propriété de former des complexes
insolubles avec les protéines, les polysaccharides, les alcaloides et les acides nucléiques. Ainsi,
cette propriété leurs conférent plusieurs activités antioxydantes et antibactériennes [100], [101].
Par ailleurs, en raison de leurs capacités antioxydantes, les tanins sont largement utilisés dans
différents domaines tels que I'industrie pharmaceutique, médicale ou alimentaire [102].

Dans la littérature, les tanins étaient divisés en deux classes principales a savoir les tanins

condenses et hydrolysables. Cependant, actuellement un autre type est ajouteé : les phlorotanins.
1.3.1 Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont les groupes les plus complexes des tanins. lls sont constitués d'un
noyau de polyol (généralement du D-glucose), qui est estérifié avec des acides phénoliques dont
principalement I'acide gallique (gallotanins) ou l'acide hexahydroxydiphénique et dans ce cas
ils sont appelés les ellagitanins [103].

Les gallotanins sont constitués d'une molécule centrale, comme le glucose, entourée d'unités
d'acide gallique alors que les ellagitanins contiennent de I'acide hexahydroxydiphénique ou
I'acide ellagique (Figure 16). La grande variété des structures de ces composés est due aux
nombreuses possibilites de formation de liaisons oxydantes. Les réactions d'oxydation
intermoléculaires donnent naissance a de nombreux composés oligomeéres ayant un poids
moléculaire compris entre 2000 et 5000 Dalton [104].
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Figure 16 : Les structures des tanins hydrolysables : (a) acide gallique, (b) acide
hexahydroxydiphénique, (c) acide ellagique, (d) gallotanins, (e) ellagitanins

1.3.2 Les tanins condensés

Les tanins condensés sont des flavonoides oligoméres ou des polymeres constitués d'unités de
type flavan-3-ol. lls sont également appelés proanthocyanidines, car ils se décomposent en
anthocyanidines dans des solutions d'éthanol chauffées (dans les conditions acides). La
catéchine, I'épicatéchine, la gallocatéchine et I'épithocatéchine sont les plus trouvés dans la
nature. Le thé, le café, les raisins, le vin, la menthe et le basilic sont la source la plus riche des
tanins condensés. Non seulement ces produits mais aussi le chocolat noir est également une
bonne source de (+) catéchine et (-) d'épicatéchine et possede une forte activité antioxydante.
Toutefois, le polymere contenant de 2 a 50 unités de flavonoides ou plus liées par une liaison
carbone-carbone appelé proanthocyanidines est également un des types les plus importants des

tanins condensés (Figure 17).
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Figure 17 : Les structures des tanins condenses : (1) catéchine, (2) épicatéchine, (3)
procyanidine.

1.3.3 Les phlorotannins

Les phlorotannins se trouvent en grande majorité dans les algues brunes et sont composés
d'unités de phloroglucinol (1,3,5-trihydroxybenzene) dont ses unités sont liées différemment et
sont considérablement hydrophiles. Leurs poids moléculaires relatifs sont entre 126 et 650
kDa, contenant a la fois des groupes phényle et phénoxy [105]. Sur la base de la condensation
des unités, ils peuvent étre classés en quatre sous-groupes : les fuhalols, les phloréthols
(phlorotannins avec liaison éther), les fucophloréthols (avec liaison éther et connexion phényle)
et les eckols (avec élements structuraux dibenzodioxine) (Figure 18). Les diverses études
reportées sur ce groupe ont confirmé que les phlorotanins possédent des effets antioxydants,
anti-cancéreux, inhibent certains systemes enzymatiques, présentent une activité
antibactérienne et anti-VIH, sont des radio-protecteurs et ont des effets antiallergiques [106],
[107].
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Figure 18 : Les structures de base des phlorotanins isolés des algues

1.4. Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés naturellement présents dans les plantes et font partie de leurs
systemes de défense présentant une structure carbonée particuliere en C6-C2-C6 [108]. En effet
la majorité des stilbénes sont des dérivés de 1'unité de base trans resvératrol (3,5,4’-trihydroxy-
trans-stilbéne) [109]. En outre, plusieurs recherches ont reporté les activités biologiques de ces
composes ainsi que leurs applications pharmacologiques. En particulier, le resveratrol est
déclare avoir des activités anti-cancérogene, antioxydante, anti-inflammatoire ainsi que anti-
leucémique méme a faible quantité [83], [110], [111]. Vu ces diverses activités, le resvératrol
est suggéré de pouvoir ralentir la progression d'une grande variété de maladies, y compris le
cancer et les maladies cardiovasculaires, ainsi que prolonger la durée de vie de divers

organismes [112].

Trans- resveratrol

Figure 19 : la structure du stilbene le plus connu des plantes
« le trans-resvératrol
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1.5. Les lignanes

Les lignanes sont une classe des métabolites secondaires des plantes formés de deux unités
phénylpropanoides dans lesquels les unités C6-C3 sont liées par le carbone central de leurs
chaines latérales propyle (Figure 20) [113]. lls sont trouvés dans les racines, les rhizomes, les
tiges, les feuilles, les graines et les fruits. Certes, les lignanes participent a la croissance et au
développement des plantes mais aussi ils jouent un role important dans le systéme de défense
contre divers pathogenes. En plus de leur fonction dans la nature, les lignanes possédent
également d'importantes activités pharmacologiques, anti-tumorale, anti-inflammatoire,

immunosuppressive, cardiovasculaire, antioxydante et antivirale [114]-[116].
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Figure 20 : Dimérisation des phénylpropanoides : synthese des lignanes- structure de divers
lignanes [120]
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Par ailleurs, la farine des graines de caroubes a été reporté contenir les lignanes (Figure 21).
Les phytostérols détectes étaient le secoisolaricirésinol, le laricirésinol, I'isolaricirésinol et le

pinorésinol [117].
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Figure 21: Structures des phytostérols détectés dans la farine de graines de caroube

2) Les alcaloides
2.1. Généralités sur les alcaloides

Les alcaloides du mot Arabe (') sont présents dans environ 20% des espéces végétales, ils
sont généralement extraits des Renonculacées, Papaveraceae, Fangke, Solanaceae,
Apocynaceae, Rutaceae, Leguminosae et Polygonaceae [118], [119]. Ils sont structurellement
tres diversifiés et leur nombre est vaste comprenant plus que 27 000 structures [120]. En effet,
les alcaloides sont une classe générale de composés organiques basiques qui contiennent de
1’azote dans leur structure de base, et qui possédent la propriété d'étre des composés basiques,

hormis que la plupart d'entre eux ont des structures cycliques complexes.
2.2. Classification des alcaloides

Les alcaloides peuvent étre classés en fonction des substances de départ de leurs voies de
biosynthése. Essentiellement les alcaloides sont divisés en trois grands groupes, dont les vrais,
pseudo- et proto-alcaloides et notamment chaque classe renferme des propriétés biologiques

spécifiques en fonction de la complexité de leur squelette de base.
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2.2.1. Les alcaloides vrais

Les alcaloides vrais sont les composes qui pendant leurs biosynthéses ont impliqué un ou
plusieurs acides aminés et partagent un hétérocycle avec 1’azote. Ces alcaloides sont des
substances hautement réactives avec une activité biologiqgue méme a des faibles doses. Les
principaux précurseurs des vrais alcalordes sont des acides aminés tels que la L-ornithine, la L-
lysine, la L-phénylalanine, L-tyrosine, le L-tryptophane et la L-histidine [121]. La Figure 22,

élucide des exemples connus des alcaloides vrais nous citons : la morphine, la cocaine, quinine.
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Figure 22: Des exemples de quelques structures des alcaloides vrais (a) cocaine, (b)
morphine et (c) quinine.

2.2.2. Les proto-alcaloides

Les proto-alcaloides sont des composés dans lesquels I'atome d’azote dérivé d'un acide aminé
ne fait pas partie du systéme hétérocyclique. Ces alcaloides comprennent des composés dérives
de la L-tyrosine et du L-tryptophane avec un cycle fermé mais généralement leurs structures
sont simples. L’hordénine est un proto-alcaloide, dérivé de la L-tyrosine faisant partie de la
classe des phényléthylamines (Figure 23). La plupart des alcaloides de cette classe ont été
reportés pour leurs utilisations dans le traitement des maladies mentales et parfois pour lutter

contre les douleurs et la nevralgie [122], [123].
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HO

Figure 23 : Structure d’'un proto-alcaloide : [’'Hordénine.

2.2.3. Les pseudo-alcaloides

Les pseudo-alcaloides sont des composés dont les squelettes basiques de carbone ne sont pas
dérivés d'acides amineés. Certes, ils sont connectés a la voie d'acides aminés dérivant ainsi des
précurseurs ou postcurseurs des acides aminés. Ils peuvent également résulter des réactions
d'amination et de transamination des différentes voies liées aux précurseurs ou postcurseurs des
acides aminés. Les alcaloides stéroidiens et terpénoides sont aussi comptés parmi les pseudo-
alcaloides, cela est expliqué par I’insertion de 1’atome d’azote a un stade tardif dans la molécule
ainsi que cette classe peut contenir des dérivés d'acétate et de phénylalanine [82], [124]-[126].
La Figure 24 reporte la structure de quelques pseudo-alcaloides tels que : la conine qui est
déclarée comme étant un alcaloide toxique causant les mémes effets que la nicotine aprés un
empoisonnement sévere, la possibilité de coma ou de mort par insuffisance respiratoire est
¢levée. De méme, I’aconitine est 1’un des pseudo-alcaloides avec des effets toxiques impliquant
méme un arrét cardiaque suite a une exposition a forte dose. Certes, des doses moins
concentrées ont été utilisées pour le traitement des maladies du systeme immunitaire [127],
[128].
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Figure 24 : Exemples des structures de pseudo-alcaloides (1) : conine et (2) : aconitine

2.3. Utilisation des alcaloides

Actuellement, les alcaloides sont tres recherchés pour leurs effets médicinaux. En effet, dans la
médecine moderne, les alcaloides ont un large éventail d'applications pharmacologiques. De ce
fait, des études ont indiqué que plus de 50 drogues qui sont déja sur le marché incluent ceux a
effet analgésique (par exemple, morphine), antiasthmatique (par exemple, éphédrine), anti-
arythmique (par exemple, quinidine), anticancéreux (par exemple, berbérine), antihypertenseur
(par exemple, réserpine), antipyrétique (par exemple, quinine), antibactérien (par exemple,
ciprofloxacine) et les effets anti-hyperglycémiques (par exemple, la pipérine). D'autres
alcaloides possédent des effets psychotropes stimulants (par exemple, la cocaine, la caféine et

la nicotine) et ont été utilises dans les rituels ou comme drogues récréatives [120], [129]-[131].
2.4. Détection, extraction et identification des alcaloides

La détection des alcaloides commence par un test de screening phytochimique de la plante qui
consiste a révéler la présence des alcaloides par des réactifs (réactif de Mayer, réactif de
Drangendorff). Ces réactifs contiennent des métaux ou des métalloides qui se combinent avec
les alcaloides. Ainsi, une précipitation en milieu acide permet de témoigner la présence des
alcaloides dans la plante.

L’extraction des alcaloides totaux peut étre effectuée en milieu alcalin. La plante délipidée
(avec un solvant apolaire) est mélangée avec une solution alcaline qui libére les alcaloides de
leurs combinaisons avec les sels. La solution alcaline est dans la majorité des cas I’ammoniaque.
Les bases obtenues sont apres solubilisées dans un solvant organique. Ce dernier contenant les

alcaloides est ainsi concentré a I’aide d’un évaporateur rotatif. L’extrait sec obtenu est solubilisé
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dans une solution aqueuse acide (HCI, H2SO4, etc) a un pH de 1 a 2, puis délipide autant de fois
jusqu’a épuisement total de la phase organique d’alcaloides. Les alcaloides sous forme de sels
restent dans la phase aqueuse alors que les impuretés neutres passent vers la phase organique.
La phase aqueuse acide est rendue alcaline (pH=9) puis les alcaloides totaux sont récupéres
avec un solvant organique non miscible avec I’eau (CH2CI2, EtOAC, etc.).

Les alcaloides totaux ainsi récupérés passent par des etapes de séparation. Pour cela, des
techniques chromatographiques (sur silice, résines échangeuses d’ions, etc.) peuvent étre
utilisées. Actuellement, la chromatographie en phase liquide a haute performance couplée avec
un détecteur HPLC-UV/ HPLC-MS/ HPLC-UV-MS ainsi que la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) sont les plus utilisées [132]-[134]. Avec
I’avancement de la recherche et la mise a jour des bases de données, ces méthodes sont de nos
jours capables d’identifier et d’élucider les structures chimiques des alcaloides détectés. Parmi
les alcaloides qui ont été identifié dans la filiere du caroubier dont les gousses et le germe des
graines de caroube est la théophylline (Figure 25). Cette derniére est connue comme agent
relaxant des muscles lisses utilisée dans le traitement des maladies respiratoires ainsi qu’en
combinaison avec les polyphénols, la théophylline exerce un effet inhibiteur des ROS et un

effet cytotoxique contre les cellules HeLa [80].
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Figure 25 : Structure chimique de la théophylline

IV. Le stress oxydatif

1) Définition et causes

Le stress oxydatif est défini comme étant un déséquilibre entre les especes réactives de

I'oxygéne (ERO), telles que 1’anion superoxyde (O2"), le peroxyde d'hydrogéne (H20>), le
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radical hydroxyle (HO") et les systemes antioxydants. Les ERO a faibles concentrations jouent
un réle majeur dans multiples processus physiologiques, y compris la phosphorylation des
protéines, l'activation du facteur de transcription, la différenciation cellulaire, I'apoptose, la
maturation des ovocytes, la stéroidogenése, I'immunite cellulaire et la défense cellulaire contre
les micro-organismes [135]. Par conséquent, une accumulation des ERO entraine des effets
néfastes sur les composants cellulaires cibles tels que I'ADN, les protéines et les lipides
impliquant une série de pathologies et de maladies graves [136]. Certes, la formation des ERO

est due a des facteurs endogénes et d’autres exogénes.
1.1. Facteurs endogénes

En effet, les ERO peuvent étre produites par les cellules de notre corps principalement a partir

des sources endogenes suivantes :

v Pendant la respiration par consommation d'O, par les mitochondries pour produire du
H20, les oxydants tels que le radical libre d'oxygeéne, H20: et le radical hydroxyle (HO")
sont des sous-produits générés de ce processus [137].

v La destruction des bactéries et des cellules infectées par le virus par les cellules
phagocytaires libére de I'oxyde nitrique (NO), du peroxyde d’hydrogene et des radicaux
libres d'oxygene [138].

v’ Dégradation des acides gras et d’autres molécules par les peroxysomes, les organites
produisent du peroxyde d'hydrogéne comme sous-produit, qui est ensuite dégradé par
la catalase. Le peroxyde non dégradé pénétre dans d'autres compartiments de la cellule

voisine, entrainant ainsi des dommages oxydatifs de 'ADN [139].

1.2. Facteurs exogenes

Tant que les ERO peuvent étre produites par des processus physiologiques, des facteurs
exogénes peuvent donner lieu davantage a la production excessive des ERO. On cite
I’exposition aux radiations (I’irradiation par les rayons gamma et X) et aux polluants incluant
la fumée et les toxines. Ajoutant aussi, la contamination métallique de 1’eau et de
I’environnement due aux activités humaines, notamment I'utilisation d'engrais, I'exploitation

miniere industrielle et la fusion, ainsi que la production de déchets urbains [84], [138].
2) Les antioxydants

Le terme «antioxydant » désigne toute substance qui lorsqu’elle est présente a faible

concentration par rapport a un oxydant peut retarder ou empécher la réaction d’oxydation [140].
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Comme déja cite, le stress oxydatif joue un réle majeur dans l'initiation et la progression d'un
certain nombre de maladies humaines telles que le cancer, I'nyperlipidémie, le diabéte, les
troubles métaboliques, I'athérosclérose, les maladies cardiovasculaires (hypertension,
cardiopathie ischémique, insuffisance cardiaque chronique) et les maladies neurodégénératives
[141]. Effectivement pour empécher 1’oxydation ainsi que pour réguler ou inhiber la production
excessive des ERO, il existe des antioxydants appelés endogenes dont les enzymes
antioxydants, et les antioxydants exogénes apportés par les aliments et les boissons, ces
antioxydants sont liés a la protection du substrat d'un type d’oxydation spécifique [138].
Toutefois, tous les antioxydants suivent I'un des sept mécanismes d'action qui varient selon le
type d'oxydant : la séquestration des radicaux libres du milieu, la chélation des ions métalliques,
I’inhibition des enzymes produisant des radicaux libres, I’activation des enzymes antioxydantes
endogenes, la prévention de la peroxydation lipidique, la prévention des dommages de I'ADN

ou bien prévention de la modification des protéines et la destruction des sucres [142].
2.1. Les antioxydants endogénes

Afin de lutter contre les effets nocifs des radicaux libres qui interagissent avec des cellules
biologiques, des membranes ou des organes, le corps humain a un ensemble de molécules
antioxydantes endogenes. Le mécanisme d’action des antioxydants endogénes passe par trois
lignes préventives dont la premiere ligne de défense est la prévention des réactions qui
conduisent a la formation des ERO, ensuite I’étape de réparation dont les molécules
antioxydantes endogénes interrompent les réactions d’oxydation radicalaires et enfin, vient la
troisieme ligne avec des désactivateurs des produits des réactions radicalaires en réparant ou en
éliminant les dommages [143]. La premiere lignée est composée a la fois de molécules
enzymatiques et non enzymatiques, citant ainsi la superoxyde dismutase, la catalase, la
glutathion peroxydase, les peroxyrédoxines (enzymatiques), mais aussi la céruloplasmine, la
ferritine, la transferrine et I'aloumine (non enzymatique). La deuxiéme lignée est strictement
non enzymatique qui inactive rapidement les réactions, y compris les vitamines, les cofacteurs
enzymatiques, les composés organosulfurés et les composés azotés non proteiques. Par ailleurs,
la troisieme lignée implique des mécanismes de réparation causés par les ERO et les espéces
réactives de I’azote (ERN). Cela implique des antioxydants enzymatiques qui réparent I'ADN
et les protéines endommagés, et combattent davantage les lipides oxydés et la propagation des
chaines radicalaires de lipides peroxyles dans les cellules et les membranes [142], [144]. Les
principales enzymes antioxydantes contre les radicaux superoxyde comprennent la superoxyde
dismutase (SOD ; EC 1.15.1.1), la catalase (CAT ; EC 1.11.1.6) et la glutathion peroxydase
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(GSH-Px ; EC 1.11.1.9) [145]. Ces enzymes agissent en coordination, la glutathion peroxydase
qui donne deux électrons réduit les peroxydes en formant des sélénoles (Se-OH) et élimine
également les peroxydes comme substrat potentiel pour la réaction de Fenton. La Figure 26
décrit les différentes reéactions connues de la détoxification des ERO par les enzymes
antioxydantes. La superoxyde dismutase convertit le radical-anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne (H202) qui est transformé par la suite en eau par I’enzyme CAT. Ainsi que le
peroxyde d’hydrogéne peut étre transformé en eau grace a la réaction de H>.O» avec la GSH-Px
qui oxyde la GSH (glutathion) en GSSG (glutathion oxydé). Néanmoins, la GSSG n’est pas
toxique et peut étre reduite en GSH par la glutathion réductase et la NADPH [144], [146]. En
outre, la catalase convertit le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene moléculaire et posséde
I'un des taux de renouvellement les plus élevés connus de I'homme, permettant a une seule
molécule de catalase de convertir 6 milliards de molécules de peroxyde d’hydrogene ; et enfin,
la superoxyde dismutase convertit les anions superoxyde en peroxyde d'hydrogéne comme
soustraction pour la catalase [143]. La défense enzymatique secondaire comprend la glutathion
réductase et la glucose-6-phosphate déshydrogénase. La glutathion réductase réduit le
glutathion (antioxydant) de sa forme oxydée a sa forme réduite, la recyclant ainsi pour continuer
a neutraliser davantage de radicaux libres [147]. Le glucose-6-phosphate déshydrogénase
régénere le NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate - coenzyme utilisé dans les
réactions anaboliques) créant un environnement réducteur. Certes, ces deux enzymes ne
neutralisent pas directement les radicaux libres, mais ont un réle de soutien vis-a-vis des autres
antioxydants endogénes [135], [136], [148].

39



Chapitre I : Syntheése bibliographique

2H,0 + 0,

20," + 2H" et O,

Figure 26 : Les réactions d’inhibition des ROS par les enzymes antioxydants (SOD
- superoxyde dismutase, CAT : Catalase, GPX : Glutathion peroxydase.

2.2. Les antioxydants exogenes

Bien que le systéeme antioxydant endogene est extrémement important pour faire face aux
dommages oxydatifs, il n’est pas assez efficace pour éliminer les ERO. Cependant, le
renforcement est apporté par des antioxydants dits exogénes et qui sont ramenés par une
consommation équilibrée des aliments qui stoppent la production excessive de radicaux libres
dans le corps humain. Par ailleurs, ces antioxydants exogénes sont des composés ayant les
principales sources : les plantes, les fruits et légumes et sont généralement les acides
phénoliques, les flavonoides, les vitamines, les caroténoides, les minéraux et les composés
organosulfurés [86], [140], [148], [149].

3) Le stress oxydatif et les maladies neuropsychiatriques

Differents tissus sont tres susceptibles aux dommages oxydatifs, le cerveau est particulierement
le plus vulnérable a ces dommages en raison de niveaux relativement faibles d'antioxydants, de
niveaux éleveés d'acides gras polyinsaturés, de la teneur élevée en métaux et de la consommation
d'oxygeéne pendant le processus naturel de la respiration [150]. Cependant, il est bien reporté
qu’il y aune grande corrélation entre 1’augmentation du stress oxydatif et le développement des

maladies neuropsychiatriques. Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les maladies
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neuropsychiatriques sont définies comme ¢étant I’ensemble des « problémes de santé mentale »,
qui se caractérisent par des anomalies qui affectent la pensée, les émotions, le comportement et
les relations avec les autres personnes de son cercle. Les facteurs a I'origine de ces troubles sont
essentiellement d’origine génétiques, sociaux, environnementaux ou liés aux drogues
psychotropes [151]. Cependant, plusieurs études ont reporté une dérégulation dans le systéeme
antioxydant de la plupart des maladies neuropsychiatriques telles que la dépression, I’anxiété,
la schizophrénie, etc. [149], [152-154]. La médecine moderne, utilise des traitements par des
molécules synthétiques incluant les neuroleptiques, anxiolytiques, les antidépresseurs pour le
traitement des maladies neuropsychiatriques comme la schizophrénie. Ces traitements
présentent des effets secondaires graves tels que I’insomnie, obésité, agitation, etc., qui peuvent
étre dangereuses dans certains cas [155]. Pour toutes ces raisons, la récente hypothése de la
corrélation du SO et des maladies neuropsychiatriques vient remédier a ces inconvénients et
suggere |’utilisation des plantes aromatiques et médicinales pour le traitement de ces maladies.
De ce fait, plusieurs plantes ont été étudiées pour leurs activités antioxydantes et leurs
phytoconstituents liés a un fort effet régulant des troubles neuropsychiatriques. Par exemple, le
genre Chrysanthellum a été testé pour son activité neurologique, Ginkgo biloba pour le
traitement de la schizophrénie, Tamarindus indica L. pour les troubles mentaux et Clitoria

ternatea L. a été reportée efficace pour améliorer les troubles cognitifs [156-158].
4) Meéthodes d’analyse de ’activité antioxydante

Afin d’avoir une estimation précise de la capacité de réduction et d’inhibition des ERO d’un
antioxydant, la méthode de I’évaluation doit étre bien adaptée. A cet effet, les méthodes de
mesure ou d’analyse de I’activité antioxydante sont classées en deux catégories entre les
méthodes basées sur la réaction de transfert d'atomes d'hydrogene (HAT) et les méthodes basées
sur la réaction de transfert d'électrons (ET) [145]. Selon ces deux catégories, de multiples
méthodes in vitro ont été développées comme la méthode du piégeage des radicaux libres 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) qui est la plus utilisée vu que c’est une méthode simple,
rapide et peu colteuse, le test de réduction du Fer (FRAP), le test de phosphomolybdéne (PM)
et le test du B-carotene, etc. [159]. 1l existe d’autres méthodes d’évaluation de 1’activité

antioxydante mais ce ne que ces quatre méthodes qui ont été utilisées dans ce travail.

4.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

Le test de piégeage du radical libre DPPH est basé sur une réaction de transfert d’un atome
d’hydrogéne. En effet, 1a molécule 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (Figure 27) est

considérée comme étant un radical libre stable en raison de la délocalisation de I'électron libre
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de la molécule, de sorte que la molécule ne se dimerise pas, comme c’est le cas des autres
radicaux libres [159]. En outre, le radical libre DPPH en solution d’éthanol ou méthanol est
caractérisé par une couleur violette donnant une bande caractéristique autour de 517 nm.
Pratiquement, lorsqu’un antioxydant (une molécule ou extrait donneur d’hydrogéne) est
mélangé avec le radical libre DPPH, celui-ci est réduit a la forme hydrazine clairement observée
par un changement de la couleur du violet au jaune en fonction de la concentration et de la

capacité de I’antioxydant testé [160—162].
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Figure 27 : Réaction de réduction du radical DPPH par un antioxydant (R-H)
4.2. Test de la réduction du fer (FRAP)

Le test de la réduction du Fer (FRAP) est basé sur la capacité d’un antioxydant a réduire le fer
ferrique (Fe®*") en Fer ferreux (Fe®"). Le test FRAP est qualifié d’étre un test robuste et
potentiellement utile, utilisant des réactifs et du matériel peu colteux et une réaction rapide
applicable sur une large gamme de concentrations. Ce test est basé sur une réaction de transfert
d’électrons (ET) dont un donneur d’électrons (antioxydant) réduit le complexe ferrique (Fe®*)
a la forme ferreuse (Fe®") a un faible pH et dont 1’absorbance est mesurée a 700 nm avec un
spectrophotomeétre UV-visible [163]. Il a été initialement appliqué pour mesurer la capacité
antioxydante du plasma, cependant il a prouvé son efficacité pour mesurer la capacité
antioxydante des extraits et des composés purs aussi des végétaux [164]. Toutefois, il faut noter
que les ions ferriques générent in vivo le radical hydroxyle par les mécanismes de réaction
d'Haber-Weiss et de Fenton. Sachant bien que les radicaux hydroxyles sont des ERO trés fortes
dans les systémes biologiques et vu qu’il n'y a pas d'enzyme spécifique pour se défendre contre
eux dans les organismes vivants, un considérable intérét est porté a la recherche des

antioxydants naturels qui peuvent complexer les ions du fer et bloquer leurs activités redox
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[165]. En conséquence, les flavonoides sont bien connus par leurs capacités a séquestrer ces

ions métalliques [166].

Fe2* + H,0, — Fe3* + "OH + OH" (Reéaction de Fenton)
Fe3+/Fe2+

02"+ H0p ———— O+OH + OHe  (Réaction d'Haber-Weiss)

4.3. Test du phosphomolybdéne

Le test du phosphomolybdeéne (PM) est basé sur la réduction du Mo™" au Mo™ par un
antioxydant en formant un complexe vert du Mo™ & un pH acide. C’est une réaction de transfert
d’¢électrons. Ce test a été reporté par [167], et est réalisé a une température de 95°C générant
une auto-oxydation thermique pendant une période d'incubation prolongée formant ainsi le
complexe Mo(V). L’absorbance de la solution aqueuse composé du Mo®™) est mesurée & 695
nm par rapport au blanc dans un spectrophotometre UV-visible et la capacité antioxydante de
I’échantillon testé peut étre exprimée en équivalent d’acide ascorbique. Toutefois, il faudra
mentionner que ce test peut étre utilisé quel que soit le solvant (miscible ou non miscible tel
que I’hexane), une simple agitation peut étre appliqué afin de solubiliser la partie réductrice de

I’échantillon dans la partie aqueuse permettra de former le complexe vert du Mo™ [168].
4.5. Test du B-caroténe

La vitamine A, une vitamine essentielle, est impliquée dans plusieurs processus physiologiques
tels que la vision, le développement embryonnaire, la différenciation et la fonction du systéme
immunitaire et le métabolisme énergétique. Toutefois, la B-caroténe (Figure 28), appelée aussi
« provitamine A » est I’unique enzyme responsable de la formation de cette vitamine dans le
foie et les muqueuses de I'intestin gréle [138], [169]. Non seulement une provitamine A, mais
la B-carotene est aussi un antioxydant qui a confirmé son potentiel de protéger contre le cancer,
les maladies cardiovasculaires, la dégénérescence maculaire ainsi que le vieillissement [170].
Donc, vu I’importance biologique du -carotene, ce test est classé parmi les méthodes les plus
utilisées pour estimer 1’activité antioxydante des composés. Pratiquement, le test du B-caroténe
appelé aussi test de I’inhibition de la peroxydation des lipides, est un test basé sur le pourcentage
d’inhibition de la décoloration du [-caroténe qui réagit avec les radicaux libres résultant de
I’oxydation de 1’acide linoléique [171], [172]. Plus précisément, la méthode consiste a effectuer
une émulsion aqueuse de ’acide linoléique et du B-carotene, qui est décolorée par les radicaux
génerés par lI'oxydation spontanée de I'acide linoléique, favorisée par induction thermique,

typiguement a 50°C. La quantification est basée sur la variation de la vitesse a laquelle
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I'absorbance de la B-carotene diminue (470 nm) en présence de concentrations croissantes de
I'antioxydant testé [173].

Figure 28 : Structure chimique de la -caroténe [93]

Conclusion

Dans la premiere partie de ce chapitre nous avons effectué une synthese bibliographique afin
d’éclaircir certaines notions de base sur la filiére étudiée ainsi que pour démontrer la richesse
et les propriétés bénéfiques des différentes parties de 1’arbre du caroubier. En effet, ce travail
est consacré principalement a la valorisation de la graine de caroube du fait que les gousses
incluant la pulpe sont largement étudiées et valorisées dans différents domaines. Certes, la
graine a été aussi sujette a différentes études mais par défaut de perfectionner son utilisation et
préserver ses propriétés fonctionnelles et nutritionnelles de toutes les parties de la graine, une
nouvelle méthode de décorticage des graines et d’extraction de la gomme de caroube a été
élaborée et optimisée. De ce fait, des données bibliographiques vont étre détaillées dans les
prochains chapitres en fonction des travaux qui ont été réalisés.

Une deuxiéme partie a été consacrée a la présentation des différentes familles des métabolites
secondaires des plantes. La plupart de ces familles sont présentes dans la filiere du caroubier et
ont une activité antioxydante extrémement attrayante. Toutefois, les différentes méthodes
utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante surtout celles pratiquées dans ce travail ont

été minutieusement exposées.
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l. Introduction

La tendance mondiale est actuellement orientée vers I’innovation de procédés dits durables qui
optent principalement au développement de produits par des voies biotechnologiques en
utilisant des enzymes dans le secteur industriel. Ce concept est défini comme étant 1’un des
principes de la chimie verte et c’est dans ce cadre que notre innovation est inscrite. Dans le
présent chapitre nous allons évoquer les étapes réalisées pour la mise en place d’un nouveau
proceédé de décorticage des graines de caroube en utilisant un prétraitement par hydrolyse
enzymatique. En effet, initialement nous allons présenter les différentes méthodes existantes de
décorticage de la graine de caroube, on décrira ensuite le nouveau procédé élaboré pour
I’extraction de la gomme de caroube a partir des graines de caroube broyées et la méthode
innovée pour le décorticage de la graine de caroube entiére. En 1987, le premier procéde destiné
au décorticage des graines dures dont les graines de caroube a été publié par (Vacher, 1987)
[174]. Ce brevet consiste a irradier les graines dans un four alimenté par rayonnement
infrarouge. En 2008, la publication de (Patrick Aubin Dakia et al., 2008) [56] a reporté deux
méthodes simples et moins couteuses de décorticage des graines de caroube spécifiquement :
la méthode chimique avec I’acide sulfurique (Ac) et la méthode thermale d’eau bouillante. Le
but général de I'utilisation de ces prétraitements est la récupération de la gomme de caroube
avec une qualité et quantité supérieure vu que la qualité, la composition et le rendement de la
gomme de caroube sont étroitement liées a la méthode d’extraction employée. Par conséquent,
il faut mentionner que chaque prétraitement de I’ensemble des méthodes d’extraction de la GC
réalisées jusqu’a ce jour présentent des inconvenients écologiques et méme économiques. Le
développement d’une nouvelle méthode innovante obviant a tous les inconvénients posés est
plus que nécessaire. Un schéma général décrivant les étapes de récupération de la GC sont
présentées sur la Figure 29.

Les étapes générales de décorticage des graines de caroube seront évoquées en premier lieu et
en deuxiéme lieu nous allons présenter la nouvelle méthode innovée. Le nouveau procedé a été
utilise en premiére partie sur les graines entiéres et donc ¢’est un procédeé de décorticage de la
gomme de caroube et non d’extraction de la gomme seulement. Dans la deuxiéme partie, le
procédé a éeté réalisé sur la graine broyée permettant principalement d’extraire la gomme de
caroube. Les détails sur la méthode enzymatique et sur la détermination des facteurs influencant
la réaction d’hydrolyse enzymatique des graines broyees ainsi que la méthodologie poursuivie

pour réaliser le prétraitement sur les graines broyées ont été déterminées et optimisées par la
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méthodologie de plan d’expériences par surface de réponses. Ainsi, un apercu sur les plans
d’expériences sera présenté dans cette partie avec les différentes étapes réalisées pour réussir
I’optimisation avec la présente méthodologie sans oublier la présentation de la méthode

d’hydrolyse enzymatique avec les différents facteurs influengant.

Gousses de caroube

Concassage

Graines

Tégument

Décutilation

Dégermination

Endosperme

Séchage

Broyage

Gomme de Dissolution a Filtration
caroube brute 80°C

Précipitation avec

I’alcool

Filtration

Séchage

Gomme de Broyage
caroube pure

Figure 29 : Schéma du processus d’extraction et de purification de la gomme de caroube [77]
- Process of extraction and solubilisation of the Locust bean gum.
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Il.  Les étapes d’extraction de la gomme de caroube

1. La décutilation

C’est I’¢étape essentielle du procédé d’extraction de la GC et du germe. Cette premiére étape de
prétraitement des graines de caroube vise la séparation ou 1’élimination du tégument dur du
reste de la graine. Pour cela différentes méthodes de prétraitement des graines ont été
développées. Notamment, la méthode mécanique, la méthode chimique, la méthode thermale

et une récente méthode par cuisson thermique.

1.1.Méthode mécanique

La méthode mécanique consiste a effectuer un prétraitement thermique par irradiation au moyen
d'un rayonnement infrarouge d'une intensité d'au moins 100 Kw/m? dans un four tunnel dans
lequel circule un tapis roulant alimenté en graines dures [174]. L’irradiation infrarouge des
graines de caroube pendant un certain temps provoque un effet thermique brutal sur I’enveloppe
permettant d’établir a l'intérieur de la graine un gradient de température qui entraine une
dilatation différentielle de ses constituants et qui facilite leur séparation ultérieure. Les graines
sont par la suite recueillies dans une trémie puis elles sont soumises a un décorticage mécanique
selon des moyens connus en soi, soit de suite, soit apres une durée de stockage plus ou moins
prolongée. Ce procédé présente I’avantage de renoncer a ’utilisation des produits chimiques et
de récupérer une fraction d’endosperme de bonne qualité. Par contre, ce procédé demande un

équipement spécial et trés onéreux.

1.2. Méthode chimique

La méthode chimique de décorticage des graines de caroube a été introduite depuis 1935 par
(Ruter et al) [175] et puis optimisée en 2008 par (Patrick Aubin Dakia) [56]. Cette méthode
chimique optimisée consiste a carboniser le tégument des graines de caroube en utilisant un
acide tel que 1’acide sulfurique (le plus utilisé) a 60% ou 1’acide chlorhydrique (rarement utilisé)
a 60 °C pendant une heure [56,176]. Le tégument carbonisé est ensuite élimine par un lavage
avec I’eau. Ainsi, les autres parties de la graine de caroubes (endosperme et germe) sont
récupérées et immergées dans 1’eau distillée une nuit afin de faciliter la séparation du germe de
I’endosperme. L’étape suivante consiste a séparer manuellement les deux parties par une

spatule. Le germe et I’endosperme sont ainsi séchés a 103 + 2°C puis broyés et stockés pour
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usage ultérieur. Bien que cette méthode donne une gomme blanche et de haute viscosité, mais

I’attaque acide altére partiellement la qualité chimique et physique de I’endosperme.

1.3.Méthode thermale

La méthode par trempage consiste en I’immersion des graines de caroube entiéres dans 1’eau
bouillante pendant une heure (100 g de graines dans 800 mL d’eau bouillante), la graine se
gonfle et le tégument devient facile a détacher du reste de la graine. Le tégument est separé de
I’endosperme manuellement a I’aide d’une spatule [56]. Les trois parties de la graine de caroube
sont récupérees, sechéees a 103 £ 2°C, broyées et stockees a 4°C. Bien que le rendement en GC

est €élevée, cette méthode consomme de 1’énergie et la GC obtenue est d’une faible qualité.
1.4.Méthode par cuisson thermique

Cette méthode est la plus récente des méthodes de valorisation des graines de caroube. En effet,
c’est un procédé qui consiste a effectuer un traitement hydraulique des graines de caroube en
autoclave sous pression de 4,5 bars et a température de 100 °C pendant une durée de deux a
quatre heures. Le tégument des graines est facilement épluché grace a une grille métallique
munie d'une presse rotatoire en inox. Les graines de caroube décortiquées, subissent un
frottement mécanique sous agitation des deux composants de la graine : le germe et
I'endosperme. Ainsi, aprés récupération de I’endosperme, ce dernier subit un blanchiment par
I’eau oxygénée pendant 24 h [177]. Bien que ce procédé soit écologique, les hautes
températures employées alterent 1’endosperme ainsi que le blanchiment par 1’eau oxygénée ne

permet pas de conserver la GC pour une longue durée de stockage.

Dans notre laboratoire, nous avons réalisé les deux méthodes de prétraitement les plus utilisées :
la méthode chimique avec I’acide sulfurique et la méthode thermale avec 1’eau bouillante. Dans
ce sens nous avons réalisé des essais d’optimisation sur les deux méthodes. Pour la méthode
chimique, nous avons vari€ la concentration d’acide sulfurique de (20 a 50%) en fonction du
temps, mais il s’est avéré que 60% est la concentration la plus convenable. Pour la méthode de
décorticage avec 1’eau bouillante, nous avons effectué plusieurs essais du blanchiment de la
gomme de caroube brute obtenue. Certes, les résultats ont été satisfaisant avec un blanchiment
avec 1’eau oxygénée mais pas pour une longue duree de stockage. De ce fait, nous avons opté

pour I’élaboration d’un nouveau procédé biologique et écologique.
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2. Etape de dégermination

Cette ¢étape consiste a séparer I’endosperme du germe. Ce dernier est soit récupéré en broyant
les deux fractions de la graine (I’endosperme et le germe). Apres, avec un simple tamisage
I’endosperme est récupéré et broyé en fines particules pour obtenir la gomme de caroube et puis
le germe pour obtenir ce qu’on appelle la farine du germe de caroube. Une deuxiéme méthode
peut étre appliquée consiste a séparer manuellement 1’endosperme du germe a ’aide d’une
spatule [78]. Ainsi chaque partie extraite séparéement est séchée, broyée puis stockée pour usage

ultérieur.
3. Etape de purification

Apres extraction de la gomme de caroube brute, d’autres étapes peuvent étre effectuées afin
d’éliminer les impuretés qui sont essentiellement la cellulose, la lignine et les lipides, ainsi que
pour diminuer considérablement les quantités de minéraux et de protéines [178,179]. Cette
étape est appelée : étape de purification ou de clarification. Cette derniére consiste a disperser
la poudre de gomme brute dans 1’eau puis la solubiliser a 80°C/30 min avec agitation. Il faut
noter par conséquent que plus la température est élevée plus la solubilisation augmente (matiere
solubilisée) et plus le rendement en GC est meilleur. La solution de GC est ensuite centrifugee
et puis le surnageant est récupéré. En outre, la GC solubilisée est récupérée par précipitation
dans I’isopropanol ou I’éthanol. La précipitation avec 1’éthanol a été révélée étre mieux
relativement au taux des impuretés persistants dans la gomme de caroube purifiée [69].

Finalement, la GC dite purifiée ou clarifiée est obtenue apreés filtration, séchage et broyage [76].
I11.  Hydrolyse enzymatique des graines de caroube

1. Principe de la méthode d’hydrolyse enzymatique

Le principe d’hydrolyse enzymatique date de la seconde guerre mondiale lorsqu’un
champignon a hydrolysé des vétements et des équipements en coton. Depuis lors, Trichoderma
reesei a été découvert et s’est avéré produire des enzymes : les cellulases [180]. En effet,
I’hydrolyse enzymatique est devenue aujourd’hui I’une des technologies les plus étudiées et les
plus utilisées surtout dans le domaine de production des biocarburants et en particulier 1’éthanol.
Par conséquent la production d’éthanol implique deux étapes principales: I’hydrolyse
enzymatique et la fermentation. Les enzymes cellulases dans ce cas sont utilisées pour convertir
la biomasse cellulosique en sucres réducteurs fermentables. Pour ce faire, plusieurs facteurs

interviennent dans cette conversion comme la nature du substrat, la structure cristalline
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complexe, I’efficacité de 1’enzyme, interaction enzyme-substrat, etc. [180]. Dans notre cas,
nous nous sommes focalisés sur 1’effet des cellulases dans la dégradation de la cellulose
constituant les téguments des graines de caroube. Donc, le principe général de la présente
méthode repose essentiellement sur 1’hydrolyse de la cellulose formant la structure des
téguments de graines de caroube en sucres réducteurs fermentables (glucose). Toutefois, la
cellulose peut étre hydrolysée en monomeres de glucose en utilisant des catalyseurs chimiques
(communément utilisés avec un acide fort) ou biologiques (par des enzymes) [181]. Certes, vu
les multiples inconvénients de la méthode chimique, 1’hydrolyse enzymatique répond a ces

limitations et présente plusieurs avantages écologiques et économiques.
2. Enzymes utilisées

Outre la cellulase par Trichoderma reesei, divers mécanismes ont été étudiés en utilisant
d’autres organismes pour dégrader la biomasse cellulosique. Cependant, les seuls organismes
employant trois actions couplées pour dégrader la cellulose sont les enzymes cellulases. Le
choix des cellulases repose justement sur cette action et sur I’efficacité et la vitesse d’atteindre
I’objectif voulu qui est I’hydrolyse de la cellulose et la réduction de la dureté des téguments en
les rendant facile a séparer des autres parties de la graine. En outre, les pectinases par
Aspergillus aculeatus ont été aussi utilisées considérant la composition des téguments. Or apres
plusieurs essais, I’utilisation des pectinases seules n’était pas efficace. Par conséquent,
I’utilisation des cellulases en synergie avec les pectinases permettaient d’avoir de bons résultats

mais avec I’augmentation des concentrations des cellulases/pectinases.
2.1. Cellulase de T. reesei

Les cellulases les plus étudiées sont celles produites par les champignons et notamment ceux
de Trichoderma reesei [182-184]. L’intérét porté a ce microorganisme est lié surtout a sa
stabilité et sa résistance aux inhibiteurs et a son efficacité de dégradation de la biomasse
cellulosique [185]. La synergie est un phénoméne tres important observé dans la dégradation
de la cellulose et I'activité synergique du meélange de quatre a six enzymes peut étre jusqu'a 15
fois plus que celle d'une seule enzyme [186]. Différents types de synergie ont été étudiés parmi
différentes enzymes dont les plus utilisées : synergie (1) endo-cellulases (EC 3.2.1.4), (2) exo-
cellulases ou cellobiohydrolases (EC 3.2.1.91), (3) B-glucosidase (EC 3.2.1.21) [187]. Cette
synergie peut étre simplement comprise en considérant que ces différents enzymes attaquent
différentes régions de la cellulose et produisent des sites catalytiques les uns pour les autres.

Les endo-glucanases agissent de maniere aléatoire pour produire de nouvelles extrémités de
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chaine pour I'exo-cellulase, et I'exo-cellulase hydrolyse les chaines de glucose de maniére
processuelle et ramene les chaines inférieures a la surface pour une action enzymatique endo-
glucanase [181]. La synergie exo-B-glucosidase se manifeste en raison du fort effet inhibiteur
de la cellobiose, principal produit de I'action de I'exo-cellulase sur la cellulose. La B-glucosidase
convertit la cellobiose en glucose de maniére trés efficace et évite cet effet d'inhibition qui

entraine un fort rendement en sucre et une forte synergie.
3. Facteurs influen¢ant I’hydrolyse enzymatique

En général, I’hydrolyse enzymatique de cellulose est effectuée en deux étapes. Dans la premiére
étape, les longues chaines sont découpées en des courts oligomeéres solubles (chaines de moins
de sept molécules de glucose), qui sont hydrolysées en monomeres de sucre dans la solution au
cours de la deuxieme étape d'hydrolyse. La premiére étape de I'hydrolyse est considérée comme
étant I'étape limitante du processus global [181,187]. Cependant, plusieurs facteurs sont
responsables de la diminution du taux d'hydrolyse au cours de la deuxiéme étape. Ces facteurs
influant I'efficacité de I'hydrolyse peuvent étre classés en trois groupes principaux : la
composition chimique de la biomasse, la nature des enzymes, les interactions enzyme +
substrat. En plus de la composition du substrat (pourcentage de cellulose, hémicellulose,
lignine), les propriétés physiques telles que la cristallinité, degré de polymérisation et

’accessibilité au substrat impacte 1’accessibilité des enzymes a la cellulose [184,188].
3.1. Structure du substrat

La cristallinité est connue comme étant le facteur clé influencant I’hydrolyse enzymatique de
la cellulose [181]. En effet, les enzymes sont moins accessibles dans les régions cristallines que
dans les régions amorphes [189,190]. Par contre, d’autres études ont montré que le degré de
polymérisation est plus influencant que la cristallinité et cela revient a ce que le taux
d’hydrolyse enzymatique est initialement li¢ a 1’interaction entre 1’enzyme et les fibrilles
constituant la surface de la cellulose. Effectivement, [189] a confirmé que le degré de
polymeérisation surtout pour les exo-cellulases joue un réle important dans 1’hydrolyse, étant
donné que les exo-cellulases agissent dans 1’extrémité de la chaine. Donc plus la chaine est
longue avec un degré de polymérisation élevée, plus il va y avoir peut d’extrémités donnant
moins de sites accessibles aux exo-cellulases et entrainant par la suite la diminution du taux
d’hydrolyse. Un autre facteur aussi a prendre en considération, la lignine. Effectivement, des
études ont montré que la lignine influence négativement le taux de I’hydrolyse enzymatique du

substrat lignocellulosique, cela revient a ce que la lignine se comporte comme une barriére
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empéchant I’accessibilité a la cellulose. En outre, une étape de délignification peut avoir lieu
mais les inconvénients de cette derniere peuvent influencer la réaction d’hydrolyse de la
cellulase. Par exemple, lors de la délignification les résidus de la lignine bloquent I’avancement

de la cellulase dans la chaine de cellulose [65].
3.2. La nature des enzymes

Malgré la grande variété de bactéries et de champignons qui produisent des enzymes
cellulosiques capables d’'hydrolyser la cellulose [186], peu d'espéces produisent des taux élevés
de cellulase extracellulaire capables de solubiliser la cellulose cristalline de maniere extensive
[180]. En eftet, les cellulases d’origine fongique sont les plus industriellement utilisées, et cela
revient essentiellement a 1’efficacité de la sécrétion de ces enzymes. Particuliérement, les
microorganismes du genre Trichoderma produisent des quantités relativement importantes
d’endo-B-glucanase et d 'exo-B-glucanase, mais de faibles taux de B-glucosidase, alors que ceux
du genre Aspergillus produisent des quantités relativement importantes d’endo-B-glucanase et
B-glucosidase mais un faible taux de production d’exo-f-glucanase [183].

Bien que les cellulases de T. reesei soient largement disponibles et sont commercialisées par
Celluclast 1,5 L de Novozymes et Genencor International's Spezyme, pour diverses applications
(les détergents et les industries textiles), leurs prix d’achat sont onéreux. En effet, des solutions
peuvent étre utilisées afin de réduire le colt, par exemple en adaptant des approches
convenables pour la production d'enzymes et de mélanges d'enzymes plus efficaces et
I’utilisation de substrats lignocellulosiques peu cotiteux pour la production de I'enzyme [191].
Par conséquent, malgré que Trichoderma reesei soit 1’un des systémes cellulosiques fongiques
les mieux étudiés [192], le procédé détaillé de I’hydrolyse de la biomasse lignocellulosique par
les enzymes Trichoderma reesei n’a pas été complétement élucidé. En présence de cellulose
disponible, Trichoderma reesei sécrete un large spectre d'activités enzymatiques cellulosigues,
notamment les cellobiohydrolases (CBH) et les endo-1,4-glucanases (EG). En outre, il sécréte
plus de 30 autres composants enzymatiques mineurs encore inconnus et qui pourraient jouer un

réle important pour faciliter la décomposition des substrats cellulosiques cristallins.
3.3. Interaction Enzyme-Substrat

L’hydrolyse enzymatique de la cellulose repose sur le contact de I’enzyme soluble avec un
substrat insoluble. Il faut bien prendre en compte que 1I’hydrolyse de la cellulose est un
phénomeéne de surface basé sur un systeme complexe et hétérogene entre enzyme-substrat

[180]. Avant la réaction d’hydrolyse, I’enzyme doit étre liée au substrat par 1’adsorption du
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biocatalyseur par le substrat insoluble [193]. La sensibilité de la cellulose a I'hydrolyse
enzymatique est largement déterminée par l'accessibilité des sites de liaison a I'enzyme qui
détermine lI'adsorption ultérieure de I'enzyme sur le substrat solide.

Geénéralement, I'hydrolyse est considérée comme un processus lent car la structure cristalline
de la cellulose et le nombre de sites de liaison actifs disponibles sont limités. La plupart des
cellulases fongiques sont des protéines modulaires contenant un domaine catalytique (DC) et
un module de liaison aux glucides (MLG) [194,195]. Ces modules dans la plupart des cellulases
fongiques sont situés aux deux extrémités du domaine catalytique et sont connectés a celui-ci
par un lien souvent fortement glycosylés [196]. L'efficacité de la cellulase est renforcée par la
présence de MLG et ce dernier est clairement corrélé avec une meilleure activité hydrolytique
vis-a-vis de la cellulose insoluble [197]. Les MLG permettent aux cellulases d’agir sur la
cellulose cristalline en déstabilisant les liaisons hydrogénes de la structure de la cellulose, ce
qui rend les chaines polysaccharidiques plus accessibles au domaine catalytique [198]. Ce n'est
que par la coopération avec des modules de liaison spécifiques non catalytiques que les enzymes
sont capables de perturber la surface des cristaux au niveau de I'interphase solide-liquide, afin
de rendre des fibres de cellulose uniques accessibles a I'hydrolyse. En général, il est connu
qu’un MLG dans une molécule de cellulase améliore 1’activité hydrolytique d’un domaine
catalytique adjacent au MLG en augmentant la concentration d’enzyme a la surface d’un
substrat insoluble [199] ou en fournissant le catalyseur avec un substrat plus facilement

dégradable, a savoir la cellulose amorphe [197,200].
4. Activité enzymatique

La performance des enzymes (pures et mixtes) est mesurée sur la base de leurs activités [201].
Le terme "Unité" (U) est largement utilisé pour définir I'activité des enzymes. En général,
I’unité est définie comme la quantité d'enzyme nécessaire pour libérer I’équivalent d’une
micromole de sucres réducteurs par minute dans des conditions environnementales contrélées
(température, pH, charge de substrat, etc.). Cette activité est convertie en unités par masse pour
les enzymes pures (généralement U/mg d'enzymes). L'activité (unités/mg) d'une enzyme est
spécifique a un substrat et est indiquée en termes d'activité spécifique a un substrat. Pour les

enzymes mixtes, I’activité est définie en (U/mL) du mélange.
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IV.  Optimisation de ’hydrolyse enzymatique des graines entiéres

Dans cette section nous allons présenter la méthode suivie pour la mise en place d’une nouvelle
méthode de décorticage des graines de caroube par hydrolyse enzymatique. Le but de la
méthode d’hydrolyse enzymatique est le décorticage de la graine de caroube pour 1’extraction
des trois parties de la graine a savoir le tégument, I’endosperme et le germe. Les procédés
classiques veillent sur le principe d’extraction de la gomme de caroube en un minimum d’étapes
sans tenir compte de I'utilité des autres parties de la graine et surtout celle du tégument.

L’idée principale de cette étude est d’utiliser les enzymes cellulases pour hydrolyser la cellulose
de la graine de caroube, rendant le tégument fragile, facile a détacher et a valoriser. Les
parameétres étudiés ont été optimisés en utilisant la méthode classique de la variation d’un seul
facteur & la fois, en maintenant les autres facteurs constants. Les facteurs choisis sont : le pH,
la concentration d’enzyme et la charge du substrat. Ces paramétres ont été contrdlés en variant
le temps de traitement. 1l faut noter que la température a été fixée a une température moyenne
de T=50°C afin de garder I’intégralité structurale de toutes les parties de la graine pendant tout
le temps du prétraitement. Les expériences de la réaction d’hydrolyse ont été effectuées dans
I’étuve. Toutefois, en raison des différents avantages du bain ultrason, nous avons continué les

expeériences dans celui-ci.
1. Matériel et méthodes
a. Matériel végétal

Les graines de caroube sont collectées du Nord et Sud du Maroc et ont été utilisées sans aucun

prétraitement initial et sans tenir compte de la taille des graines.
b. Enzyme cellulase

L’enzyme utilisée est cellulase de Trichoderma reesei ATCC 26921 (product from Denmark)
et fourni par @ Sigma-Aldrich codé C2730. La densité de la solution aqueuse jaunatre d'enzyme
cellulase est de 1,2 g/ mL a 25 ° C. La solution aqueuse a une activité de 700 Unités/G.

c. Mesure des sucres réducteurs

La mesure des sucres réducteurs a été réalisée suivant la méthode de DNS (acide
dinitrosalicylique) [201]. Un réactif avec la DNS a éte préparé (annexe 1). On place dans un
tube un mélange de substrat-DNS équivalent a une dilution 1 :2. Les tubes sont ensuite placés

a 100°C durant 10 minutes, puis refroidis dans un bain glacé pour suspendre la réaction.
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L’absorbance est mesurée a 540 nm. Pour traduire les valeurs d’absorbance en concentration
de sucres réducteurs (exprimée en g/L), il faut utiliser une courbe de calibrage. Celle-ci se
prépare avec une solution de D (+) glucose, donc la linéarité est bonne entre 0,2 g/L et 1 g/L
(coefficient de corrélation de 0,99). L’équation établie de la droite de la courbe standard du

glucose est : y = 2,7096x + 0,0433 ; R? = 0,9959.
d. Traitement dans un bain ultrason

L’objectif de I’utilisation d’un bain ultrason, est de réduire la durée de traitement et de faciliter
le détachement des différentes parties de la graine. Appareil utilisé : Bransonic Ultrasonic
modele SM35E-DTH, Danbury, USA. Au cours de I’hydrolyse enzymatique, les flacons du
mélange (graines + enzyme) ont été placés dans le bain ultrason a une température de 50°C
pendant 30 min a 3 h de traitement. Chaque 30min, un volume de 1 mL du mélange hydrolysé
liquide a été placé dans un tube contenant la DNS afin de mesurer le taux de sucres réducteurs
produit.

€. Parameétres de ’optimisation de I’HE des graines entiéres

L'hydrolyse des graines de caroube a été réalisée dans des flacons en verres avec bouchons de
100 mL. L'enzyme cellulase a été diluée dans un tampon citrate fraichement préparé a des pH
variés. Les graines de caroube ont été placées ensuite dans les flacons appropriés avec le volume

dilué de I'enzyme dans 1’étuve a une température fixée de 50 °C.
v" Variation du pH

Le pH est ’'un des facteurs primordiaux pour 1’activation de 1’enzyme, c’est pourquoi nous
avons varié le pH de I’enzyme de 4,6 a 5,6 durant cette optimisation. La durée de traitement
était prolongée a plus de 24 h dans une étuve de type (Binder - Classic.Line FD 23) a 50°C. Le
suivi de I’hydrolyse a été évalué en mesurant le taux des sucres réducteurs par la méthode DNS
ainsi que par rapport a la facilité de détacher le tégument des graines. Nous avons utilisé pour
le suivi du pH des masses de 1 g de graines de caroube et la concentration de cellulase a été
fixée a 1 U/mL.

v’ Variation de la concentration d’enzyme

Différents volumes d'enzyme cellulase diluées ont été appliqués pour déterminer le volume et

la concentration d’enzyme adaptés avec une charge de substrat fixée a 5g. Une gamme de
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concentration a été réalisée de 1U a 10U dilué dans le tampon Na-citrate. La température a été
fixée a 50°C et le pH adéquat a été fixé en se basant sur les résultats précédents de la variation
du pH.

f. Analyse par microscope électronique a balayage MEB

Le microscope électronique & balayage (MEB) permet I'analyse de surfaces des matériaux
solides. Le MEB fournit des images de la surface en relation avec le mode de diffusion des
électrons par I'échantillon. Cette méthode a été realisée sur les graines de caroube avant et aprés
traitement avec la cellulase afin de déterminer les changements repérés suite a 1’hydrolyse
enzymatique de la cellulose sur la surface des graines de caroube. Cette étude a été effectuée
au Centre Universitaire Régionale d’Interface (CURI) de Fés, par un Microscope Electronique

a Balayage de type QUANTA 200 FEI, équipé d’une sonde EDAX.
g. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourrier — FTIR

C’est une technique spectroscopique des plus utilisées pour déterminer les groupements
fonctionnels des molécules organiques et inorganiques. Par conséquent, c¢’est une méthode
spectroscopique simple (nécessitant une quantité minimale des échantillons), rapide, peu
colteuse et non destructive. Cette technique a été utilisée précédemment pour identifier les
groupements fonctionnels de la gomme de caroube commerciale ainsi que du galactomannane
(gomme de caroube purifiée). De ce fait, les groupes fonctionnels de la gomme de caroube
obtenue par hydrolyse enzymatique des graines de caroube en entier ont été analysés par FTIR
dans le domaine des fréquences compris entre 4000 et 400 cm™. Le spectre obtenu a été comparé
avec celui déja publié de la gomme commerciale. L’analyse FTIR (VERTEX 70 — BRUKER)

a été effectuée au centre CURI de Fés, Maroc.
h. Test de solubilité de la gomme

Les gommes obtenues par hydrolyse enzymatique et par procédé chimique ont été préparées a
une concentration de 0,1% (p/p) sur une base de poids sec a la tempeérature ambiante (23 a 25°C)
pendant 0,5; 1; 2 et 3 h sous agitation. D'autres preparations ont été faites dans les mémes
conditions mais a 80°C pendant 5, 10, 30 et 60 min. Ensuite, la solution correspondante a été
prélevée et centrifugée 6000 rpm pendant 30 min pour éliminer le matériel insoluble. Le
surnageant est récupéré et les concentrations finales en polymeére sont déterminées en tant que

matieéres solides totales séchées a 105°C. Le pourcentage de solubilité est calculé comme suit :
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mg

concentration du surnageant ( )
mL
——— gy~ X 100
Concentration initiale (H)

(%) solubilité =

2. Résultats de I’optimisation des graines entiéres
2.1. Effet du pH

Le pH du traitement enzymatique des graines de caroube entiéres a été optimisé en fonction du
temps de traitement & 50°C. Cependant, il faut mentionner que le suivi de 1’effet du pH et de la
concentration d’enzyme a été effectué dans 1’étuve en fonction du temps. La charge de substrat
et la concentration d’enzyme ont été fixées au seuil minimum pour contréler la réaction

d’hydrolyse. La Figure 30 reporte la variation du pH de la réaction d’hydrolyse durant 24h.
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Figure 30 : Effet du pH sur le taux de sucres réducteurs produits pour [’hydrolyse de 1g de
graines pour 1U d’enzyme a 50°C.

Le suivi de I’effet du pH a été non seulement évalué par le taux de sucres réducteurs mais aussi
avec la facilité de détachement des téguments de graines de caroube. Donc, chaque demi-heure,
la quantité de sucres réducteurs a été estimee par la méthode de DNS ainsi qu’une Vérification
manuelle du décorticage des graines a été réalisée. Le taux des sucres réducteurs au bout de 48h
a été constant a 1,78 g/L et n’était mesurable que pour certains pH de 4,6 a 5. Toutefois, au bout
de 24 h avec le pH de 4,8 toutes les graines ont été faciles a décortiquer ce qui n’étaient pas
possible avec la totalité des graines des autres pH. Pour cette raison, le pH 4,8 a éte sélectionné
comme le pH optimum pour I’hydrolyse enzymatique des graines de caroube enticres. Certes,

d’autres études, ont reporté 1’adéquation du pH=5,0 ou plus pour I’hydrolyse enzymatique avec
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des enzymes cellulases, mais la plupart des études d’hydrolyse enzymatique de la biomasse
lignocellulosique par la cellulase applique un pH de 4,8 conformément a ce que nous avons
trouvé [62,202,203]. Par ailleurs, la réaction a eté réalisée au bout de 48 h, cependant au bout
de 24 h avec le pH de 4,8 toutes les graines ont été faciles a décortiquer de ce fait, nous n’avons
continué le traitement que pour les autres pH dont on a remarqué une détérioration de la texture

des graines.
2.2. Effet de la concentration d’enzyme

Différentes concentrations de cellulase de Trichoderma reesei ont été évaluées. La dilution de
I’enzyme cellulase est faite dans un tampon Na-citrate a pH 4,8. La Figure 31 reporte 1’effet de
la concentration d’enzyme sur le taux de production de sucre réducteurs. 5 g de graines de
caroube ont été suffisants pour estimer 1’effet de la concentration d’enzyme sur I’hydrolyse de
la cellulose des graines de caroube. En plus de trouver la concentration d’enzyme a appliquer,

cette étude a permis d’analyser le rapport substrat/enzyme.

1,2 -
—m— 11U
—e— 2U
1,0 —a— 3U
] —w— 4U
0,8 - SU
Q 10U
= ]

Temps (h)

Figure 31 : Effet de la concentration d’enzyme sur le taux de sucres réducteurs produits de
[’hydrolyse enzymatique des graines de caroubes entieres

Effectivement au cours de cette étude nous avons remarqué que plus la concentration en enzyme
augmente et le temps de traitement est long, plus la quantité des sucres réducteurs est élevée.
Au bout de 24 h de traitement a 50°C la quantité en sucres réducteurs a doublé pour toutes les
concentrations d’enzyme cellulase. Cependant, les résultats ont été plus satisfaisants a partir
d’une concentration de 5 jusqu’a 10U. Par conséquent, nous sommes bien d’accord que pour
hydrolyser tout le substrat disponible, nous avons besoin d’une durée de traitement plus longue
surtout que ce traitement est réalisé sans agitation prealable pour faciliter et améliorer le
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rendement en sucres réducteurs. Ceci peut avoir une signification si on voulait valoriser les
sucres réducteurs produits, mais le but de cette étude est le décorticage des graines de caroubes/
détachement des téguments. Par ailleurs, au bout de 4 h pour les concentrations de 5 et 10 U,
les graines commengaient a se décortiquer mais ce n’est que juste apres 10 h de traitement que
toutes les graines ont été décortiquées. La conclusion de ce suivi est pour un décorticage total
de 5 g de graines de caroube nous avons besoin d’une concentration de 5U a 10U a un pH de
4,8 durant 10 h de traitement. Toutefois, pour obvier a la longue durée de traitement, nous avons

opté pour la réalisation des essais dans un bain ultrason.
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Figure 32 : Effet de la concentration d’enzyme sur [’hydrolyse enzymatique des graines de
caroubes dans un bain ultrason avec P = 20%, pH = 4,8 et T° = 50°C.

Les avantages du bain ultrason sont plusieurs mais les plus importants sont : la présence des
vibrations a hautes fréquences qui libérent de 1’énergie permettant de détacher les différentes
parties de la graine et le maintien de la température nécessaire pour la réaction d’hydrolyse
enzymatique. En pratique, les mémes conditions du suivi de I’effet de la concentration
d’enzyme dans 1’étuve sur le décorticage de la graine de caroube ont été réalisees dans un bain
ultrason. La température a été fixée a 50°C, la puissance a éte réglée sur P=20% et le pH a 4,8.
Nous remarquons d’aprés la Figure 32 que le temps du suivi de I’hydrolyse dans un bain
ultrason a été réduit a juste 3 h au lieu de 24 h dans I’étuve. En effet, au bout de 3 heures toutes
les concentrations ont permis de décortiquer les graines de caroube en entier. Cependant, a
partir de la concentration de 5U, au bout de 2 h, toutes les graines de cette expérience ont été

59



Chapitre Il : Elaboration d’un nouveau procédé d’extraction et de décorticage des graines
de caroube

facilement decortiquées avec un rendement de 100 %. Méme si nous avons un décorticage
complet au bout de 3 h pour les autres concentrations plus faibles, nous optons pour une
réduction de la durée de traitement pour avoir une préservation de la qualité structurale de la

graine et donc I’hydrolyse enzymatique pendant 2 h a 5 U sera plus adéquate.
2.3. Rendement

Le rendement obtenu des différentes parties de la graine de caroube est présenté dans le Tableau
4. Concernant la méthode acide, vu que I’acide carbonise le tégument, le rendement en
tégument est trés faible par rapport a la méthode a I’eau bouillante et I’hydrolyse enzymatique.
Il est & noter aussi que le rendement en tégument est faible aussi par rapport aux études publiées
précédemment par [204]. Le rendement du germe est presque le méme utilisant les trois
méthodes et comparable avec les études déja publiées sur le germe des graines de caroube [44],
[204]. Concernant 1’endosperme, la matiére de base de la gomme de caroube, nous observons
presque le méme rendement pour les méthodes de prétraitement avec 1’eau bouillante et par
hydrolyse enzymatique. Cependant, le prétraitement par méthode chimique donne un
rendement relativement faible par rapport aux autres méthodes, cela peut étre di
essentiellement a une hydrolyse de I’endosperme provoquée par ’attaque acide (acide

sulfurique a 60%) [19], [70].

Tableau 4 : Rendement du tégument, endosperme et du germe (%) des graines de caroube
extraite par méthodes acide (Ac), a l’eau bouillante (Aq) et par hydrolyse enzymatique (HE).

Traitement Ac% Traitement Agq % Traitement HE %
Endosperme 34-42 55-59 55-60
Germe 17-20 19-23 19-22
Tégument 06 - 10 16-18 18-20

2.4. Analyse MEB

L’analyse de la microstructure de la surface des graines de caroube avant et apres hydrolyse
enzymatique par la cellulase a été effectuée par un microscope électronique a balayage (MEB).
Cette technique permet de donner les détails du changement structural de la surface d’un
¢échantillon avec des grossissements de 1’ordre de (250 a 4000 fois). La Figure 33, montre les
microstructures des graines non-traitées (a-c) et traitées (d-f). Les changements des
microstructures ont été bien illustrés et détaillés avec un grandissement de (x4000). Avant

traitement, la dureté de la structure des téguments des graines de caroubes surtout dans I’image
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(c) montre 1’absence totale de pores indiquant ainsi ’'uniformité et la dureté de I’enveloppe
tégumentaire des graines de caroube. Avec un grandissement de (x1000), nous observons dans

I’image (d) le développement de fissures et I’augmentation de la porosité du tégument. De plus,

le grandissement (x4000) montre ’efficacité de I’hydrolyse enzymatique.

Figure 33 : Structure du tégument des graines de caroube avant ((a), (b), (c)) et apres
hydrolyse enzymatique ((d), (e) et (f))

2.5. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourrier (FTIR)

Un autre outil bien efficace pour s’assurer de I’intégralité de la structure de la gomme de
caroube obtenue est I’analyse par Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourrier (FTIR)
sur la région située entre 4000 et 400 cm™. Les résultats obtenus confirment la présence de tous
les groupes fonctionnels constituant la structure de la GC (Figure 34.A) en comparaison avec
le spectre de la gomme commerciale (LBG) ainsi reporté dans la Figure 34.B. En effet, nous
remarquons la présence d’une bande large et intense a environ 3300 cm™ dans les deux
structures qui correspond au groupement d’élongation O-H. Les bandes & 2923 et 2926 cm™ du
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spectre (A) et (B) sont attribuées au groupe d’¢longation des liaisons C-H. Par ailleurs, les
bandes observées a environ 3300 et 1637 cm™ sont attribuées aux modes de vibrations de la
molécule d’eau [205]. Les bandes vers 1013, 1052 et 1033 cm™ correspondent généralement
aux modes d’élongation asymétrique et symétrique C-O du groupe des cycles pyranoses. Les
bandes caractéristiques observées a 869 et 812 cm! sont attribuées aux liaisons p-
galacosidiques et f-mannosidiques, respectivement pour la LBG (B). Dans le spectre A, la
bande correspondante a 873 cm™ est attribuée p-D-mannopyranose [206] et 810 cm™ aux unités
D-galactopyranose [207]. Les résultats ainsi obtenus sont en cohérence avec ceux de la LBG
confirmant ainsi ’efficacité de la méthode d’hydrolyse enzymatique a extraire la gomme de
caroube avec une qualité élevée.

2.6. Test de solubilité
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Figure 34: Spectres infrarouges de la gomme de caroube obtenue par différentes
méthodes. (A) Par la méthode d’HE, (B) spectre IR de la gomme commerciale (LBG)
[209]
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Le test de solubilité a été réalisé pour les deux échantillons de gommes de caroube obtenues
avec méthode chimique et avec hydrolyse enzymatique. La Figure 35 reporte la variation de la
solubilité de la gomme en fonction de la température (A) a 25°C et (B) a 80°C. La solubilite de
la gomme de caroube dépend essentiellement de la température appliquée, du temps de la
solubilisation et de la pureté de la gomme testée (les fragments de téguments ou du germe qui
restent attachés a I’endosperme). D’autres paramétres peuvent influencer la solubilité de la GC
aussi, notant bien le poids moléculaire ainsi que le DSg [70]. A 25°C, une solubilité de 48% est
observée pour la gomme obtenue par procédé d’HE alors que pour la gomme du procédé Ac
elle est de 40% seulement. En outre, il est bien connu que plus la gomme est soluble dans 1’eau
plus son DSg est élevée. Ceci montre que relativement le procedé HE préserve la structure des
galactomannanes de la GC plus que le procédé acide. D’autres part, avec I’augmentation de la
température la solubilité augmente, effectivement a 80°C durant 30 min la gomme de caroube
obtenue par HE est solubilisée presque a 73% contre 66% du procédé Ac. Il est bien noté que
la solubilité de la LBG ne dépasse jamais les 90%. Avec la méthode d’HE, nous remarquons
que la solubilité est a environ 88% pendant 1 h indiquant ainsi la pureté et la haute qualité de la
gomme obtenue par rapport au procédé chimique. Nos résultats sont en accord avec les résultats
déja publiés sur la solubilité de la gomme de caroube obtenue par procédé chimique précisant
ainsi atteindre 70-85% pendant un traitement de 30 min a 80°C [56], [67].
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Figure 35 : Variation de la solubilité de la gomme de caroube en fonction de la
température (A) 25°C et (B) a 80°C entre la gomme obtenue par la méthode chimique (Ac)
et par hydrolyse enzymatique (HE)

Conclusion de I’HE des graines entiéres

La méthode d’hydrolyse enzymatique est une méethode prometteuse. En plus d’étre une méthode
écologique, elle permet de réaliser des optimisations et d’avoir des rendements élevés. Un pH
de 4,8 et une concentration de 5 a 10 U pour 5 grammes de graines durant un traitement dans
un bain ultrasons a 50°C/2h permettent de réaliser un décorticage complet des graines de
caroubes et d’extraire une gomme de caroube avec une qualité élevée. Par ailleurs, il existe
différentes méthodes de prétraitement des graines de caroubes qui visent a maximiser le
rendement et de récupérer les différentes parties des graines avec une bonne qualité/quantité
telles que la méthode acide et la méthode thermale avec 1’eau bouillante. Toutefois, cette

derniére demande une température élevée qui nuit a la qualité et la texture de la fraction
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d’endosperme obtenue observée par la couleur de la gomme obtenue. D’autre part, le prétraitent
chimique est non-écologique et reporté d’altérer partiellement la structure de la gomme
obtenue. En définitive, la présente méthode d’hydrolyse enzymatique permet de pallier tous les
inconveénients déja cités des méthodes classiques et permet d’obtenir les différentes parties de
la graine de caroube avec une qualité et quantité supérieures.

Les graines de caroube entiéres passent par un prétraitement par hydrolyse enzymatique en
utilisant un bain ultrasons. Le temps de traitement est réduit a 2 h avec un substrat de 5 g et une
concentration d’enzyme de 5-10U. Les graines récupérées aprés hydrolyse sont ensuite
décortiquées et chaque partie de la graine est isolée a part, séchée et broyée. La fraction

d’endosperme nous a permis ainsi d’obtenir la gomme de caroube brute.

V. Optimisation de I’HE des graines broyées par plan d’expériences

1. Apercu sur les plans d’expériences

Les plans d’expériences sont une méthode ¢laborée afin de remédier a plusieurs problémes
rencontres surtout dans le domaine industriel. Cette méthode permet la minimisation du nombre
nécessaire d'expériences permettant ainsi un gain en temps et en codt financier. Leur utilisation
dans différents domaines vise essentiellement la détermination des facteurs clés dans la
conception d'un nouveau produit ou d'un nouveau procédé, I’optimisation des réglages d'un
procédé de fabrication ou d'un appareil de mesure et aussi la prédiction par modélisation du
comportement d'un procédé. Néanmoins, elle ne permet en aucun cas d’expliquer un
phénomene physico-chimique étudié.

La méthode des plans d’expériences a été initialement introduite en 1925 par Ronald Fisher, un
mathématicien britannique, en relation avec les expérimentations dans le domaine de
I’agriculture publiées dans un ouvrage en 1935 [208]. Par ailleurs, Yates a largement reporté
I’application de la méthode dans 1’agriculture et dans d’autres domaines comme la biologie et
notamment en industries. Puis, en se référant aux travaux de Yates, Box et Wilson ont
développé des modéles mathématiques adaptés aux contextes industriels [209]. Les applications
industrielles récentes ont été particulierement associees au nom de l'ingénieur japonais G.
Taguchi, qui a élaboré les tables d’expériences (criblage) adaptées aux problémes industriels
en coordination avec les études publiées de Box associé a Wilson (1952) et Beveridge (1952)
sur la conception expérimentale introduisant ainsi les modéles de surfaces de réponses tels que
les plans composites centrés [210-212]. Aprés les annees 50, multiples statisticiens ont

développé des modeles des plans d’expériences adaptés aux différentes situations et domaines
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[213]. De ce fait, il existe plusieurs plans d’expériences, nous trouvons ainsi: les plans
factoriels complets a 2 niveaux, plans factoriels fractionnaires a 2 niveaux, d'autres plans a 2
niveaux (dont les tables de Taguchi), plans a plus de 2 niveaux (dont les carrés latins), plans
pour surfaces de réponse (dont les Plans composites), etc.

La base de la méthodologie des plans d’expériences repose sur I’étude d’un systeme (un
probléme) en déterminant les différents facteurs qui peuvent I’influencer. Par conséquent, une
réponse est établie suite a cette influence permettant d’établir la relation cause a effet entre les

réponses et les facteurs.
2. Les étapes de ’optimisation du procédé d’HE par plan d’expériences
2.1. Définir le probléme

Avant de procéder a 1’application des plans d’expériences il faut premiérement commencer par
savoir c¢’est quoi le probléme posé. Afin de définir ce probléme, il est utile de se référer a la
méthode QQCOQP en répondant sur les différentes questions : en Quoi consiste le probleme ?
Qui est le demandeur du probléeme ? Combien ca coute ? Ou cela se passe -t—il ? Quand cela
arrive-t-il ? Pourquoi est-ce un probléme ?

Dans notre cas la problématique posée est de déterminer les facteurs influencant le procédé
d’hydrolyse enzymatique des graines de caroube broyée sachant bien que tout expérimentateur
au début de 1’étude d’un phénomeéne quelconque ignore la faisabilité des expériences et la
méthode a adapter aussi. L’utilisation de la méthode classique qui consiste a varier un facteur
tout en fixant les autres ou aussi appelé essais —erreurs est en générale une méthode qui demande
beaucoup d’expériences, un coiit élevé et aussi la longue durée. En plus, cette méthode ne met
pas en considération 1’effet d’interactions entre les facteurs étudiés. Donc, il est nécessaire de
s’appuyer sur des outils pratiques, simples et qui donnent une multitude d’informations avec un

minimum d’expériences.
2.2. Détermination de la réponse

Les plans d'expériences s'inscrivent dans une demarche générale d'amélioration de la qualité.
Le succes de la demarche originale des plans d'expériences réside dans la possibilité
d'interprétation des résultats expérimentaux avec un effort minimal sur le plan expérimental :
la minimisation du nombre nécessaire d'expériences permettant un gain en temps et en co(t
financier. Par conséquents, L'étude doit avant tout avoir un but précis : minimiser un co(t de
fabrication, chercher les paramétres influents, réduire le calibre d’un produit fini, etc. Donc la

réponse Y doit étre préalablement une réponse représentative et quantitative [214, 215]. De ce
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fait, nous avons pris comme réponse cherchée : le taux des sucres réducteurs produit suite a
I’hydrolyse enzymatique des graines de caroube broyées (téguments contenant la cellulose et

qui reste attaché en fragments aux endospermes).
2.2.1. Mesure des sucres réducteurs

La mesure des sucres réducteurs a été réalisée suivant la méthode de DNS (acide
dinitrosalicylique) décrite dans la section d’élaboration de la méthode de décorticage des

graines de caroube.
2.2.2. Enzyme cellulase

L’enzyme utilisée est cellulase de Trichoderma reesei ATCC 26921 (product from Denmark)
et fourni par @ Sigma-Aldrich codé C2730. La densité de la solution aqueuse jaunatre d'enzyme

cellulase est de 1,2 g/ mL a 25°C. La solution aqueuse a une activité de 700 Unités/G.
2.3. Détermination des facteurs influents

Un facteur est une variable susceptible de varier la réponse Y. La détermination des facteurs
influents est faite essenticllement a partir d’un brainstorming des différentes causes pouvant
influencer le probléme posé. Ainsi une classification de toutes les causes posées est faite et par
ordre de priorité elles sont étudiées. Dans cette étape le diagramme d’Ishikawa ou de causes-

effets est largement utilisé pour trier toutes les causes suivant la classe dont ils font partie

(Figure 36).

Milieu Matériel Matiére

= Causel
Cause 2

Méthode Main d’ceuvre
Figure 36 : Diagramme d’Ishikawa ou de causes — effets.

En général, il n’existe pas une maniere définitive et précise pour déterminer les facteurs
influencant une réponse Y. Le choix des facteurs et des modalités est laissé a I’expérimentateur.

Toutefois, une justification de ce choix doit étre expliquée en fonction des besoins
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d’informations nécessaires en termes d’influence du facteur. Dans I’ensemble, le facteur prend
des valeurs continues ou discrétes appelées niveaux. Le plan d’expérience choisi et les facteurs
utilisés définissent le nombre de niveaux a choisir.

Nous avons choisi trois facteurs comme potentiellement influencant sur la production des
sucres réducteurs suite a I’hydrolyse enzymatique des graines de caroube broyées par les
cellulases. La charge en substrat est notée (S) en pourcentage de substrat/eau (m/v %). La
concentration d’enzyme (E) est mesurée en tant que concentration (U/mL) par rapport aux
tampon citrate-Na et le temps de prétraitement (t) en (heure). La température a été fixée a 50°C
et le pH & 4,8 suites aux résultats de 1’étude précédente sur les graines entiéres. Le Tableau 5
présente les niveaux des facteurs utilisés. Vu que les procédés d’extraction classiques ne
dépassent pas 2 h de traitement avec une température de 100°C, nous avons opté pour une durée
de 3 heures mais a une température moyenne fixée a 50°C. Les valeurs de la concentration
enzymatique ont eté prises arbitrairement avec la charge du substrat vu qu’a notre connaissance
les études sur le méme substrat n’existent pas. Les niveaux de chaque facteur peuvent apparaitre
faibles, mais vu que c’est la premiére fois qu’on réalise le plan d’expériences sur un substrat tel
que les graines de caroube broyé€es, nous ignorons 1’effet de ces facteurs et de leurs interactions.
De ce fait nous avons opté pour la réalisation des expériences a petite échelle permettant ainsi
de contrOler les facteurs d’une part et d’analyser la réponse d’une autre part.

Tableau 5 : Récapitulatif des niveaux de facteurs et leurs unités pour [’étude du plan a
surface de réponse

Facteurs Unité Niveau (-1) Centre Niveau (+1)
Ul S % 5 10 15
u2 E ] 1 3 5
U3 t h 1 2 3

2.4. Choix d'un modeéle

Nous avons opté pour une optimisation par surface de réponses avec un plan composite centré
avec 3 facteurs et un point au centre. Le choix du modele dépend de I’objectif de 1’étude. En

effet, Les plans d'expériences dits factoriels utilisent tous le modele mathématique suivant qui



Chapitre Il : Elaboration d’un nouveau procédé d’extraction et de décorticage des graines
de caroube

relient la réponse y aux facteurs X1, X2, ...xi ...xn Yy = f(x). Dans notre cas il s'agit d'un modéle
polynomial de deuxiéme degre.

Y= by + byx;+ byx, + byx, +Z’ifj=1;i¢j bijx;x; + Zﬁj,kzl ik DijleXiXj X

Ou by, by, ...... ; sont les coefficients du polynéme.

Les termes produits de type par exemple b;;x;x; correspondent aux interactions. Prenant
exemple de notre plan avec 3 facteurs x;x,et x5 on obtient un modéle polynomial comme
suite : Y= by + byxy + byxy + baxz + X by xf + X byj x;x;

En bref, ’optimisation avec le plan composite centré avec 3 facteurs et un point au centre
permet la réalisation de 30 expériences. A priori, le nombre d’expérience est égal a 15
expériences (22 + d’autres points + 1 point au centre = 15) mais avec les répétitions le nombre

d’expériences est de 30.

2.5. Réalisation des essais

Aprés le choix du modele et du plan, le logiciel Nemrodw®© exécute le choix et opte pour une
matrice d’expériences dont nous avons pour tache de réaliser les essais et d’insérer par la suite
le résultat obtenu pour chaque expérience exécutée. Un soin tout particulier doit étre porté a
I'exécution des essais. Si on ne réalise pas personnellement les essais, il faut notamment vérifier
que les facteurs contrdlables mais non étudiés soient bien fixés a des valeurs précises. Toutefois,
puisque nous avons réalisé les essais avec répétition, ces essais répétés ont été réalisés dans les

mémes conditions afin de minimiser le plus possible les erreurs qui peuvent y avoir lieu.
2.6. Interprétation des résultats des essais

Comme premiére approche, le plan d'expériences peut étre congu comme un moyen de
déterminer quels sont les facteurs ou les interactions qui ont une influence statistiquement
significative sur la réponse étudiée. Toutefois, I'exploitation des résultats expérimentaux est
souvent assez rapide avec un logiciel. Le principe de I'exploitation est simple : il consiste a
calculer les coefficients du modele polynomial ; plus la valeur absolue du coefficient est élevée,
plus le terme correspondant (facteur simple ou interaction) sera influent sur la réponse étudiée.
En conclusion de I'étude on fournit la liste des facteurs influents la plupart du temps I'expression
du modeéle, en retenant que les coefficients jugés statistiquement significatifs. La matrice

d’expériences est établie suivant le Tableau 6.
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Tableau 6 : Matrice d’expériences de [’hydrolyse enzymatique des graines de caroubes

broyées
1 -1,00000 -1,00000 -1,00000
2 -1,00000 -1,00000 -1,00000
3 1,00000 -1,00000 -1,00000
4 1,00000 -1,00000 -1,00000
5 -1,00000 1,00000 -1,00000
6 -1,00000 1,00000 -1,00000
7 1,00000 1,00000 -1,00000
8 1,00000 1,00000 -1,00000
9 -1,00000 -1,00000 1,00000
10 -1,00000 -1,00000 1,00000
11 1,00000 -1,00000 1,00000
12 1,00000 -1,00000 1,00000
13 -1,00000 1,00000 1,00000
14 -1,00000 1,00000 1,00000
15 1,00000 1,00000 1,00000
16 1,00000 1,00000 1,00000
17 -1,00000 0,00000 0,00000
18 -1,00000 0,00000 0,00000
19 1,00000 0,00000 0,00000
20 1,00000 0,00000 0,00000
21 0,00000 -1,00000 0,00000
22 0,00000 -1,00000 0,00000
23 0,00000 1,00000 0,00000
24 0,00000 1,00000 0,00000
25 0,00000 0,00000 -1,00000
26 0,00000 0,00000 -1,00000
27 0,00000 0,00000 1,00000
28 0,00000 0,00000 1,00000
29 0,00000 0,00000 0,00000
30 0,00000 0,00000 0,00000

Apreés réalisation des essais, les valeurs expérimentales obtenues pour I’hydrolyse enzymatique
des graines de caroubes broyées ont été ajustées a un modele polynomial et utilisées pour
étudier les corrélations entre les variables indépendantes et les réponses correspondantes, ainsi
que pour déterminer les conditions optimales pour maximiser 1’hydrolyse des graines de
caroubes broyées afin de pouvoir détacher les fragments de téguments des endospermes broyés
et extraire la totalité de la gomme de caroube avec une qualité supérieure. Les 30 expériences
ont été réalisées suivant le plan d’expérimentation décrit dans le Tableau 7 avec Les taux de

sucres réducteurs (SR) en (g/L) obtenus pour chaque expérience.
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Tableau 7: Ensemble des expériences réalisées avec les taux de sucres réducteurs produits en

(9/L)
No EXp S E t SR
% U h g/L
1 5,00 1,00 1,00 0,48
2 5,00 1,00 1,00 0,46
3 15,00 1,00 1,00 0,12
4 15,00 1,00 1,00 0,10
5 5,00 5,00 1,00 0,08
6 5,00 5,00 1,00 0,09
7 15,00 5,00 1,00 0,78
8 15,00 5,00 1,00 0,84
9 5,00 1,00 3,00 0,39
10 5,00 1,00 3,00 0,38
11 15,00 1,00 3,00 0,12
12 15,00 1,00 3,00 0,11
13 5,00 5,00 3,00 0,02
14 5,00 5,00 3,00 0,03
15 15,00 5,00 3,00 0,07
16 15,00 5,00 3,00 0,09
17 5,00 3,00 2,00 0,38
18 5,00 3,00 2,00 0,44
19 15,00 3,00 2,00 0,53
20 15,00 3,00 2,00 0,51
21 10,00 1,00 2,00 0,39
22 10,00 1,00 2,00 0,29
23 10,00 5,00 2,00 0,45
24 10,00 5,00 2,00 0,48
25 10,00 3,00 1,00 0,51
26 10,00 3,00 1,00 0,53
27 10,00 3,00 3,00 0,94
28 10,00 3,00 3,00 1,02
29 10,00 3,00 2,00 0,86
30 10,00 3,00 2,00 0,83

2.6.1 Analyse des coefficients
Le calcul des coefficients est une analyse statistique basée sur I’hypothése nulle suivante :
Ho = le coefficient bj est nul

La probabilité associée a cette hypothése nous permet d’obtenir le pourcentage associé a
I’hypothése nulle avec texp €Xprime la valeur Student associée a chaque coefficient. Le Tableau
8 d’analyse des coefficients permet de définir si nous pouvons choisir un modeéle inférieur.
Nous observons ainsi que nous ne pouvons pas choisir un modeéle de degré 1 puisque les
coefficients du modele de ce degré ont un pourcentage d’étre nul éleve (54,5 % pour by) et les

coefficients de deuxieme degré sont aussi significatifs dans cette étude que ceux du degre 1.
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Tableau 8 : Tableau d’analyse des coefficients

Nom Coefficient t. exp. Signif. %
b0 0,834 64,37 < 0,01 ***
bl 0,026 4,18 0,109 **
b2 0,004 0,62 54,5
b3 -0,110 -16,20 < 0,01 ***

bl-1 -0,368 -23,83 < 0,01 ***

b2-2 -0,430 -27,83 < 0,01 ***
b3-3 0,224 13,15 < 0,01 ***
b1-2 0,176 25,66 < 0,01 ***
b1-3 -0,073 -10,62 < 0,01 ***
b2-3 -0,089 -13,00 < 0,01 ***

2.6.2 Validité du modele

L’analyse de la variance est une étape essentielle pour s’assurer de la validité du modele et des
erreurs associées a la réponse fournie. Un tableau d’analyse des variances (Tableau 9) est établi
et permet d’estimer la significativité des variables. Le niveau de confiance est fixé a 5 %. Le
test de la variance doit répondre aux deux questions suivantes : Est-ce que le modéle nous
rapporte quelque chose ? la régression est-elle significative ? et est-ce que le modeéle représente
bien le phénomene ?

La valeur de R?égale 40,917 est trés proche de 1. Cela confirme qu’il y a une grande corrélation
entre les valeurs expérimentales et calculées. La R? ajusté (R2a), appelée aussi le coefficient de
détermination ajusté traduit la contribution du modele dans la restitution de la variation de la
réponse observée. Lorsque cette valeur est proche de 1 (100%) nous pouvons conclure que la
qualité du modele est satisfaisante. Nous avons une valeur de (R?a) égale & 0,873 qui est une
valeur proche de 1 et donc nous pouvons dire que toutes les réponses ont une qualité descriptive

satisfaisante.

Tableau 9: Qualité descriptive du modéle

Ecart Type de la réponse 0,027365756
R? 0,917

R’A 0,873

R? pred 0,772
Nombre de degrés de liberté 13

Le pourcentage mentionné dans la rubrique de (signif) est calculé par le test de Fisher-Snedecor

et les étoiles estiment la qualité du pourcentage obtenu dont ***< 0,1%, **< 1% et *< 5%. Par
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ailleurs, comme indiqué dans le Tableau 10 la probabilité ou (signif %) est (< 0,01%). Par
conséquent, cela indique que la réalité est bien expliquée par le plan, donc on valide le modele

pour les valeurs de la réponse des SR obtenues.

Tableau 10 : Tableau d’analyse de la variance

Sou_rc_e de de??:r;rT:s de ﬁgg:fg mg;g;é Rapport ontt
variation
Régression 1,9084 9 0,2120 283,1519 < 0,01 ***
Résidus 0,1726 17 0,0102
Validité 0,1629 4 0,0407 54,3710 <0,01 ***
Erreur 0,0097 13 0,0007
Total 2,0810 26

2.6.3 Analyse graphique des résultats

Etant donné que nous avons trois facteurs (la charge du substrat, la concentration d’enzyme et
la température), il est difficile de déterminer la variation de la réponse. C’est pour cela nous
réalisons des projections en fixant un facteur et variant les deux autres.

Nous observons dans la Figure 37 les graphiques des surfaces de réponses en trois dimensions
(3D). Nous aurons une multitude de réponse en fonctions des deux facteurs (X1= S% et X2=
E), avec le troisieme facteur fixé a deux heures de traitement a 50°C. Le temps était fixé a t=2
h pour une premiére raison de réduire le temps du traitement et deuxiemement pour la
conservation d’intégralité de la structure des composants de la graine de caroube. Une
augmentation de la charge de substrat et de la concentration d’enzyme permet d’hydrolyser la
cellulose des graines des caroubes et produire un maximum de sucres réducteurs arrivant a 0,83
g/L.
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Figure 37 : Surface de réponses (RS = sucres reducteurs) avec t =2h, X1= charge substrat et
X2 = concentration d’enzyme (analyse graphique 3D

Les courbes isoréponses donnent une projection de surface de réponses dans un plan horizontal

(Figure 38). Elles sont appelées des courbes de niveaux dont chaque niveau représente une
réponse bien déterminée. Dans cette représentation, nous fixons un facteur et nous varions les
deux autres facteurs. Comme précédent, le temps a été fixé a 2h a 50°C. Les deux
représentations graphiques permettent de définir les surfaces de réponses en fonction de la

variation des deux facteurs de (% S et [E]).
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Figure 38 : Courbes d’isoréponses (2D) du taux des sucres réducteurs produits par hydrolyse
enzymatique des graines de caroube broyées durant 2 h de traitement a 50°C

2.6.4 Fonction de désirabilité

Les fonctions de désirabilité permettent de trouver a partir de la sélection de la réponse cible
voulue les niveaux de facteurs optimisés afin d’atteindre le minimum ou le maximum d’une
réponse bien choisie a I’avance.

La désirabilité estime le degré de satisfaction des expérimentateurs en fonction de la valeur
désirée a obtenir de la réponse modélisée. 100% est affiché lorsque la réponse voulue est
possible a atteindre. La présente fonction donne une multitude de combinaisons de facteurs afin
d’obtenir la réponse désirée. Le Tableau 11 indique I’un des résultats obtenus avec un fort
pourcentage de désirabilité de (di) de 100%.
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Tableau 11 : Tableau de résultat de recherche d’optimum obtenu pour une réponse cible
maximum de 1,00 g/L en SR

Eacteur Valeur Réponse SR di %
S 9,20 1,00 100,00
E 2,98
t 3,00

Les résultats de la fonction de désirabilité permettent d’hydrolyser les graines de caroube
broyées (substrat) de 9,20 % en appliquant une concentration enzymatique de 2,98 U/mL durant
3 h d’obtenir un taux de sucres réducteurs de 1,00 g/L. Apres centrifugation et séparation des
phases, la lyophilisation de la partie d’endosperme obtenue permet de récupérer une gomme de

texture trés acceptable.
2.7. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourrier (FTIR)

Nous avons utilisé la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier dans la région située
entre 4000 et 400 cm pour confirmer la qualité de la gomme de caroube obtenue par hydrolyse
enzymatique (GCH) en comparaison avec le spectre IR de la gomme de caroube obtenue par la
méthode classique (GCa). Les résultats de 1’analyse ont confirmé la présence de tous les
groupements fonctionnels dans la gomme de caroube récupérée par hydrolyse enzymatique des
graines broyées (Figure 39). La bande a environ = 2927 cm™ correspond a la vibration
d’¢élongation de la liaison C-H. La bande d’absorption a haute fréquence, a environ = 3300 cm-
1 correspond a la vibration d’élongation de la liaison O-H de la molécule d’eau. En outre, la
bande a environ ~ 1640 cm™ est attribuée a la vibration de déformation de la molécule d’eau.
Les bandes communes des galactomannanes observées entre 1245 et 1000 cm™ correspondent
au cycle pyranose du monosaccharide [206]. Les bandes observées a ~869 cm™ et ~812 cm'?

sont respectivement attribuées aux liaisons B-galactosidiques et p-mannosidiques [206], [216].



Chapitre Il : Elaboration d’un nouveau procédé d’extraction et de décorticage des graines
de C’) Ni Il’\f\

GAc

GHE

2927

1637 \

1052] | ®

3300

Transmittance [%]

1033

" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm ")

Figure 39 : Spectre infrarouge de la gomme de caroube obtenue par hydrolyse
enzymatique (GHE) et par la méthode acide (GAc)

2.8. Rendement

Le rendement de chaque partie de la graine traitée par les trois méthodes a été calculé en se
basant sur la formule suivante :

masse de la fraction récupérée apres traitement
endosperme,germe ou tégument
( p g g ) x 100

(%) rendement = . : ,
masse initiale des graines avant traitement

La gomme obtenue est d’une apparence ou texture blanche de haute qualité. Le rendement
obtenu est de (51- 54%), ce dernier est similaire au rendement obtenu par les autres méthodes

classiques de prétraitements (=~ 37-61%).
3. Les étapes du procédé d’HE
a. Etape de prétraitement

La premicre étape du procédé d’extraction de la gomme de caroube consiste a effectuer un
broyage des graines dures de caroube. Cependant, méme aprés broyage, le tégument reste

attaché a ’endosperme. L’utilisation des facteurs optimisés d’HE a permis d’hydrolyser la
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cellulose du tégument et de fragiliser ce dernier permettant le détachement de celui-ci et
I’extraction de la fraction d’endosperme. Avec une charge de substrat de 9,2%, concentration
d’enzyme de 2,98 U/mL et pendant 3 heures a 50°C, les différentes phases ou parties de caroube
ont été récupérés séparément. La Figure 40 illustre les étapes d’hydrolyse enzymatique des

graines broyées permettant d’obtenir une gomme de caroube blanchéatre de bonne qualité.

Figure 40: Hydrolyse enzymatique des graines de caroube broyées par la cellulase

b. Etape de centrifugation

Aprés 3 heures de prétraitement, le mélange est centrifugé a 6000 rpm pendant 30 min
(Centrifugeuse Weswox). Cette étape permet de séparer le mélange en fonction de la densité de
chaque partie. Effectivement, la partie endosperme a été séparée suivant la couleur blanche

apparente de la couche supérieure du mélange.
c. Etape de précipitation

La partie d’endosperme est précipitée dans 1’éthanol/isopropanol. Cette étape permet de purifier
les galactomannanes de la GC. Ainsi apres précipitation, le solide est récupéré par filtration.

d. Etape de lyophilisation

La fraction de GC purifiée obtenue est congelée a -80°C, puis lyophilisée par un lyophilisateur

de type Telstar Lyo Quest. La durée de la lyophilisation dépend essentiellement de la masse de
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graines utilisée et de la performance de 1’étape de filtration sous-vide. Ainsi, on obtient une
poudre de GC purifiée et de couleur blanchatre.

L’aspect général de la poudre de GC extraite constitue un critére essentiel d’appréciation et de
commercialisation. Visuellement, la gomme obtenue par hydrolyse enzymatique est plus
blanchétre que celle obtenue par le protocole chimique. La différence de couleur est clairement
visionnée sur la Figure 41 et permet de détecter la présence des impuretés dans la gomme
obtenue par le protocole chimique.

Figure 41 : Comparaison visuelle entre la gomme du protocole acide (a) et la gomme
d’hydrolyse enzymatique (b)

Conclusion de I’optimisation par plan d’expériences

Le prétraitement par méthode d’hydrolyse enzymatique a été réalisé sur les graines de caroube
broyées dans pour vérifier la possibilité d’extraire la gomme de caroube d’une qualité
supérieure en utilisant une méthode biologique saine et respectueuse de 1I’environnement. Par
ailleurs, I’utilisation des plans d’expériences nous a permis de déterminer et de réduire le
nombre d’expériences maximum possible de réaliser tout en conservant la structure et la texture
de la gomme de caroube obtenue. L’optimisation a été réalisée suivant un plan composite
contré. C’est un plan basé sur un modéle polynomial de second degré : plan composite avec un
point au centre. L’optimisation des réponses des 30 expériences réalisées nous a permis de tirer

les conclusions suivantes :
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e Le maximum de taux de sucres réducteurs a été produit avec une charge de substrat
élevée et une concentration d’enzyme élevée soit environ (10% et 3U) en une durée de
3 h & une température de 50°C.

e Le temps de traitement fixé a 2 h permet d’hydrolyser les graines de caroube broyées
avec un taux de sucres produits arrivant a 0,83 g/L.

e En réduisant la charge de substrat et maintenant une concentration d’enzyme élevée, la
cellulase hydrolyse la cellulose des graines de caroube broyées et produit un taux de SR
atteignant 1,00 g/L mais pendant une durée de prétraitement de 3 h.

e Le rendement en gomme de caroube purifiée obtenue apres application des différentes

étapes du procédé est de (51- 54%).

In fine, les deux méthodes de prétraitement des graines de caroube mises en place sont efficaces
et industriellement faciles a appliquer permettant ainsi de récupérer toutes les parties de la
graine avec une qualité et un rendement irréprochables et de donner 1’opportunité de controler
la réaction d’hydrolyse enzymatique et d’apporter plus d’optimisations en fonction de la

réponse voulue.
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l. Introduction

Les substances phytochimiques antioxydantes des plantes et les produits alimentaires agricoles
sont récemment devenus un sujet attrayant pour les scientifiques de l'alimentation, de la
biomédecine, de la nutrition et pour les producteurs d'aliments. Des milliers d'articles dans ce
domaine sont publiés chagque année, et de nombreux projets de recherche connexes sont menés
dans des instituts et des entreprises. Comparés aux antioxydants alimentaires synthétiques, les
antioxydants des sources naturelles sont généralement reconnus comme sdrs pour les
applications alimentaires. De plus, il a été confirmé que la plupart des substances
phytochimiques ont des fonctions intéressantes sur la santé soit pour la prévention soit pour la
thérapie de diverses maladies telles que les maladies cardiovasculaires, les maladies
neurodégénératives, les cancers, I'obésité et le diabéte.

Aprés décorticage par méthode d’hydrolyse enzymatique des graines de caroube, les trois
parties de la graine ont été récupérées, séchées et broyées dont le tégument. En effet, il existe
trées peu d’études sur la fraction de téguments en raison de la méthode employée pour
I’extraction de la gomme : la méthode chimique. Effectivement, cette méthode comme
précédemment détaillée se base sur la carbonisation de 1’enveloppe tégumentaire qui est
éliminée par lavage. Cependant, avec I’application de la nouvelle méthode de décorticage des
graines entieres, le tégument est récupéré avec un rendement de (18-20%).

Dans cette étude et afin de bien valoriser cette partie de la graine de caroube, nous avons établi
son profil phytochimique, son activité antioxydante et antibactérienne. Par conséquent, ce
chapitre est consacré a la détermination des différents métabolites secondaires présents dans le
tégument et surtout les polyphénols, les flavonoides, les alcaloides et les tannins. En outre,
I’activité antioxydante a été confirmée par quatre méthodes différentes : méthode de piégeage
du radical libre de DPPH, le test de réduction de Fer (FRAP), le test de phosphomolybdéne
(PM) ainsi que le test de B-caroténe. L’activité antibactérienne a été évaluée sur contre quatre
souches : Bacillus subtilis 1LP1428B, Staphylococcus aureus CIP543154, Pseudomonas
aeruginosa ATCC27653 et Escherichia coli CIP5412.

Non seulement le tégument a été analysé, mais aussi la fraction du germe. Certes, le germe a
été sujet de plusieurs recherches antérieures vu sa richesse en protéines. De ce fait, un criblage
phytochimique des extraits du germe a été réalisé afin d’avoir un profil phytochimique plus
deétaillé de sa composition. Les teneurs en polyphénols, flavonoides totaux et tanins condensés

ont été estimées. D’autre part, I’activité antioxydante a €té évaluée grace aux quatre tests déja
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cités. En outre, la derniére partie de ce chapitre présente les différentes étapes effectuées pour

I’isolement et I’identification des molécules bioactives du TGC.
Il. Matériels et méthodes

Les téguments et les germes des graines de caroube récupérés par traitement enzymatique avec
les cellulases ont été soumis a une extraction par macération en utilisant trois solvants avec
différentes polarités (acétate d’éthyle, acétone et méthanol). Apres récupération des extraits,
nous avons procédé a une analyse qualitative en effectuant un screening phytochimique afin de
détecter les différentes familles phytochimiques présentes dans chaque extrait. Une analyse
quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux et des tannins condensés a été aussi
réalisée. En plus, nous avons testé I’activité antioxydante de chaque extrait en utilisant quatre

méthodes différentes (DPPH, FRAP, TAC et B-carotene).
1. Préparation des extraits

Des extraits du tégument et du germe des graines de caroube ont été préparés selon un protocole
standard de macération. 5 g du matériel végétal ont été mélanges avec 100 mL d’un mélange
de solvant/eau a 70/30. Différents solvants de polarités croissantes ont été utilisés. Ainsi, les
solvants qui ont été retenus pour la réalisation de notre étude sont : 1’acétate d’éthyle (EtOAC),
I’acétone et le méthanol (MeOH). Aprés macération pendant 24 h du mélange (5 g du matériel
végétal + 100 mL EtOAc), le mélange a été filtre a travers un papier filtre Whatman (#1) et le
résidu a été extrait & nouveau avec un volume égal du méme solvant d’EtOAc. Apres 48 heures,
les deux extraits obtenus de I’EtOAc ont été regroupés, le solvant a été évaporé sous vide en
utilisant un évaporateur rotatif puis stockeé a 4°C. Le résidu a été récupére et le méme processus
de macération a été répété pour les deux autres solvants d’acétone et de MeOH a 70%. Les deux
extraits ont été évaporés sous vide en utilisant un évaporateur rotatif a la température
d’évaporation de chaque solvant organique utilisé (T= 40-50°C). Les extraits secs obtenus ont

été conservés dans des tubes et stockés a 4°C.
2. Screening phytochimique

Les tests de screening phytochimique des extraits d'EtOAc, d’acétone et de MeOH des
téguments de graines de caroube ont été effectués selon des méthodes phytochimiques connues
[217,218]. Différentes familles chimiques ont été recherchées en faisant les tests directement

sur les téguments en poudre brute ainsi que sur les extraits obtenus aprés macération.
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a. Révélation des flavonoides

5 g du matériel végétal placés dans un Erlenmeyer sont infusés dans 50 mL d'eau distillée
pendant 30 minutes. Apres filtration, 2 mL d’infusé ont été prélevés et introduits dans 3 tubes
a essai. Apres dans chaque tube a essai on ajoute, 1 mL de NaOH, 1mL d'eau distillée et 1 mL
de HCI concentré et des coupeaux de Magnésium. En présence des flavonoides, les colorations
suivantes rose-rouge ou bleu-mauve, jaune-rouge, rouge a rouge-violacé, rouge-foncé au violet
ou bleu peuvent étre observées. Ces couleurs correspondent respectivement aux anthocyanes,

flavones, flavonones et isoflavones.
b. Révélation des alcaloides

20 g de poudre des téguments ont été mouillés dans 150 mL d'eau distillée pendant 24 h dans
un bécher. Apreés filtration, le filtrat a été reparti dans différents tubes a essai pour étre testé par

deux réactifs.

- Reéactif de Dragendorff (solution d’iodobismuthate de potassium) : apres ajout de
quelques gouttes du réactif dans le tube a essai, un précipité de couleur orange-rouge
apparait qui témoigne de la présence des alcaloides.

- Reéactif de Mayer (solution de tétraiodomercurate de potassium) : apres ajout de
quelques gouttes du réactif dans le tube a essai, un précipité blanc apparait qui témoigne

de la présence des alcaloides.

c. Révélation des tannins

A 2 mL d’extrait brut sont additionnés quelques gouttes d’une solution aqueuse de FeClz & 2%.

L’apparition d’une coloration bleue-noire ou verte-noire indique la présence de tannins.
d. Révélation des stéroides

1 mL d’extrait est mélangé avec 10 mL de chloroforme et un volume égal d’acide sulfurique.
Une couche rouge apparait et 1’acide sulfurique forme un liquide jaune avec la fluorescence qui

indiquent la présence des stéroides.
e. Révélation des terpénoides

Dans un tube a essai on introduit, 2 mL d’extrait et on ajoute 2 mL d’acide acétique anhydre et
un volume I’acide sulfurique H2SO4 concentré. La formation d’une couleur bleu-vert indique

la présence des terpénoides.
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f. Révélation des saponines

Dans un tube a essai : 2 mL de I’extrait ont ét¢ mélangés avec 5 mL d’eau distillée puis agité
vigoureusement. La formation d’une mousse (hauteur supérieure a 1 cm) stable, persistant

pendant 1 h indique la présence abondante de saponines.
3. Dosages quantitatifs
3.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux des différents extraits du TGC et du germe de caroube ont été
déterminés en utilisant la procédure de Folin-Ciocalteu [219]. En effet, le réactif de Folin-
Ciocalteu est constitué de I'acide phosphotungstique HaPW12049 et I'acide phosphomolybdique
H3PMo12040. La réduction de ces acides en présence des phénols conduit a la formation d’un
mélange d’oxyde bleu du complexe de tungsténe (WgO23) et de molybdene (MogO23) qui
absorbe a 764 nm. Le protocole consiste a mélanger 20 uL de chaque extrait avec 1,58 mL d'eau
distillée et 100 pL de réactif Folin-Ciocalteu. Le mélange est homogénéisé a I’aide d’un vortex
puis 300 pL de carbonate de sodium saturé a 7,5% (m/v) ont été ajoutés. Apres 30 min de repos
a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 764 nm. La teneur en composés

phénoliques totaux a été exprimée en mg équivalent d’acide gallique (EAG)/g d'extrait sec.
3.2. Dosages des flavonoides totaux

La teneur en flavonoides totaux a été réalisée selon la méthode décrite par (Brighente et al.,
2007) [220]. Cette méthode consiste a mélanger 1 mL de chaque extrait avec 1 mL de solution
de AICI3 (2%). Les échantillons ont été incubés pendant 1 heure & une température ambiante.
L'absorbance a été déterminée a l'aide d'un spectrophotométre UV-visible a A = 415 nm. Les
flavonoides totaux ont été exprimés en mg équivalent de quercétine par rapport a la courbe
d'étalonnage standard de la quercétine (mg EQe/g d’extrait sec).

3.3. Dosage des tannins condensés

Les tanins condensés ont été déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide, comme
indiqué par (Price et al., 1978) [221]. 200 uL de chaque échantillon ont été ajoutés au réactif
de la vanilline (8% HCI, 37% méthanol et 4% de vanilline méthanolique). Ensuite, les tubes ont
été places dans un bain-marie a 30°C pendant 20 min. Cette méthode repose sur la capacité de
la vanilline a réagir avec les tanins condensés en présence d'acide pour produire un complexe
coloré dont I’absorbance est mesurée a 500 nm. Les résultats ont été exprimés en mg équivalent

du catéchol /g d'extrait sec (mg ECAT/g d’extrait).
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4. Activité antioxydante
4.1. Méthode de piégeage des radicaux libres DPPH

Cette meéthode consiste a inhiber le DPPH un radical stable de couleur violette qui vire en
couleur jaune lorsqu’il est réduit par un antioxydant. La méthode utilisée pour tester la capacité
d’inhibition ou de piégeage du radical libre du DPPH est celle développée par (Brand-Williams
et al., 1995) [222]. En effet, 100 pL de chaque extrait du TGC et du germe de caroube a
différentes concentrations (0 a 1 mg/mL) ont été ajoutés a 10 mL de la solution méthanolique
du DPPH a 0,004%. Le mélange de 100 puL du méthanol avec 10 mL de la solution du DPPH
est utilisé comme contrdle négatif. Le contréle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard le BHT. Aprés 30 min, I’absorbance est mesurée a 517 nm. Le

pourcentage d’inhibition du radical DPPH de chacune des extraits est calculé suivant [’équation

1

% d’inhibition = [(As - As)/Ag] x 100  Equation 1

Ag est I’absorbance du contrdle et As1’absorbance de chaque concentration des extraits utilisés.
4.2. Méthode de la réduction du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur des extraits du TGC et du germe de caroube est determiné par la méthode
de FRAP. Cette technique est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe3*) présent dans le
complexe KsFe(CN)s en (Fe?) mesurée par spectrophotométrie & une absorbance de 700 nm.
Brievement, 0,5 mL de chaque extrait a différentes concentrations de (0 a 1mg/ mL) est mélangé
avec 2,5 mL d’une solution tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 mL d’une solution de
potassium hexacyanoferrate KsFe(CN)s a 1%. Aprés incubation du mélange pendant 20 min a
50°C, 2,5 mL d’acide trichloracétique a 10% ont été ajoutés. 2,5 mL de la couche supérieure
ont été combineés avec 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL d’une solution aqueuse de FeClz a 0,1%.
Un blanc en remplagant I’extrait par de 1’eau distillée est préparé dans les mémes conditions.
Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard (acide ascorbique
ou acide gallique) dont 1’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les
échantillons. Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés [223].
4.3. Test de phosphomolybdéne

La capacité antioxydante de chaque extrait du TGC et du germe de caroube a été évaluée par la
méthode de phosphomolybdene [167,224]. Le test est basé sur la réduction du Mo(VI) en

Mo(V) par un antioxydant et la formation d'un complexe verdatre (phosphate/Mo(V)) a pH
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acide. 0,3 mL de chaque extrait a différentes concentrations (0,125 a 1 mg/mL) a été combiné
avec 3 mL de la solution de réactif (0,6 M d'acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium
et 4 mM de molybdate d'ammonium). Les tubes contenant la solution de réaction ont été
bouchés et incubés a 95°C pendant 90 min. Aprés refroidissement a température ambiante,
I'absorbance de la solution a été mesurée a 695 nm en utilisant un spectrophotometre UV-visible
(de double faisceau-Camspec-M550). La capacité antioxydante de chaque extrait a été exprimeée

en mg/mL équivalent d’acide ascorbique (AA).
4.4. Test du p-carotene

Le test de blanchiment du B-caroténe est un test simple et direct permettant d’évaluer le pouvoir
antioxydant d’un échantillon. La méthode suivie est celle reportée par (Taga et al., 1984 ; Barros
et al., 2008) [172], [225] avec quelques modifications. Briévement, 1 mg de B-caroténe est
mélangé avec 10 mL de chloroforme. Puis, 25 pL d’acide linoléique et 200 mg de tween 40 ont
¢été ajoutés. Le chloroforme a été évaporé a 40°C. 100 mL d’eau distillée sont ajoutés a la
solution avec agitation pour former une émulsion. Un volume de 5 mL de I’émulsion avec 200
pL de chaque extrait du TGC et du germe de caroube a différentes concentrations (0,125 a 1
mg/mL) ont été melangés et incubés a 50°C. Le BHT a été utilisé comme un antioxydant
standard. L’absorbance est mesurée a 470 nm a I’aide du spectrophotométre UV-visible. Apres
120 min, les résultats obtenus ont été comparés avec ceux du BHT. Le pourcentage d’inhibition

de la peroxydation de I’acide linoléique est calculé comme suit :

Abs0—Abst

% inhibition = (1 T Abs0'—Abst’

)><100

Dont Abso et Abse sont les absorbances au temps zéro de I’échantillon et du contrdle

respectivement et abst et abs;” de I’échantillon et du contrdle mesurées aprés 120 min.

5. Activité antibactérienne
5.1. Les souches testées

Les différents extraits (EtOAc, Acétone et MeOH) ont été testés pour leurs effets antibactériens.
Pour cela, 4 souches bactériennes ont été utilisées : Bacillus subtilis ILP1428B, Staphylococcus
aureus CIP543154 (Gram +) et Pseudomonas aeruginosa ATCC27653, Escherichia coli
CIP5412 (Gram -). Les souches utilisées ont été obtenues du Laboratoire de Biotechnologie

Microbienne de la Faculté des Sciences et Techniques de Fés.
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5.2. Détermination des CMI et CMB

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminée en utilisant la méthode de la
microdilution comme décrit précédemment par (Bouhdid et al., 2009 ; Soule et al., 2017) [226],
[227], avec de legeres modifications. Les souches microbiennes ont été cultivées pendant 24 h
a 37°C sur I’agar Luria-Bertani et ajustées a une concentration finale de 10® UFC/mL pour étre
utilisées comme un inoculum. La gélose a 0,15% (mAv) est utilisée comme émulsifiant et la
résazurine est un indicateur de croissance bactérienne. Ainsi donc, 50 uL de Luria-Bertani ont
été distribués du deuxiéme au 12°™ puits de la plaque de micro-titrage en polypropyléne au
96°™ puits. 50 pL de la dilution scalaire sont transférés du deuxiéme au 1" puits. Toutefois, la
concentration initiale des différents extraits était de 100 mg/mL dans du DMSO & 2%. Le 12°™®
puits a été considéré comme un contrdle de la croissance. Ensuite, 50 L de la suspension
bactérienne ont été ajoutés a chaque puits a une concentration finale d'environ 106 UFC/mL.
Les plaques ont été incubées a 37°C pendant 24 h. Apres incubation, 10 pL de résazurine ont
été ajoutés a chaque puits pour évaluer la croissance bactérienne. La CMI a été déterminée
comme étant la plus faible concentration d'extraits de tégument qui empéche un changement de
couleur de la résazurine. La croissance bactérienne est détectée par réduction de la résazurine
colorante bleue en résorufine rose. La concentration bactéricide minimale (CMB) correspond a
la concentration la plus faible des extraits donnant des sous-cultures négatives apres incubation

a 37°C pendant 24 h. Il est déterminé en repérant 2 uL de puits négatifs sur des plaques LB.
1. Profil antioxydant, activité antioxydante et antibactérienne du TGC

1) Screening phytochimique

Les trois extraits du TGC obtenus par macération ont permis de classer les métabolites
secondaires suivant leurs solubilités dans les différents solvants choisis. D’apres le Tableau 12,
dans les deux extraits d’EtOAc et d’Acétone les métabolites secondaires recherchés ont été
détectés, tandis que 1’extrait méthanolique a révélé un test négatif pour les alcaloides et les
flavonoides. Par contre, nous remarquons la détection des anthocyanes dans le méme extrait
méthanolique. Ce qui nous permet de conclure que les tests ne sont pas précis et peuvent ne
pas détecter la présence de tous les sous-groupes des métabolites secondaires recherches. Pour

les tanins et les anthocyanes, ils sont présents dans les trois extraits.
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Tableau 12 : Screening phytochimique des extraits de macération des téguments des graines
de caroube dont (+) présence et (-) absence du groupe chimique.

Alcaloides Tanins Flavonoides Anthocyanes
EtOAC + + + +
Acétone + + + +
MeOH - + - +

2) Dosages quantitatifs
2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le screening phytochimique des trois extraits a révélé la présence des polyphénols. Le Tableau
13 reporte la teneur en polyphénols totaux estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’extrait
d’acétone renferme la teneur la plus élevée en polyphénols totaux de (95,73 mg EAG/g d’extrait
sec) suivi de I’EtOAc avec une teneur de (30,88 mg EAG/g d’extrait sec) et dernierement
I’extrait de MeOH (24,09 mg EAG/g d’extrait sec). Cependant, il faut noter que la teneur
reportée par (Albertos et al., 2015) [58] de I’extrait méthanolique des téguments de graines de
caroube est de (1722 + 84,4 mg EAG/100 g d’ES). Certes, ¢’est une teneur faible par rapport a
celle que nous avons trouvée pour I’ensemble des teneurs des trois extraits, mais la méthode de
récupération des téguments n’était pas décrite pour expliquer davantage les résultats trouvés.
Dans notre étude, méme apres une macération successive avec les différents solvants, 1’extrait
méthanolique a révélé une teneur importante en PT par rapport a celle trouvée par (Albertos et
al., 2015) [58] qui a utilisé pour I’extraction des PT seulement le solvant MeOH. D’autres
¢tudes sur les gousses de caroube ont reporté que 1’acétone est le meilleur solvant pour extraire
des teneurs élevées en polyphénols et flavonoides [29]. Le méme protocole de macération des
gousses en utilisant quatre solvants de polarité croissante (Chloroforme, hexane, acétate
d’éthyle et acétone) a confirmé que I’acétone a 70% permet d’extraire la teneur la plus elevée
en PT [228]. Nos résultats sont en accord avec les études précédentes, vu que la teneur la plus

élevée en polyphénols totaux était extraite par le solvant acétone a 70%.
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Tableau 13 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits des Téguments des graines de
caroube en mg équivalent d’acide gallique/g d’extrait sec.

PT en mg EAG/g d’ES

Extraits

EtOAC 30,88 £ 0,07
Acétone 95,73 +0,01
MeOH 24,09+ 0,11

2.2. Dosage des flavonoides totaux

L’analyse quantitative des flavonoides totaux des extraits d’EtOAc, acétone et de MeOH des
TGC a été evaluée par la méthode de AICIs et les résultats sont regroupés dans le Tableau 14.
La teneur en flavonoides totaux a été exprimée en mg équivalent de quercétine EQe/g d’extrait
sec (I’équation établie de la courbe standard y =1,564x — 0,0145, R2 = 0,995). La concentration
des flavonoides totaux dans 1’extrait acétonique était la plus élevée (63,08 mg EQe/g d’extrait
sec) suivie de celle de I’extrait d’EtOAc avec environ (24,95 mg EQe/g d'extrait sec) et apres
I’extrait méthanolique avec (11,23 mg EQe/g d'extrait sec). Une étude antérieure de (Gohar et
al., 2009) [54] a permis d’isoler et d’identifier six glycosides de flavanols de I’extrait
méthanolique des graines de caroube. D’une part, cette étude a été la premiere de son genre et
a investi la poudre de la graine de caroube entiére pour I’extraction de ces flavonoides. D’autre
part, cette étude a démontré la capacité du solvant MeOH a extraire les flavonoides. Cependant,
dans notre étude ’acétone a 70% a permis de solubiliser une teneur plus importante de
flavonoides que les autres solvants. 1l a été déja reporté que les flavonoides n’ont pas la méme
solubilité ainsi, des flavonoides peuvent étre solubles dans des solvants a polarité élevée alors
que d’autres peuvent étre solubles dans des solvants de faible polarité. Toutefois, la teneur en
flavonoides ou la composition phytochimique en générale ne dépend pas seulement des facteurs
technologiques tels que les méthodes d'extraction et d'analyse, mais aussi de la qualité de la
plante d'origine incluant l'origine géographique, les conditions climatiques, de la récolte et du
stockage [229]. Dans ce contexte, une étude phytochimique de (Sebai et al., 2013) [230] a
confirmé I’influence de la polarité des solvants sur I’extraction des flavonoides totaux de la
pulpe et des graines de caroube de la Tunisie. Par conséquent, les extraits aqueux et éthanolique
des graines ont renfermé les teneurs les plus élevées en FT de (8,63 et 5,81 mg/kg

respectivement) que les extraits d’hexane, acétone et de MeOH.
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Tableau 14 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits des téguments des graines de caroube
en mg équivalent de quercétine /g d’extrait sec.

FT en mg EQe/g d'ES

Extraits

EtOAc 24,95 + 0,03
Acétone 63,08 + 0,05
MeOH 11,23 + 0,01

2.3. Dosage des tanins condensés

Les résultats de dosage des tanins condensés (TC) des différents extraits des TGC sont reportés
dans le Tableau 15. La teneur en TC est estimée en mg équivalent du catéchol ECAT/g d’ES
par rapport a la courbe de régression (y = 0,0007x + 0,012 ; R2 =0,995). Contrairement aux PT
et FT, la teneur la plus élevée en TC était renfermé dans 1’extrait de MeOH avec (223,93 mg
ECAT /g d’extrait). En revanche, les autres extraits d’Acétone et d’EtOAc ont révélé des
teneurs modérées de (56,07 et 33,92 mg ECAT/g d’extrait) respectivement par rapport a celle
du MeOH. La teneur en tanins est assez élevée dans les TGC, cependant vu que les tanins sont
connus par leurs effets monogastriques non-souhaitables, plusieurs recherches ont été élaborées
pour les éliminer alors qu’il est plus convenable de déterminer les conditions favorables pour
bénéficier de leurs effets gastro-intestinaux [231]. La seule teneur reportée en TC de 1’extrait
méthanolique des téguments des graines de caroube est de 1350 (£50) mg équivalent en
leucocyanidine/100 g d’extrait sec [58]. Une teneur faible par rapport a celle que nous avons
trouvé. Par ailleurs, la teneur en tanins de la filiere du caroubier a fait sujet de plusieurs études
surtout la partie des gousses dont une teneur de 2,75 mg équivalent (+) catéchine /g d’extrait
sec a été reportée [22]. Par conséquent, il faudra noter que I’acétone, a 70%, a été plus efficace
pour extraire les tanins que le méthanol a 70% [55]. En revanche, notre étude a confirmé le
contraire et le méthanol a 70% était plus efficace pour extraire plus que le triple de la teneur en
tanins condensés que les autres solvants.

Tableau 15 : Teneurs en tanins condenses des extraits des téguments des graines de caroube
en mg équivalent du catéchol/g d’extrait sec.

Extraits mg ECAT/g d’ES
EtOAC 33,92 +0,03
Acétone 56,07 + 0,03
MeOH 223,93+ 1,07
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3) Activité antioxydante
3.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante des extraits d’acétate d’éthyle, acétone et de MeOH a été évaluée avec
le test de piégeage des radicaux libres de DPPH. Les resultats sont représentés dans la Figure
42, les trois extraits des TGC exercent une activité antioxydante importante surtout 1’extrait
d’acétone qui était le plus efficace avec un pourcentage arrivant a 93% vs. BHT (87%). Ajoutant
aussi, la concentration qui inhibe 50% du radical libre de DPPH (ICso) pour 1’extrait d’acétone
a été plus petite (0,044 mg/mL) que celle du BHT (0,15 mg/mL). Les autres extraits ont été
efficaces aussi mais 1’extrait acétonique était le plus puissant suivi de I’extrait d’EtOAC puis le
MeOH. Comme précédemment reporté, 1’extrait d’acétone est trés riche en polyphénols et
flavonoides totaux ce qui argumente la forte activité antioxydante de cet extrait vu que les

polyphénols et les flavonoides ont déja confirmé leurs forte activité antioxydante [53], [91].
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Figure 42 : Activité du piégeage du radical libre DPPH par les extraits des TGC
vs. BHT

3.2. Test de la réduction du fer (FRAP)
Dans le test précédent du DPPH, I’extrait d’acétone était le plus puissant entre les trois extraits
utilisés. Certes, les trois extraits ont une activité réductrice modérée par rapport aux

antioxydants de référence (acide ascorbique et acide gallique) mais les extraits d’EtOAc et de

MeOH ont révélé une activité réductrice plus puissante que ’extrait d’acétone. L’activité
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antioxydante ou réductrice a été toujours corrélée avec le contenu en métabolites secondaires,
c’est-a-dire que plus cet extrait contient des quantités importantes en polyphénols et flavonoides
plus cet extrait révéle une activité antioxydante et un pouvoir réducteur puissant surtout les
flavonoides qui sont connus pour leurs effets antioxydants que ce soit de piégeage des radicaux
libres ou la complexation des métaux [90], [232]. Cependant, malgré que I’extrait d’acétone
contienne la teneur la plus importante en PT et FT son activité réductrice était moins puissante
que les autres extraits (Figure 43). C’est justement pour cette raison que 1’activité antioxydante

est confirmée par la réalisation de trois différents tests antioxydants ou plus.
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Figure 43 : Pouvoir réducteur des extraits des TGC (EtOAc : acétate d’éthyle,
MeOH : Méthanol et Acétone) vs. Acide ascorbique et acide gallique

3.3. Test de phosphomolybdéne

La capacité antioxydante des extraits d’EtOAc, acétone et de MeOH des TGC est évaluée par
le test de phosphomolybdene. Ce test est basé spécifiqguement sur une auto-oxydation durant
une période prolongée de 90 min a une température élevée de 95°C [168]. Ce test est exprimé
en mg/mL équivalent d’acide ascorbique (équation de la courbe standard : y=0,0037x+0,0343 ;
R?=0,991). Les résultats de la capacité antioxydante totale des extraits d’EtOAc, acétone et de
MeOH sont illustrés dans la Figure 44. La capacité antioxydante totale de chacun des extraits a
été comparée avec celle de l’acide gallique. Tous les extraits révélent des capacités
antioxydantes importantes mais I’extrait d’acétone exerce une capacité antioxydante importante
qui augmente lorsque la concentration augmente. L’extrait d’acétone dans cette étude a

confirmé sa capacité réductrice ainsi que sa capacité a piéger les radicaux libres. En effet, les
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polyphénols peuvent a la fois réagir comme donneurs d’électrons et comme donneurs
d’hydrogénes pour convertir les radicaux libres en radicaux stables et cela a été aussi confirmé

par les résultats du test DPPH et par le présent test de phosphomolybdene [233].
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Figure 44 : Capacité antioxydante totale des extraits des TGC (acétate
d’éthyle (EtOAc), acétone et méthanol (MeOH)) vs. Acide gallique

3.4. Test de B-caroténe

Le B-carotene est un antioxydant important qui joue un réle crucial dans la protection contre la
peroxydation lipidique des tissus. L'effet inhibiteur contre la décoloration du B-caroténe est
estimé en évaluant l'inhibition des composés organiques volatils et la formation des
hydroperoxydes de diénes conjuguées résultant de I'oxydation de l'acide linoléique et qui
attaquent le B-caroténe et provoquent la disparition de sa coloration jaune caractéristique [234].
Comme indiqué dans la Figure 45, I'extrait d'EtOAC présente une capacité antioxydante élevée
par rapport a l’extrait d’acétone et de MeOH. Les résultats ont été analyses en utilisant
différentes concentrations de (0,125 a 1 mg/mL). A cette derniére concentration les différents
extraits ont présenté des activités antioxydantes assez importantes par les méthodes DPPH,
FRAP et PM. De méme dans le présent test, les extraits d’EtOAc, d’acétone et de MeOH ont
étaient plus puissants avec un pourcentage moyen d’inhibition de la décoloration du -caroténe
d’environ (58,29 + 0,02%) supérieur a celui du BHT (55,45%). Ce test vient confirmer d’une
part les résultats des précédents tests antioxydants et d’autre part la puissante activité

antioxydante du tégument des graines de caroube.
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Figure 45 : Pourcentage d’inhibition de la décoloration du f-
caroténe/peroxydation de ’acide linoléique par les extraits des TGC vs. BHT

4) Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits de téguments a été testée contre quatre souches : Bacillus
subtilis 1LP1428B, Staphylococcus aureus CIP543154 (Gram +) et Pseudomonas aeruginosa
ATCC27653, Escherichia coli CIP5412 (Gram -). Les résultats de ce test sont reportés dans le
Tableau 16. En effet, les métabolites secondaires dont les polyphénols sont inclus jouent un
réle trés important dans la lutte contre les pathogénes notamment en inhibant directement la
croissance bactérienne par 1’inhibition des enzymes dégradant les parois, ou en tant que
précurseurs dans la formation de barriéres physiques telles que la lignine [235]. Les feuilles de
Ceratonia siliqua ont été aussi testées précédemment contre 11 microorganismes dont E. coli,
P. aeruginosa et S. aureus. Ainsi tous les extraits de feuilles (n-hexane, MeOH, éthanol, EtOAc
et eau) ont confirmé une activité inhibitrice importante en raison essentiellement de leurs
richesses en polyphénols [40], [236], [237]. D’autre part, tous les extraits du tegument des
graines de caroube ont une activité inhibitrice intéressante contre tous les microorganismes a
I’exception de E. coli qui a été trés résistante. Cependant, ’extrait d’EtOAc et d’acétone ont
prouvé une activité inhibitrice plus puissante que 1’extrait de MeOH surtout 1’extrait d’EtOAC
qui a justifié une puissante activité inhibitrice contre B. subtilis avec une CMI de (1,5 mg/mL).

Toutefois, I’extrait d’acétone a aussi exercé une activité importante avec des CMI
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moyennement faibles en comparaison avec I’extrait de MeOH qui était le moins performant
avec des CMI plus grande de (15 mg/mL) contre P. aeruginosa et S. aureus. En outre, en se
référant aux résultats de la CMB des extraits, nous constatons que 1’extrait de MeOH n’a été
efficace que sur la S. aureus mais avec une CMB atteignant les (30 mg/mL). Cette derniére est
une concentration trés supérieure par rapport a celle de I’extrait d’EtOAc (7,5 mg/mL) et
d’acétone (12,5 mg/mL). Les études antérieures ont reportées des CMI de [D’activité
antimicrobienne de I’huile essentielle des gousses de caroube de (0,62 a 1,25 mg/mL) pour les
souches de Gram + et de (1,25 a 2,5 mg/mL) pour les souches de Gram- [8]. Notre étude est
d’une trés grande importance surtout que S. aureus est connue pour sa résistance contre de
nombreuses familles phytochimiques [238]. Cette activité est due essentiellement a la richesse
des téguments des graines de caroubes en polyphénols et en flavonoides qui agissent comme
agents bactéricides et bactériostatiques en altérant la synthése de la membrane cellulaire,
I'inhibition de I'acide nucléique et le métabolisme de diverses souches bactériennes [239]. Les
antibiotiques, comme la polymixine utilisée pour le traitement de 1’infection bactérienne
(Gram-) exerce un effet considérable contre les membranes des cellulaires avec une CMI de 8
ug/mL [226].

Tableau 16 : CMI et CMB des extraits des teguments des graines de caroube

CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)
EtOAc  Acétone MeOH EtOAc Acétone MeOH
B. subtilis 1,5 3,125 75 3 6,25 -
P. aeruginosa 6 6,25 15 24 50 -
E.colih = memmeem et e e e e
S. aureus 7,5 3,125 15 7,5 12,5 30

IV. Profil phytochimique, activité antioxydante du germe
1. Screening phytochimique du germe

Le screening phytochimique a été réalisé sur le germe des graines de caroube brute. Le Tableau
17 résume la contenance des extraits du germe en métabolites secondaires. D’apres les résultats
obtenus nous observons que le germe est tres riche en molécules bioactives a effet thérapeutique
trés intéressant a 1’exception de quelques sous-familles. Toutes les familles recherchées ont éte

détectées dans le germe montrant ainsi la diversification et I’importance portée a cette fraction
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des graines de caroube surtout dans les produits diététiques. Notamment, nous avons détecté la
présence des alcaloides, flavonoides et tanins dans les trois extraits a 1’exception des alcaloides
dans I’extrait d’acétone, et les anthocyanes dans 1’extrait méthanolique.

Une étude antérieure a déja révélé la richesse de I’extrait méthanolique en polyphénols,
flavonoides et tanins. Aussi bien, elle a révélé la présence de la théophylline comme alcaloide
abondant dans le germe de caroube [80]. La décoction du germe a aussi révélé I’existence des
polyphénols et des flavonoides dans la décoction du germe de caroube [240].

Tableau 17 : Screening phytochimique des extraits de macération des germes des graines de
caroube dont (+) présence et (-) absence du groupe chimique.

Alcaloides Tannins Flavonoides Anthocyanes
EtOAC + + + +
Acétone - + + +
MeOH + + + -

2. Dosages quantitatifs
2.1. Les polyphénols totaux

Les résultats du dosage des polyphénols totaux des extraits des germes de caroube sont
rapportés dans le Tableau 18. En effet, la quantité la plus élevée en polyphénols totaux a été
trouvée dans I’extrait acétonique avec (20,35 mg EAG/g d’ES) suivi de ’extrait d’EtOAC
(11,84 mg EAG/g d’ES) ensuite 1’extrait de MeOH avec (8,8 mg EAG/g d’ES). La méme
succession des solvants a été trouvée pour les extraits du tégument. Les teneurs trouvées dans
notre étude sont difféerentes de celles publiées par d’autres études vu qu’elles n’ont pas suivi la
méme méthode d’extraction ainsi qu’ils n’ont pas utilisé les mémes solvants. Nous avons choisi
de faire une macération successive en utilisant trois solvants de polarités croissantes afin de
déterminer le solvant approprié pour extraire la plus grande teneur en polyphénols. En
comparant avec une étude antérieure réalisée sur 1’extrait méthanolique du germe de caroube
du Portugal, une teneur en PT de (32,9 mg EAG/g d’extrait sec) a été reporté par (Custodio et
al., 2011) [80]. Ces résultats sont en accord avec ceux que nous avons trouvé de la teneur des

PT dans I’ensemble des extraits étudies (41 mg EAG/g d’extrait Sec).
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Tableau 18 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits des germes des graines de caroube
en mg équivalent d’acide gallique/g d’extrait sec.

Extraits mg EAG/g d’ES
EtOAC 11,84 £ 0,03
Acétone 20,35+ 0,02
MeOH 8,8 +0,02

2.2. Les flavonoides totaux

Les résultats des teneurs en flavonoides totaux des extraits des germes de caroube sont reportes
dans le Tableau 19. L’extrait d’acétone a révélé la teneur la plus élevée en flavonoides totaux
avec (22,63 mg EQe/g d'extrait sec) suivi de I’extrait de MeOH (19,02 mg EQe/g d'extrait sec
puis apres 1’extrait d’acétate d’éthyle avec (10,13 mg EQe/g d'extrait sec). En comparaison avec
les résultats trouvés du dosage des flavonoides totaux des extraits de tégument, nous n’avons
pas trouvé la méme succession des solvants d’extraction des FT des extraits du germe de
caroube. La présence d’une aussi grande quantité de flavonoides totaux dans le germe que dans
le tégument laisse a conclure qu’une partiec importante des flavonoides déja identifiée dans les
graines de caroube appartient a la fraction du germe surtout que ces flavonoides ont été extraits
par le méthanol [54] qui renferme dans notre étude aussi une teneur appréciable en FT. Par
conséquent, nous pouvons argumenter les différentes utilisations du germe dans différents
produits diététiques et thérapeutiques par I’importance nutritive et thérapeutique des
flavonoides.

Tableau 19 : Teneurs en flavonoides totaux des extraits des germes des graines de caroube en
mg équivalent de quercétine/g d extrait sec.

Extraits mg EQe /g d’ES
EtOAC 10,13+ 0,2
Acétone 22.63+0.3
MeOH 19,02 + 0,01

2.3. Les tanins condensés

Les résultats obtenus des absorbances des tanins condensés des différents extraits ont été

exprimés en mg equivalent du catéchol par g d’extrait sec (mg ECAT/g d’ES). Conformément
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aux résultats du Tableau 20, les teneurs en TC extraites par les trois solvants ont été tres proches
surtout ceux de ’extrait d’acétate d’éthyle et du MeOH avec respectivement (73,30 mg ECAT/g
d’ES) et (71,25 mg ECAT/g d’ES). Certes, nos résultats sont en cohérence avec ceux obtenus
par (Avallone et al., 1997) [22] qui a mentionné 1’efficacité de 1’acétone avec (70%) pour
I’extraction des tanins vu qu’une teneur importante aussi a été extraite par 1’acétone avec (60,53
mg ECAT/g d’ES). En outre, la teneur en tanins condensés reportée du germe de caroube est
de 16,2 mg/g d’extrait sec en équivalent a la (+) catéchine [53]. Les tanins du germe ont fait
I’objet de plusieurs études vu qu’il a été approuvé qu’ils peuvent réduire I’activité du trypsine
ainsi qu’ils peuvent réduire la digestibilité des protéines en se liant directement a certaines
parties de la molécule de protéine ou en inhibant de facon non compétitive des enzymes
digestives [15], [241]. Ajoutant a celles-ci que les tanins contenus dans le germe de caroube
peuvent créer des problemes d'appétence en raison de leur goQt astringent réduisant ainsi son
utilisation directe dans les aliments. En revanche, il est suggéré d’appliquer un chauffage a
121°C pendant 25 min permettant ainsi la désactivation des substances anti-nutritives du germe
de caroube [51].

Tableau 20 : Teneurs en tanins condenses des extraits des germes des graines de caroube en
mg équivalent du catéchol/g d’ES.

mg ECAT/g d’ES

Extraits

EtOAc 73,30+ 0,4
Acétone 60,53+0,1
MeOH 71,25+0,1

3. Activité antioxydante
3.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

Les extraits du germe de caroube ont été testés pour leurs activités anti-radicalaire en utilisant
le test de piégeage du radical libre DPPH. Les résultats de ce test sont illustrés sur la Figure 46
montrant le pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les extraits du germe de différentes
concentrations. Les extraits d’ Acétone et de MeOH ont été les plus performants en comparaison
avec I’antioxydant de référence utilisé dans ce test le BHT. Cependant, 1’activité antioxydante
de I’extrait d’EtOAc était modérée vu que méme avec 1 mg/mL, I’inhibition du DPPH n’a pas

achevé les 50%. L’activité antioxydante des deux extraits d’acétone et de MeOH revient
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essentiellement a leur haute contenance en metabolites secondaires surtout ceux doses dans
cette étude. Le pourcentage d’inhibition de 1’extrait d’acétone a 1 mg/mL atteint 85% est trés
proche de celui du BHT a la méme concentration (87%). En revanche, I’extrait méthanolique
du germe était trés puissant dans une étude récente de (Rico et al., 2019) [81] inhibant ainsi le
radical libre de DPPH a (92,59%). La différence peut étre expliquée par 1’extraction successive

par les différents solvants épuisant ainsi I’extrait méthanolique des molécules bioactives.
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Figure 46 : Activité du piégeage du radical libre DPPH par les extraits des
germes de graines de caroube vs. BHT

3.2. Test de la réduction du fer (FRAP)

L’activité réductrice des trois extraits des germes a été réalisée par le test de FRAP dont les
résultats sont rapportés sur la Figure 47. L’acide gallique a été pris comme antioxydant de
référence, ainsi nous observons clairement son pouvoir réducteur. Les trois extraits du germe
montrent une activité réductrice du Fer importante dont I’extrait d’acétone a montré une activité
plus puissante que les autres extraits d’EtOAc et de MeOH. Cela est en accord avec les autres
études investies sur I’extrait méthanolique du germe et de 1’étude réalisée sur I’extrait aqueux
du germe qui a montré une activité réductrice importante du germe en utilisant la méme
méthode [81,117]. Par conséquent, cette activité est expliquée par la corrélation positive entre

les composés phénoliques et I’activité antioxydante. En outre, certaines synergies entre les
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composés phénoliques d’un extrait naturel peuvent étre responsables de ’activité antioxydante
exercée par le germe de caroube [240]. En effet, nous avons choisi ce test pour sa rapidité et sa
simplicité de réalisation, et la réaction est reproductible et liée linéairement a la concentration
de ou des antioxydants présents [164]. Toutefois, d’autres tests ont été réalisés pour confirmer

les propriétés antioxydantes du germe de caroube.
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Figure 47 : Pouvoir réducteur des extraits des germes de caroube (EtOAc :
acétate d’éthyle, MeOH : Méthanol et Acétone) vs. Acide gallique.

3.3 Test de phosphomolybdéne

La capacité antioxydante totale des extraits d’EtOAc, acétone et de MeOH des germes de
caroube est représentée dans la Figure 48 en comparaison avec le BHT, et exprimée en mg/mL
équivalent d’acide ascorbique (AA). Tous les extraits révelent des capacités antioxydantes
importantes cependant 1’extrait méthanolique a exercé la plus importante capacité antioxydante
qui augmente en augmentant la concentration. Effectivement, I’extrait d’acétone vu sa richesse
en molécules bioactives a aussi montré une capacité antioxydante puissante par rapport a
I’antioxydant de référence mais celui du MeOH avait un effet plus marquant dans ce test. Les
extraits d’acétone et de MeOH ont confirmé la capacité antioxydante du germe deja observee
avec le test de DPPH. En effet, lorsqu’un extrait a un pouvoir réducteur puissant ceci indique

qu’il est un donneur d’e’, ainsi pouvant réduire les oxydants intermédiaires dans le processus de
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la peroxydation des lipides [163]. Donc, cela confirme la capacité antioxydante du germe de

caroube.
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Figure 48 : Capacité antioxydante totale des extraits des germes de caroube vs. BHT. Les
résultats sont présentés en mg/mL équivalent d’acide ascorbique.

3.4 Test de B-carotene

La Figure 49 illustre I'effet inhibiteur contre la décoloration du B-caroténe des trois extraits des
germes de caroube en comparaison avec le BHT. En effet, ’extrait d’EtOAc, d’acétone et de
MeOH ont été plus performants contre la décoloration du B-caroténe que le BHT. L’extrait
d’acétone était plus efficace a des concentrations minimales mais avec 1’augmentation de la
concentration, les trois extraits ont exprimé une activité inhibitrice aux alentours des (60%). En
outre, en raison de ses onze paires de doubles liaisons, qui sont extrémement sensibles a
I'oxydation, le B-caroténe est extrémement sensible & I'oxydation induite par les radicaux libres
produits de I’oxydation de I’acide linoléique [242]. Par contre, les extraits du germe de caroube
ont confirmé une capacité antioxydante trés importante faisant de cette fraction un composé
antioxydant puissant pouvant ainsi prévenir et remédier a plusieurs maladies chroniques liées

au stress oxydatif.
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Figure 49 : Pourcentage d’inhibition de la décoloration du f-caroténe/ peroxydation
de I’acide linoléique par les extraits des germes de caroube (EtOAc : Acétate d’éthyle,
Acétone et Méthanol : MeOH) vs. BHT.

V. Isolement des molécules bioactives du TGC

La méthode utilisée pour I’extraction des différents composants des TGC est la méthode
utilisant ’appareil Soxhlet. En effet, cette méthode en plus de son efficacité, permet d’obtenir
un rendement élevé en extrait vu que I’appareil permet d’extraire les constituants de la poudre
d’une maniére continue [243]. Le procédé général repose sur la mise en contact du condensat
de différents solvants a polarité différentes avec un échantillon en poudre (placée dans une
cartouche en papier filtre). La condensation des vapeurs du solvant d’extraction chauffé est
effectuée grace a un réfrigérant a eau. Le retour du liquide dans le ballon du solvant permet son
enrichissement en composants solubles. Ce cycle est répété pendant plusieurs heures (de 6 a 48

h) jusqu’a épuisement totale du solide.
1. Préparation des extraits

100 g de la poudre des TGC ont été soumis a une extraction solide-liquide par un appareil
Soxhlet en utilisant trois solvants de polarités différentes. Les solvants utilisés sont I’hexane,
I’acétate d’éthyle et le méthanol (500 mL) pendant des cycles d’extraction de 24 a 48 h. Par
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ailleurs, I’extrait d’Hexane a été directement évaporé a sec. Alors que les extraits d’EtOAC et
de MeOH ont été filtrés avant évaporation a sec (T= 40-50°C). Ces derniers contiennent des
précipités notés P1 d’une masse de m = 0,21 g et P2 d’une masse de m = 1,22 g des extraits
d’EtOAc et de MeOH respectivement.

2. Extraction des alcaloides totaux

Aprés évaporation a sec, 1’extrait méthanolique a été soumis a d’autres étapes afin d’extraire
les alcaloides totaux (AT). Sur le marc récupére apres extraction avec le solvant éthylique, nous
avons ajouté 15 mL d’ammoniaque NHsOH a 25%. Cette étape permet essentiellement de
libérer les alcaloides contenus dans la poudre qui sont sous forme de sels. Ces alcaloides libérés
sont récupérés avec un solvant organique (CH2Cl2, EtOH ou MeOH) qui est dans notre cas le
MeOH. Avant évaporation a sec, 1’extrait méthanolique a été filtré. Un précipité noir a été
récupéré et noté (P2). Le filtrat a été concentré par évaporation a sec a 40°C. L’extrait sec a été
solubilisé dans une solution d’acide chlorhydrique a 5% (pH=1-2). Une étape de filtration a été
effectuée permettant d’obtenir la phase aqueuse acidifiée contenant les sels d’alcaloides. Par
la suite, nous avons effectué un lavage avec I’hexane (x3) afin d’éliminer les produits non
désirés. Une basification avec ’ammoniaque a 25% a un pH de (9-10) a été effectuée en
présence d’un solvant organique non miscible avec I’ecau. La phase organique du
dichlorométhane (CHCI>) est récupérée, séchée avec le sulfate de sodium anhydre (Na>SOa)
puis I’extrait est évaporé a 40°C. L’extrait sec obtenu, est celui des alcaloides totaux (AT) du
TGC. L’ensemble des étapes suivies sont illustrées sur la Figure 50. Le rendement en alcaloides
totaux est de 1,64%.
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Figure 50 : Schéma des différentes étapes de préparation des extraits par appareil Soxhlet et
d’extraction des alcaloides totaux en milieu alcalin.
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3. Chromatographie Liquide & Haute Performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a été utilisée pour déterminer la
pureté des fractions isolées. La chaine HPLC utilisée est de marque Shimadzu, équipée d’une
pompe quaternaire, détecteur DAD sont la phase mobile est constituée du mélange A :
Méthanol/ acétonitrile 50/50 et du mélange B : eau acidifiée par 0,2% acide ortho phosphorique
(Figure 51). Cette analyse a été effectuée au Laboratoire de Biotechnologie, Environnement,

Agroalimentaire et Santé de la Faculté des Sciences de Feés.

Figure 51 : Image de ['appareil de chromatographie liquide a haute
performance (HPLC).

L’analyse chromatographique se fait en mode gradient pendant 35 min (Tableau 21) selon le
schéma suivant : L’injecteur est de type manuel avec une boule d’injection de 20 pL qui
correspond au volume d’échantillon injecté dans 1’appareil pour analyse. L’enregistrement du
signal et ’intégration se font a 1’aide du logiciel Labsolutions®. La colonne de séparation
chromatographique est de type Wakosil C18 a phase inversée dont les dimensions sont 150 mm

X 6 mm x 5 um. Les solvants chimiques utilisés sont de grade HPLC, Sigma Aldrich.
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Tableau 21 : Gradient d’élution en HPLC

Temps (min) Debit (mL/min) Phase mobile A (%) Phase mobile B (%)
MeOH/CH3CN (eau acidifiée)
0 1 4 96
10 1 50 50
15 1 60 40
20 1 100 0
30 1 100 0
32 1 4 96

4. Chromatographie sur couche mince

Une analyse chromatographique sur couche mince (CCM) sur des plaques de gel de silice
MERCK 60 F2s4 a été réalisée sur les deux extraits hexanique et méthanolique, en utilisant
différents systémes d’élution. La détection des spots a été effectuée par observation sous
lumiere UV (254/365 nm).

5. Etude de I’extrait hexanique du TGC

La séparation du mélange de 1’extrait hexanique (m = 0,22 g) est effectuée par chromatographie
sur colonne (CC) utilisant comme phase stationnaire (55g) du gel de silice (SiO2) GF2s4 placée
dans une colonne en verre de dimension (40x2 cm). L’¢lution est effectuée avec I’hexane dont
on a augmenté la polarité par addition du CH2Cl> (100/0 a 0/100). L’identification des fractions
récupérées par CCM a été réalisée au méme temps avec la séparation sur colonne de silice et
les fractions semblables ont été regroupées. Par conséquent, ces différentes séparations

effectuées nous ont permis d’obtenir 8 fractions dont trois pures identifiees par CCM :

- Fraction I : Un seul produit a 100/0 du mélange (Hexane/CH2Cl), Rf = 0,7
- Fraction Il : Un seul produit a 90/10 du mélange (Hexane/CH2Cl,), R = 0,64

- Fraction 111 : Un seul produit a 10/90 du mélange (Hexane/CH2Cl,), Rs = 0,3
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6. Etude de I’extrait méthanolique du TGC
a. Chromatographie sur couche mince et par HPLC

L’extraction des alcaloides totaux a partir de I’extrait méthanolique du tégument des graines de
caroube a donné un rendement de 1,64%. L’élution est effectuée en premier lieu avec le
dichlorométhane. Aprés, on augmente la polarité par 1’addition de 1’acétate d’éthyle (100/0 a 0
/100), puis par un gradient d’acétate d’éthyle dans le méthanol (100/0 a 100). Plusieurs taches
ont été détectées dont plus de 10 fractions qui ont été isolées. En utilisant la chromatographie
liquide & haute performance (HPLC), nous avons observe la présence de plusieurs produits
présentés par des pics sur la Figure 52. En effet, plusieurs études ont été effectuées pour la
séparation et I’identifications des composés bioactifs des parties de la filiere du caroubier, mais
a notre connaissance, aucune étude sur I’identification des alcaloides du tégument des graines
de caroube n’a été réalisée. Seule la théophylline a été identifiée présente abondement dans le
germe et les gousses de caroube [80], [244]. En outre la théophylline a été identifiée par [245]
a un temps de rétention de 4,532 min alors que selon [246], elle a été identifiée a un temps de

rétention de 5,891 min. De ce fait, la présence de la théophylline dans le TGC est possible.
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Figure 52 : Chromatogramme HPLC des alcaloides totaux des téguments de graines de
caroube (révélation a 254 nm).
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b. Chromatographie sur colonne

150 g de silice ont eté utilisés dans une colonne en verre de dimension de (50x3 cm) pour
séparer le mélange des alcaloides du TGC. Les plus importantes fractions ont eté séparées avec

des proportions de solvants de :

- Fraction | : deux produits avec (CH2Cl2/EtOACc) a 100/0. (Rf= 0,89 ; R¢=0,52)

- Fraction 11 (CF2) : un seul produit (une tache sur CCM) avec (CH2CI2/EtOAC) a 99/1.
(Rf=0,72)

- Fraction 11 : deux produits avec (CH2CIl2/EtOAc) a 90/10. (Rf= 0,62 ; Rf = 0,45)

- Fraction IV : deux produits avec (CH2CI2/EtOAc) & 85/15. (R = 0,35 ; Rf = 0,22)

6.1. Etude du précipité P2

Le précipité P2 récupéré de 1’extrait méthanolique a été aussi soumis aux différentes étapes
d’extraction des alcaloides totaux. Cette extraction a permis 1’obtention d’une poudre de
couleur claire apres évaporation a sec de ’extrait de CH2Cl> récupéré. Ce produit a été noté
(P3, m = 0,763 g) et n’est soluble complétement que dans le DMSO ou dans un mélange
(MeOH/ H20).

Conclusion

L’¢élaboration du profile phytochimique du tégument a montré sa richesse en métabolites
secondaires aux effets thérapeutiques et médicinaux importants. En effet, I’extrait d’acétone a
renfermé la plus haute teneur en PT et FT. Donc, la teneur en composés phénoliques dépend

essentiellement de la polarité des solvants utilisés.

La présence des teneurs élevées de composes bioactifs dans le TGC suggére des propriétés
antioxydantes importantes de ce composé naturel. Ainsi, le test DPPH a confirmé que le
tégument exerce un effet inhibiteur des radicaux libres trés intéressant dont 1’ICs est de 0,044
mg/mL de I’extrait acétonique, plus efficace que celle de ’antioxydant de référence le BHT
(0,15 mg/mL). En outre, le TGC a été aussi performant dans les autres tests utilises dont le test
FRAP, PM et B-caroténe. Par ailleurs, le TGC a déemontré une activité antibactérienne
importante contre les trois souches Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aeruginosa par contre la souche Escherichia coli a montré une forte résistante.
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D’autre part, le germe aussi s’est avéré riche en métabolites secondaires ayant des quantités trés
intéressantes en PT, FT et TC avec une forte activité antioxydante. Ces données confirment
I’utilisation de cette partie dans les produits diététiques et surtout comme ingrédient essentiel

dans les céréales.

Du reste, les résultats obtenus de la fraction de téegument confirment ses différentes propriétés
et ouvrent le potentiel de valoriser cet antioxydant naturel dans differents domaines. De ce fait,
I’isolement des différents composés de cette partic a permis essentiellement de récupérer
plusieurs fractions qui sont en cours de purification et de caractérisation afin de déterminer leurs

structures.
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Chapitre 1V : Effet du tégument des graines de caroube sur les maladies neuropsychiatriques
I.  Introduction

Les maladies neurodégénératives et les troubles psychiatriques sont parmi les pathologies les
plus importantes qui conduisent a une morbidité accrue des populations. Généralement, les
maladies neurodégénératives sont celles qui sont liées & un dysfonctionnement du systéme
nerveux y compris les neurones incluant ainsi la maladie d'Alzheimer (MA), la maladie de
Parkinson (PD), la maladie de Huntington (HD), etc. Quant aux troubles ou maladies
neuropsychiatriques, ils ont été définis par 1’organisation mondiale de la santé comme étant
I’ensemble de « problémes de santé mentale », qui se caractérisent par des anomalies de la
pensée, des émotions, du comportement et des relations avec les autres. Ces maladies affectent
toutes les catégories de personnes, de race, de sexe et d'age et handicapent la personne
concernée ainsi que les personnes de son cercle. Parmi ces maladies, les troubles d’humeur
(anxiété et dépression) et la schizophrénie ont été étudiées dans ce travail. En effet, a I'échelle
mondiale, le nombre total de personnes souffrant de dépression a été estimé a plus de 300
millions en 2015 et prés de ce nombre souffre d'une gamme de troubles anxieux [247]. En
particulier, en 2019, I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) a publié un rapport sur les
troubles mentaux mettant le point sur la dépression et la schizophrénie. Ce rapport a confirmé
que la dépression touche plus de 264 millions de personnes de tout 4ge dans le monde et plus
que 23 millions de personnes souffrant de la schizophrénie [248]. Au Maroc, 40% de la
population souffrent de troubles mentaux dont 26% sont atteints de la dépression et 1% de la
schizophrénie révélant ainsi une situation alarmante de la santé mentale au Maroc mettant en
cause essentiellement la pression croissante de la vie moderne [249], [250]. Par ailleurs,
diverses causes ont été reportées comme des causes favorisant le développement des maladies
neuropsychiatriques parmi eux, citant les causes environnementales, les altérations génétiques,
moléculaires et biochimiques. Certes, des études récentes ont montré que le stress oxydatif
(SO) est fortement li¢ au développement de ces maladies dont les troubles d’humeur (anxiété
et dépression), la schizophrénie, 1’ Alzheimer, la maladie de Parkinson [251].

Des thérapies par la méditation, la musique, les médicaments, la rééducation et l'intervention
familiale peuvent jouer un réle important dans 1’amélioration des symptdmes des troubles
d’humeur et des maladies neuropsychiatriques plus séveres notamment la schizophrénie.
Cependant, l'utilisation de nombreuses molécules psychoactives synthétiques telles que les
neuroleptiques, les antidépresseurs, les anxiolytiques dans la médecine moderne reste
obligatoire. Toutefois, ces traitements modernes sont chers, complexes et ont des effets

secondaires qui peuvent des fois étre tres graves. D’ailleurs, des études ont révelé la prise de
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poids, 1’obésité, le diabéte comme des effets négatifs de quelques médicaments utilisés dans le
traitement des maladies neuropsychiatriques [155]. Par conséquent, ces raisons appuient le
recourt a I’utilisation d’antioxydants naturels trouvés abondamment dans les plantes. Et cela,
argumente le nombre élevé des publications sur le potentiel antioxydant des plantes.

Les études faites sur 1’effet de la filiére du caroubier sur les maladies neuropsychiatriques sont
restreintes. D’une part, on trouve 1’étude menée par (Agrawal et al., 2011) [34] qui montre
I’effet antidépresseur des gousses de caroube, évalué par les deux tests de nage forcé et de
suspension.

D’autre part, des études récentes ont prouvé ’effet intéressant des gousses de caroubier sur
I’empéchement des dommages oxydatifs liés a la mémoire & court terme faisant ainsi la
corrélation entre la richesse des gousses en composes phytochimiques a effet antioxydant
intéressant et le stress oxydatif causé par la 6-hydroxydopamine causant ainsi des troubles de
la mémoire des poissons zébres [252,253].

Dans ce chapitre nous allons tester 1’effet des deux extraits de TGC qui sont 1’extrait d’acétate
d’éthyle et I’extrait de I’acétone principalement sur les troubles d’humeur des animaux modeéles
de l’anxiété et la dépression ainsi que sur les animaux modé¢le des symptdbmes de la
schizophrénie induite par I’administration de la méthionine. Pour ces deux objectifs, plusieurs
tests comportementaux ont été réalisés notamment le test de labyrinthe en Y et le test de
labyrinthe en croix surélevé pour le screening de différents comportement et fonctions
cognitives notamment la mémoire a court-terme, le niveau d’exploration des nouvelles espaces,
ainsi que I’anxiété. En outre, nous avons utilisé le test de nage forcée pour I’effet antidépresseur
et d’autres outils tels que le test en champ ouvert et le test de reconnaissance des nouveaux
objets pour tester la mémoire a long terme, 1’attention, I’exploration et I’anxiété. Ces tests ont
été spécifiqguement élaborés pour le screening et le développement de nouvelles drogues a effet
anxiolytique et antidépresseur et aussi pour évaluer leurs capacités a améliorer les troubles
cognitifs et comportementaux lies aux différentes maladies neuropsychiatriques. Vu
I’hypothése de la corrélation entre les dommages oxydatifs et les maladies neuropsychiatriques,
I’analyse des enzymes antioxydantes: la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion
peroxydase (GPx) et la malondialdéhyde (MDA) a été établie pour prouver ladite hypothese.
De plus, la détermination des activités de ces enzymes antioxydantes va aussi confirmer 1’effet
des TGC sur leurs régulations qui sont etroitement liées au développement des symptomes
séveres des maladies neuropsychiatriques dont la schizophrénie.

L’ensemble des tests présentés dans ce chapitre ont été réalisés dans le cadre d’un stage de

mobilité Erasmus+ a I’Université d’ Alexandru loan Cuza en Roumanie.
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Il.  Matériels et méthodes

1. Préparation des extraits
Les extraits utilisés dans cette étude sont les extraits d’EtOAc et d’ Acétone de TGC récupérés
par macération. L’utilisation de ces deux extraits revient essentiellement a leurs pouvoirs
antioxydant élevés ainsi qu’a leur richesse en métabolites secondaires. Les doses utilisées sont
(50 et 100 mg/Kg) solubilisées dans 1’eau distillée.

2. Preéparation des animaux
30 souris males (6 souris par groupe) pesant de 20 a 27 g au début de I'expérience ont été
utilisées. Les animaux ont été hébergés dans une piéce a température et lumiere contrélées
(22°C, un cycle de 12 heures commengant & 08h00) et ont éte nourris et autorises a boire de
I'eau. Les souris ont été traitées conformément aux directives de bioéthique animale de la loi
sur I'expérimentation animale et la loi sur la santé et le bien-étre des animaux de Roumanie et
toutes les procédures étaient conformes a la directive du Conseil Européen du 24 novembre
1986 (86/609/CEE) et ont été approuvées par les Comités Locaux sous le numéro
d'enregistrement 3473/2017.

3. Les modeéles animaux des troubles d’humeur

Les animaux ont été répartis en 5 groupes de 6 souris par groupe : groupe témoin (traité avec
une solution saline uniquement), groupe EtOAc 50 et Acet 50 (exposés au stress chronique et
traités avec une dose de 50 mg/Kg des extraits d'acétate d'éthyle et d'acétone), EtOAc 100 et
Acet 100 (exposés au stress chronique et traités avec une dose de 100 mg/Kg des extraits
d'acétate d'éthyle et d'acétone). Les doses ont été sélectionnées sur la base de recherches
antérieures de (Rtibi et al., 2017) [35] portées sur l'effet de I'extrait aqueux de gousses de
caroube sur la régulation de la glycémie. Toutes les évaluations comportementales ont été
effectuées entre 10h00 et 14h00. En effet, tous les groupes ont été soumis a la privation d'eau
et de nourriture. Toutefois, les souris ont été gardées séparément les unes des autres par
conséquent, la restriction de se déplacer librement et d'explorer les espaces est connue comme
une méthode répandue d'induction du stress [254-256]. La réponse établie de I’induction du
stress génére des comportements liés a I’anxiété et la dépression (troubles d’humeur). Aprés 7
jours d'administration des extraits, nous avons testé la mémoire a court terme et I'anxiété avec
les tests du labyrinthe en Y et du labyrinthe élevé pendant 3 jours. Le test de nage forcée a été
réalisé pendant 2 jours (1° jour pour I'nabituation et 2°™ jour pour le test), ces mémes conditions

ont été réalisées pour le test en plein champ.
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4. Les modeéles animaux des symptémes de la schizophrénie

Les animaux modéles des symptémes la schizophrénie induite par 1’administration de la
méthionine sont un modéle qui repose sur une réaction d’hyperméthylation. En effet, la
méthionine, un acide aminé essentiel, est un précurseur de la S-adénosylméthionine ou SAM
qui est un principal donneur du groupe méthyl aux différentes réactions de méthylation [257].
Le processus de méthylation affecte différents substrats dont les protéines, les phospholipides,
les polysaccharides, I'ARN et 'ADN [258]. Par conséquent, différents processus biologiques et
métaboliques impliqués dans la prolifération, la différenciation et la survie ainsi que d'autres
fonctions cellulaires sont affectés [259,260]. Un déficit ou une consommation excessive de cet
acide aminé provoque des troubles dans différents systemes de 1’organisme. D’une part, un
déficit chronique en méthionine influence la méthylation de la cytosine de I’ADN des rats et
souris [261,262]. D’une autre part une administration répétée de la méthionine des rats et souris
provoque une hyperméthylation de certains promoteurs de genes et affecte les fonctions
neurologiques et le comportement [263,264]. Par ailleurs, des études antérieures ont confirmé
que I’administration de la méthionine a des patients atteints de schizophrénie intensifie les
symptdmes psychotiques a savoir les Hallucinations, les changements d’humeur, la
détérioration de la mémoire et des fonctions cognitives [265-267].

Pratiquement, les animaux ont été divisés en 6 groupes :

- Le Groupe 1 a recu la solution saline et soumis a des tests comme groupe contréle
normal.
- Le Groupe 2 est administré avec 50 uL de méthionine (37,5 mg/mL) et a servi de groupe

modele des symptdmes de la schizophrénie.

Les 4 autres groupes ont recu une injection de 50 pL de méthionine (37,5 mg/mL) (Sigma,
USA) pendant 7 jours. A partir du 8™ jour d'injection de méthionine, les groupes d'EtOAc 50
et d'Acet 50 ont recu une dose de 50 mg/Kg des extraits d'acétate d'éthyle et d'acétone, et les
groupes d'EtOAc 100 et d'Acet 100 ont re¢u une dose de 100 mg/Kg des extraits d’acétate
d'éthyle et d'acétone.

La méthode utilisée pour la durée du traitement et le temps d'administration avant le test a éte
sélectionnée a l'aide des études pilotes effectuées au sein du Laboratoire de Biologie Animale
a lasi et des rapports publiés précédemment concernant les modéles animaux des symptomes
de la schizophrénie [258,268].
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5. Tests comportementaux
5.1. Labyrintheen Y

Ce test est utilisé pour évaluer la mémoire a court-terme en évaluant le pourcentage
d’alternances spontanées. L appareil utilisé consiste en trois bras croisés (35 cm de long, 25 cm
de haut et 10 cm de large) en forme de (Y) avec un centre triangulaire équilatéral et en attribuant
a chaque bras une lettre (Figure 53). Aprés 7 jours d’administration des extraits, 1’animal est
placé a I’extrémité de I’un des bras pour se déplacer librement entre chaque bras pendant 8 min
[150]. Cependant, 1’entrée dans le bras n’est comptée que lorsque les pattes postérieures de
I’animal sont a I’intérieur du bras. Donc, le comportement d'alternance spontanée a été défini
comme l'entrée dans les trois bras sur des choix consécutifs. Ainsi, le pourcentage des

alternances spontanées est calculé en suivant la formule 1 :

(alternances spontanées)

x 100 Formule 1

% d’alternances spontanées =

(nombre total d’entrées—2)

Figure 53 : Image du labyrinthe en forme de (Y).

5.2. Test de labyrinthe en croix surélevé (EPM)

Le test du labyrinthe surélevé (EPM) est essentiellement utilisé pour étudier les médicaments
anxiolytiques et les mécanismes neurobiologiques de I'anxiété se basant sur la peur naturelle

des allees ouvertes et fermees. La Figure 54 représente 1’image de L'EPM qui se compose de
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quatre bras, 49 cm de long et 10 cm de large, élevés a 50 cm du sol avec deux bras fermés par
des murs de 30 cm de haut et deux autres bras ouverts. L’animal a été placé a la jonction des
quatre bras du labyrinthe, face a un bras ouvert, et le temps passé sur ces bras a été enregistré
au cours d'un test de 5 minutes, comme décrit précédemment par (Komada et al., 2008 ; Ciobica
etal., 2011a) [269], [270]. Les variables qui sont enregistrées et sont fortement liées a I'anxiété
sont : le nombre d'entrées dans les bras ouverts, le temps passé dans les bras ouverts, le
pourcentage d'entrées sur les bras ouverts / total et le pourcentage de temps sur les bras fermés
[271]. Aprés chaque essai, le labyrinthe a été soigneusement nettoyé avec un chiffon humide.
Le nombre d'entrées et le temps passé sur chaque bras, et surtout le temps passé dans les bras

ouverts est enregistré et sert comme indice d’anxiété.

Figure 54 : Image du labyrinthe en croix suréleve (Elevated plus maze)

5.3. Test de nage forcée (Forced Swimming Test)

Dans le présent test, nous évaluons I'effet antidépresseur des extraits de TGC adoptant la
procédure décrite par (Detke et al., 1995 ; Petit-Demouliere et al., 2005) [272,273]. Le premier
jour de I'expérience (séance de pré-test), les souris ont été placées individuellement dans des
récipients cylindriques (diameétre 30 cm, hauteur 59 cm) contenant 25 cm d'eau a 26 + 1°C et

ont été laissées nager pendant 6 minutes avant d'étre retirés, séchés et remis dans leurs cages.
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La procédure a été répétée de la méme maniére 24 h plus tard pour une durée de 6-min. Les
réponses comportementales suivantes ont été enregistrées : le temps d'immobilité (I’animal

reste flottant en gardant seulement la téte hors de I'eau) et le temps de mobilité ou de nage active

(Figure 55).

= e

™

Figure 55 : Image du test de nage forcée (Forced swimmind test)

5.4. Test en champ ouvert (Open Field test)

Le test en champ ouvert est largement utilisé pour mesurer l'anxiété, I'activité locomotrice et
comportementale des souris [274]. La procédure consiste a placer I'animal dans une chambre
d'essai (une boite comme dans la Figure 56) contenant plusieurs lignes avec un carré au centre.
La session d’habituation des animaux est effectuée pendant une durée de 10 min un jour avant
la session effective du test. Différents parametres sont enregistrés durant 7 min le nombre de
lignes passées, la durée passée au centre, le temps d'étirement et de congélation et le nombre de
défécation [275]. Cependant le nombre de défécation est considéré comme étant indice de

timidite.
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Figure 56 : Image de la chambre utilisée dans le test en champ ouvert
(Open field test)

5.5. Test de reconnaissance des nouveaux objets (Novel Object Recognition test)

Le test de reconnaissance des nouveaux objets (NOR) consiste a mesurer 1I’exploration d'un
nouvel objet métallique par rapport a un objet familier en bois de méme taille (Figure 57). Ce
test permet de tester l'altération de la mémoire et de I'apprentissage, ainsi que de mesurer
I'anxiété et la préférence pour la nouveauté chez les rongeurs [267]. Aprés deux jours
d'habituation avec deux objets identiques pendant une durée de 10 min, le troisieme jour les
souris ont été placées dans un appareil en présence des deux objets : le familier et le nouveau.
La préférence du nouvel objet a été évaluée en enregistrant le temps passé a explorer les objets

nouveaux et familiers.
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Figure 57 : Image de la chambre utiliseée pour le test de
reconnaissance des nouveaux objets (Novel object recognition)

6. Collecte des tissus

Aprés les tests de comportement, tous les rats ont été anesthésiés, décapités rapidement et le
cerveau entier a été retiré. Les lobes temporaux ont été collectés. Chacun des échantillons de
tissus temporels a été pesé et homogénéisé avec un homogénéisateur Potter couplé au
mélangeur Cole-Parmer Servodyne dans de l'eau bidistillée (1 g de tissu/10 mL d'eau
bidistillée). Les échantillons ont été centrifugés 15 min a 3000 tr/min. Aprés centrifugation, le

surnageant a été séparé et pipeté dans des tubes.

7. Analyse des enzymes antioxydantes
7.1. Activité de la superoxyde dismutase (SOD)

L'activité de la superoxyde dismutase (SOD) a été mesurée par le pourcentage du taux
d'inhibition de la réaction de I'enzyme avec le substrat WST-1 (un colorant tétrazolium soluble
dans I'eau) et la xanthine oxydase en utilisant un kit de dosage SOD (Fluka, numéro de produit
: 19160) suivant les instructions du fabricant. Chaque essai du point final a été contr6lé par
spectrophotométrie UV-visible a une absorbance de 450 nm (la longueur d'onde du produit
coloré de la réaction WST-1 avec du superoxyde) apres 20 min et a 37°C. Le pourcentage
d'inhibition a été normalisé par mg de protéine et présenté sous forme d'unité d'activité SOD
[276,277].
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7.2. Activité de la glutathion peroxydase

L'activité de la glutathion peroxydase (GPX) a été mesurée en utilisant le kit de test d'activité
cellulaire GPX CGP-1 (Sigma Chemicals). Ce kit utilise une méthode indirecte, basée sur
I'oxydation du glutathion (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) catalysé par GPX, qui est ensuite
couplé avec le recyclage de GSSG en GSH en utilisant la glutathion réductase (GR) et le
NADPH. La diminution du NADPH a 340 nm pendant I'oxydation du NADPH en NADP
indique une activite GPX [276,277].

7.3. Dosage du malondialdéhyde

Les niveaux de malondialdéhyde (MDA) ont éte determinés par le dosage des substances
réactives a l'acide thiobarbiturique (TBAR). 200 pL de surnageant ont été ajoutés et brievement
mélangés avec 1 mL d'acide trichloracétique a 50%, 0,9 mL de Tris-HCI (pH 7,4) et 1 mL
d'acide thiobarbiturique 0,73%. Aprés mélange au vortex, les échantillons ont été maintenus a
100°C pendant 20 min. Ensuite, les échantillons ont été centrifugés a 3000 tr/min pendant 10
min et I’absorbance du surnageant a été mesurée a 532 nm. Le signal a été lu par rapport a une

courbe standard MDA et les résultats ont été exprimés en nmol/mg de protéine [276,277].
8. Analyse statistique

Les résultats comportementaux ont été analysés par un test ANOVA unidirectionnel. Tous les
résultats sont exprimés en moyenne + écart-type. Seules les valeurs de p < 0,05 ont été

considérées comme significatives.

I1l. Résultats et discussion
1. Effet des TGC sur les troubles d’humeur

1.1. Tests comportementaux

Seuls les extraits d’acétate d’éthyle et d’acétone ont été utilisés dans 1I’évaluation de I’effet des
TGC sur les maladies neuropsychiatriques. Cela revient premi¢rement au rendement de 1’ extrait
méthanolique qui était trés faible par rapport aux autres extraits et aussi de I’activité
antioxydante qui était plus puissante dans les extraits d’EtOAc et d’acétone que dans I’extrait

de MeOH.
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1.1.1 Test de labyrinthe en Y

Les extraits d’EtOAc et d’acétone ont été utiliseés dans I’évaluation de la mémoire a courte durée
et I’effet anxiolytique en utilisant le test de labyrinthe en forme de Y. I’administration des
extraits de TGC (50 et 100 mg/Kg) durant 7 jours consécutifs a montré une Iégere modification
dans les alternations spontanées. D’apres la Figure 58, le pourcentage des alternations
spontanées n’a subi presque aucune modification significative par rapport aux extraits
administrés (62,57% =+ 2,57, p>0,05). Par contre, une légére augmentation a été remarquée dans
les alternations spontanées correctes dans le groupe administré avec I’EtOAc. Cependant il n’y
avait pas de différence entre les doses (67,26 + 1,28 %) contre (64,78 £ 2,14 %, p>0,05) pour
le groupe controle. Ceci peut étre expliqué par la courte durée d’administration des extraits (7
jours) qui n’a pas permis d’observer des changements dans le cerveau [278]. Par ailleurs, une
diminution inattendue a été détectée dans le pourcentage d’alternations spontanées pour les
deux doses d'extraits d'acétone (56,77 £ 2,52 %) contre (64,78 = 2,14 %, p> 0,05), ce qui
suggere un effet négatif ou bien une altération des performances de la mémoire a court terme

des souris.

80

70

0 I I I I I

Control EtoAc 50 EtoAc 100 Acet 50 Acet 100

6

]

5

=

4

=

3

]

2

]

% Alternations spontanées

1

=

Figure 58 : Effet de ['administration des extraits des TGC (50 and 100 mg/kg) sur le
pourcentage des alternations spontanées dans le test de labyrinthe en Y contre le
groupe contrdle.

1.1.2 Test de Labyrinthe en croix surélevé (EPM)

Les résultats obtenus du test de labyrinthe en croix surélevé sont présentés dans la Figure 59.

Le labyrinthe en croix surélevé est un modéle d’anxiété largement utilisé pour le screening des
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nouvelles drogues anxiolytiques ainsi que pour tester le niveau d’exploration des nouveaux
espaces. Dans le présent test, les facteurs indiquant le niveau d’anxiété sont surtout les activités
ou les comportements des souris dans les deux bras comme par exemple le nombre de
défécations, d’étirement ainsi que de blocage lorsque 1’animal ne bouge pas. L’effet anti-anxiété
est indiqué par contre par un nombre d’entrée dans les bras ouverts éleve [279]. Comme indiqué
dans la Figure 7B, I’extrait d’EtOAc (50 mg/Kg) exerce un effet anti-anxiété détecté par un
temps passé dans les bras ouverts significatif (50 £ 12,42 contre 34,75 + 11,09 du contrdle).

Cependant, une dose plus élevée de I’extrait d’EtOAc diminue significativement le temps passe

dans les bras ouverts (16,25 + 5,48 s contre 50 + 12,42 s, p=0,008) comparé avec le groupe

recevant une dose de (50 mg/ Kg). Contrairement a I’extrait d’EtOAc, I’extrait d’acétone a
montré un effet anti-anxiété significatif pour une dose de (100 mg/Kg) avec un temps passé
dans les bras ouverts de (36,66 + 14,32 s contre 34,75 = 11,09, p=0,18 pour le contrdle). Une
dose de (50 mg/Kg) n’a pas donné un effet significatif sur le temps passé dans les bras ouverts.
Ce test confirme que chaque extrait a une dose spécifique a administrer mettant en évidence la
composition des deux extraits et leurs richesses en composés phénoliques. D’autres études
doivent étre réalisées pour déterminer les composés spécifiquement responsables de 1’effet anti-
anxiété ainsi que les doses a appliquer. Les mémes remarques ont été élaborées pour le nombre
d’entrée dans les bras fermés (Figure 7A). En effet, les souris ayant recues les doses de 50 et

100 mg/Kg des extraits d’EtOAc et d’acétone n’ont pas montré une différence significative

dans le nombre d’entrée dans les bras fermés soit (8,83 + 1,07 pour EtOAc 50 et 8,83 + 1,62

pour Acet 100 contre 7,5 + 0,95, p> 0,05 pour le contrdle).
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Figure 59 : Effet des extraits des TGC (EtOAc et acétone 50 and 100 mg/Kg) sur le
nombre d’entrées dans les bras fermés (A) et sur le temps passé dans les bras
ouverts (B) des souris contre le groupe contrdle. Les résultats sont presentés sous
forme des moyennes
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1.1.3 Test de la nage forcée (FST)

Le test de la nage forcée est parmi les tests les plus exploités dans 1’évaluation des drogues a
effet antidépresseur. La Figure 60, représente 1’effet antidépresseur des extraits de TGC en
comparaison avec un groupe contrdle. Par rapport au groupe contréle, nous observons une
diminution du temps d’immobilité et une augmentation du temps de nage dans tous les groupes
avec différentes doses (50 and 100 mg/Kg). L’extrait d’acétone a réduit significativement le
temps d’immobilité (p < 0,04) par rapport au groupe contr6le a une dose minimale de (50
mg/Kg). L’extrait d’EtOAc a été aussi efficace que 1’extrait d’acétone mais la dose de 100
mg/Kg était plus efficace que la dose de 50 mg/Kg vu qu’elle a augmenté le temps de mobilité
des souris. Donc, d’aprés les résultats obtenus, nous pouvons conclure que les extraits des TGC
exercent un effet antidépresseur. Conformément aux antidépresseurs usuels, nos résultats sont
en totale cohérence juste que ces antidépresseurs usuels réduisent la durée de I’immobilité non
juste pendant 5 min, mais peuvent aller jusqu’a 25 min. Cependant, 1’étude a confirmé que 5
min est suffisante pour déterminer I’effet antidépresseur d’une drogue [280]. En outre, nos
résultats sont en accord aussi avec 1’étude de (Agrawal et al., 2011) [34] qui a confirmé I’effet
antidépresseur de I’extrait aqueux des gousses du caroube. Et vu, I’activité antioxydante et la
richesse des gousses en polyphénols, nous admettons la corrélation entre ces parametres et leurs

effets positifs sur les maladies neuropsychiatriques et spécifiquement la dépression.
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Figure 60 : Effet antidépresseur des extraits des TGC des différentes doses (50 et 100
mg/Kg) sur le temps d’immobilité et de mobilité des souris. (n = 6 souris/ groupe)
contre le groupe contréle.

1.14 Test en champ ouvert (open field test)

Ce test permet la mesure de 1’anxiété, I’activité locomotrice et exploratrice des rongeurs [281].
Le nombre de lignes passées par chaque groupe a été mesuré et comparé avec celui du groupe
controle. Comme le montre la Figure 61, ’activité locomotrice n’a pas été¢ améliorée par les
extraits administrés. Par conséquent, I'extrait d'acétate d'éthyle et d’acétone ont diminué le
nombre de lignes passées sans aucun changement détecté dans les doses administrées.
Contrairement a l'inefficacité des extraits pour améliorer I'activité locomotrice, nous avons
observé une diminution du nombre d'étirements a une dose de 100 mg/Kg pour I'acétate d'éthyle
et I'extrait d'acétone respectivement (18,5 + 4,5 et 15,5 + 2,4 contre 24,25 + 7,35 dans le groupe
contréle). En effet, un nombre élevé d'étirement indique un niveau d'anxiété plus élevé. Ainsi,
nous pourrions suggérer que les extraits avec des doses différentes présentent un effet
anxiolytique. De plus, le temps de blocage ou d’immobilité (ou I’animal ne bouge pas de sa
place) de tous les groupes administrés avec les extraits de TGC a été réduit par rapport au groupe

contr6le. De méme, le nombre de toilettage, le temps passé au centre sont aussi des indices du
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stress élevé. Ainsi, les groupes administrés avec le TGC ont montré un nombre réduit de ces

indices par rapport au groupe controle suggérant 1’effet anxiolytique des TGC.
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Figure 61 : Effet des extraits des TGC avec différentes doses (50 et 100 mg/Kg) sur
[’activité locomotrice et 'anxiété. (A) représente le nombre d’étirement et (B) le nombre de
lignes passées par les souris (n = 6 souris/ groupe) contre le groupe controle

2. Effet des TGC sur les modéles animaux des symptémes de la schizophrénie

L’hypothése retenue dans cette étude a été déja introduite anciennement par (Yao et al., 1998)
[282] qui a mis en évidence la dysrégulation des enzymes antioxydantes : la superoxyde
dismutase (SOD), glutamate (GPx) et la malondialdehyde (MDA) des patients
schizophréniques. Basé sur cette hypothése, notre équipe, a adopté une corrélation qui lie les
maladies neuropsychiatriques avec le stress oxydatif et la possibilité d’utiliser les produits
naturels possédant un effet antioxydant puissant dans la régulation des dommages oxydatifs.

La démence de la schizophrénie (DS) est I’une des maladies neuropsychiatriques des plus
séveres et couteuses dans le monde. La schizophrénie, dans le sens commun, est définie comme
étant un trouble mental estimé par des difficultés de parler, de discuter, d’élaborer des idées et
de les exprimer. Toutes ces dysfonctions développent des pensées hallucinantes provoquant une
scission totale de la réalité [154] . Une étude faite en 2018, a estimé que plus de 20 millions de
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personnes vivent avec la schizophrénie dont la majorité des pays sont a revenu faible et
intermédiaire [283]. D’ou la nécessité d’explorer d’autres traitements plus efficaces et

remédiant aux différents symptomes liés a cette démence.
2.1. Les tests comportementaux

2.1.1 Test de labyrinthe en Y

L’administration orale des extraits de TGC avec différentes doses (50 et 100 mg/Kg) durant 7
jours consécutifs aux modéeles d’animaux de schizophrénie a permis d’observer une
modification positive des alternations spontanées. Ainsi, dans la Figure 62, nous observons que
le groupe modeéle de la schizophrénie reflete une altération de la mémoire a court-terme
exprimée par un niveau faible de pourcentage des alternations spontanées comparé avec celui
du groupe contrdle (p <0,002). Quant aux extraits, nous remarquons que tous les extraits de
TGC augmentent significativement le pourcentage des alternations spontanées et plus
considérablement I’extrait d’EtOAc qui a augmenté significativement le pourcentage des
alternations spontanées a une dose de 100 mg/Kg plus que la moitié de la dose (p=0,001)
comparé avec le groupe méthionine. En effet, la dose de 100 mg/Kg de I’extrait d’EtOAc a
augmenté remarquablement le pourcentage des alternations spontanées de (84,37 + 5,41)
comparé avec la dose de 50 mg/Kg environ (71,62 + 4,78) et comparé avec le groupe
méthionine de (58,56 + 2,30). De méme, 1’extrait acétonique a augmenté significativement le
pourcentage des alternations spontanées (p <0,002) avec une dose de 100 mg /Kg par rapport a
la moitié de la dose (p >0,2) confirmant ainsi I’effet positif du TGC sur la mémoire a court-

terme.
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Figure 62 : Effet de I’administration des extraits des TGC (50 and 100 mg/kg) sur le
pourcentage des alternations spontanées dans le test de labyrinthe en Y contre le
groupe contr6le et le groupe méthionine

2.1.2 Test de labyrinthe en croix surélevé (EPM)

Le test de labyrinthe en croix surélevé a été utilisé pour le screening de 1’effet anxiolytique des
TGC. De ce fait, dans la Figure 63, nous remarquons que 1’administration de la méthionine a
impliqué un effet anxieux exprimé par une réduction remarquable du temps passé dans les bras
ouverts (4 s) par rapport au groupe contréle (19,75 + 8,56 s). Par conséquent, tous les extraits
de TGC améliorent le temps passé dans les bras ouverts (13,29 + 2,30 s). Ainsi, I’administration
d'extrait d'acétate d'éthyle (50 mg/Kg) présente un effet de type anxiolytique détecté dans la
longue durée passée dans les bras ouverts (11,83 + 6,56 s). Toutefois, une dose de 100 mg/Kg
était moins efficace que la demi-dose (8,5 + 0,2 s). Les deux extraits (EtOAc, acétone) ont
montré les mémes effets sur le temps passé dans les bras ouverts avec les mémes observations
par rapport aux doses administrées. L’extrait d’acétone a (50 mg/Kg) a été le plus efficace (19,5
+5,55). Parailleurs, le test d’anova n’a pas donné une différence statistique significative entre

les groupes (p>0,05).
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Figure 63 : Effet anxiolytique des extraits des TGC (EtOAc et Acet) avec différentes
doses (50 et 100 mg/Kg) sur le temps passé dans les bras ouverts (BO) vs. Groupes
controle et méthionine.

2.1.3 Test de nage forcée (FST)

Les extraits d’EtOAc et d’acétone de TGC a différentes doses de (50 et 100 mg/Kg) diminuent
le temps d'immobilité par rapport au groupe méthionine. L'extrait acétonique réduit
considérablement le temps d'immobilité (14,20 £ 6,78 s, p = 0,05) & une dose de (50 mg/Kg)
suggérant un effet antidépresseur par rapport au groupe méthionine (60,0 + 17,2 s) ainsi que
pour I'extrait d'acétate d'éthyle (19 + 5,87 et 27 + 12,34 s) respectivement pour 50 et 100 mg/Kg.
Par conséquent, avec la dose ¢élevée d'extrait d’EtOAc, un petit changement a été détecté dans
le temps d'immobilité (56,00 £ 3,34 s) par rapport au groupe méthionine (60 + 17,2 s).
Néanmoins, une dose de 50 mg/Kg a réduit efficacement le temps d'immobilité suggérant un

effet antidépresseur intéressant de I'extrait EtOAc de TGC (Figure 1V.12).
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Figure 64 : Effet antidépresseur des extraits des TGC des différentes doses (50 et 100
mg/Kg) sur le temps d’immobilité et de mobilité des souris. (n = 6 souris/groupe) contre
le groupe controle

2.1.4 Test de reconnaissance des nouveaux objets

Le test de reconnaissance des nouveaux objets permet de mesurer en plus du niveau
d’exploration de nouveaux objets, la capacité de la mémoire de travail (a court terme),
I’attention et ’anxiété. L’exposition a un nouvel espace ou de méme & un nouveau objet derive
un niveau de stress élevé provoquant ainsi I’augmentation du taux de corticostérone plasmique,
qui représente un index de stress, appuyant davantage sur 1’utilité de ce test [284]. La Figure
64, montre I’effet d’administration de la méthionine sur le pourcentage de préférence qui a été
diminué de facon remarquable par rapport au groupe contrdle. En revanche, I'administration
des deux extraits a amélioré le temps d'exploration des souris. Néanmoins, L’extrait d’EtOAc
avec les deux doses par rapport aux groupes controle et méthionine a augmenté de maniére
significative le temps de préférence pour le nouvel objet (p = 0,001 et p = 0,004) pour 50 et 100
mg/Kg respectivement. En outre, I’extrait acétonique a amélioré de méme la mémoire et le
niveau exploratoire du nouvel objet. Cependant, I’extrait le plus remarquable est celui d’EtOAc
avec une dose de 50 mg/Kg qui a augmenté significativement le pourcentage de préférence de
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I’objet nouveau comparé au groupe témoin (54,7% + 1,66, p = 0,0013) ainsi que par rapport au
groupe méthionine (p = 0,005).
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Figure 65 : Effet des extraits des TGC sur le % de préférence entre le nouvel objet
et [’objet familier par rapport au groupe controle et groupe méthionine.

2.2. Les enzymes antioxydantes

L’évaluation des enzymes antioxydantes dans cette partie a pour objectif crucial de confirmer
premi¢rement 1’altération du systéme oxydatif des animaux modeéle des symptomes de la
schizophrénie induite par ’administration de la méthionine et deuxiémement pour évaluer
I’effet des extraits de TGC sur I’amélioration des dommages oxydatifs liés a la présente

démence.
2.2.1 Activité de la superoxyde dismutase (SOD)

Le niveau de SOD a augmenté de fagon remarquable et avec une différence significative
lorsqu'il est administré avec les extraits d’EtOAc et d’acétone a une dose de 50 mg/Kg
respectivement autour de la valeur (1,93 £ 0,26 U/mg ; 1,63 £ 0,1 U/mg ; p <0,02), par rapport
au groupe méthionine (0,94 £+ 0,22 U/mg) (Figure 66). Aucune différence n’a été détectée entre
les deux doses de I’extrait d’acétone, mais de fagon inattendue, une dose de 100 mg/Kg d'EtOAC
a diminué l'activité SOD par rapport a la dose de 50 mg/Kg. Par conséquent, tous les extraits
ont augmenté Il'activité de SOD par rapport au groupe méthionine. Cependant, il convient de
noter que I'extrait d'EtOAc a une dose de 50 mg/Kg a montré une activité de SOD la plus élevée

par rapport au groupe contrdle (p = 0,04). Une étude antérieure de [285] a confirmé que
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I’activité de la SOD est réduite chez les patients diagnostiqués schizophrénes. Effectivement,
le groupe méthionine a révéle une activité SOD réduite par rapport a celle du groupe témoin.
Conformément, le traitement avec la quétiapine et halopéridol (des médicaments
antipsychotiques) a révélé une élévation de I’activité de la SOD, suggeérant que ceci est dd a la
forte activité antioxydante de ces traitements [282,286]. Les gousses du caroubier ont été aussi
efficace pour empécher 1’épuisement de 1’activité des différentes enzymes antioxydantes dont
la SOD par les dommages oxydatifs induits par 1’éthanol [31]. Ainsi, vu I’activité antioxydante
puissante du TGC, nous confirmons son effet intéressant sur I’amélioration de 1’activité de la
SOD en proposant ainsi ce composé comme alternative naturelle pour le traitement de la

schizophrénie.
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Figure 66 : Effet des extraits d’EtOAc et d’acétone des TGC sur [’activité
spécifique de la SOD vs les groups contréle et de méthionine

2.2.2 Activité de la glutathion peroxydase (GPx)

Les extraits de TGC ont augmenté significativement I'activité de la GPx chez les souris traitées
avec de la méthionine par rapport au groupe méthionine (p = 0,0015) qui a diminué
significativement l'activité de la GPx par rapport au groupe controle (p< 0,005) (Figure 67).
L'extrait d'acétate d'éthyle était remarquablement efficace pour augmenter l'activité spécifique
de GPx a une dose de 50 mg/Kg. Une différence de dose de I'extrait acétonique influence
positivement l'activité, de fagon qu’avec l'augmentation de la dose, l'activité de la GPx a
augmenté. Contrairement a I'extrait acétonique, l'extrait d'EtOAc n'a pas montré une

amélioration lors de I'administration d'une dose élevée (100 mg /Kg) par rapport au groupe
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méthionine (p < 0,01). Nos résultats sont en accord avec les études précédentes qui ont reporté
la diminution de I’activité de la GPx chez les patients avec la schizophrénie ainsi le groupe
méthionine a confirmé les résultats déja reportés [287]. En outre, une diminution inattendue a
été reportée chez les patients traités avec 1’halopéridol. Cependant, cette diminution a été
attribuée a la maladie elle-méme et non au type de traitement. Certes, le déficit en GPx a été
suggére étre un des symptdmes séveres de la maladie, vu que le glutathion joue un réle
important dans la protection des cellules contre les damages oxydatifs durant le métabolisme
de la dopamine. De ce fait, le TGC a prouve un effet plus puissant que celui déja reporté des

traitements usuels.
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Figure 67 : Effet des extraits des TGC sur I'activité spécifique de GPx par
rapport aux groupes contrdle et méthionine. Les données sont présentées
(moyenne + écart-type). (n = 4; 6 par groupe). **p < 0,01 vs. Contréle, ##p
<0,01 et ###p <0,001 vs. Méthionine.

2.2.3 Détermination de la concentration de malondialdéhyde (MDA)

En ce qui concerne la concentration de MDA, nous avons détecté une diminution significative
des groupes traités avec de la méthionine et administrés avec les extraits de I'EtOAc et d'acétone
(p < 0,04) par rapport a I'extrait de méthionine. Les groupes traités avec de I'extrait d'acétone
ont montré une diminution de la concentration de MDA plus importante par rapport aux groupes
de ’EtOAc et méme par rapport au groupe témoin. De plus, une diminution significative a été
observée avec l'extrait d'acétone & une dose de 100 mg/Kg environ (p < 0,04) par rapport au

groupe méthionine. Contrairement a I'extrait acétonique, une concentration réduite de MDA a
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été détectée a une dose de 50 mg/Kg d'extrait d’EtOAc. En effet, la concentration de MDA a
été déja confirmée étre élevée chez les patients schizophréniques n’ayant jamais regus de
traitements. Par conséquent, nous observons que la concentration de la MDA du groupe
méthionine et supérieure par rapport au groupe contréle (Figure 68). Ainsi, des traitements avec
les antipsychotiques typiques et atypiques ont été proposés d’avoir un effet normalisant sans
apporter une différence significative sur les activités des enzymes surtout la MDA. De ce fait,
plusieurs auteurs ont suggéré I’utilisation des antioxydants pour améliorer le traitement des
patients schizophrénes [143,288,289]. En ce qui concerne I’effet du TGC, ce composé a prouvé

un effet tres intéressant dans le traitement de la démence de la schizophrénie.
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Figure 68 : Effet des extraits des TGC (acétate d'éthyle (50 et 100 mg / kg) et
acétone (50 et 100 mg / kg) sur les taux de malondialdéehyde (MDA) par
rapport aux groupes controle et méthionine.
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Conclusion

L’activité antioxydante des téguments de graines de caroube a été révélée puissante dans le
chapitre précedent. De ce fait, la valorisation de ce composé s’est orientée vers le domaine
pharmacologique et particulierement vers le traitement des maladies neuropsychiatriques.
L’évaluation des effets anxiolytique et antidépresseur ont été réalisés par les tests de labyrinthe
en Y, de labyrinthe en croix surélevé ainsi que par le test de nage forcée et le test en champ
ouvert. L’effet des extraits du tégument a été révélé bénéfique par tous ces tests déja cités et
suggerés avoir un effet positif sur les troubles de mémoire et des fonctions cognitives et

notamment sur les troubles d’humeur telles que 1’anxiété et la dépression.

Le stress oxydatif est un élément qui semble constituer un point central ou d'autres facteurs de
vulnérabilité se rencontrent et leurs interactions pourraient jouer un réle décisif dans le
développement de la schizophrénie. En se basant sur les résultats de 1’activité antioxydante et
des tests comportementaux, le TGC a été testé aussi pour son effet de remédier aux différents
symptdémes de la schizophrénie induite par I’injection de la méthionine. Les extraits de TGC
ont confirmé leurs effets intéressants sur les troubles cognitifs et sur la mémoire en comparaison
avec le groupe méthionine confirmé par les tests de comportements appliqués. La détermination
des enzymes antioxydantes dont I’activité de la SOD, GPx et de la MDA a confirmé la
corrélation entre la dérégulation des niveaux des enzymes antioxydantes dans le cerveau et la
schizophrénie. Par conséquent, le TGC a amélioré I’activité de ces enzymes et a remédié aux
symptdmes négatifs de la démence de la schizophrénie induite par la méthionine. Ces multiples
effets bénéfiques du TGC encouragent son application comme antioxydant naturel a effet

thérapeutique contre les troubles mentaux et en particulier la schizophrénie.
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Les graines de caroube représentent la partie la plus précieuse du fuit du caroubier du fait
qu’elles contiennent la gomme de caroube appelée aussi additif alimentaire E410. Cette gomme
est utilisée comme agent stabilisant, épaississant et gélifiant dans la plupart des domaines
industriels. De ce fait, le développement d’une méthode innovante de 1’extraction de cette
gomme était 1’un des principaux volets de cette thése. Les difféerentes méthodes classiques de
décorticage et d’extraction de la gomme de caroube (méthodes acide et thermale) ont été

effectuées en premier lieu afin de s’en servir comme substrat de comparaison.

e La gomme de caroube obtenue par la méthode acide était de couleur blanchéatre avec
un rendement de 34-42%.
e La gomme de caroube extraite par la méthode thermale permet de récupérer une

gomme de couleur jaunatre et avec un rendement supérieur de 55-59%.

La méthode inventée repose sur l'utilisation des enzymes cellulases afin d’hydrolyser le
tégument dur renfermant 1’endosperme qui constitue la matiére de base de la gomme de
caroube. La méthode d’hydrolyse enzymatique est une méthode écologique et prometteuse
permettant de récupérer la gomme de caroube avec un rendement élevé tout en préservant
I’environnement et la structure du substrat. L’extraction par les enzymes cellulases de la gomme
de caroube a été réalisée sur les graines de caroube entiéres ainsi que sur les graines broyées.
Le décorticage des graines de caroube entiéres a été réalisé par hydrolyse enzymatique en
utilisant les enzymes cellulases couplées par une déstabilisation dans un bain ultrasons. Apres
application des paramétres optimisés (un substrat de 1-5 g et concentration d’enzyme de 5-10U
durant 2 h a un pH de 4,8), les graines ont été faciles au décorticage manuel permettant la
récupération de la fraction d’endosperme, du germe et du tégument.

Le procédé d’extraction de la gomme de caroube par hydrolyse enzymatique a été optimisé par
la méthodologie des plans d’expériences en utilisant un modele de surface de réponse.
Effectivement, la validation du mode¢le a permis d’obtenir des points optimums des différents
facteurs de controle de la réaction d’hydrolyse enzymatique (T° = 50°C, pH =4,8,t=3hetS
= 9,2% avec E = 2,98 U). Par ailleurs, d’autres étapes ont été élaborées pour récupérer une
gomme de qualité supérieure. Apres hydrolyse enzymatique de toute la quantité des graines
broyees, des etapes de centrifugation et de séparation sont effectuées pour récupérer les trois
parties de la graine puis une derniére étape de lyophilisation permettant ainsi de sécher la poudre

de caroube extraite.



Le screening phytochimique et I’évaluation de 1’activité antioxydante des deux fractions du
germe et tégument ont permis de déterminer la richesse de ces deux parties en métabolites
secondaires aux effets pharmacologiques importants. L’utilisation des méthodes du DPPH,
FRAP, PM et du B-carotene ont confirmé une activité antioxydante puissante. En effet, le TGC
présente une capacité a inhiber les radicaux libres du DPPH importante avec une ICso de 0,044
mg/mL, plus efficace que celle de I’antioxydant de référence le BHT (0,15 mg/mL). Le TGC
a aussi présenté une activité antibactérienne intéressante contre Bacillus subtil, Staphylococcus
aureus et Pseudomonas aeruginosa. En outre, le germe a également exercé une activité

antioxydante importante vu sa contenance en majorité des métabolites secondaires recherchés.

Le stress oxydatif joue un rdle principal dans le développement de nombreuses maladies
chroniques incluant le cancer, le diabéte, les maladies cardiovasculaires ainsi que les maladies
neuropsychiatriques. L’hypothése de la corrélation entre le stress oxydatif et la détérioration
des fonctions cognitives sur le développement des différents troubles neuropsychiatriques a été
adoptée dans cette étude contre particulierement 1’anxiété, la dépression et la schizophrénie. Le
TGC a eté utilisé comme un antioxydant naturel pouvant traiter les troubles cognitifs liés a
I’anxiété et a la dépression. En plus, il peut remédier aux symptémes liés a la schizophrénie
induite par la méthionine. Les différents tests comportementaux a savoir le labyrinthe en Y, le
labyrinthe en croix surélevé, le test de nage forcée, le test en champ ouvert et de reconnaissance
des nouveaux objets ont permis d’estimer [’efficacit¢é du traitement des troubles
neuropsychiatriques par les antioxydants naturels et particulierement le TGC. De plus, la
détermination des activités des enzymes antioxydantes (SOD, GPx et MDA) a permis de
corréler le déséquilibre de ces activités avec le développement de la démence de la
schizophrénie ainsi que d’admettre la capacit¢ du TGC comme antioxydant naturel capable
d’améliorer ’activité de ces enzymes et de remédier aux troubles cognitifs liés aux maladies

neuropsychiatriques.
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Perspectives

v L’optimisation de ’hydrolyse enzymatique par les cellulases de Trichoderma reesei
dans ce travail a été effectuée par un plan composite (surface de réponse), par
conséquent d’autres mode¢les de la méthodologie des plans d’expériences peuvent étre
utilisés avec d’autres sources d’enzymes cellulases qui sont économiquement moins

couteuses.

v Etude de I’optimisation des procédés d’hydrolyse enzymatique sur des quantités plus
grandes de graines de caroube en réalisant une nouvelle optimisation du prétraitement
des graines. Cette étape permettra de déterminer les contraintes industrielles qui peuvent

influencer I’application des présents prétraitements proposés.

v’ Séparation du mélange de I’extrait d’acétate d’éthyle. Purification, identification et

caractérisation des produits séparés des extraits hexanique et méthanolique du TGC.

v Réalisation des tests in vivo des produits purs des extraits du TGC sur des modeles

animaux des maladies neuropsychiatriques surtout de la schizophreénie.

v’ Suivi des étapes d’élaboration d’un médicament (cela peut prendre plusieurs années)
par la synthese du produit pur révélé capable de remédier aux symptémes liés a la

schizophreénie.
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Annexes

Annexe 1 : Préparation des réactifs

1. Reéactif de Dragendorff

- Solution A : Dissoudre 0,85 g de nitrate de bismuth dans 10 mL d'acide acétique glacial et 40
mL d'eau distillée.

- Solution B : Dissoudre 8 g d'iodure de potassium dans 20 mL d'eau distillé. Prélever 5 mL de
la solution A et 5 mL de la solution B que I'on met dans un ballon de 100 mL. Ajouter 20 mL

d'acide acétique et compléter la solution avec de I'eau distillée jusqu'au trait de jauge.

2. Réactif de Mayer

Déposer 1,355 g de chlorure de mercure et 50 g d'iodure de potassium dans un ballon jaugé de
100 mL. Ajouter de I'eau distillée petit a petit en remuant, puis en ajouter jusqu'au trait de jauge.
Prélever dix volumes de la solution ainsi obtenue et ajouter un volume d'acide chlorhydrique
17 %.

3. Réactif DNS

Mélanger de I’eau distillée (1416 mL) avec 10,6 g de I’acide 3,5-dinitrosalicylique et 19,8 g de
NaOH. Bien dissoudre puis ajouter 306 g de sel de Seignette avec 7,6 mL de phénol a 50°C et

8,3 g du metabisulfite de sodium.

Protocole pour réaliser la courbe de calibration :

v A partir de glucose de concentration 4 g/L, on prépare des dilutions pour faire le patron
de la courbe, et de I’eau comme étalon.

v Pour chaque dilution, on prend 50 pL et on ajoute 50 puL de DNS. Agiter tous les

échantillons.

Mettre a 100°C pendant 10 minutes.

Refroidir dans un bain de glace.

Lire I’absorbance avec un lecteur de plagues a 540 nm.

S X X

Réaliser la courbe d’absorbance en fonction de la concentration. Elle doit avoir un

coefficient de corrélation compris entre 0,991 et 0,999.
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Annexe 2 : Courbes détalonnage
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Figure A-1 : Courbe d’étalonnage du glucose par la méthode DNS.
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Figure A-2 : Courbe d’étalonnage de [’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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1,4

1,2 y =1,564x - 0,0145
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Figure A-3 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.
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Figure A-4 : Courbe d’étalonnage du catéchol pour le dosage des tanins condensés
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