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Introduction

Les maladies infectieuses causées par les microorganismes affectent la santé des gens, et
causent de lourds dégats au niveau économique ceci est di a la résistance aux antibiotique.
Cette résistance aux antibiotiques chez les micro-organismes pathogeénes et la toxicité des
antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs & puiser dans le monde vegétal et
particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules naturelles

efficaces et dénuées de tout effet adverse (Eloff, 1998).

L’Algérie, avec ses milliers d’hectares de forét et de paturage, regorge de plantes
condimentaires et medicinales qui sont encore méeconnues et exploitées de fagon artisanale.
En effet, I’utilisation des plantes médicinales et aromatiques pour 1’industrie cosmétique et
pharmaceutique, ainsi que pour la production alimentaire, reste un domaine vierge en Algérie
(Miara et al., 2013).

Ce travail vise a ¢étudier I’activité antimicrobienne, antioxydante et la caractérisation
phytochimique de différents extraits de Ceratonia siliqua L., appelée communément
«Kharroub » provenant de la région Tawyala a Tiaret et largement utilisée en médecine
traditionnelle comme un anti-diarrhéique trés utile dans les gastro-entérites des nourrissons.
(Azab, 2017).

Notre manuscrit est scindé en trois chapitres :

e Le premier chapitre comporte une partie théorique relative aux caracteres botaniques
de la plante étudiée, ainsi qu’aux travaux antérieurs sur cette plante.

e le deuxiéme chapitre expose la méthodologie et les protocoles expérimentaux suivis
au cours de notre travail (Préparation des extraits, screening phytochimique, les tests
antimicrobiens et antioxydants).

e Le troisieme chapitre est consacré aux résultats obtenus et leurs interprétations.

Nous avons terminé notre manuscrit par une conclusion générale et des perspectives.
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I.1. Description botanique

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) appartenant a la famille des Fabaceae ; est une
espéce arborescente a feuilles persistantes et thermophiles (Gugliuzzo et al., 2019). C’est
un arbre typiquement méditerranéen qui croit sous les climats chauds (Benmabhioul et al.,
2011).

Elle atteint des hauteurs de 10-15m (figure 1) et posséde des couronnes larges et
semi-sphériques, un tronc épais avec de nombreux lenticelles dont la base peut atteindre
2 a 3 métres de circonférence (Oztiirk, 2011) trés crevassé, tortueux comme 1 olivier,

car le caroubier pousseaussi lentement et vit longtemps, jusqu’a 500 ans.

Cette espece ligneuse a une écorce lisse et grise a 1’age juvenile et brune, rugueuse a
I’age adulte. Les arbres possédent une racine pivotante tres profonde (16 m) et forte.
Son bois est blanc-jaunatre lorsqu’il est jeune et devient rose veiné puis rouge foncé et

dur en vieillissant (Benmahioul et al., 2011).

Figure 1 : Caroubier (Ceratonia siliqua L.) (Originale)

Les feuilles de cette espéce sont organisées en 2-4 paires de feuilles sclérophylles
coriaces composées-pennées mesurant 10-20 cm de long et 36,8 mm large. Elles sont
vertes vives sur leurs faces supérieures et vertes ternes sur leurs faces inférieures et sont

orbiculaires ou ovales.
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Les folioles pennées sont longues de 2 a 5 cm, larges de 1,5 a 4 cm, légerement
velues, ovales et ont des bords ondulés. L’arbre fleurit en automne (septembre-octobre)

et la fertilisation se produit pendant cette période.

Les fleurs sont petites et nombreuses, disposées en spirale le long de I’axe de
I’inflorescence en racémes (Oztiirk, 2011). Le caroubier (figure 2) est une espéce

dioique et rarement monoique et parfois hermaphrodite (Benmahioul et al., 2011) .

Les gousses sont les fruits de caroubier (figure 3), ils sont de couleur brune foncée,
allongés, compresses, droits ou courbés et épaissis aux points de suture. Ils sont de 20-
35 mm de largeur et environ 150 mm de longueur, contenant 8-12 graines aplaties
ovales et de couleur brune. La partie charnue entre les graines est remplie d’une

substance sucrée .Le fruit pése environ 20 g (Oztiirk, 2011).

Figure 2 : Feuilles de caroubier Figure 3 : Gousses mdres du caroubier
(Originale) (Originale)

1.2. Classification botanique

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) doit son nom a la forme de ses gousses qui une fois
arrivées & maturité, ressemblent & des cornes. Etymologiquement, le terme latin Ceratonia
provient du grec keratia qui signifie petite corne. Quant au nom d’espéce siliqua, il désigne en
latin, une silique c’est-a-dire une gousse (Batlle et al., 1997).
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Ce classement se réfere a la classification botanique antérieure (Quezel et Santa, 1963).

Tableau 1:Taxonomie de caroubier ceratonia siliqua L.

Régne : Plantae
Embranchement : Spermatophytes
Classe : Dicotylédones
Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Genre : Ceratonia
Espéce: Ceratonia siliqua

1.3. Distribution géographique du caroubier

Selon Hillcoat et al.(1980), le caroubier est étendu a 1’état sauvage :en Turquie, Chypre,
Syrie, Liban, Israél, Sud de Jordanie, Egypte, Arabie, Tunisie et Libye avant d’atteindre
I’Ouest de la méditerranée. Il a été disséminé par les grecs en Gréce et en Italie et par les
arabes le long de la cote Nord de I’Afrique, au Sud et a I’Est de I’Espagne. Dé¢s lors, il a été

diffusé au Sud du Portugal et au Sud-Est de France.

Le caroubier a été, également, introduit avec succes dans plusieurs autres pays ayant un
climat méditerranéen. C’est le cas en Australie, en Afrique du Sud, aux Etats Unis (Arizona,
Californie du Sud), aux Philippines et en Iran (Evreinoff, 1947; Batlle et al ., 1997 ).

Généralement, la distribution des espéces arborescentes, telle que C. siliqua est limitée
par des stress liés aux froids (Mitrakos, 1981). En effet, I’espece C. oreothauma qui semble
étre plus sensible au froid a une répartition restreinte et limitée seulement a Oman et a la
Somalie (Hillcoat et al., 1980). Dans les zones basses méditerranéennes (0-500 m rarement
900 m d’altitude). Le caroubier constitue une essence dominante et caractéristique du maquis
des arbres sclérophylles (Zohary et Orshan, 1959 ; Folchi Guillen, 1981).

En Algérie, le caroubier est fréiquemment cultive dans 1’ Atlas Saharien et il est commun
dans le tell (Quezel et Santa, 1962), on le trouve a I’état naturel en association avec
I’amandier Olea Europea et le pistachier Pistacia Atlantica dans les étages semi-arides
chauds, subhumides et humides a une altitude allant de 100 a 1300 m dans les vallons frais
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qui le protegent de la gelée (figure 4) avec une température de 5°C jusqu’a 20°C et une
pluviométrie de 80mm a 600mm/an (Rebour, 1968).

Figure 4 : Répartition géographique du caroubier dans le monde (Batlle et al., 1997)

1.4. Production de caroubier
1.4.1. Production dans le monde

Les statistiques présentées par 1’Organisation des Nations Unies pour 1’ Alimentation et
I’ Agriculture 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 5).

00D

mlll]...-_

Espagne Italie Maroc Portugal Gréce Turquie Chypre Algérie Libamn

Production (tonnes)
[ ] (] %3]
2888 ¢

=]
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Figure 5 : Meilleurs producteurs mondiaux de caroube entre I’année 2006 et 2014
(FOASTAT, 2017)
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1.4.2 Production en Algérie

La production nationale de caroube (tableau 2) est estimée a 33841 gx et se
concentre principalement dans la wilaya de Bejaia avec une production de 18.417 gx, ce
qui représente 54,42 % de la production nationale suivie par la wilaya de Blida (23,79%)
et Tipaza (16,55%).

Tableau 2 : Production de caroube en Algérie (FAOSTAT, 2010)

Wilaya Surface Production (gx) Rendement (gx /ha)
cultivée (ha)
Bejaia 645 18417 28,6
Tipaza 105 5600 53,3
Blida 100 8050 80,5
Boumerdes 32 1080 40,0
Bouira 22 144 6,9
Mila 10 80 8,0
Tlemcen 5 100 20,0
B Arreridj 4 20 5,0
Ain defla 2 300 150
Mascara 1 30 30,0
Tizi Ouzou 1 20 20,0
Total 927 33841 36,5
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I.5. Utilisation et vertus thérapeutiques du caroubier

Le caroubier est un arbre d’une d’importance écologique, industrielle et ornementale
indiscutable (Hariri et al., 2009). L’utilit¢ des différentes parties du caroubier (feuilles,
fleurs, fruits, bois, écorces et racines) rend ce dernier I’un des arbres fruitiers et forestiers les

plus performants (Aafi, 1996).

Les fleurs de I’arbre du caroubier sont utilisées par les apiculteurs pour la production du
miel de caroube, alors que les feuilles sont utilisées pour 1’alimentation des animaux.
L’écorce et les racines sont utilisées en tannerie grace a leur teneur en tanins. Le bois du
caroubier dur de couleur rouge est estimé dans la charbonnerie et la menuiserie (Hariri et al.,
2009).

La farine de caroube est utilisée de nos jours dans l'industrie agro-alimentaire comme
additif (code E410) pour les glaces, les patisseries, les aliments diététiques (la caroube est
dépourvu de gluten) (Sbay et Abourouh, 2006). Egalement comme succédané de cacao
(Berrougui, 2007). Elle est aussi utilisée dans le domaine de I’impression, la photographie,

le textile, la pharmacie et la cosmétique (Batlle et Tous, 1997).

De nombreuses études cliniques ont souligné 1’efficacité de la poudre de caroube dans le
traitement des diarrhées aigués infantiles (Hostettler et al., 1995). Une étude récente
présentée par Sanchez et al. (2010) montre que le caroube est une source de production de

bioéthanol.

Cette plante possede en thérapeutique un effet hypocholestérolémiant (Ruiz Roso et al.,
2010), hypoglycémiant (Ahangarpour et al., 2017 ; Al-khazraji, 2018 et Rtibi, 2018),
antiprolifératif (Ghanemi et Belarbi, 2021), anti inflammatoire (Lachkar et al., 2016),
antioxydant (Custddio , 2015 ; Zahra et al., 2021) et antimicrobien (Haidar et Al-Taie,
2009 ; Ben hsouna et al., 2012).
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11.1. Objectif de travail

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation du patrimoine naturel
Algérienne dont les objectifs principaux peuvent se résumer ainsi:
= Preparation des extraits bruts (extraits aqueux et méthanolique) des graines, des
gousses et des feuilles de Ceratonia siliqua L. ;
= Etude phytochimique de la plante;
= Evaluation de I’activité anti-oxydante des extraits de la plante par le test DPPH ;
= Evaluation « in vitro » de I’activité antimicrobienne des extraits de Ceratonia

siliqua L.
11.2. Lieu et période de I'étude

Nos essais expérimentaux se sont étalés sur une durée d'un mois (19 février 2023 a 21
mars 2023). Ils ont été réalisés au niveau des laboratoires de Technologie alimentaire,
Biochimie et de Microbiologie, du département des Sciences de la Nature et de la Vie,
Université IBN Khaldoun de Tiaret.

Le protocole expérimental suivi pour réaliser cette étude est mentionné dans la figure 6.
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Ceratonia siliqua L.
(Graines, gousses et feuilles)

|

Récolte, Séchage,
Broyage et Tamisage

\4

Extraction par maceération :
-Eau
-Méthanol

A 4
-Extrait aqueux

\ 4

Activité antioxydante

|

Test DPPH

-Extrait méthanolique

A 4

|

Activité antimicrobienne

Screening phytochimique

A

y

A 4

|

Détection de :

— Polyphénols

Activité antifongique
Méthode de contact direct

Activité antibactérienne
Diffusion en puits sur
gélose

— Saponosides

— Tanins

— Sucres réducteurs

Figure 6:protocole expérimental

— Stéroides
— Quinones libres
— Flavonoides

— Alcaloides
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11.3. Matériel

11.3.1. Instruments et réactifs : (Annexe A: TableauAl)
11.3.2. Matériel biologique

11.3.2.1. Matériel végétal

Notre étude a été porté sur un arbre fruitier méditerranéen Ceratonia siliqua L.,
communément appelée Kharroub. Les différentes parties (graines, gousses et feuilles) de
C.siliqua ont été réecoltees au mois de juillet 2022 dans la région Tawyala wilaya de
Tiaret. Les échantillons séchés sont broyés dans un broyeur électrique (figures 7, 8,9) puis
mis dans des bocaux hermétiques et conservés a température ambiante jusqu’a son

utilisation.

b

Figure 9: Feuilles de C.siliqua L. (a : avant le broyage, b : aprés le broyage)
10
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11.3.2.2. Matériel microbiologique

L’activité antimicrobienne est effectuée sur deux souches bactériennes (Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC6538 ), deux souches fongiques (une
levure de référence Candida albicans ATCC 24433 et une moisissure Fusarium
oxysporum). Les souches utilisées proviennent du laboratoire de microbiologie de
I’université IBN Khaldoun -Tiaret.

11.4.2. Préparation des extraits bruts par maceration

Les différentes parties (graines, gousses et feuilles) de C.siliqua L. ont été exploitées
pour préparer des différents extraits.

11.4.2.1. Extrait agqueux

50 g de poudre végétale (grains, gousses et feuilles) dissous dans 500 ml d’ecau
distillée et placés sous agitation mécanique pendant 24 heures a température ambiante.
L’ensemble est filtré sur du papier filtre afin de séparer le marc du filtrat, ce filtrat a été
ensuite séché dans une étuve a 50 °C (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Les extraits
obtenus sont ensuite stockés a température -4°C & I’abri de la lumiére jusqu’a leur
utilisation (Madi, 2010).

11.4.2.2. Extrait méthanolique

Une prise d'essai de 50 g de la matiere végétale (grains, gousses et feuilles) a été mise a
macérer dans 500 ml de méthanol absolu et placés sous agitation mécanique pendant 24
heures a température ambiante. L’extrait obtenu a été filtré et évaporé a sec sous pression
réduite a 52°C au rotavapeur pour obtenir un extrait sec (Bougandoura et Bendimerad,
2012).

11.4.2.3. Calcul du rendement en extraits

Le rendement de la plante en extraits est le rapport entre le poids de I'extrait et le
poids de la plante a traiter .Le rendement est exprime en pourcentage est calculé comme

suit :

R%-= PE/PA x 100

Ou
11
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R: Rendement de I'extrait en pourcentage;
PE: Poids de I'extrait en gramme;

PA: Poids de la plante en gramme.

11.4.3. Screening phytochimique

C’est I’ensemble des tests qui consiste a détecter les différentes familles chimiques
présentes dans la plante par réaction de précipitation ou coloration a l'aide de réactifs

spécifiques a chagque famille de composeés (Harbone, 1973).
= Quinones libres

Quelques gouttes de NaOH 1/10 sont ajoutées a 1’extrait évaporé a sec. La présence
de quinones libres est révélée par un virage de la couleur des phases aqueuses au jaune,
rouge ou violet (Dahou et al., 2003;0Ould Abdellahi et al., 2017).

= Tanins

Préparer I’infusion de la plante en poudre a 10% (2 g de la poudre seche sont
recouvertes de 20 ml d’eau trés chaude ou bouillante), aprés 5 a 6 minutes, on remue
légérement et on filtre. Une portion du filtrat est diluée avec de 1’eau distillée dans un
rapport de 1:4, puis on ajoute trois gouttes de FeClz a 10 %. La couleur vire au bleu noir
en présence de tanins galliques et au bleu verdatre en présence de tanins catéchiques
(tanins condenseés) (Diallo et al., 2004; Bouchouka, 2016).

= Saponines

L’extrait est repris dans 5 ml d’eau distillée dans un tube a essai. Le tube est agité
vigoureusement pendant environ 30 secondes puis on laisse reposer une demi-heure. Une
mousse persistante supérieure a 1 cm indique la présence des saponines (Vigor et al.,
2011).

=  Flavonoides

Macérer 2g de la plante en poudre dans 40ml de HCI dilué 1% pendant 24h. Prendre
10 ml du filtrat, le rendre basique par 1’ajout d’une solution NH4OH. L’apparition d’une
couleur jaune claire dans la partie supérieure du tube indique la présence des flavonoides
(Bouchouka, 2016).

12
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= Stérols et Triterpénes

L’extrait est dilu¢ dans 2 ml d’anhydride acétique. L’ajout de quelques gouttes
d’acide sulfurique concentré permet 1’apparition d’une coloration violette qui indique la
présence de triterpenes, ou une coloration verte qui indique la présence de stérols (Koffi
et al., 2009).

=  Alcaloides

Maceérer 5¢g de la poudre séche dans 50 ml de HCI a 1%, pendant 2h. Apreés filtration,
on ajoute au filtrat, le réactif de Mayer (quelques gouttes). L’apparition d’un précipité
blanc indique la présence des alcaloides (Bouchouka, 2016).

= Sucres réducteurs

A 5 ml de chaque extrait sont additionnés 5 ml de liqueur de Fehling. La formation
d’un précipité rouge brique apres chauffage au bain-marie a 70°C indique une réaction

positive (Trease et Evans, 1978 ; Yamini etal., 2011).

11.4.4. Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode du Piégeage du radical
libre DPPH (Diphényle-picryl-hydrazyl)

L’activité antioxydante a été évaluée in vitro par la méthode de piégeage du radical
DPPH. Le pouvoir antioxydant des produits testés a été comparé a un antioxydant de

synthése (Acide ascorbique).
Principe

Le diphényle picryl-hydrazyle (DPPH) est un radical libre stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristiqgue a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété anti
radicalaire, entrainant ainsi une décoloration (I’intensité de la coloration est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des

protons (Sanchez-Moreno, 2002).

13
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Mode opératoire

Le test utilisant le DPPH a été reéalise en suivant la méthode décrite par Burits et
Bucar, (2000) ou 250ul de chacune des dilutions des produits testés sont mélangés dans
la cellule placée dans la cuvette du spectrophotometre avec 1750 pl d’une solution
méthanolique de DPPH. Aprés une période d’incubation de 30 minutes, a I’abri de la

lumiére, 1’absorbance est lue a 517nm. Les expériences sont réalisees en 3 répétitions.

L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

% d’activité anti radicalaire = [(Abs controle-Abs échantillon)/Abs contrdle] x100

Ou:
Abs controle : Absorbance du témoin (DPPH) au temps zéro avant addition de
I’échantillon a tester ;

Abs échantillon : Absorbance de I’échantillon testé aprés 30 minutes.

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures + écart - type.

Les concentrations en extraits testés et en témoins positifs, en fonction des
pourcentages du DPPH inhibés, ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir le
parametre 1Cso. L’ICso est définie comme étant la concentration d’extrait nécessaire pour
piéger 50% des radicaux DPPH (Torres et al., 2006 ; Sharififar et al., 2007).

11.4.5. Evaluation de I’activité antimicrobienne des extraits

11.4.5.1. Souches microbiennes étudiées et milieux de culture utilisés

Les germes qui ont été testés pour déceler I’activité antimicrobienne des extraits de

Ceratonia siliqua L sont les suivants :

» Deux souches bactériennes de collections internationales ATCC (American Type
Culture Collection) : Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC6538 .
» Deux souches fongiques : une levure de référence Candida albicans ATCC 24433 et

une moisissure Fusarium oxysporum.
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Trois milieux de culture ont été utilises :
- Muller-Hinton pour les bactéries ;
- Sabouraud pour les levures ;

- Potato-Dextrose-Agar (PDA) pour les champignons ;

11.4.4.2. Préparation de I’inoculum

Les suspensions microbiennes ont été effectuées en prélevant 3 a 5 colonies bien
isolées et identiques d’une culture jeune de 18 h pour les bactéries et 72 h pour les
champignons, les mettre ensuite dans 9 ml d’eau physiologique stérile. La lecture de la
densité optique est effectuée en utilisant un spectrophotomeétre réglé sur une longueur
d’onde de 620 nm. Les suspensions sont ajustées a 10° spores/ml pour les moisissures et

108 germes/ml pour les bactéries.
11.4.4.3. Préparation des extraits

A D’issue de notre expérimentation, nous avons respectivement repris nos extraits
méthanolique et aqueux de Ceratonia Siliqua L. avec 1ml de DMSO a des concentrations

de 200 mg/ml, 100mg/ml, 50mg/ml et 25 mg/ml.

11.4.4.4. Evaluation de I’activité antibactérienne des extraits (Méthode de diffusion

en puits sur gélosé)

L’activité antibactérienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en

puits sur gélose telle que décrite par Glven et al., 2006 avec quelques modifications.

Le milieu gélose Mueller Hinton est coulé sur boite de pétri a une épaisseur de 15
mm, apres inoculation par écouvillonnage d'une dilution du 100 ul de microorganisme a
tester réalisée suivant une échelle de Mac Ferland, des puits de 6 mm de diamétre sont
réalisés de maniére concentrique sur les milieux puis, métre 0.1 ml de chaque
concentration dans chaque puits au centre. Aprés une pré-diffusion de 45 minutes a

température ambiante, les souches sont incubées a 37C° pendant 24 heures.

La sensibilité a été évaluée en mesurant le diametre d’inhibition (exprimés en mm).
Des disques imprégnés de DMSO et de methanol (témoins négatifs) sont aussi

utilisés. Toutes les déterminations sont faites triplicata.
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L’interprétation de nos résultats s’est faite par la comparaison avec ceux de 1’échelle

de mesure mises en place par PONCE et al. (2003) :

- Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm ;
- Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm ;
-Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15a 19 mm ;

- Extrémement sensible (+++) : diameétre > 20 mm.

11.4.4.5.Evaluation de I’activité antifongique des extraits (Méthode de contact direct)

L’évaluation de I’activité antifongique des extraits a été réalisée par la méthode de
contact directe décrite par Mishra et Dubey (1994) rapporté par Tatsadjieu et al.
(2010).

Un volume de 1000 pl de chaque concentration (200 mg/ml, 100mg/ml, 50mg/ml et
25 mg/ml) des extraits méthanoliques et aqueux, est incorporé séparément dans des tubes
contenant 20 ml du milieu PDA maintenu en surfusion. Chaque tube est homogénéisé
instantanément par agitation manuelle puis son contenu est coulé dans une boite de Pétri.
Un disque mycélien de diamétre de 6mm, prélevé de la culture jeune du Fusarium

oxysporum a été inoculé.

La lecture des résultats a été faite aprés 7 jours d’incubation a 25 °C par mesure du
diamétre des zones de croissance. Parallélement, le diamétre de la zone de croissance des

mémes souches fongiques en absence d’extrait ont été déterminé.

L’effet antimicrobien de nos extraits sur la croissance de la souche filamenteuse est
déterminé par la mesure du taux d’inhibition de la croissance en utilisant la formule

d’Ebbot (kumar et al., 2007) :

ou- T (%) = (D-Di)/D.100

D : Diameétre moyen de 3 répétitions de la croissance mycélienne estimé du champignon
testé sur milieu témoin (mm) ;

D1 : Diametre moyen de 3 répétitions de la croissance mycélienne de boite traitées avec
I’une des concentrations de I’extrait (mm) ;

T: Taux d'inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage.

L'activité antifongique des extraits de plantes étudiées a été évaluée selon le
pourcentage de I'inhibition de la croissance diamétrale des talles (%) :
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e 30 &40 %: faible activité,

e 50 a 60 %: activité modérée,

e 60 a 70 %: bonne activite,

¢ >70 %: excellente activité (Abdellatif et al., 2011).

11.4.4.6. Etude statistique

Pour mieux valoriser nos résultats, nous avons procédé a 1’analyse de la variance
ANOVA. Cette méthode statistique permet de comparer les moyennes de plusieurs
échantillons supposés indépendants a 1’aide du logiciel SPSS 20.L’analyse de la variance
est suivie par le teste NEWMAN et KEULS qui permet de distinguer les groupes

homogénes en comparant les probabilités de la maniére suivante :

- Si p > 0.05 : résultat non significatif.

- Si p <0.05 : résultat significatif.
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Résultats et Discussion

I11.1. Détermination de rendement d’extraction

Pour I’obtention de différents extraits secs bruts préparés a partir des poudres (graines,
gousses et feuilles) de Ceratonia siliqua L., nous avons réalisé des extractions aqueuses (avec

I’eau distillée) et organique (avec le méthanol).

Les résultats obtenus montrent que le rendement en extraits des graines, des gousses et des
feuilles de Ceratonia siliqua L. varie en fonction du solvant utilisé (Figure 10). Le rendement
de I’extrait méthanolique de feuilles a montré une rentabilité importante (36,8%), suivi par

I’extrait métanolique de gousses (25,2%).

L’extrait aqueux des graines de C.siliqua représente le rendement le plus faible avec une
valeur de  5,92% en comparaison avec les autres extraits de la plante. Ce rendement est
relativement inférieur a ceux obtenus sur la méme plante originaire de Tabarka (Nord-Ouest de

la Tunisie), ou le rendement en extraits aqueux des feuilles était de 10 %.

D’aprés Spizzirri et ses collaborateurs (2022), les rendements des extraits des feuilles de
deux variétes de C.siliqua (Amele et selvatica) récoltées dans la région sud de I'ltalie étaient de

14.7% et 7% respectivement en utilisant une extraction par ultrasons dans 1’éthanol.

Dans 1’étude de Ydjedd et al. ( 2017), le rendement d’extraction de fruit de caroubier
cultivé a Bejaia (Algérie) était de 0,80 % pour I’extraction par acétate d'éthyle contre 53,06 %
pour I’extraction par acétone 70 %. Une autre étude réalisée par Alabdallat et Bilto (2013) sur
le fruit de Ceratonia siliqua collecté en Jordanie a montré un rendement de 23.2 % en utilisant

le méthanol comme solvant d’extraction.

Cette variabilité de rendement dépend strictement de la polarité de solvant, des techniques
d'extraction, de la température, la pression, le temps ainsi que de la composition chimique de
I'échantillon (Alabdallat et Bilto ., 2013).

Le rendement des extractions aqueux et méthanoliques de Ceratonia seliqua sont illustrés

dans la figure 10.
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Figure 10 : Rendements en extraits de Ceratonia siliqua L.

I11.2. Caractéristiques organoleptiques des extraits

Les caractéristiques organoleptiques des extraits sont résumées dans le tableau.

Tableau 3 : Propriétés organoleptiques des extraits

Extrait aqueux Extrait méthanolique
Extraits

Graines | Gousses Feuilles Graines Gousses Feuilles
Aspect poudre poudre Poudre pateux pateux Pateux
Couleur marron marron miel | Jaune jaune marron foncé | Vert foncé

111.3. Screening phytochimique

Les tests phytochimique consistent a détecter les différentes familles de composés

existantes dans la plante par des réactions qualitatives de caractérisation en tube. Ces réactions

sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques.

Les résultats de criblage phyochimique de nos extraits motionnés dans le tableau 4

montrent la présence ou l'absence de certains groupes chimiques.
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Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence la richesse du C.Siliqua L. en

diverses classes de métabolites secondaires dans les trois parties (graines, gousses et feuilles).

Au regard des résultats du tableau 4, il ressort que les extraits aqueux et méthanoliques bruts
des graines, des gousses et des feuilles sont riches et abondants en substances bioactives. Le
méthanol et I’eau s’avérent donc des solvants de choix pour I’extraction des métabolites

secondaires de Ceratonia Siliqua L.

Les tests de recherches des flavonoides se sont révélés négatifs dans les deux extraits
aqueux et méthanoliques des graines. Cependant, ces résultats restent différents a ceux
rapportes par (Letkesses et Ladraa, 2017), ou les essais phytochimiques ont révélé la présence
des flavonoides en grande quantité dans les extraits méthanoliques des gousses et des graines

de Ceratonia siliqua L.

Tableau 4 : Screening phytochimique de Ceratonia Siliqua L.

Extrait aqueux Extrait méthanolique

Meétabolites secondaires
Graines | Gousses | Feuilles | Graines | Gousses | Feuilles

Quinones libres - + 4+ - + ++
Tanins ++ +++ +++ + ++ +
Saponines - + . ++ ++ +++
Flavonoides - + + - +4+ +
Steérols et triterpénes - - +++ +++ +4++ +++
Alcaloides + +++ +++ + ++ -
Sucres réducteurs - +++ - - +++ -

(+) : présence (++) : présence considérable (+++) : abondance (-) : absence
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Plusieurs travaux ont rapporté la richesse de caroubier en flavonoide (Kumazawa et al.,
2002)

Selon Bouchena et Ouaffai, (2022) , le criblage phytochimique des extraits aqueux des
gousses de Ceratonia siliqua L. a permis de mettre en évidence des tanins, des saponosides,
des flavonoides, des coumarines, des glycosides cardiaques, des mucilages, des
protéines(contenant du soufre), des triterpenoides et des sucres réducteurs, par contre , les
anthocyanes, les monosaccharides , les alcaloides et les quinones libre sont pas présent.

Cette différence peut étre due aux conditions environnementales (climat, site
biogéographique, altitude) aux cultivars de caroubier, la durée de maturation (nos gousses sont
brunes donc matures), au moment de la récolte et a la durée de stockage (Berghida et
Zineddine, 2017).

La présence de ces molécules phytochimiques dans C.siliqua L. montre que cette plante a
des différentes activités biologiques importantes: antiseptiques, antifongiques, anti-

inflammatoires, bactéricides et antibiotiques (Belboukhari et al., 2013).

I11.4. Evaluation de Pactivité antioxydante par la méthode du Piégeage du radical libre
DPPH

L’activité antioxydante des extraits a été évaluée in vitro par spectrophotométrie en suivant
la réduction du radical DPPH, qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la
couleur jaune mesurable a 517 nm (Yi et al., 2008). Le DPPH est un radical libre nous
permettant de déterminer le potentiel de piégeage des extraits grace a sa sensibilité a détecter

les composants actifs a de faibles concentrations (Hidayat et al., 2017).

Les résultats de I’activité de piégeage du radical DPPH par les extraits des graines, des
gousses et des feuilles de Ceratonia siliqua L. et les témoins positifs sont rapportés dans les
figures 11, 12, 13, 14,15, 16 et 17.

Les résultats montrent que 1’évolution de I’activité antiradicalaire est dose-dépendante, elle

s’accroit avec I’augmentation des concentrations des extraits dans le milieu réactionnel.
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Figure 11: Pouvoir de piégeage du radical DPPH de I’acide ascorbique (témoin positif)
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Figure 12 : Pouvoir de pi¢geage du radical DPPH de 1’extrait aqueux des gousses
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Figure 13: Pouvoir de piégeage du radical DPPH de I’extrait aqueux des graines
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Figure 14 : Pouvoir de piégeage du radical DPPH de I’extrait aqueux des feuilles
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Figure 15: Pouvoir de piégeage du radical DPPH de I’extrait méthanolique des gousses
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Figure 16: Pouvoir de piégeage du radical DPPH de I’extrait méthanolique des graines
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Figure 17: Pouvoir de piégeage du radical DPPH de I’extrait méthanolique des feuilles

L’analyse statistique (p<0,05) (Annexe C) montre que I’interaction des variables étudiées
(la nature de I’antioxydant et la concentration) ont un effet significatif sur le pouvoir de
piégeage du radical DPPH. Le test Newman Keuls nous a permis de classer ces variables selon

leurs pouvoirs de piégeage du radical DPPH comme suit :

Nature des antioxydants Extrait aqueux des graines< Extrait aqueux des gousses< Extrait
méthanolique des graines= Acide ascorbique< Extrait méthanolique des gousses<Extrait
aqueux des feuilles < Extrait méthanolique des feuilles ;

- Les concentrations 0,03125 <0,0625<0,125< 0,25< 0,5<1 mg/ml.

Les résultats montrent que les extraits polaires méthanoliques et aqueux possedent des
capacités de neutralisation du radical libre DPPH intéressantes, puisqu’ils agissent a faibles
doses.

Nous remarquons aussi que c’est I’extrait méthanolique des feuilles qui est le piégeur du

radical DPPH le plus puissant parmi les autres extraits utilisés.
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Le test de Student—-Newman-Keuls (Annexe C), montre que 1’extrait méthanolique des
graines et I’acide ascorbique sont homogénes mettant en évidence leurs pouvoirs de piégeage
du radical DPPH similaires.

I11.4. 1.Activité antioxydante des extraits exprimée par I'l1Cso

L’activité antioxydante des extraits testés est aussi exprimée par 1’l1Cso (tableau 5). La
valeur de chaque ICsp exprime la concentration de 1’extrait exigé pour réduire 50% de DPPH
en solution. L’ICsp et I’activité antioxydante des extraits testés sont inversement proportionnels
(Pokorny et al., 2001 ; Prakash et al., 2007 ).

Tableau 5: Activité antioxydante des extraits et des témoins positifs exprimée par 1’ICsg

(mg/ml)
Extraits et témoin positif ICso (mg/ml)
Extrait aqueux Gousse 0,6308
Grain 1,4206
Feuille 0,4006
Extrait méthanolique Gousse 0,5176
Grain 0,5296
Feuille 0,3051
Témoin positif Acide ascorbique 0,4991

La comparaison des extraits testés révele que I’extrait méthanolique des feuilles représente
I’extrait le plus actif avec une ICsg de (0,3051 mg/ml), suivi par I’extrait aqueux des feuilles
avec une ICsp de I’ordre de (0,4006 mg/ml). L’ extrait aqueux des graines représente I’activité

anti radicalaire la plus faible avec une ICsg de I’ordre de (1,4206 mg/ml).

Les composés phénoliques semblent étre tres performants pour leurs activités antioxydantes
du fait de la présence de nombreux hydroxyles, pouvant réagir avec les radicaux libres (Klervi,
2005 ; Panovska, 2005 ; Sokol-Letowska et al., 2007). L’activité antiradicalaire des extraits
polaires méthanoliques et aqueux est probablement liée a leur contenu en polyphénols et en

flavonoides.

Une étude menée par Abidar et al. (2020) sur I’extrait aqueux des feuilles de Ceratonia
seliqgua L. a montré que la teneur en polyphénols totaux était de52.95 + 0.141 mg EAG
(équivallant acide gallique)/g Poids Sec. Ainsi, dans 1’étude de Hsouna et al. (2011), la teneur

des polyphénols dans I’extrait brut de feuilles/fraction d’eau était de 130 + 5.62 mg EAG/g PS.
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Letkesses et ladraa, (2017) ont montrent que les extraits méthanoliques des gousses et des
graines de Ceratonia siliqua L. possedent une activité anti radicalaire avec un ICso de 1’ordre
de 0,446 mg/ml pour les gousses et 0,480 mg/ml pour les graines. En comparaison avec

I’antioxydant standard (1’ Acide ascorbique) qui démontre un 1Cs50%= 0,038 mg/ml.

La différence dans le contenu phénolique y compris les flavonoides peut étre attribuée a
plusieurs facteurs a savoir la méthode d’extraction et la méthode de quantification. Par ailleurs,
les facteurs climatiques et environnementaux (la zone géographique, la sécheresse, la
température, 1’altitude, I’ensoleillement et la précipitation), la variété, 1’origine, la période de
la récolte et le stade de développement ainsi que les différentes maladies qui peuvent affecter
la plante, la maturité¢ de la plante peuvent également influencer I’estimation de la teneur en
polyphénols et en flavonoides (Locatelli et al., 2010, Bentahar et al., 2012 ; Dallali et al.,
2018). Les facteurs génétiques et les conditions de croissance de la plante peuvent jouer un role

important dans la formation de métabolites secondaires (Islam et al., 2003).

I11.5. Etude de I’activité antimicrobienne de Ceratonia siliqua L.

111.5.1. Etude de I’activité antibactérienne des extraits de Ceratonia siliqua L.

L’activité antibactérienne des extraits méthanolique et aqueux (graines, gousses et feuilles)
de Ceratonia siliqua L. a été évaluée par la méthode de diffusion en puits sur gélose vis-a-vis
de trois souches microbiennes S. aureus, E. coli et Condidas albicans aprés 24 heures

d'incubation a une température adéquate de 37°C.

Les résultats obtenus relatifs aux diamétres des zones d’inhibition par les différents extraits

sont groupés dans les figures 18, 19, 20, 21, 22, 23 et le tableau 6.

L’¢étude statistique (p<0,05) (Annexe C4) a montré que les différentes concentrations des
extraits de Ceratonia siliqua présentent une activité antimicrobienne sur les microorganismes

testés. Ainsi, ils n’ont pas manifeste la méme sensibilité vis-a-vis des extraits de la plante.

La concentration 200 mg/ml se présente comme étant la plus efficace pour toutes les

souches testées.

D’apreés nos résultats, les extraits méthanolique et aqueux de C.siliqua (graines, gousses et
feuilles) aux différentes concentrations témoignent d’une activité antibactérienne intéressante

sur Escherichia coli. En effet, Escherichia coli, présente une sensibilité élevée a I’extrait
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méthanolique des gousses et I’extrait aqueux des feuilles avec des diamétres d’inhibition

respectivement de 26,33 mm et de 21,33 mm pour une concentration de 200 mg/ml.

L’extrait méthanolique et I’extrait aqueux des feuilles montrent une activité antibactérienne
importante sur Staphylococcus aureus. En prenant en considération les diamétres d’inhibition,
I’extrait méthanolique et D’extrait aqueux des feuilles sont extrémement active sur
Staphylococcus aureus avec des diamétres d’inhibition respectivement de 40.33 mm et 38 mm

pour une concentration de 200 mg/ml.

Il apparait que Staphylococcus aureus (Gram+) est la bactérie la plus sensible par
comparaison avec Escherichia coli (Gram-), ceci peut étre attribué a la différence de la structure
entre les bactéries a Gram positives et ceux a Gram négatives. La paroi cellulaire des bactéries
a Gram positives est constituée d’une seule couche, alors que la paroi cellulaire des bactéries a
Gram négatives a une structure multicouche liée par une membrane cellulaire externe (Shtayeh
etal., 1998 ; Fallah et al., 2008 ; Hayouni et al., 2007).

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique des gousses et I’extrait aqueux des

graines de Ceratonia siliqua se sont averés inactifs contre Staphylococcus aureus.

L’extrait méthanolique des gousses et 1’extrait aqueux des feuilles ont montré un effet
antifongique trés hautement remarquable vis-a-vis Candidas albicans avec des zones

d’inhibition respectivement de 25,33 mm et de 24,67 mm pour une concentration de 200 mg/ml.

Au regard de ces résultats, nous constatons qu’il y a un pouvoir inhibiteur de chacun des
extraits testes, le comportement des différentes souches étudiées varie selon la partie de la

plante, le solvant utilisé et la concentration d’extrait.

Par ailleurs la DMSO n’a aucun effet vis-a-vis les trois souches microbiennes testées.

Une étude présenté par Letkesses et Ladraa, (2017) a montré que les extraits
méthanoliques des gousses et des graines de C.siliqua donnent une activité antimicrobienne trés
faible contre E.coli et S.aureus parce que ces deux extraits contiennent un total des composés

phenoligues un peu faible et ne dépasse pas 33,73mg/g d’extrait.
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Bouchena et Ouaffai (2021) ont rapporté que 1’extrait aqueux décocté de la gousse de
Relizane a donné une zone d’inhibition de 9,6 mm pour une concentration de 300 mg/ml
comparativement aux autres concentrations de (25, 50,100 ,200 mg/ml). En outre 1’extrait
aqueux de la pulpe des deux régions (Relizane et Tissemesilt) inhibe fortement la cinétique de
la croissance de Candida albicans par une zone de diametre de 10,8 mm pour une concentration
de 300 mg /ml. Il apparue que les extraits aqueux obtenues par la méthode de macération avec
une concentration de 200 mg/ml ont des valeurs élevées (11,1mm, 10,6mm et 9,4mm) par

rapport aux autres concentrations.

Brantner et al. (1996) ont démontrés que les composés phénoliques, les flavonoides et les
stéroides a une certaines concentration peuvent inhiber la croissance des microorganismes. Il
est confirmé que les flavonoides a caractére lipophile peuvent détruire les membranes
microbiennes en augmentant la fluidité des lipides membranaires. Le nombre et la position des
groupements hydroxyles présents sur le noyau aromatique des composés phénoliques peuvent
entrainer la toxicité des microorganismes (Cowan, 1999). L’activité antimicrobienne dépend a
la fois de la présence des composés phénoliques, et aussi de la présence de divers métabolites

secondaires, de I’emplacement et le nombre des groupes d'hydroxyles (Falleh et al., 2008).
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Tableau 6: Diamétres de zones d’inhibition des souches microbiennes testées

Souches microbiennes

Diamétres de zones d’inhibition (mm) (moyennetécart-type)

Extraits et
témoins positifs
25mg/ml 50mg/ml 100mg/mi 200mg/ml
EM | 10,66+0,57 13,66+0,57 | 22,66+1,15 26,33+1,52
Gousses
EA | 11,66+152 12,00+¢1,00 | 12,66+1,52 15,00+1,00
_ EM | 10,00+ 0,00 13,00+1,00 | 18,00+0,00 20,67+0,57
Escherichia coli Graines
ATCC 25922 EA | 11,00+0,00 11,00+0,00 | 11,66+0,57 12,00+0,00
EM | 17,00+0,00 13,33+1,15 | 14,33+1,15 15,00+1,00
Feuilles
EA | 12,33+2,08 17,33+0,57 | 18,66+1,15 21,33+1,15
EM 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Gousses
EA 8,33+0,57 10,67+0,57 | 13,67+1,52 20,33+0,57
Staphylococcus _ 11,00+1,73 15,33+1,15 | 16,33£1,52 22,66+2,51
aureus ATCC 6538 | Graines | EM
EA 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
EM | 2366+1,15 28,33+1,52 | 34,00+0,00 40,33+0,57
Feuilles
EA | 18,66+1,15 22334550 | 34,67+1,15 38,00+2,00
EM | 16,66+2,30 20,67+3,05 | 23,33+1,15 25,33+1,15
Gousses
EA 13,33+1,15 14,33+1,52 | 17,00+0,00 18,00+1,00
EM | 14,33+0,57 15,33+1,15 | 17,33+0,00 20,00+2,00
Graines
Candida albicans EA | 11,66+2,08 13,33+1,52 | 14,67+0,57 15,33+1,15
M3 ATCC 10237
EM | 11,33+1,52 12,67+1,52 | 14,33+1,52 17,67+1,52
Feuilles
EA | 15,00+1,00 16,33+0,57 | 17,67+0,57 24,67+1,52

EM : Extrait méthanolique ; EA : Extrait aqueux.
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Figurel8: Test de sensibilité des souches microbiennes (S. aureus, E. coli et C. albicans) a
I’extrait aqueux des gousses de Ceratonia siliqua

Figure 19 : Test de sensibilité des souches microbiennes (S. aureus, E. coli et C. albicans) a
I’extrait méthanolique des gousses de Ceratonia siliqua

Figure 20 : Test de sensibilité des souches microbiennes (S. aureus, E. coli et C. albicans) a
I’extrait aqueux des graines de Ceratonia siliqua
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Figure 21 : Test de sensibilité des souches microbiennes (S. aureus, E. coli et C. albicans)
a I’extrait méthanolique des graines de Ceratonia siliqua

Figure 22 : Test de sensibilité des souches microbiennes (S. aureus, E. coli et C. albicans) a
I’extrait aqueux des feuilles de Ceratonia siliqua

Figure 23: Test de sensibilité des souches microbiennes (S. aureus, E. coli et C. albicans)
a I’extrait méthanolique des feuilles de Ceratonia siliqua
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111.5.2. Etude de I’activité antifongique des extraits de Ceratonia siliqua L.

L'étude de I'activité antifongique des extraits de Ceratonia siliqua L. a été réalisée sur une

souche Fusarium oxysporum par la méthode de contact direct en milieu gélose.

L’activité antifongique est révélée par 1’absence ou la présence de la croissance mycélienne
.Le test de ’analyse de Variance (Annexe C) montre que 1’effet de différents extraits a une

difference significative (p<0,05) sur la croissance mycélienne du Fusarium oxysporum.

Pour différencier les concentrations (25;50;100 et 200 %) par rapport a leurs effets, nous
avons fait un suivi de la croissance myceélienne pendant 7 jours d'incubation. Une évolution

hétérogene entre les différentes concentrations a été constatée durant cette période (tableau 7).

Tableau 7: Taux d’inhibition de la croissance mycélienne

% Inhibition de la croissance du Fusarium oxysporum
C Gousses Graines Feuilles
(mg/ml)
EM EA EM EA EM EA
25 36,42 +1,01 37,14+2,02 31,42+2,01 33,56+3,03 | 41,99+3,23 42,85+0,00
50 39,2845,04 | 49,35+2,92 35,71+,00 35,71+0,00 | 44,28+2,02 | 50,00+0,00
100 52,85+4,03 52,13+1,01 44,99+1,01 39,99+4,03 | 45,28+0,60 52,14+3,02
200 58,71+1,82 52,85 +2,02 50,71+5,04 50,00+,00 | 46,42+1,01 | 63,49 91

EM : Extrait méthanolique ; EA : Extrait aqueux.

A la lumiere des résultats obtenus (tableau?), il est important de noter que les extraits

méthanolique et aqueux des différents organes de Ceratonia siliqua ont tous présenté des

activités fongiques contre Fusarium oxysporum.

L’activité inhibitrice croit en paralléle avec la concentration en extrait dans le milieu de

culture.

Les résultats du pourcentage d’inhibition des extraits de Ceratonia siliqua déterminés a

partir des diameétres des zones d’inhibition, montrent que 1’extrait aqueux des feuilles exerce

une bonne activité inhibitrice sur la souche Fusarium oxysporum avec un pourcentage

d’inhibition de 63,49% pour une concentration de 200 mg/ml.
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L’extrait méthanolique et aqueux des gousses présentent des activités antifongiques
modérées sur Fusarium oxysporum avec des pourcentages d’inhibition respectivement de

58,71% et 52,85% pour une concentration de 200 mg/ml.

Une étude présentée par Messaoudi, Asmaa, (2013) a montré que les polyphénols totaux
et les flavonoides de caroubier ont exercé une forte activité antifongique contre F.oxysporum

avec des taux d’inhibition respectivement 81.48 % et 66.66%.

Les extraits de Ceratonia siliqua sont des antifongiques naturels efficaces qui pourraient

étre utilisés par I’industrie des fongicides (Cowan, 1999).

Au regard de ces résultats, nous pouvons conclure que 1’activité antimicrobienne des
extraits dépend non seulement des composés phénoliques mais, aussi de la présence de
différents métabolites secondaires a effet antifongique tels que les stéroides, les saponosides et
les huiles essentielles qui ont par ailleurs déja été signalés par plusieurs auteurs (Tawil, 1980 ;
Morris et al., 1997 ; Bajpai et al., 2007)

Le pouvoir antifongique mis en évidence pourrait étre expliqué par les composes
naturels que contiennent les plantes. Il est assez difficile d'attribuer I'effet antifongique a un seul
métabolite que contient un extrait. Cet effet inhibiteur dépend de la substance ou des substances
a caractere antifongique présentes dans chaque extrait. Les extraits contiennent toujours un
mélange de plusieurs composés chimiques. En plus des composés phytochimiques majoritaires
d’une plante, des éléments mineurs peuvent apporter une contribution significative a I'activité
antifongique. Ces substances agissent simultanément ou différemment, empruntent des voies
semblables ou différentes, agissent ensemble ou indépendamment sur une ou plusieurs cibles,

conduisant ainsi & une activité antifongique efficace (Mohammedi, 2013 ; Hajji et al., 2016).
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Conclusion

A T'heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de
nouveaux médicaments. Elles sont considérées comme une source de matiéres premiéres
essentielles pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs

médicaments.

C’est dans ce contexte que nous avons entrepris notre étude qui vise la caractérisation
phytochimique des extraits méthanoliques et aqueux des graines, des gousses et des feuilles
de I’espece Ceratonia siliqua L. et la recherche de I’activité biologique et des potentialités

que peuvent avoir ces extraits, a savoir les activités antioxydantes, antimicrobiennes.

La détermination des rendements en extraits bruts a montré une rentabilité importante
en extraits méthanolique de feuilles et de gousses avec des valeurs respectivement de 36,8 %
et de 25,2 %.

Le criblage phytochimique des extraits aqueux et méthanoliques des différents organes
de la plante avec des tests spécifiques a permis de caractériser les flavonoides, les tanins, les
alcaloides, les saponosides, les quinones libres, les stérols et les triterpenes. Ces métabolites
secondaires ont de grandes valeurs thérapeutiques.

L'estimation de I'activité antioxydante des différents extraits de Ceratonia siliqua a été
évaluée par I'étude de leur pouvoir a piéger 50 % du radical DPPH (ICsp). Les résultats
montrent que ’extrait méthanolique des feuilles représente 1’extrait le plus actif avec une ICso
de (0,3051 mg/ml), suivi par I’extrait aqueux des feuilles avec une ICsp de I’ordre de (0,4006

mg/ml).Ces extraits pourraient donc constituer une alternative a certains additifs synthétiques.

L’évaluation du pouvoir antibactérien des extraits de C.siliqua par la méthode de diffusion
en puits sur gélose a révélé que ces derniers possedent une activité antimicrobienne contre

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, et Candida albicans.

Escherichia coli, présente une sensibilité ¢levée a I’extrait méthanolique des gousses et
I’extrait aqueux des feuilles avec des diametres d’inhibition respectivement de 26,33 mm et

de 21,33 mm pour une concentration de 200 mg/ml.
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Les extraits méthanoliques et aqueux des feuilles sont extrémement active sur
Staphylococcus aureus avec des diamétres d’inhibition respectivement de 40.33 mm et 38 mm

pour une concentration de 200 mg/ml.

L’extrait méthanolique des gousses et 1’extrait aqueux des feuilles semblent les plus
actives sur Candidas albicans induisant des diamétres d’inhibition respectivement de 25,33

mm et de 24,67 mm pour une concentration de 200 mg/ml.
La méthode de contact direct nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antifongique
des extraits de Ceratonia siliqua L. vis-a-vis de la souche Fusarium oxysporum.

Il ressort que C.siliqua pourrait étre valorisée d’avantage particulierement dans la lutte
contre de nombreuses espéces microbienne responsables des différentes formes

phytopathogeénes.

En perspectives, nos travaux sont une étape préliminaire pour des études plus larges, plus

approfondies et plus accomplies incluant :

1) Tester d’autres méthodes d’extractions et leurs influences sur la composition chimique

et les effets antioxydants et antimicrobiens ;

2) Isolement et caractérisation des composés actifs dans les différents extraits par des

méthodes plus spécifiques ;

3) Evaluation d’autres effets biologiques in vitro et in vivo des extraits et de leur

composés actifs en utilisant différentes techniques.
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Annexes

Tableau Al : Appareillage, milieu de culture, verrerie, et réactifs

Matériel et appareillage

Produits chimiques et réactifs

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

Incubateur
Agitateur

Vortex

Tubes a essais
Boite de pétri

Bec Bunsen

Méthanol

NAOH

Ether de pétrole
FECL3

HCL

NH4OH

Anhydrique acétique
Acide sulfirique

Hcl

Réactif de Mayer
Liqueur de Fehling
DPPH

DMSO
Muller-Hinton
Sabouraud
Potato-Dextrose-Agar (PDA)
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Annexe B

B1.Etapes d’obtention des extraits aqueux de Ceratonia siliqua (graines, gousses et
feuille)

Macération Filtration Séchage (extrait aqueux)

B2.Etapes d’obtention des extraits méthanolique de Ceratonia siliqua (graines, gousses et
Feuille)

Macération Filtration

Evaporation Extrait méthanolique
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B3. Screening phytochimique des extraits bruts de de Ceratonia siliqua

Tests Résultats

Quinones libres

Tanins

Saponines

Flavonoides

Stérols et triterpénes

Alcaloides

Sucres réducteurs
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B4. Photos de I’activité antioxydante

Dilutions Spectrophotomeétre (517 nm) Acide ascorbique

Extrait aqueux grain Extrait aqueux gousse Extrait aqueux feuille

Extrait méthanolique grain Extrait méthanolique gousse Extrait méthanolique feuille
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B5. Photos de I’activité antimicrobienne

E. coli C . Albicans

S . aureus F. oxysporum



C1.Etude statistique de I’activité antioxydante (Méthode du Piégeage du radical libre

DPPH)

Annexe C

Annexes

Tableau C1 : Statistiques descriptives de I’activité antioxydante des extraits bruts

Concentration Extraits Moyenne Ecart-type
Acide ascorbique 87,6700 ,04243
Extrait aqueux des graines 36,1800 ,02828
Extrait aqueux des gousses 69,3550 ,04950
Img/ml Extrait aqueux des feuilles 93,4200 ,02828
Extrait méthanolique des graines 78,1100 ,02828
Extrait méthanolique des gousses 81,4500 ,02828
Extrait méthanolique des feuilles 94,7250 ,40305
Total 77,2729 19,38658
Acide ascorbique 56,9100 ,01414
Extrait aqueux des graines 25,1100 ,02828
Extrait aqueux des gousses 46,8800 ,02828
0,5mg/ml Extrait aqueux des feuilles 59,6700 01414
Extrait méthanolique des graines 44,2200 12,69964
Extrait méthanolique des gousses 47,8100 ,01414
Extrait méthanolique des feuilles 66,4750 ,03536
Total 49,5821 13,35638
Acide ascorbique 31,9100 ,01414
Extrait aqueux des graines 17,1700 ,04243
Extrait aqueux des gousses 25,9200 ,02828
0,25mg/ml Extrait aqueux des feuilles 43,5850 ,09192
Extrait méthanolique des graines 37,4400 ,04243
Extrait méthanolique des gousses 32,9400 ,01414
Extrait méthanolique des feuilles 51,8400 ,04243
Total 34,4007 10,91845
Acide ascorbique 20,1600 ,05657
Extrait aqueux des graines 11,2900 ,01414
0,125mg/ml Extrait aqueux des gousses 21,6500 ,01414
Extrait aqueux des feuilles 30,4100 ,02828
Extrait méthanolique des graines 20,5000 ,01414
Extrait méthanolique des gousses 24,5300 ,04243
Extrait méthanolique des feuilles 41,4700 ,04243
Total 24,2871 9,11515
Acide ascorbique 11,0500 ,02828
Extrait aqueux des graines 8,9800 ,02828
0,0625mg/ml Extrait aqueux des gousses 18,4300 ,04243
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Extrait aqueux des feuilles 20,5050 ,02121
Extrait méthanolique des graines 13,9400 ,05657
Extrait méthanolique des gousses 21,6500 ,01414
Extrait méthanolique des feuilles 28,3400 ,02828
Total 17,5564 6,46257
Acide ascorbique 7,1400 ,02828
Extrait aqueux des graines 7,8300 ,04243
Extrait aqueux des gousses 16,2400 2,14960
0,03125mg/ml Extrait aqueux des feuilles 19,3500 ,02828
Extrait méthanolique des graines 15,3200 ,02828
Extrait méthanolique des gousses 18,5400 ,01414
Extrait méthanolique des feuilles 26,8400 ,01414
Total 15,8943 6,60050
Tableau C2: Analyse de la variance (Test ANOVA 2 facteurs)
Source Somme des ddi Moyenne D Sig.
carrés de des carrés
type 111
Concentration 38788,170 5 7757,634 1961,465 ,000
Extraits 7918,887 6 1319,815 333,706 ,000
Concentration * 2859,214 30 95,307 24,098 ,000
Extraits
Total corrigé 49732,382 83
Tableau C3 : Test d’homogénéité intergroupe (Test de Newman —Keuls)
A - Facteur ¢ Nature de I’antioxydant ¢
Extraits N Sous-ensemble
1 2 3 4 5 6
Extrait aqueux des graines 12 | 17,7600
Extrait aqueux des gousses 12 33,0792
Extrait méthanolique des graines 12 34,9217
Acide ascorbique 12 35,8067
Extrait méthanolique des gousses 12 37,8200
Extrait aqueux des feuilles 12 44,4900
Extrait méthanolique des feuilles 12 51,6150
Sig. 1,000 1,000 ,282 1,000 1,000 1,000
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B- Facteur ‘Concentration ¢

Concentration N Sous-ensemble
1 2 3 4 5 6
0,03125mg/ml 14 15,8943
0,0625mg/ml 14 17,5564
0,125mg/ml 14 24,2871
0,25mg/ml 14 34,4007
0,5mg/ml 14 49,5821
1mg/ml 14 77,2729
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
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C2.Etude statistique I’activité antimicrobienne des extraits de Ceratonia siliqua sur

E.coli

Tableau C4 : Statistique descriptives

Concentration Extraits Moyenne Ecart-type

25 mg/ml Extrait méthanolique des gousses 11,6667 1,52753
Extrait aqueux des gousses 10,6667 57735
Extrait méthanolique des graines 11,0000 ,00000
Extrait aqueux des graines 10,0000 ,00000
Extrait méthanolique des feuilles 12,3333 2,08167
Extrait aqueux des feuilles 17,0000 ,00000
Total 12,1111 2,54116

50 mg/ml Extrait méthanolique des gousses 13,6667 57735
Extrait aqueux des gousses 12,0000 1,00000
Extrait méthanolique des graines 13,0000 1,00000
Extrait aqueux des graines 11,0000 ,00000
Extrait méthanolique des feuilles 13,3333 1,15470
Extrait aqueux des feuilles 17,3333 57735
Total 13,3889 2,14583

100 mg/ml Extrait méthanolique des gousses 22,6667 1,15470
Extrait aqueux des gousses 12,6667 1,52753
Extrait méthanolique des graines 18,0000 ,00000
Extrait aqueux des graines 11,6667 57735
Extrait méthanolique des feuilles 14,3333 1,15470
Extrait aqueux des feuilles 18,6667 1,15470
Total 16,3333 4,02930

200 mg/ml Extrait méthanolique des gousses 26,3333 1,52753
Extrait aqueux des gousses 15,0000 1,00000
Extrait méthanolique des graines 20,6667 57735
Extrait aqueux des graines 12,0000 ,00000
Extrait méthanolique des feuilles 15,0000 1,00000
Extrait aqueux des feuilles 21,3333 1,15470
Total 18,3889 5,05428




Annexes

Tableau C5 : Analyse de la variance (Test ANOVA 2 facteurs)

Source Somme des carrés | ddl Moyenne des D Sig.
de type I carres
Concentration 435,444 3 145,148 147,192 ,000
Extraits 578,444 5 115,689 117,318 ,000
Concentration * 272,556 15 18,170 18,426 ,000
Extraits
Total corrigé 1333,778 71
Tableau C6: Test d’homogenéité intergroupe (Test de Newman —Keuls)
A - Facteur ¢ Nature de I’extrait ¢
Extraits N Sous-ensemble
1 2 3 4 5
Extrait aqueux des gousses 12 | 11,1667
Extrait aqueux des graines 12 12,5833
Extrait méthanolique des feuilles 12 13,7500
Extrait méthanoliques des gousses 12 15,6667
Extrait méthanoliques des graines 12 18,5833
Extrait aqueux des feuilles 12 18,5833
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
B- Facteur ‘Concentration ¢
Concentration N Sous-ensemble
1 2 3 4
25 mg/ml 18 12,1111
50 mg/ml 18 13,3889
100 mg/ml 18 16,3333
200 mg/ml 18 18,3889
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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C3.Etude statistique I’activité antimicrobienne des extraits de Ceratonia siliqua sur

S.aureus

Tableau C7 : Statistique descriptives

Concentration Extraits Moyenne | Ecart-type
25 mg/ml Extrait méthanolique des gousses ,0000 ,00000
Extrait aqueux des gousses 8,3333 ,57735
Extrait méthanolique des graines 11,0000 1,73205
Extrait aqueux des graines ,0000 ,00000
Extrait méthanolique des feuilles 23,6667 1,15470
Extrait aqueux des feuilles 18,6667 1,15470
Total 10,2778 9,09949
50 mg/ml Extrait méthanolique des gousses ,0000 ,00000
Extrait aqueux des gousses 10,6667 57735
Extrait méthanolique des graines 15,3333 1,15470
Extrait aqueux des graines ,0000 ,00000
Extrait méthanolique des feuilles 28,3333 1,52753
Extrait aqueux des feuilles 22,3333 5,50757
Total 12,7778 11,06428
100 mg/ml Extrait méthanolique des gousses ,0000 ,00000
Extrait aqueux des gousses 13,6667 1,52753
Extrait méthanolique des graines 16,3333 1,52753
Extrait aqueux des graines ,0000 ,00000
Extrait méthanolique des feuilles 34,0000 ,00000
Extrait aqueux des feuilles 34,6667 1,15470
Total 16,4444 14,50851
200 mg/ml Extrait méthanolique des gousses ,0000 ,00000
Extrait aqueux des gousses 20,3333 ,57735
Extrait méthanolique des graines 22,6667 2,51661
Extrait aqueux des graines ,0000 ,00000
Extrait méthanolique des feuilles 40,3333 ,57735
Extrait aqueux des feuilles 38,0000 2,00000
Total 20,2222 16,54781
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Tableau C8 : Analyse de la variance (Test ANOVA 2 facteurs)

Tests des effets inter-sujets
Variable dépendante: Nbre
Source Somme des ddi Moyenne D Sig.
carrés de des carrés
type 111
Concentration 1018,375 3 339,458 142,099 ,000
Extraits 10917,903 5 2183,581 914,057 ,000
Concentration * 689,708 15 45,981 19,248 ,000
Extraits
Total corrigé 12740,653 71
Tableau C9: Test d’homogenéité intergroupe (Test de Newman —Keuls)
A - Facteur ¢ Nature de I’extrait ¢
Extraits N Sous-ensemble
1 2 3 4 5
Extrait méthanolique des gousses 12 ,0000
Extrait aqueux des graines 12 ,0000
Extrait aqueux des gousses 12 13,2500
Extrait méthanolique des graines 12 16,3333
Extrait aqueux des feuilles 12 28,4167
Extrait méthanolique des feuilles 12 31,5833
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
B- Facteur ‘Concentration ¢
Concentration N Sous-ensemble
1 2 3 4
25 mg/ml 18 10,2778
50 mg/ml 18 12,7778
100 mg/ml 18 16,4444
200 mg/mi 18 20,2222
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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C4.Etude statistique Pactivité antimicrobienne des extraits de Ceratonia siliqua sur

Candida albicans

Tableau C10 : Statistique descriptives

Concentration Extraits Moyenne Ecart-type
25 mg/ml Extrait méthanolique des gousses 16,6667 2,30940
Extrait agueux des gousses 13,3333 1,15470
Extrait méthanolique des graines 14,3333 ,57735
Extrait aqueux des graines 11,6667 2,08167
Extrait méthanolique des feuilles 11,3333 1,52753
Extrait aqueux des feuilles 15,0000 1,00000
Total 13,7222 2,32140
50 mg/ml Extrait méthanolique des gousses 20,6667 3,05505
Extrait aqueux des gousses 14,3333 1,52753
Extrait méthanolique des graines 15,3333 1,15470
Extrait aqueux des graines 13,3333 1,52753
Extrait méthanolique des feuilles 12,6667 1,52753
Extrait aqueux des feuilles 16,3333 ,57735
Total 15,4444 3,07212
100 mg/ml Extrait méthanolique des gousses 23,3333 1,15470
Extrait aqueux des gousses 17,0000 ,00000
Extrait méthanolique des graines 17,3333 3,21455
Extrait aqueux des graines 14,6667 ,57735
Extrait méthanolique des feuilles 14,3333 1,52753
Extrait aqueux des feuilles 17,6667 ,57735
Total 17,3889 3,31021
200 mg/ml Extrait méthanolique des gousses 25,3333 1,15470
Extrait aqueux des gousses 18,0000 1,00000
Extrait méthanolique des graines 20,0000 2,00000
Extrait aqueux des graines 15,3333 1,15470
Extrait méthanolique des feuilles 17,6667 1,52753
Extrait aqueux des feuilles 24,6667 1,52753
Total 20,1667 3,97418
Tableau C11: Analyse de la variance (Test ANOVA 2 facteurs)
Source Somme des carrés de type ddl Moyenne D Sig.
i des carrés
Concentration 412,819 3 137,606 55,350 ,000
Extraits 516,569 5 103,314 41,556 | ,000
Concentration * 70,931 15 4,729 1,902 ,047
Extraits
Total corrigé 1119,653 71




Tableau C12 : Test d’homogénéité intergroupe (Test de Newman —Keuls)

A - Facteur ¢ Nature de P’extrait ¢
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Extraits N Sous-ensemble
1 2 3 4
Extrait aqueux des graines 12 | 13,7500
Extrait méthanolique des feuilles 12 | 14,0000
Extrait aqueux des gousses 12 15,6667
Extrait méthanolique des graines 12 16,7500
Extrait aqueux des feuilles 12 18,4167
Extrait méthanolique des gousses 12 21,5000
Sig. ,699 ,099 1,000 1,000
B- Facteur ‘Concentration *
Concentration N Sous-ensemble
1 2 3 4
25 mg/mi 18 13,7222
50 mg/mi 18 15,4444
100 mg/ml 18 17,3889
200 mg/ml 18 20,1667
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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C5.Etude statistique I’activité antifongique des extraits de Ceratonia siliqua sur
Fusarium oxysporum

Tableau C13 : Statistique descriptives

Concentration Extraits Moyenne Ecart-type
25% Extrait méthanolique des gousses 36,4250 5,04874
Extrait aqueux des gousses 37,1400 2,02233
Extrait méthanolique des graines 31,4250 2,01525
Extrait aqueux des graines 33,5650 3,03349
Extrait méthanolique des feuilles 41,9950 3,23148
Extrait aqueux des feuilles 42,8500 ,00000
Total 37,7092 4,87844
50% Extrait méthanolique des gousses 39,2800 1,01116
Extrait aqueux des gousses 49,3500 2,92742
Extrait méthanolique des graines 35,7100 ,00000
Extrait aqueux des graines 35,7100 ,00000
Extrait méthanolique des feuilles 44,2800 2,02233
Extrait aqueux des feuilles 50,0000 3,02642
Total 42,2692 7,17616
100% Extrait méthanolique des gousses 52,8550 4,03758
Extrait aqueux des gousses 52,1350 1,01116
Extrait méthanolique des graines 44,9950 1,01116
Extrait aqueux des graines 39,9950 4,03758
Extrait méthanolique des feuilles 45,2800 ,60811
Extrait aqueux des feuilles 52,1400 ,00000
Total 47,5433 5,07106
200% Extrait méthanolique des gousses 58,7100 1,82434
Extrait aqueux des gousses 52,8500 2,02233
Extrait méthanolique des graines 50,7100 5,04874
Extrait aqueux des graines 50,0000 ,00000
Extrait méthanolique des feuilles 46,4250 1,01116
Extrait aqueux des feuilles 63,4950 ,91217
Total 53,6983 6,24793
Tableau C14 : Analyse de la variance (Test ANOVA 2 facteurs)
Source Somme des carrés ddl Moyenne D Sig.
de type Il des carrés
Concentration 1810,090 3 603,363 99,264 ,000
Extraits 857,636 5 171,527 28,214 ,000
Concentration * 435,365 15 29,024 4,744 ,000
Extraits
Total corrigé 3248,990 47
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Tableau C15 : Test d’homogeneité intergroupe (Test de Newman —Keuls)

A - Facteur ¢ Nature de P’extrait ¢

Extraits N Sous-ensemble
1 2 3 4
Extrait aqueux des graines 8 | 39,8175
Extrait méthanolique des graines 8 | 40,7100
Extrait méthanolique des feuilles 8 44,4950
Extrait méthanolique des gousses 8 46,8175 | 46,8175
Extrait aqueux des gousses 8 47,8688
Extrait aqueux des feuilles 8 52,1212
Sig. 476 ,072 402 1,000
B- Facteur ‘Concentration ¢
Concentration N Sous-ensemble
1 2 3 4
25% 12 | 37,7092
50% 12 42,2692
100% 12 47,5433
200% 12 53,6983
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000




Résumé

Notre travail porte sur I’étude de I’effet antimicrobrien, antioxydant et la caractérisation
phytochimique de différents extraits de Ceratonia siliqua L. (gousses, graines et feuilles)
appartenant de la famille des Fabaceae, communément appelée «El Kharoub ». La
détermination des rendements en extraits bruts a montré une rentabilité importante en extraits
méthanolique de feuilles et de gousses avec des valeurs respectivement de 36,8 % et de 25,2
%. Le screening phytochimique des extraits de la plante a mis en évidence une richesse en
métabolites secondaires tels que les flavonoides, les tanins, les alcaloides, les saponosides, les
quinones libres, les stérols et les triterpénes. L’évaluation de 1’activité antioxydante par la
méthode du piégeage du radical libre DPPH a réveélé que les deux extraits méthanolique et
aqueux des feuilles sont dotés d’un potentiel anti-radicalaire élevé avec une ICso
respectivement de 1’ordre de 0,3051 mg/ml et 0,4006 mg /ml. L’évaluation in vitro de
I’activité antimicrobienne des extraits de Ceratonia siliqua L. vis-a-vis les quatre souches
microbriennes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans et Fusarium
oxysporum) a montré que la plante détienne d’une activité antimicrobienne importante et ces
souches testées sont des espéces sensibles.
Mots clés: Ceratonia siligua L., extrait méthanolique, extrait aqueux, screening
pytochimique, activité antimicrobérienne, activité anti-oxydante.
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Abstract

Our work focuses on the study of the antimicrobial and antioxidant effects and the
phytochemical characterization of different extracts of Ceratonia siliqua L. (pods, seeds and
leaves) belonging to the Fabaceae family, commonly called « EI Kharoub ». Determination of
crude extract yields showed significant profitability in methanolic extracts from leaves and
pods, with values of 36¢8% and 25:2% respectively. Phytochemical screening of plant
extracts revealed a wealth of secondary metabolites such as flavonoids, tannins, alkaloids,
saponosides, free quinones, sterols and triterpenes. Evaluation of antioxidant activity by the
DPPH free radical scavenging method showed that both methanolic and aqueous leaf extracts
have a high free radical scavenging potential, with ICso in the order of 0<3051 mg/ml and
04006 mg/ml respectively. In vitro evaluation of the antimicrobial activity of Ceratonia
siliqua L. extracts against four microbial strains (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Candida albicans and Fusarium oxysporum) showed that the plant possessed significant
antimicrobial activity, and these tested strains are sensitive species.
Key words: Ceratonia siligua L., methanolic extract, aqueous extract, pytochemical
screening, antimicrobial activity, antioxidant activity.



