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ADN : Acide désoxyribonucléique

ADP : adénosine diphosphate

AINS : anti-inflammatoires non stéroidiens
AIS : anti-inflammatoires stéroidiens
ANT : Adenine nucleotide translocator
ARN :acideribonucléique

ARNIL : acides ribonucléiques de transfert
ATP :adénosine triphosphate

C : Concentration

C° : Degre Celsius

CACT : carnitine-acylcarnitine

CE : Commission des Enzymes

Cm : centimetre

COX :cyclooxygénase

DO : Densité Optique

DPPH : 2,2 DiPhénylPicrylHydrazyl

E : Enzyme

EAA : Especes Actives Azotées

EAO : Espéces Actives de I’'Oxygeéne
ERO : Espéces Réactives de ’Oxygeéne
WES : Enzyme-Substrat

g : gramme

GSH : Glutathion

h : heure

H.O- : peroxyde hydrogéne

HCI : Acide Chlorhydrique

ICso : Concentration inhibtrice médiane
IKI : iode/potassium iodure

IUBMB :  Union
Biochimie et de Biologie Moléculaire
M : Molaire

Internationale  de

m : metre

mg :milli gramme

min : Minute

mL : milli litre

mM : Millimolaire

N203 : trioxyde d'azote
NAD* : nicotinamide adénine dinucléotide
NaOH : Hydroxyde de sodium
nm :nanometre

NO® : monoxyde d’azote
O2:molécule d’oxygene

O2" : I’anion superoxyde

OH : hydroxyle

ONOO™: l'anionperoxynitrite
P :Produit

PG : prostaglandine

PGD?2 : les prostaglandines D2
PGE?2 : les prostaglandines E2
PGF2 : la prostaglandines F2
PGI2 : la prostacycline 12

pH :Potentiel d’Hydrogene
rpm : tour par minute

S : Substrat

SOD : superoxyde dismutase
UV : ultraviolets

V : Volume

Hg : microgramme

pL : microlitre

% : pourcentage

H* : proton
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Introduction Générale

Depuis I'Antiquité ’homme a utilisé différentes ressources de la nature notamment les
animaux, les plantes et les microorganismes (Krief, 2003 ; Chin et al., 2006 ; Yiliet al., 2014)
pour leurs activités biologiques telles que les activités antivirales, antifongiques,
antibactériennes (Greesonet al., 2001; You et al., 2015), antioxydantes (Bougandoura et
Bendimerad, 2013), anti-inflammatoires (Loe et al., 2018) et enzymatiques (Tsouli, 1974) qui
sont utilisées dans divers domaines d’industriecs, comme les industries pharmaceutiques
(Davies, 2006 ), médicinales (Thomford et al., 2018; Seca et al., 2019), alimentaires
(Lourenco et al., 2019; Pereira et al., 2021) et cosmétiques (Taofiq et al., 2017).

Les plantes synthétisent naturellement certains métabolites secondaires qui sont
utilisés pour traiter différentes maladies (Monzote et al., 2021), principalement en raison de
leurs propriétés biologiques fonctionnelles telles que les propriétés antivirales, antifongiques,

antibactériennes, cicatrisantes, antidépressives et antioxydantes (You et al., 2015).

La plante Ceratonia siliqua et ses constituants comme les feuilles, les fleurs, les fruits,
les graines, les écorces, les racines et surtout les gousses (El Kahkahi et al., 2016), ont une
large gamme de composés biologiquement actifs, notamment des fibres alimentaires, des
polyphénols et des cyclitols (Avallone et al., 1997; Zhu et al., 2019), des vitamines A et B
(Vekiari et al., 2011). Ces groupes de composés bioactifs ont été associes aux effets
bénéfiques de C.siliqua sur la santé (Gruendel et al., 2007), comme des effets sur le tube
digestif, notamment des actions antidiarrhéiques, antibactériennes, anti-ulcéreuses (Rtibi et
al., 2017 in Darwish et al., 2021), et des propriétés antioxydantes (EIl Hajaji et al., 2011), anti-
inflammatoires (Lachkar et al., 2016) et enzymatiques (Ahmed, 2010).

Les gousses de Ceratonia siliqua sont considerées comme la partie la plus importante
de cette plante en raison de ces composants bioactifs (Karim et Azlanet al., 2012) qui
possedent plusieurs propriétés biologiques telles que les propriétés antioxydantes (Rtibi, et al.,
2016), antimicrobiennes (Goulas et al., 2019), antitumorales (Corsi et al., 2002) et anti-

inflammatoires (Rico et al., 2019).

Pour cette raison, dans cette étude, les gousses de la plante C. siliqua (caroube) ont été
choisies comme matériel biologique afin de rechercher des activités biologiques

antioxydantes, anti-inflammatoires et enzymatiques.
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Synthése bibliographique

I- Les propriétés biologiques

Tout au long de I’histoire de I’humanité, la nature a été toujours une source des
composés biologiquement actifs, qui ont été utilisés comme médicaments (Lopez, 2011). En
effet, les produits naturels ont toujours joué un role tres important dans les processus de

découverte et de développement de médicaments (Newman et Cragg, 2012).

Les métabolites secondaires des plantes, animaux, et des champignons (Krief, 2003)
sont connus pour leurs larges gammes de propriétés biologiques telles que les propriétés
antitumorales, antibactériennes, anti-inflammatoires, antivirales et antifongiques (Dar,
Shahnawaz, 2017).

L’étre humain a toujours utilisé une diversité des sources de la nature pour soigner ses
maladies et pour améliorer sa santé (Alves et al., 2009). En effet, en raison de leurs propriétés
biologiques, les plantes, les microorganismes (Fabricant et Farnsworth, 2001), les animaux et

leurs dérivés peuvent étre un excellent outil thérapeutique (Costa-Neto, 2005).

Les microorganismes ont été, toujours, considérées comme une source puissante de
métabolites secondaires avec des applications technologiques possibles dans le domaine
pharmaceutique, ce qui a suscité un intérét accru dans ces domaines de recherche (Tan et al.,
2007). Les plantes et les animaux a leurs tour ont été utilises, depuis I'Antiquité, comme des
sources médicinales (Alves et al., 2009) et ils continuent a jouer un rdle essentiel au niveau
des soins et au niveau de la santé mondiale (Alves et al., 2012). Ces organismes vivants
possedent naturellement une diversité de propriétés biologiques, telles que les propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et enzymatiques, qui vont les aider a faire face aux
différentes agressions, et assurer leurs survies. Dans la partie suivante, ces différentes

propriétés biologiques seront développées.

Pour les propriétés antioxydantes, les organismes vivants sont dotés d’un systéme de
défense efficace contre le stress oxydatif. Par exemple, les plantes possédent une défense
contre des agressions radicalaires et les systemes chimiques et enzymatiques de détoxification
permettent la protection de Il'organisme contre les dommages provoqués par ces especes
radicalaires (Prost et al., 2002).



Synthése bibliographique
I.1 Les propriétés antioxydantes

Le stress oxydatif est défini comme étant I’incapacité de ’organisme a se défendre
contre ’agression des Espéces Actives de I’Oxygeéne (EAO), suite a un déséquilibre li¢, soit a
une production accrue d’EAO, soit a une diminution de la capacité de la défense antioxydante
(Sies, 1991), ce qui peut conduire a des dommages importants des molécules de I'ADN, aux
protéines, et aux lipides (Ames et al., 1993).

Les Espéces Actives de I’Oxygéne, font partie des radicaux libres (Pincemail et al.,
1999), sont des especes chimiques (atome ou molécule) contenant un électron non apparié
(célibataire) (Favier, 2003), et elles sont inévitablement produits dans les systéemes
biologiques (Singh et Singh, 2008). Il existe aussi des Especes Actives Azotées (EAA), qui
influencent sur I'noméostasie globale de reduction/oxydation (redox). (Michaelson et Ward,
2013). Parmi les principaux EAA on peut citer le monoxyde d’azote NOe, ’anhydride nitreux
N203, et I’ion peroxynitrite ONOO-. Le monoxyde d’azote NOe, par exemple est formé a
I’issue d’une réaction catalysée par la NO synthase par liaison entre I’atome d’azote et une
molécule d’oxygéne (Bensakhria, 2018). Le NO« en présence de 1'0,¢ forme un intermédiaire

azoté hautement réactif, le peroxynitrite ONOO™ (Michaelson et al., 2013).

Il existe de nombreux facteurs endogenes comme par exemple les enzymes oxydantes
(NADPH oxydase) (Migdal et al., 2011) ou exogenes comme par exemple des agents chimiques

(métaux lourds) qui peuvent contribuer a la génération de ces radicaux (Lobo et al., 2010).

L’oxygéne moléculaire (O2) est la molécule clé de la production d’une oxydation
(Finkele et Holbrook, 2000). L’oxygéne est nécessaire a tous les organismes vivants
(animaux, plantes et microorganismes) permettant la production de [I'énergie par
I’intermédiaire de chaines de transport d’¢lectrons (Gardes-Albert, 2003). L’oxygéne est

I’accepteur final des électrons lors de la respiration. (Halliwell et Gutteridge, 2015).

Lors du métabolisme normal, la réduction tétravalente de I’oxygene (O2) en une
molécule d’eau (H20) se fait en plusieurs étapes successives, ce qui donne naissance a des
intermédiaires appelés radicaux primaires ou especes réactives de I’oxygene (ERO) (voir

réaction) qui sont beaucoup plus réactives que ’oxygene (Migdal et Serres, 2011).

02 O+ & #2HH,0, _+e ~OH +e (+H) H,O  (Réaction 1)

(Durznteau, 2008).
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02 « : radical superoxyde.
H20- : peroxyde hydrogéne.
OH : radical hydroxyle.

A T1’état normal, la balance antioxydants/pro-oxydants (balance rédox) est en équilibre,
cependant, cette homéostasie redox peut étre rompue, soit par une production excessive
d’ERO, soit par une diminution des capacités antioxydantes et on parle, ainsi, de stress
oxydant (Lawenda et al., 2008; Sthijns et al., 2018).

Le paradoxe des ERO c’est qu’elles constituent des produits, potentiellement, toxiques
et sont, en méme temps, des molécules essentielles a la signalisation et a la régulation

cellulaire (Carriéere et al., 2006).

Concernant leurs effets toxiques, une surproduction d’ERO ou un déficit des systémes
de défense entraine I’apparition d’un stress qui provoque 1’oxydation, de maniére non
spécifique et irréversible de molécules biologiques, conduisant a une perte de fonction (Morel
et Barouki, 1999). Parmi ces molécules, I’ADN (oxydation de I’ADN) (Beckman et al., 1997),
les protéines (carbonylation des protéines) (Finkel, 2000) et les lipides (peroxydation
lipidique) (Murphy, 1996).

Par contre, la production sublétale des ERO peut interférer avec les voies de
transduction du signal (Finkel, 1999). Celle-1a peut donc étre perturbée par une surproduction
de ERO survenant a la suite d’un dysfonctionnement des mécanismes de régulation et de

défense antioxydante (Morel et al., 1998).

Le systeme de défense antioxydant peut é&tre constitué d'antioxydants non

enzymatiques et d'antioxydants enzymatiques (Hasanuzzaman et al., 2020).

Des systemes enzymatiques détoxifient les ERO par exemple, la SOD élimine Oz« par
dismutation ce qui permet la production de ’H20..

020402 222, 1p02+02  (Réaction2) (Taverne et al., 2013).

Ensuite, I’'H202 produit sera éliminé par la catalase en molécule d’oxygéne (O2) et en

molécule d’eau (H20).

H,0, — 88 11,0+1/20, (Réaction3) (beaudeux et al., 2006).
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Il existe aussi une large gamme d'antioxydants non-enzymatiques qui permettent
I’élimination des oxydants comme par exemple la vitamine E (la plus active et la plus
absorbée), un antioxydant majeur qui possede une action de la neutralisation de I’O2¢ et la
vitamine C ou I’acide ascorbique, un agent réducteur qui réagit directement sur les radicaux

libreset permet 1’¢limination de 1’H2O>. (Halliwell et Gutteridge, 2015; Bensakhria, 2018).

Ainsi que, le Glutathion (GSH) est un antioxydant qui permet la réduction des

protéines oxydées comme s’est montré dans la (Réaction 4).

GSH + Re— GSe + RH (Réaction 4) (Abedinzadeh et al., 1989).

Re:protéines oxydées.

Le glutathion permet aussi I’élimination des especes OH", O2" par interaction directe
(Halliwell et Gutteridge, 2015; Bensakhria, 2018).

1.2 Les propriétés anti-inflammatoires

L'inflammation est une réponse immédiate et naturelle des microorganismes
envahisseurs, a des corps étrangers, a des cellules nécrotiques, a des irritants ou a des cellules
néoplasiques (Xiao et al., 2020). Autrement dit, I’'inflammation est un processus physiologique
complexe de défense utilisée par I’organisme, aprés une agression étrangere, vasculaire et
tissulaire, et qui vise a éliminer ou a isoler ’agresseur afin de maintenir I’intégrité des tissus
infectés (Loynes et al., 2018). Pour arriver a ce but, l'inflammation comprend une longue
chaine de réactions moléculaires et dactivites cellulaires qui visent a restaurer un tissu
(Arulselvan et al., 2016).

Les facteurs déclenchant I'inflammation peuvent étre d'origine exogéne via des agents
physiques (coupures, gelures), chimiques (acides, bases) et biologiques (bactéries, virus), ou

endogene comme les Microcristaux ou les rhumatismes a hydroxyapatites (Danowski, 1991).

Selon la durée et la cinétique du processus inflammatoire, cette derniére peut étre classée
en deux catégories : une inflammation aigué et une inflammation chronique (Aggarwal et al.,
2009).

L'inflammation aigué s'accompagne généralement d'une accumulation rapide de liquide,
de chimiokines, de cytokines et de cellules inflammatoires (en particulier les neutrophiles)
dans les tissus ou organes impliqués (Zhang et al., 2007). L'inflammation aigué c’est une

réaction de défense de I’organisme qui fait appel, essentiellement, & I’immunité
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innée (Lioté, 2011), pour faire face a toute Iésion tissulaire pouvant étre de nature

infectieuse, traumatique, immunologique, néoplasique ou autre (Humblet et Godeau, 2005).

L'inflammation chronique des tissus se produit généralement lors que les réponses
inflammatoires sont en l'absence d'un stimulus réel (Arulselvan et al., 2016). Elle se
produit généralement suite a des infections qui n’ont pas été éliminées que ce soit par des
mécanismes de protection endogénes, ou par un autre mécanisme de défenses de I'hote
(Eaves-Pyles et al., 2008).

L'inflammation est un événement intrinsequement bénéfique qui conduit a
I'élimination des facteurs incriminés et a la restauration de la structure tissulaire et de la

fonction physiologique (Ricciotti et al., 2011).

L’inflammation comprend divers processus cellulaires par exemple, la
phagocytose, la chimiotaxie, la mitose et la différenciation cellulaire (Arulselvan et al.,
2016) et divers processus chimiques qui permettent la production de molécules telles que
les molécules d'adhésion, les cytokines, les chimiokines et le facteur d'activation
plaquettaire (Calixto et Santos, 2003) mais aussi des médiateurs lipidiques telles que les

prostaglandines (Ricciotti et al., 2011).

Les prostaglandines jouent un r6le clé dans la génération de la réponse
inflammatoire (Roome et Choudhary, 2008), sous I’action des PG, de nombreuses cellules
produisent des médiateurs lipidiques, des enzymes protéolytiques, des radicaux libres, qui

sont des facteurs directement responsables de I’inflammation (Loynes et al., 2018).

Les (PG) sont formées a partir de l'acide arachidonique (Smith, 1992), un
médiateur lipidique qui est le précurseur des médiateurs bioactifs pro-inflammatoires
(Wang et al.,, 2019). L’acide arachidonique est métabolis¢ par les cyclooxygénases
(COX), ces enzymes contiennent a la fois une activité cyclooxygénase et une activité
peroxydase, existantes sous des isoformes distinctes appelées COX-1 et COX-2 (Smith et
al., 2000) qui catalysent la réaction initiale de cyclooxygénase conduisant a l'insertion de
deux molécules d'oxygene dans l'acide arachidonique pour générer la prostaglandine
(Wang et al., 2019) (Figure 1).
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Figure 1 : Schéma qui résume le mécanisme de la réponse inflammatoire adapté selon

(Peebles, 2019) PGE2 : les prostaglandines E2, PGF2 : les prostaglandines F2, PGD2 : les prostaglandines D2
PGI2 : les prostacycline 12 (smithetal., 2011).

Les anti-inflammatoires sont des composes qui permettent le blocage de la
biosynthésedes médiateurs pro-inflammatoires, la réduction de l'expression des enzymes clés,
I'inhibitionde la libération des médiateurs, le blocage de I'interaction entre le médiateur et ses
récepteurs (Patil et al., 2016). Ces composés permettent de lutter contre I’inflammation quelle
que soit la cause de cette inflammation (Patil et al., 2019). Les effets des anti-inflammatoires
s'exercent par leur action sur des molécules régulatrices clés, notamment la cyclooxygénase
(COX) (Pujols et al., 2009).

Les principales classes d'agents anti-inflammatoires sont les anti-inflammatoires
stéroidiens (AIS) et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), ces 2 types d’anti-

inflammatoires different par leurs modes d'action (Nunes et al., 2020).

Les anti-inflammatoires stéroidiens, agissent en inhibant les prostaglandines et les
protéines impliquées dans les processus inflammatoires, comme les corticostéroides (Fain,
2009), la bétaméthasone, la dexaméthasone, I’hemisuccinate d’hydrocortisone (Souaga et al.,
1998).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens sont des inhibiteurs compétitifs du site actif

des deux isoformes de la cyclooxygénase (COX-1 et COX-2) (Yuan et al., 2009) et inhibent
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la biosynthése des PG (Yao et Wu, 2019). Parmi ces anti-inflammatoires non stéroidiens, on
peut citer l'acide acétylsalicylique, salicylate acétylé, salicylate non acétylé, acide propénoique,
acide éolique, acide anthranilique, naphthylalanine (Ghlichloo et Gerriets, 2019).

1.3 Les propriétés enzymatiques

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques ou des biocatalyseurs de nature
protéique (Gerlt, 2017). Ces molécules permettent 1’accélération des réactions biochimiques
dans les organismes vivants (Robinson, 2015) elles présentent une spécificité en ce qu'elles
catalysent (le substrat) et ce qu’elles forment comme molécules (produit) (Almonacid et al.,

2011).

Lors de la réaction catalytique enzymatique, I’enzyme (E) se lie au substrat (S) au site
de liaison du substrat (également appelé site actif ou site catalytique) (Figure 2), formant un

complexe enzyme-substrat ES (Einav et al., 2016; Bisswanger, 2017).

W

Substrate

ES complex

Figure2 : Représentation de la liaison du substrat au site actif d'une molécule d'enzyme selon

He et al., (2020).

La formation d’un complexe enzyme-substrat ES, conduit a la formation d’un produit

(P) comme montré dans la réaction suivante

E+Se=ES —E+P (Liebherr et al., 2014) (Réaction 4).

L'enzyme converti alors le substrat en produit P (réctione 4) qui est ensuite retiré du

systéme et ne peut pas revenir a son état d'origine entant que substrat (Cornish, 2013).

Les enzymes peuvent provenir des différents organismes vivants et elles peuvent étre

récupérées a partir des microorganismes, des animaux et des végétaux (Niehaus et al., 1999).
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Les propriétés catalytiques des enzymes leurs conférent un rdle principal dans le
maintien de I'homéostasie cellulaire par diverses voies métaboliques cellulaires (Prouteau et
al., 2018), telles que la synthése de I'ADN et de I'ARN (par exemple I'ADN polymérase et
ARN polymérase) et la synthese des protéines par le ribosome (Bonderoff et al., 2010). Elles
participent aussi dans la régulation coordonnée du métabolisme énergétique, et de la
sensibilité des tissus en réponse a de nombreux signaux metaboliques et hormonaux (Foretz et
al., 2006).

Les enzymes participent, aussi, dans la régulation métabolique, par exemple, elles sont
responsables de I’inhibition de la synthése des cholestérols et des acides gras (Foretz et al.,
2005) et réduit la teneur en graisse (Abu-Elheiga et al., 2003), elles participent également
dans la régulation du métabolisme glucidique (Bergeron et al., 2001) et dans la voie de la
glycolyse qui permet la génération de I'ATP (Park et Horton, 2019).

Ces propriétés catalytiques des enzymes, leurs conferent la capacité d’étre utilisées
dans plusieurs domaines d'applications (Cabrera et al.,, 2018), comme le domaine
pharmaceutique (Galanie et al., 2015), le domaine de I'environnement (Tournier et al., 2020)
et le domaine de I’agroalimentaire (Khan et Selamoglu, 2020). Parcontre, les enzymes
peuvent étre dénaturées progressivement en fonction de la température et du pH ce qui
conduit & une perte d’activité enzymatique, cette perte d’activité est liée a la perte de leurs

structures. (Fernandes, 2010).

Selon les propriétés des réactions catalysées par les enzymes, le systeme de
numérotation de la Commission des Enzymes (CE ou EC en anglais) de I'Union Internationale
de Biochimie et de Biologie Moléculaire (IUBMB) a classé et nomme les enzymes en six
classes (Chou, 2005), puis une 7™ (EC7), a été ajoutée en 2018 (Tao et al., 2020; Gagler et
al., 2022).

EC1 : cette classe regroupe les oxydoréductases, qui catalysent les réactions
d'oxydoréduction en transférant les ions H* et des électrons (McCord et al., 1969) d’un

élément a un autre selon la réaction suivante
A+B ¥ A 4B

Exemples : les peroxydases (Nicell et al., 1993), les catalases (Bonnichsen et al.,

1947) et les superoxydes dismutases (Sheng et al., 2014).

10
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EC2 . cette classe regroupe les transférases, qui catalysent le transfert d’un
groupement fonctionnel d'un composé a un autre (Habig et Jakoby, 1974) selon la réaction
suivante

AC+B — A+BC
Exemples : les méthyl transférases (Lam et al., 2007), phosphatransférases (Tchieu et

al., 2001) et les glycosyl transférases (VVander et al., 2000).

EC3 : cette classe regroupe les hydrolases, qui catalysent I'nydrolyse de diverses
liaisons chimiques (Sousa et Fernandes, 2015) selon la réaction suivante

A-B+H20 <+<— AH+BOH

Exemples : les nucléases (Carroll, 2011), les phosphorylases (Fischer et Krebs, 1955),
les amylases (Sundarram et al., 2014) et les ATPases (Venugopal et al., 2005).

EC4 : cette classe regroupe les lyases, qui rompent des liaisons mais en produisent de

nouvelles simultanément (Zhu et Yin, 2015) selon la réaction suivante

A=B+C-D — A=B

Exemples : ’adénylatecyclase (Simonds et al., 1999), ’aldolase (Font et al., 2008) et
la décarboxylase (Pegg et al., 2006).

EC5 : cette classe regroupe les isomérases, qui catalysent des réarrangent des
groupements fonctionnels d'une molécule pour former des isoméres (Flaumenhaft et Furie,

2016) selon la réaction suivante
AB <> AB’(ou AB est un isomére de AB)

Exemples : les topoisomérases (Hooper et al., 1998) et la L-arabinose isomérase (Xu
Etal., 2018).

EC6 : cette classe regroupe des ligases, qui catalysent I'union de deux molécules
couplées a I'hydrolyse d'une liaison pyrophosphate dans I'ATP ou un triphosphate similaire

(Mazia et al., 1963) selon la réaction suivante

A+B+ATP = A-B+ADP +P

Exemples : les aminoacyl ARNt-synthétases (Pelchat et al., 1999) et les ADN ligases
(Monteny, 1987).

11
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EC7 : cette classe regroupe les translocases, qui catalysent le mouvement
des molécules ou des ions a travers les membranes cellulaires en géenéral (McDonald et al.,

2021) selon la réaction suivante
AB+C —» A+B+C

Exemples : translocase carnitine-acylcarnitine (CACT) (Vitoria et al., 2014) et
translocase ADP/ATP (ANT) (Greub et al., 2003).

1.4 Les propriétés biologiques

Outre ces propriétés biologiques mentionnées précédemment, il existe d’autres
activités biologiques, comme des activités vasculoprotectrices, des activités anti
hépatotoxiques, des activités antiallergiques, anticancereuses, des activités antifongiques, des
activités antibactériennes (Shah et al., 2017; Lamarre, 2004) et des activités anti-
hyperglycémiantes (Yili et al., 2014).

La résistance aux antimicrobiens est une grave menace pour la santé humaine dans le
monde entier (Chassagne et al., 2021) et par consequent, les maladies infectieuses (causees
par les microorganismes) représentent une cause importante de morbidité et de mortalité dans
la population (Silva et Fernandes, 2010). Dans ce cas, I’activité antimicrobienne a toute son
importance et elle est considérée comme une solution potentielle (Magallon et Hilu, 2009)

pour lutter contre ces maladies infectieuses (Magalldn et Hilu, 2009; Yakhlef et al., 2011).

Les molécules naturelles exercent une large gamme d'effets et elles peuvent agir
comme des antimicrobiens (Teoh, 2016). Les agents antimicrobiens sont isolés a partir de
différents organismes vivants comme par exemple la pénicilline, qui a été isolé a partir du
champignon (Peyrat et al., 2019) et les molécules phytoalexines isolée a partir des plantes
(Letcher et al., 1973; Arditti etal., 2013).

De méme, les maladies allergiques sont, aussi, des problémes de santé courants dans le
monde (Dierick et al., 2020) pouvant entrainer de saffections potentiellement mortelles
(metzger et al., 1999; mak et al., 2005). Les taux de prévalence des maladies allergiques ont
augmenté en raison de facteurs héréditaires, de la pollution de I'environnement, de
l'augmentation des niveaux d'allergénes et des changements dans les modes de vie (Kim et al.,
2019). Par exemple, environ 6 a 30% des individus souffrent de conjonctivite allergique et 30
a 70% d'entre eux souffrent d'autres maladies allergiques (Thong, 2017). Les maladies

allergiques peuvent survenir a tout age, des nouveau-nés ou des personnes agées (Wallace et

12
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al., 2017) et face a la forte incidence des maladies allergiques, les produits naturels ont une
efficacité modérée, une faible toxicité, et constituent, donc, une source importante pour une
large gamme d'agents anti-allergiques potentiels (Gao et al., 2018), comme par exemple les
flavonoides et les métabolites polyphénoliques qui possédent des effets anti-allergiques
prometteurs (Kawai et al., 2007).

I.5 Importance des propriétés biologiques

La connaissance de ces propriétés permet de les utiliser en tant que matiéres premiéres
de base, indispensables dans la technologie de nouveaux produits (Olivera et al., 2017) dans
plusieurs secteurs tels que les secteurs pharmaceutiques par exemple la production des
médicaments (Davies, 2006), le secteur médical comme par exemple des applications
thérapeutiques (Seca et Pinto, 2019), le secteur alimentaire comme par exemple des

suppléments dans les regimes alimentaires (Pereira et al., 2021).

Les enzymes ont acquis une reconnaissance mondiale pour leurs utilisations
généralisées dans divers secteurs industriels (Liese et al., 2006; Choi et al., 2015), par
exemple le secteur de l'alimentation, des enzymes telles que les lipases, les protéases, les
estérases et les lactases sont impliquées dans l'amélioration de la production et des
composants alimentaires, tels que la saveur, lI'ardme, la couleur, la texture, l'apparence et la
valeur nutritive (Neidleman, 1984). Dans le secteur médical, par exemple, les enzymes
proteolytiques sont utilisées pour I'élimination de la peau morte et les brilures (Cho et al.,
2010), la protéase acide, la dextranase et la rhodanase peuvent étre utilisées pour traiter la
dyspepsie alimentaire, la carie dentaire et I'empoisonnement au cyanure (Singh et al., 2018).
Dans le secteur pharmaceutique, par exemple les galactosidases et les protéases sont utilisées
comme molécules thérapeutiques contre les problemes de santé associés a une déficience
enzymatique et aux troubles digestifs (McGrath et Walsh, 2005), dans le secteur cosmétique
sont utilisées par exemple la superoxyde dismutase (Babizhayev, 2006) et les protéases (Cho
et al., 2010) pour contrdler les dommages cutanés causés par la pollution de l'air, de l'eau et

des microorganismes (Cho et al., 2010).

De méme, les antioxydants ont leurs importances dans des utilisations dans divers
secteurs industriels (Pastre et al., 2007), par exemple dans le secteur de 1’industrie
alimentaire, les antioxydants peuvent jouer un role important dans le maintien de la qualité
globale des produits, par exemple, lI'un des processus de détérioration courant est la

peroxydation des lipides (Jayaprakashae et al., 2001) ce qui conduit a une diminution de la
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durée de conservation et de la valeur nutritionnelle des produits alimentaires (Saad et al.,
2007). Dans le secteur pharmaceutique, les antioxydants peuvent avoir un role préventif dans
diverses maladies telles que le diabete (Marcelino et al., 2020), les maladies intestinales
humaines (Scarano et al., 2020) et le cancer (Talib et al., 2020). Dans le secteur
cosmétique, les antioxydants ont un effet positif sur lI'apparence de la peau et ils réparent les
dommages cutanés, I'érythéme di a une exposition aux UV (Arct et al., 2008).

Aussi, I’activité anti-inflammatoire a été utilisée dans différent secteur industriel (Bian
et al., 2021), par exemple dans le secteur cosmétique, les anti-inflammatoires sont utilisée
pour renforcer le systeme de défense naturel de la peau et pour supprimer la production de
meélanine, corrigeant ainsi I'hyperpigmentation (Taofiq et al., 2016), Dans le secteur
pharmaceutique les anti-inflammatoires sont largement utilisées comme médicament pour

traiter de nombreuses maladies inflammatoires (Dinarello, 2010).

Aussi les autres propriétés biologiques qu’on a cité précédemment, possedent une
grande importance pour leurs utilisations dans divers secteurs industriels comme par exemple,
les anti-infectieux sont utilisees dans I’industrie pharmaceutique comme medicaments contre
les maladies infectieuses (Smith et al., 2016), les propriétés anti-hyperglycémiants sont
utilisées dans le secteur médicinal a des fins thérapeutiques pour le traitement général du
diabete (Huh et al., 2020) et les propriétés anticancéreuses sont, aussi, utilisées dans le secteur
médicinal pour le traitement du cancer (Naz et al., 2019). Ces propriétés biologiques peuvent
étre aussi utilisées dans d’autres secteurs, comme par exemple les propriétés antimicrobiennes
qui sont utilisées dans I’industrie alimentaire pour la conservation des aliments (Drider et
Rebuffat, 2011).

1.6 Les difféerentes sources des propriétés biologiques

Ces propriétés biologigues peuvent provenir de différents produits naturels provenant
de diverses sources, telles que les plantes, les animaux, les organismes marins et les
microorganismes (Chin et al., 2006). Les composés naturels ont été étudiés pour leur
puissance pharmacologique, leur innocuité et leur capacité a atténuer les symptémes de

nombreuses maladies (Mok et al., 2020).

Les microorganismes se sont révélés d’étre des réservoirs puissants et précieux de
métabolites anticancéreux, antifongiques, antivirales et antioxydants naturels (Abdelghani et
al., 2021) qui leurs permet d’étre utilisées dans I’industrie médicinale, pharmacologique et

cosmétique (Kamarud et al., 2015). Les actinomycetes, par exemple, sont la source la
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plus prometteuse de produits chimio thérapeutiques anticancéreux (Sudha, 2012), les
Streptomyces qui sont des bactéries produisent des composés inhibiteurs de l'angiogenese, et
des composées antifongiques, antiparasitaires, antiviraux, antioxydants, anti-inflammatoires,
immuno-suppresseurs (Law et al., 2017), aussi les champignons telles que Agaricus bisporus,
Lentinula edodes trouvent lentement leur place dans l'industrie cosmétique, sous forme de
crémes et de lotions (Taofiq et al., 2016) et les microorganismes endophytes comprennent
des alcaloides, des benzopyranones, des chinones, des flavonoides, des acides phénoliques,
des quinones, des stéroides (Pimentel et al., 2011), ces métabolites bioactifs peuvent agir

comme antibiotiques, antimycosiques, immuno-suppresseurs (Zhang et An, 2007).

Les animaux et les produits derivés de leurs différents organes sont utilisés comme
sources médicinales depuis I'Antiquité (Lev, 2003; Alves et al., 2007), du fait qu’ils
présentent un large éventail d'activités biologiques jouant un réle important ce qui leur permet
d’étre utilisées dans de nombreuses pratiques thérapeutiques (Mahawar et Jaroli, 2006; Alves
et al., 2011) comme par exemple les mollusques qui contiennent des composés bioactifs aux
propriétés antimicrobiennes (Dolashka et al., 2016), anticancéreuses (Esmaeelian et al.,
2018), anti-inflammatoire (Ahmad et al., 2018) et antispasmodique (Pons et al., 1998) ce qui
leurs conferent la possibilité d’étre utilisés dans I’industrie pharmacologique (McGivern,
2007). De méme divers vertébres terrestres en particulier les amphibiens et les reptiles, ont
suscité un grand intérét dans les études pharmacologiques pour développer des médicaments
anti-angiotensine et antitumorale (Ferreira et al., 2010), par exemple, le cobra contient des
activités anticancéreuses qui provoquent une cytotoxicité dans les cellules du carcinome
(Debnath et al., 2007). Un autre exemple, des poissons zebre qui contiennent la phosvitine, un
agent antioxydant utilisé dans l'industrie alimentaire (Hu et al., 2015). Les asticots, qui
possedent une activité anti-infectieuses ont utilisées pour traiter divers types de plaies
infectées, telles que celles des pieds des diabétiques (Ratcliffe et al., 2011). Les animaux ont
aussi une grande importance dans la production des différentes enzymes comme par exemple
la halogénase dérivés d'éponge marine (Smith et al., 2017), et les a-amylases isolées
d'anémones de mer (Sarianet al., 2017). Aussi, les dérivés du regne animal présentent une
grande importance, par exemple I'huile de poisson et le miel des abeilles sont largement
utilisés dans I’industrie cosmétique pour leurs activités antioxydants (Poisson et al., 2002;
Burlando et Cornara, 2013).

Le milieu marin et les organismes marins peuvent étre aussi une source importante de

métabolites secondaires structurellement divers et biologiquement actifs (Pereira et al., 2016)
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qui peuvent étre utilisés pour le développement de nouveaux médicaments (Pereira et al.,
2018). Par exemple les stérols d’organismes marins ont plusieurs bienfaits pour la santé,
notamment les activités anticancéreuses, anti-obésité, anti-diabéte, anti-age et anti-Alzheimer,
en raison des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes qu’elles contiennent (Rahman et
al., 2021), par exemple les algues contiennent une abondance de phytostérols, comme le
fucostérol, avec des avantages pharmacologiques importants (Reis et al., 2022).

Comme c’est le cas des microorganismes et les animaux, les plantes sont utilisées dans
diverses applications a des fins médicinales (Lietava, 1992), cosmétiques (Taofiq et al., 2017)
pharmaceutiques (Thomford et al., 2018) et alimentaires (Lourenco et al., 2019).

Il existe plusieurs types des plantes aintérét alimentaires, aromatiques, condimentaires

et medicinales (Hmamouchi et al., 1997).

Les plantes médicinales ont toujours joue un role important dans I'histoire de la santé
humaine pour traiter ou prévenir les maladies (Ming et al., 2003). Jusqu'a présent, environ
35000 especes de plantes ont été documentées comme étant utilisées comme plantes
médicinales (Xia et al., 2022), du fait qu’elles possedent de nombreuses molécules pour parer
aux agressions environnementales (Weng et al., 2012), ces mémes molécules possédent
plusieurs activités biologiques comme des activités antioxydants, anti-inflammatoires et anti-
biofilm (Mohammed et al., 2022).

Les antioxydants naturels issus des plantes peuvent étre classes en trois classes
principales : les composés phénoliques, les vitamines et les caroténoides (Sikora et al., 2008;
Freitas et al., 2015; Fierascu et al., 2018), parmi les plantes qui contiennent les composants
antioxydants les Rosaceae, les Empetraceae, les Ericaceae et les Zingiberaceae (Lourenco et
al., 2019).

D’autres espéces des plantes présentent des activités antimicrobiennes,
anticancéreuses, anti-inflammatoires, comme Salvia miltiorrhiza et Rhodiola sacra et Prunus

persica qui sont utilisées dans I’industrie médicinale et pharmacologique (Li et al., 2014).

Les espéces de Hypericum perforatum et Coleus forskohlii et Taxus baccata possedent
des propriétés antivirales, antifongiques, antibactériennes, cicatrisantes, antidépressives et

antioxydantes, (Greeson et al., 2001; You et al, 2015) et qui sont
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largement utilisés dans I’industrie pharmaceutique (Zhou et Wu, 2006; Karuppusamy et al.,
2009).

D’autres espéces possedent des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes (Dreger
et Wielgus, 2013) comme Rubia tinctorum, thymus, Citrullus colocynthis (Chandran et al.,
2020) qui sont utilisées dans les industries du cosmétique et de I’alimentaire (Soto-Vaca et al.,
2012).

Les dérivés des plantes présentent aussi des propriétés importantes, par exemple, les
huiles essentielles qui sont des composés volatiles, les sous-produits des processus
métaboliques secondaires des plantes (Meena et al., 2017) et qui peuvent étre synthétisées par
les différents organes végétaux tels que les feuilles, les bourgeons, les tiges de fleurs, les
fruits, les graines, le bois ou I'écorce et les racines, possédent différentes activités biologiques
(Raut et Karuppayil, 2014; Chandran et al., 2020). Comme I'huile essentielle du genre Ferula
(Prakash et al., 2015; Barupal et al., 2019) qui contient plusieurs composes phytochimiques
aux activités anticancereuses (Asemani et al., 2018; Hosseinzadeh et al., 2020),
antiprolifératif (Verma et al., 2019), anti-hyperglycémique (Yusufoglu et al., 2015) et activité
anti-protozoaire (Amin et al., 2016). Ces huiles essentielles sont utilisées dans differentes
industries, telles que les industries pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires (Chandran et
al., 2020).

Les extraits naturels sont aussi une source de nombreuses substances qui présentent
plusieurs activités biologiques (Flieger et Flieger, 2021). Par exemple, il a été rapporté la
détection de glycosides steroidiens et alcaloidiens dans I’extrait de Physalis alkekengi qui
possedent une activité fongicide (Lee et al., 2007), d’autres extraits comme celui de Pythium
aphanidermatum et de Pythium myriotylum et I’extrait de feuilles de Cymbopogon citratus
présentent des activités antimicrobiennes qui sont largement utilisées dans I’industrie
médicinale (Savchuk et Dilantha, 2004; Hada et Sharma, 2018).

Les différentes parties des plantes telles que les feuilles, les tiges, les écorces, les
racines, les fruits et les graines, sont des sources précieuses de composes (Zerbo et al., 2011;
Guinnin et al., 2015) avec des activités biologiques comme les activités antiallergiques,
antimicrobiennes, anti-inflammatoires et antioxydantes (Teoh, 2016; Maury et al., 2020
Zheng et al., 2021). Par exemple une étude a approuvé gue les écorces des Mangifera sont une

source riche d'antioxydants, notamment de l'acide ascorbique, des caroténoides et des
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composés phénoliques (Rocha et al., 2014; Wang et al., 2020). Aussi, les fleurs des Nerium
oleander et des Tecoma stans sont largement connue par leurs propriétés antibactériennes et
antifongiques (Sangeetha et al., 2015). De méme, le jus de tige de Brassica oleracea
var.lItalica pouvait étre utilisé comme source potentielle d'antioxydants (Saavedra-Leos et al.,
2021).

Aussi, les gousses des plantes sont souvent utilisées en médecine traditionnelle comme
analgésique, anticonstipation, antiabsorptif du glucose, dans la propulsion gastro-intestinale et
les activités antidiarrhéiques (Rtibi et al., 2017 in Ben Ayache et al., 2020). L’objectif de
notre étude est de rechercher des activités biologiques (antioxydante, anti-inflammatoire et
enzymatique) au niveau des gousses de Ceratonia siliqua (caroube). Ceratonia siliqua L. Est
une plante médicinale méditerranéenne traditionnellement cultivée pour ses propriétés ethno-
pharmacologiques, telles que les propriétés antidiarrhéiques, antidiabétiques, antioxydantes,
anti-athérosclérotiques et anti-neurodégenératifs (Abidar et al., 2020). La grande valeur de
Ceratonia siliqua est connue grace a ses gousses, en raison de leur richesse en glucides, fibres

alimentaires, tanins et composés phénoliques (Hariri et al., 2009; Farag et al., 2017).

II. La plante Ceratonia siliqua

Ceratonia siliqua (C.siliqua) ou la caroube, le nom du genre Ceratonia dérivé du grec
keras, se référant aux textures dures en forme de corne des graines (Sahin et Tashgil, 2016).

Le nom d'espéce siliqua vient du latin désignant une cosse de pois (Mili¢evic et al., 2018).

Ceratonia siliqua L. est un arbre populaire dans la région méditerranéenne
(Batlle,1997). Elle appartient a la famille des légumineuses (Fabaceae) comme été mentionné
dans le (Tableau 1) (Benmansour et al., 2022), cultivé naturellement dans les régions arides
(Vekiariet al., 2011), en raison de sa résistante a la salinité et a la sécheresse (El Hajaji et al.,
2010), et a ses faibles besoins en intrants agronomiques par rapport aux autres especes
fruitieres (Tous et al., 2013 in Kyratzis et al., 2021).
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Tableau 1: Classification taxonomique de Ceratonia siliqua (Batlle, 1997).

Régne Végeétal
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Spermaphytes

Sous-enbranchement

Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Fabales
Famille Fabaceae
Sous-famille Caesalpinioideae
Genre Ceratonia
Espece CeratoniasiliquaL.

I1.1 Les caractéristiques de la plante et des gousses de Ceratonia siliqua

La plante C. Siliqua a des feuilles persistantes mesurant 12 a 30cm de long. Cette
plante peut atteindre une hauteur de 10 a 17m et peut avoir un tronc de 85cm de diametre
(Batlle et al., 1997) (Figure 3A). La caroube entiére ou bien c’est parties (les feuilles, les
fleurs, les fruits, le bois, I'écorce et les racines) sont trés demandées et donc fortement
exploitées (Lahssini et al., 2015). Le fruit de la caroube est appelé gousse et est composé de
deux parties : les graines (10%) et la pulpe (90%). La pulpe se compose de deux parties : une
couche externe coriace (péricarpe) et une zone interne plus molle (mésocarpe) qui contiennent
les graines (Fidan et al., 2020). Cette gousse est non craquelée, longue et aplatie, droite ou
recourbée, épaissie au niveau des sutures, de 10 a 30cm de long, de 1,5 a 3,5cm de large,

d'environ 1cm d'épaisseur (Figure 3B) (Batlle et Tous, 1997).
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(A) (B)

Figure 3 : Photos de I’arbre (A) et des gousses (B) de Ceratonia siliqua (Hadi et al., 2017;
Bouaziz et al., 2020)

I1.2 Compositions et propriétés biologiques de Ceratonia siliqua et de ses

différentes parties

C. siliqua est une plante avec une large gamme de composes biologiquement actifs,
notamment des fibres alimentaires, des polyphénols et des cyclitols (Avallone et al., 1997;
Zhu et al., 2019), des vitamines A et B (Vekiari et al., 2011). Ces groupes de composes
bioactifs ont été associés aux effets bénéfiques de C.Siliqua sur la santé dans différents

domaines thérapeutiques (Gruendel et al., 2007).

Cette plante est constituée de 46% de sucre, de 7% de protéines et de petites quantités
de nombreux minéraux (Batlle, 1997) et elle a une faible teneur en matieres grasses (Avallone
et al., 1997; Zhu et al., 2019).

Dans la caroube, le D-pinitol (un agent anti-diabétique) est considéré comme un
composé bioactif important ayant une activité anti-diabétique (Goulas et al., 2016), aussi les
extraits de feuilles de caroube ont montré une activité antibactérienne contre Listeria

monocytogenes et Pectobacterium atro-septicum (Meziani et al., 2015).

La plante de Ceratonia siligua possédent plusieurs fonctions thérapeutiques
intéressantes, telles que des propriétés hypolipémiantes (Zunf et al., 2001 in Darwish et al.,
2021), anti-prolifératives, anti-cardiovasculaires (Corsi et al., 2002). De plus, Ceratonia
siligua a montré des activités pharmacologiques importantes dans le tube digestif, notamment
des actions antidiarrhéiques, antibactériennes, anti-ulcéreuseset anti-inflammatoires, et
posséde un effet laxatif sur la propulsion gastro-intestinale (Rtibi et al., 2017 in Darwish et
al., 2021).
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Aussi, en raison de sa composition chimique, Ceratonia siliqgua et son extrait
éthanolique ont une forte activité antioxydante due a la présence de composés comme la
catéchine, I'épicatéchine, I'épigallocatéchine, ainsi que de composes phénoliques plus simples,
tels que le phloroglucinol, le pyrogallol, le catéchol et I'acide gallique (El Hajaji et al., 2011).

Il a été montré que tous les composants de la plante C.siliqua (les gousses, la pulpe, les
graines et la gomme de C.siliqua) sont bénéfiques pour la santé humaine (Dakia et al., 2007;
Bengoechea et al., 2008; Fidan et al., 2020) et deviennent le centre d'intérét des chercheurs
(Owen et al., 2003 in Ouahioune et al., 2022).

La graine de C.siliqua, est plus précisément son endosperme, est utilisé pour la
production de la gomme de C.Siliqua (Batlle, 1997), cette gomme est dotée d’une activité
antihyperlipidique (Evans et al., 1992).

Des études ont montré que d’autres parties de I’arbre de C.siliqua telles que les feuilles
(Custodio et al., 2007) et I’écorce (EI Hajaji et al., 2010) sont riches en composés phénoliques
qui offrent des possibilité schimio-préventives intéressantes contre certains cancers, en

particulier ceux de la partie gastro-intestinale (El Hajaji et al., 2011).

De plus les feuilles de C.siliqua ont une activité antibactérienne (Kivcak et al., 2002)
sur différentes souches d'Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Staphylococcus
epidermidis, ainsi, les glyconutriments contenus dans C.siliqua agissent comme des
prébiotiques, ce qui en fait un traitement naturel antidiarrhéique (Kivcak et al., 2002; EIl Hajaji
et al., 2010), aussi les extraits de feuilles ont des effets anxiolytiques et sédatifs potentiels
(Avallone et al., 2002) et sont riches en polyphénols et en flavonoides avec une forte activité
antioxydante (Rtibi et al., 2015).

De méme, les pulpes de C.siliqua ont des activités antioxydantes (Makris et Kefalas,
2004), antiprolifératives (Corsi et al., 2002) et antimicrobiennes (Kivcak et al., 2002) ont été
utilisées chez les nourrissons pour le traitement de la diarrhée d'origine bactérienne et virale
(Nelson et al., 2000).

Les gousses de Ceratonia siliqua sont considérées comme la partie la plus importante
dans cette plante (karim et Azlan et al., 2012). De nombreuses études ont fait des découvertes
intéressantes concernant la bioactivité des constituants des gousses de Ceratonia siliqua
(Goulas et al., 2016). En effet, il a été rapporté que les composants présents dans ces gousses

exercaient plusieurs propriétés biologiques (Roseiro et al., 2013; Rtibi et al., 2016). Parmi

21



Synthése bibliographique

ces composants : les polyphénols, les flavonoides et les tanins, qui sont présents dans les
gousse de Ceratonia siliqua, et qui leur ont été attribuées des activités anticancereuses et
anti-diarrhéiques (Goulas et al., 2016). Des études ont démontré que les fibres alimentaires
de la gousse de C.siliqua réduisent de maniére significative les niveaux de cholestérol total et
de LDL-c apreés six semaines de consommation (Martinez et al., 2013). Aussi les polyphénols
et les fibress ont souvent signalés comme inhibiteurs du cancer, en particulier colorectal
(O'Keefe, 2016; Haber et Hausmanns, 2006). Par conséquent, les fibres de la caroube sont
des agents puissants dans la prévention des cancers (Corsi et al., 2002).

Plusieurs études ont révélé que I’extrait des gousses de C.siliqua présente des effets
anxiolytiques-sédatifs et agissait comme un agent chimiopréventif, cet extrait a également des
effets antidépresseurs (Agrawal et al., 2011 in Al-Olayanet al., 2016). D’autres études, ont
montré que l'extrait des gousses de C. Siliqua peut exercer des effets antiprolifératifs avec une
activité antitumorale (Corsi et al., 2002).

Aussi, les gousses de C.siliqua ont des effets protecteurs chez les patients présentant
une hépatotoxicité due a l'inflammation et au stress oxydatif (Rtibi et al., 2016). Aussi
I’extrait des gousses est capable d'induire I'apoptose dans la lignée cellulaire de carcinome
hépato cellulaire (Corsi et al., 2002). D’autres études ont montré que l'extrait de C.siliqua
présente de puissantes activités antioxydantes et génoprotectrices, qui pourraient étre
attribuées a des composés tels que les flavonoides et les phénols (Sassi et al., 2016;
Santonocito et al., 2020). De plus, leur activité antimicrobienne a été récemment démontrée
contre différentes bactéries (Fidan et al., 2019; Goulas et al., 2019).
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Ce travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Biochimie de 1’Université
Belhadj Bouchaib-Ain Témouchent (UBBAT), durant le second semestre du Master 2 de
I’année universitaire 2021/2022. Ce travail est dans le but de rechercherdes activités
biologiques dans les gousses de Ceratonia siliqua.

1. Récolte du matériel végétal
Afin de rechercher les propriétés biologiques dans cette étude, les gousses de

Ceratonia siliqgua (Caroube) (Figure 4), achetées au commerce de la ville d’Ain

Témouchent, ont été broyées apres étre séchées pendant quelques jours a 1’air libre. La

poudre obtenue (Figure 4) a été utilisée pour la récupération de I’extrait brut.

»

(A) (B)

Figure 4 : Matériels biologiques utilisés, (A) les gousses de Ceratonia siliqua, (B) la

poudre des gousses de Ceratonia siliqua.

2. Préparation de I’extrait de Ceratonia siliqua

Afin de rechercher des activités biologiques dans les gousses de Ceratonia siliqua,
2g de la poudre obtenue, sont dissoutes dans 10mL de 1’cau distillée pour obtenir une
solution a 200mg/mL et laissée pendant 1h30 a 2h sous agitation. La solution obtenue est

centrifugée a 6000rpm/min pendant 4min. L’extrait obtenuest récupéréet conservé a 4°C.

3. Détermination du pH de la solution des gousses de Ceratonia siliqua

Le pH de la solution des gousses de Ceratonia siliqua a été déterminé en utilisant des

bandelettes de mesure du pH.
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4. Dosage des protéines selon la méthode de Bradford (1976)

Cette méthode est utilisée pour définir la quantité des protéines dans les
échantillons biologiques. Afin de déterminer la quantité des protéines dans la solution
des gousses de Ceratonia siliqua, une courbe étalon DO = f ([hémoglobine]) a été
préparée a partir d'une gamme de solution étalon (5, 10, 25, 50mg/mL) en utilisant une
solution mére d’hémoglobine & 50mg/mL (Tableau 2). Ensuite, 0.2mL du réactif de
Bradford ont été ajoutés a 0.8mL a chacune des solutions d’Hémoglobine préparée. La
DO est, ensuite, mesurée a 595nm.

Apres, pour determiner la concentration des protéines dans 1’extrait de
Ceratonia siliqua, 0.2mL du réactif de Bradford sont ajoutés a 0.8mL de cet extrait et

la DO est ensuite, mesurée a 595nm.

Tableau2 : Gamme d’étalon utilisée pour la préparation de la courbe étalon de

I’hémoglobine

Concentrations 0 5 10 25 50
(mg/mL)

Volume (mL) de la solution
mere d’hémoglobine a
50mg/mL

Volume (mL) H.O 1 0.9 0.8 0.5 0

5. Recherche de I’activité antioxydante chez les gousses de Ceratonia siliqua

5.1 Test de I’activité catalasique dans la solution des gousses de Ceratonia siliqua

La recherche de I’activité catalasique dans la solution des gousses de Ceratonia
siliqua a été effectuée par la méthode qui permet 1’évaluation de la capacité du
piégeage du H>O», par mesure de I'absorption de cette molécule dans le domaine de
1’UV (Mittler et Zilinskas, 1991).

Les catalases sont des enzymes qui permettent la dégradation de 1’H202 en
molécule d’H>0 et en O, (Zhang et Simpson, 2018), comme montré dans la
réaction suivant

catalase
H,0, - H,O0+0»
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Le milieu réactionnel est constitué de 0,750mL d’H>02 et 1mL de tampon
phosphate a pH 7 et & 50mM, aux quelles 0,250mL de I'extrait de Ceratonia siliqua a
été ajouté. La disparation de I’H20; sera suivie par spectrophotométrie a une longueur
d’onde de 240nm.

Afin de déterminer la quantité d’H>O> dégradee par les catalases de la solution
des gousses de Ceratonia siliqua, une courbe étalon DO = f ([H202]) a été préparée a
partir d’une gamme de solution de 1’étalon (5, 10, 20, 30, 40, 50mM) en utilisant une
solution mére d’H>O, a 50mM (Tableau 3). Ensuite la DO est mesurée a 240nm.

Tableau 3: Gamme d’étalon utilisée pour la préparation de la courbe étalon de I’H20>

Concentrations| O 5 10 20 30 40 50
(mM)

Volume 0 0.2 0.4 0.8 1.2 1.6 2
(mL)de la
solutionmeére
d’H202
asomM

Volume 2 1.8 1.6 1.2 0.8 0.4 0
(mL)d’H2
(@)

5.2 Test de P’activité anti-radicalaire chez les gousses de Ceratonia siliqua

par la méthode de piégeage du DPPH

La méthode de dosage du DPPH a été développée par Blois en 1958 (Brand-
Williamset al., 1995) a été largement utilisée pour estimer la capacité antioxydante des
produits chimiques ainsi que de nombreux produits d'origine naturelle (Flieger et al.,
2020).

Le DPPH 2,2-DiPhényl Picryl Hydrazyl est utilisé en raison de sastabilité et
son potentiel redox suffisamment élevé pour oxyder les antioxydants naturels les plus
courants (Flieger et al., 2020).

La réaction permettant la détection des capacités antioxydantes des produits
d'origine naturelle en présence du DPPH, est caractérisée par un changement de
couleur, qui vire du violet (DPPHe ou DPPH-R) au jaune (DPPH-H). La mesure de la

disparition de la couleur violette (significatif de la présence d’une activité
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antioxydante) est réalisée par un dosage spectrophotométrique a une longueur d'onde

517nm (Yamaguchi et al., 1998). La réaction peut étre résumée par 1’équation suivante

DPPHe« + AH = DPPH-H" + A+ (Yamaguchi et al., 1998)
AH : Composant antioxydant donneur de proton.
Ae : Radical libre.

Ce dosage de disparition du DPPH est considéré comme une méthode valide,
précise, facile et économique pour évaluer l'activité de piégeage des radicaux par les
antioxydants (Brand-Williams et al., 1995).

Dans notre travail, cette méthode de piégeage du DPPH a été utilisée pour
rechercher des activités antioxydantes dans les solutions des gousses de Ceratonia siliqua
a différentes concentrations (10, 25, 50, 100 et 200mg/mL).

Une solution de DPPH a 0,1 mM a été préparée dans de 1’éthanol pur et utilisée
comme substrat. Le mélange réactionnel contient 0.5mL de cette solution du DPPH et
0.5mL de la solution des gousses de Ceratonia siliqua a différentes concentrations (10,
25, 50, 100 et 200mg/mL). La lecture de 1’absorbance du mélange réactionnel est

effectuée a 517nm apres 0 et 30 min d’incubation.

Afin de déterminer la quantit¢ de DPPH dégradée par 1’extrait de Ceratonia
siliqgua, une courbe étalon DO = f ([DPPH]) a été préparé a partir d’une gamme de
solution étalon (0,025, 0,05 et 0,1mM) en utilisant une solution mére de DPPH a 0.1mM

(Tableau 4). Ensuite la DO est mesurée a 517nm.

Tableau 4 : Gamme d’étalon utilisée pour la préparation de la courbe étalon de DPPH

Concentrations 0 0.025 0.05 0.1
(mg/mL)
Volume (mL)de la 0 0.25 0.5 1
solution meére de
DPPHa0,1mM
Volume (mL) d’H20 1 0.75 0.5 0
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L’acide ascorbique a différentes concentrations (200, 600, 800 et 1000mg/mL) a
été utilise comme un antioxydant standard (Flieger et al., 2020) afin de comparer son

activité de piégeage du DPPH avec celle de la solution de les gousses Ceratonia siliqua.

6. Recherche de IP’activité anti-inflammatoire chez les gousses de Ceratonia
siliqua

La dénaturation des protéines tissulaires est bien connue comme étant lI'une des
conséquences des maladies inflammatoires (Williams et al., 2008) et 1’action d’inhibition
de la dénaturation de l'albumine a été étudiée comme un mécanisme d'action anti-
inflammatoire potentiel (Henneh et al., 2018). Pour cela, afin de rechercher 1’activité
anti-inflammatoire chez les gousses de Ceratonia siliqua, la méthode d’inhibition de la

dénaturation de I’albumine a été utilisée (Lavanya et al., 2010).

Le mélange réactionnel est constitué de 50ul. d’albumine humaine a 200mg/mL,
de 700uL de tampon phosphate (0.1M et pH 6.4) et 500uL d’extrait de Ceratonia siliqua
(50 et 100mg/mL). Le Protocol de Dharmadeva, (2018), avec une légéere modification a
été utilisé pour suivre lI'inhibition de la dénaturation de I'albumine, le mélange réactionnel
est incubé a 37°C pendant 15min puis traité au bain-marie a 70°C pendant 15min, ensuite

la DO a été mesuré a une longueur d’onde de 660nm.

Le méme test a été effectué avec I’ovalbumine (albumine d’ceuf) qui a été
préparée, en meéelangeant un blanc d’ceuf avec 200mL d’cau distillée puis déposée au

bain-marie a 70°C. La solution obtenue est centrifugée a 6000trs/min pendant 5min.

Le méme milieu réactionne la été préparé sauf que I’albumine humaine a été
remplacée par I’ovalbumine. Le milieu réactionnel est incubé a 37°C pendant 15min puis
traité au bain-marie a 70°C pendant 5min. Ensuite la DO est mesuré a 660nm (Fetni et
al., 2020).

Afin de déterminer la quantité de 1’albumine protégée du traitement thermique, 2
courbes étalons DO = f (Jalbumine humaine]) et DO = f([1’ovalbumine]) ont été préparées
par une gamme étalon a partir d’une solution mere de 200mg/mL, respectivement, de

I’albumine humaine et de I’ovalbumine, (Tableau 5). Ensuite la DO est mesurée a 660nm.
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Tableau 5 : Gamme d’étalon utilisée pour la préparation de la courbe étalon de 1’albumine

Concentrations(ug 0 2 4 6 8 10
/mL)
Volume (mL) des 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
solutions meres
d’albumine

humaine ou de

I’ovalbumine a
200mg/mL

Volume (mL) 2 1.98 1.96 1.94 1.92 1.9
d’H0

L’acide acétylsalicylique a différentes concentrations (50,100 et 200mg/mL) a été
utilise comme un anti-inflammatoire standard (Sene et al., 2016), afin de comparer son
activité de protection de I’albumine humaine et de I’ovalbumine, par le traitement

thermique, avec celle des gousses de Ceratonia siliqua.

7. Recherche de I’activité enzymatique chez les gousses de Ceratonia siliqua

7.1 Détermination de I'activité amylasique chez les gousses de Ceratonia siliqua

L'amylase est une enzyme qui convertit ou décompose l'amidon en glucose
(Eisenthale et Danson, 2002), selon la réaction suivante

Amyl
Amidon (C¢H100s) + H20 A, Glucose (CeH120¢) (Afiukwa et al., 2009)

L'activité de I'amylase est affectée par de nombreux facteurs tels que la
température, le pH, la concentration en enzyme et la concentration du substrat (Dutta et
al., 2006; Fatema et al., 2017).

Afin de doser l'activité de I’amylase dans 1’extrait de Ceratonia siliqua la méthode

de Caraway Somogyi iode/potassiumio dure (IK1) (1959) a été utilisée.

L’amidon est dosé a différents temps d’incubation suivant la méthode d’Oteng-Gyang
(1979). La préparation de la solution du substrat consiste a ajouter 40mL d’une solution

d’amidon a 1%, a 50mL d'eau distillée en ébullition. Apres agitation et refroidissement de
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cette solution d'amidon, un volume d'eau distillée est ajouté pour compléter la solution a
100mL.

Ensuite, un volume de cette solution est dilué 10 fois, dans du I'eau distillée, pour

étre utilisé comme substrat.

Le milieu réactionnel est constitué de 0,1mL de la solution d'amidon préparée,
0,750mL de tampon phosphate a 0,1M et a pH 7 et de 0,4mL de I'extrait de Ceratonia
siliqua. Le mélange réactionnel est incubé a 30°C a différents temps pour déterminer le

temps d’incubation optimal, permettant la disparition de I’amidon.

Apres incubation, 0,750mL de Lugols ont été ajoutés au milieu réactionnel.

La réaction est ensuite arrétée par 1’ajout de 1,5mL d'HCI a 10% et I’absorbance est

mesurée a 620nm (Kelékeé et al., 1995).

Afin de déterminer la quantité d’amidon dégradée par 1’extrait de Ceratonia
siliqgua, une courbe étalon DO = f([amidon]) a été préparé a partir d’'une gamme de
solution étalon (0,20, 40, 60, 80, et 100ug) en utilisant une solution mére d’amidon a

400ug (Tableau 6). Ensuite la DO est mesuré a 620nm.

Tableau 6 : Gamme d’étalon utilisée pour la préparation de courbe étalon de 1’amidon.

Concentrations 0 20 40 60 80 100
(Mg/mL)
Volume (mL) de la 0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
solution mére d’amidon
400ug/mL
Volume (mL) H.0 1 0.95 0.9 0.85 0.8 0.75

7.2 Détermination de I'activité lipasique chez les gousses de Ceratonia siliqua

Les lipases sont des enzymes qui catalysent la dégradation des graisses et des
huiles avec la libération subséquente d'acides gras libres (Joseph et al., 2008), selon la

réaction suivante

lipase
Triglycérides + Acidegras + HLO ————  Glycérol (Krzyczkowska et al., 2017).
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Afin d’évaluer D’activité lipasique des gousses de Ceratonia siliqua, la méthode
detitration acido-basique a été utilisée (Soumanou et al., 2005). La réaction est effectuée en

utilisant 1’huile d’olive comme substrat (Krzyczkowska et al.,2017).

Le milieu réactionnel est constituéde 0,750mL d'huile d'olive (substrat), 0,650mL
d'eau distillée et 0,25mL de solution tampon phosphate a 0,2M et pH 7,2. Ensuite, 0,25mL
d'extrait de Ceratonia siliqua ont été ajoutées. Le mélange réactionnel est incubé a 30°C a
différents temps pour déterminer le temps d’incubation optimal, permettant 1’apparition des
acides gras libérés par 1’activité lipasique. La réaction est ensuite arrétée par 1’ajout de
0,750mL d’éthanol (95%) (Li et al., 2019).

Puis, 4 gouttes de phénophtaléine ont été ajoutées, la quantité des acides gras libéré
est effectuée par 1’ajout du NaOH a 300mM, jusqu’a virage de couleur (apparition de
couleur rose). L’ajout du NaOH a 300mM permet de calculer la concentration [C] des

acides gras libérés.

Le blanc a été préparé dans la méme condition que le test sauf que 1’extrait de
Ceratonia siliqua a été ajouté aprées que la réaction enzymatique soit arrétée par 1’éthanol.

Le calcul de la concentration [C] des acides gras libérés est effectué par I’équation

suivante
Ca.Va=Cbh.Vb

Ca : la concentration des acides gras, Va : le volume de milieu réactionnel, Cb : la

concentration du NaOH, Vb : le volume du (NaOH) ajouté.

7.3 Détermination de I'activité gélatinasique chez les gousses de Ceratonia siliqua

La gélatinase est une enzyme qui hydrolyse lagélatine en polypeptides qui se

ronttransformé en acides aminés, selon la réaction suivante (Leboffe et Pierce, 2015).

H20 Gélatinase H20 Gélatinase
Gélatine&ﬁ polypeptides Acides aminés.
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Afin de déterminer Dactivité gélatinasiqgue dans la solution des gousses de
Ceratonia siliqua, le test de ’hydrolyse de lagélatine est effectué par 1’utilisation d’un
milieu réactionnel préparé dans un tube a essai et constitué de tampon phosphate a 0.2M
et pH 7, gélatinisé a 15%. La gélatine sert a la fois comme agent solidifiant et un substrat

pour I’activité gélatinasique (Kanemitsu et al., 2001).

Ensuite, ImL de I’extrait des gousses de Ceratonia siliqua est ajouté a ce milieu
geélatiné et incubé a 30°C pendant 30 minutes, contre un blanc incubé dans les mémes
conditions sauf les ImL de ’extrait des gousses de Ceratonia siliqua seront remplacés

par ImL d’eau distillée.

8. L’influence du pH sur I'activité des 3 enzymes testées, de la solution des

gousses de Ceratonia siliqua

L'influence du pH sur l'activité des enzymes de la solution des gousses de
Ceratonia siliqgua a été déterminée par remplacement du tampon phosphate a pH 7
(neutre), du milieu réactionnel décrit précédemment, avec du tampon phosphate a pH 5,5

(acide) et du tampon glycine-NaOH a pH 8,5 (basique).

9. L’influence de la température sur I'activité des 3 enzymes testées, de la

solution des gousses de Ceratonia siliqua

L'influence de la température sur l'activité des enzymes de la solution des gousses
de Ceratonia siliqua a été déterminée par incubation du milieu réactionnel a différentes
températures 20, 30, 40 et 50°C.

10. L’influence du traitement thermique et du pH sur la stabilité des 3

enzymes testées des gousses de Ceratonia siliqua
10.1 L’influence du traitement thermique sur la stabilité des 3 enzymes
La stabilité thermique des 3 enzymes a été testée par traitement thermique de la
solution des gousses de Ceratonia siliqua a une température de 90 °C pendant 1h et 2h.

10.2 L’influence du traitement pH sur la stabilité des 3 enzymes
La stabilité au pH des 3 enzymes a été testée par traitement thermique de la
solution des gousses de Ceratonia siliqgua en présence du HCIl et du NaOH a 1M
pendantlh et 2h.
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Apres ces 2 traitements (thermique et pH), 1’activité résiduelledes 3 enzymes
estmesurée en suivant les mémes protocoles utilisés précedemment, sauf que la solution
des gousses de Ceratonia siliqua non traitée est remplacée par la solution des gousses de

Ceratonia siliqua traitée.
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1. Collecte du matériel végetal

Afin de rechercher les propriétés biologiques antioxydantes, anti-inflammatoires et
enzymatiques dans cette étude, les gousses de Ceratonia siliqgua (Caroube) ont été utilisées

comme matériel biologique, elles ont été achetées au commerce de la ville d’Ain Témouchent.
2. Détermination du pH de la solution des gousses de Ceratonia siliqua
La mesure du pH des gousses de C.siliqua a été effectuée par lutilisation des

bandelettes de mesure du pH. Le résultat de cette mesure, montre que notre solution des
gousses de C.siliqua a un pH de 6 (Figure 5).

Figure 5 : Mesure du pH de la solution des gousses de C.siliqua.

3. Dosage des protéines chez les gousses de Ceratonia siliqua

Afin de déterminer la quantité des protéines dans la solution des gousses de C.siliqua,

une courbe étalon DO = f([Hémoglobine]) (Figure 6) a été préparée.
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0.06 -
0.05
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Les DO
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Concentration d’Hémoglobine en pg/ml.

Figure 6 : Courbe d’étalon de d’Hémoglobine.
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Les résultats obtenus de ce dosage (Figure 6) montrent que la quantité de protéines
dans la solution des gousses de C.siliqua est de 65.13mg/mL ce qui représente 32,56% de
protéines au niveau de ces gousses, ce qui proche des études de Fidan et al., (2020) qui ont
montré que le pourcentage de protéines dans les gousses de Ceratonia siliqua est égale a
25,7%. Par contre, cette quantité de protéines trouvées est supérieure a ce qui a été trouve par
Youssef et al., en 2013, qui ont montré que le pourcentage de protéines dans les gousses de
Ceratonia siliqua est égale a 6.34%. La différence des quantités des protéines peut étre
influencé par différents facteurs comme la région, le types de sol, la texture ou la température
(Mateille et al., 1995).

4. Recherche de ’activité antioxydante chez les gousses de Ceratonia siliqua

4.1 Test de I’ activité catalasique dans la solution des gousses de Ceratonia siliqua
Afin de déterminer la quantité d’H>O. dégradée par les catalases de la solution des gousses de

Ceratonia siliqua, une courbe étalon DO = f ([H20-]) (Figure 7) a été préparée.

0.2 -
0.8 1 Yy =0,0038x

0.16 R2=0,9929
0.14
€ 0.12
2 0.1
< 0.08
O 0.06
o 0.04
0.02

240n

[H20]

Figure 7 : Courbe d’étalon d’H.O».

Les solutions des gousses de Ceratonia siliqua a 200mg/mL, a permis de faire
disparaitre, entre 0 et 1 min 30 sec 6.58mM d’H2O2 (Figure 8), ce qui correspond a 65.79%
d’H202 (Figure 8). Ces résultats montrent que la solution des gousses de Ceratonia siliqua
présentent une activité catalasique et donc une activité antioxydante, ce qui est en accord avec
I’étude de Ben Ayache et al., (2020) qui ont montré que les gousses de Ceratonia siliqua ont
une activité antioxydante. De plus, les études de Al-Olayan et al., (2016) ont montré que

I’extrait des gousses de Ceratonia siliqua est capable de faire disparaitre 1’H.O>. Aussi, les

etudes de Biju et al., (2007) ont montré que les gousses de Dregea volubilis sont capables de
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faire disparaitre 1’'H20..
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Figure 8 : Capacité de dégradation de I’H20: par la solution des gousses de Ceratonia
siliqua, (A) la cinétique de la dégradation de I’'H>O>, (B) pourcentage de dégradation
de I’H20z en fonction du temps.

4.2 Test de I’activité anti-radicalaire chez les gousses de Ceratonia siliqua par
la méthode de piégeage du DPPH
En plus de la recherche des catalases, la capacité de la solution des gousses de
Ceratonia siliqua a piéger le DPPH (2,2-DiPhénylRicrylHydrazyl) ont été aussi déterminée

pour évaluer les propriétés antioxydantes de ces gousses.

Afin de déterminer la quantité de DPPH dégradée par la solution des gousses de

Ceratonia siliqua, une courbe étalon DO = f ([DPPH]) a été preparée (Figure 9).
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Figure 9 : Courbe d’étalon du DPPH.
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Les résultats obtenus montrent que la solution des gousses de Ceratonia siliqua,
présente une activité antioxydante due a sa capacité a piéger le DPPH (Figure 9), ce qui est en
accord avec I’étude de Rico et al., (2019) qui ont montré que les gousses de Ceratonia siliqua
ont une capacité de piégeage du DPPH.

Les résultats obtenus montrent que les concentrations de 10, 25, 50 et 100mg/mL de la
solution des gousses de Ceratonia siliqua influencent d’une fagon proportionnelle sur les
capacités de disparition du DPPH (Figure 10). Cette capacité arrive a son maximum au bout
de 15min puis elle reste plus ou moins stable.
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Figure 10 : Cinétique de dégradation du DPPH.

Les résultats du calcul des pourcentages de dégradation du DPPH montrent qu’il y a
une relation entre la concentration de la solution des gousses de Ceratonia siliqua et le
pourcentage du DPPH dégradée (Figure 10). Plus la concentration de la solution des gousses
de Ceratonia siliqua augmente, et plus la quantité du DPPH dégradé augmente, ce qui est en
accord avec les études de Ben Ayache et al., (2020), sur les capacités de piégeage du DPPH
par les gousses de Ceratonia siliqua, et qui ont montré que la capacité de piegeage du DPPH

est en fonction de la concentration des extraits de Ceratonia siliqua.

Cette augmentation des pourcentages de piégeage du DPPH (2.5%, 20.8%, 65.42% et
81.9%) est proportionnelle a ’augmentation des concentrations de la solution des gousses de
Ceratonia siliqua (10, 25, 50 et 100mg/mL) (Figure 11).
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Figure 11 : Pourcentage du DPPH dégradé par la solution des gousses de Ceratonia

siliqua a différentes concentrations.

La capacité de piegeage du DPPH peut étre évaluée par la détermination de la valeur
de I'lCsq, cette valeur correspond a la quantité d'échantillon nécessaire pour réduire 50% des
radicaux libres (Elzaawely et al., 2007). Des valeurs plus élevées d'ICsy indiquent une
efficacité moindre, donc une activité plus élevée possede un ICsq plus faible (Ben Ayache et
al., 2020).

Dans notre étude, I'ICso a €eté calculé par le logiciel AAT Bioquest. Les résultats
obtenus montrent que I'ICsy de la solution des gousses de Ceratonia siliqua est de
35.0576mg/mL (Figure 12). Par contre, les études d’Abidar et al., (2020) ont montré que
I’activité anti-DPPH chez les gousses de Ceratonia siliqua est plus élevée avec un ICs, de
0,116mg/mL.

Afin de comparer les capacités de dégradation du DPPH par la solutions des gousses
de Ceratonia siliqua, I’acide ascorbique a été utilisé comme standard. Les résultats montrent
que I’acide ascorbique a un ICsq de 5510.80mg/mL (5.5g/mL) ce qui signifie une activité de
piégeage du DPPH tres faible, ceci révele une perte de D'activité antioxydante de ’acide
ascorbique qu’on a utilisé, potentiellement due a ses conditions de conservation ou a son

oxydation.

Les études de Alali et al., (2007) ont montré que les extraits aqueux et éthanoliques de
C.siliqua étaient capables de piéger les radicaux libres, l'extrait éthanolique a présenté une

activité de piégeage de radicaux DPPH, avec un ICs de 1,7833mg/mL. Ces ICsq sSupérieurs a
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I'ICso de notre échantillon (35,057mg/mL), montrent que notre échantillon a une activité

antioxydante inférieure a celle de ces deux études.

La capacité antioxydante des gousses de Ceratonia siliqua est liée a la présence des

composés phénoliques (Kyriacou et al., 2021). Ces composés sont d’excellents donneurs

d'électrons et pourraient mettre fin a la réaction radicalaire en chaine en convertissant les

radicaux libres en produits plus stables (Ben Ayache et al., 2020), Ainsi, lactivité

antioxydante de Ceratonia siliqua peut ainsi étre attribuée a la présence d'acide gallique,

protocatéchuique, catéchine, p-hydroxybenzoique et vanillique (Sroka et Cisowski, 2003;

Darwish et al., 2021). Ce qui peut étre expliquer la présence d’activité antioxydante dans

notre échantillon.

pourcentage du DPPH (%)

Chart

10 100
concentration de la solution des gousses de Ceratomia siliqua (mg/mL)

Figure 12 : Dégradation du DPPH et détermination de I’'ICsq de la solution des gousses

de Ceratonia siliqua.
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5. Recherche de I’activité anti-inflammatoire chez les gousses de C.siliqua
5.1 Dosage de I’albumine humain et de ’ovalbumine

Afin de déterminer la quantité de ’albumine humain et de I’ovalbumine protégée du
traitement thermique, 2 courbes d’étalon DO = f([Albumine]) (Figure 13A) et DO =

f([ovalbumine]) (Figure 13B) respectivement ont été preparées.
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Figure 13 : Courbes d’étalon de I’albumine humain (A) et de I’ovalbumine (B).

Afin de déterminer les capacités de protection par la solution des gousses de C.siliqua
contre la dénaturation de 1’albumine par le traitement thermique, 1’albumine humaine pure a
été traitée a 70°C pendant 15min en présence des concentrations de 50 et 100mg/mL. Les
résultats obtenus montrent que le traitement thermique dénature 1’albumine humaine (Figure
14). Par contre, on remarque que la dénaturation de cette protéine, diminue en présence de la
solution des gousses de C.siliqua. Aussi, plus la concentration de la solution des gousses de
C.siliqgua augmente et plus I’inhibition de la dégradation de 1’albumine humaine augmente
(Figure 14), conduisant a une inhibition de la dénaturation de I’albumine humaine de 10.92%
et de 22.42%, respectivement, en présence des concentrations de 50 (Figure 14A) et

100mg/mL (Figure 14B) de la solution des gousse de C.siliqua.
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Figure 14 : Pourcentage de la dénaturation de I’albumine humaine par le traitement
thermique en présence des concentrations des gousses de 50 (A) et 100mg/mL (B) de la

solution des gousses de C.siliqua.

Ces résultats ont montré que la solution des gousses de C.siliqua posséde une activité
anti-inflammatoire du fait qu’elle a protégé ’albumine humaine de la dénaturation par le
traitement thermique. En effet, les travaux de Rtibi et al., (2016) et Abulyazid et al., (2017),
ont montré que la présence d’une activité anti-inflammatoire dans un échantillon protegerait

I’albumine  humaine contre la  dénaturation par un traitement thermique
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Afin de déterminer les capacités de protection par la solution des gousses de C.siliqua
contre la dénaturation de I’albumine par le traitement thermique, I’ovalbumine a été traitée a
70°C pendant 15min en présence des concentrations de 50 et 100mg/mL. Les résultats
obtenus montrent que le traitement thermique dénature 1’ovalbumine (Figure 15). Par contre,
on remarque que la dénaturation de cette protéine, diminue en présence de la solution des
gousses de C.siliqua. Aussi, plus la concentration de la solution des gousses de C.siliqua
augmente et plus I’inhibition de la dégradation de I’ovalbumine augmente (Figurel5),
conduisant a une inhibition de la dénaturation de Iovalbumine de 10.63% et de 17.22%,
respectivement, en présence des concentrations de 50 (Figure 15A) et 100 (Figure 15B)
mg/mL de la solution des gousse de C.siliqua.
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Figure 15 : Pourcentage de la dénaturation de I’ovalbumine par le traitement thermique en
présence des concentrations des gousses de 50 (A) et 100mg/mL (B) de C.siliqua.

Ces résultats ont montré que la solution des gousses de C.siliqua contiennent une activité
anti-inflammatoire du fait qu’elle a protégé I’ovalbumine de la dénaturation par le traitement
thermique. En effet, les travaux de Ahmed et Cevher, (2019); Mazurek et al., (2008) ont
montré que la présence d’une activité anti-inflammatoire dans un échantillon protegerait

’ovalbumine contre la dénaturation par un traitement thermique.

Dans notre étude I'ICso a été calculé par le logiciel AAT Bioquest comme mentionné
précédemment. Les résultats obtenus montrent que la solution des gousses de Ceratonia
siliqguaa une capacité de protéger I’albumine humain (Figure 16A) et de I’ovalbumine (Figure

16B) d’une valeur de I'ICso de 50.2578g/mL et de 47.4939mg/mL, respectivement.

Les propriétés anti-inflammatoires de notre solution semblent étre faible, en effet, les
travaux sur les activités anti-inflammatoires d’un extrait aqueux de Polygala Cyparissias par
le test de ’ovalbumine ont montré que I’ICso de cet extrait est de 0.5mg/mL (El Sayah et al.,
1999) et ce lui de I’extrait de Ficus racemosa est de 3.69197mg/mL (Dharmadeva et al.,
2018), ces deux ICsp sont inférieurs a ce qu’on a obtenu dans notre étude, ce qui signifie leur

activité anti-inflammatoire est supérieure a celle de notre solution.
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Figure 16 : Inhibition de la dénaturation de ’albumine humaine (A) et de I’ovalbumine (B)
en présence des gousses de C.siliqua.

Afin de comparer les capacités de protection de I’albumine humaine et de
I’ovalbumine contre la dénaturation par le traitement thermique, I’acide acétylsalicylique a été

utilisé comme anti-inflammatoire standard (Ndiaye et al., 2006).

Comme c’est le cas de la solution des gousses de C.siliqua, les résultats obtenus montrent
la présence d’une relation entre la concentration de 1’acide acétylsalicylique et la protection de
I’albumine humaine. En effet, plus la concentration de I’acide acétylsalicylique augmente et
plus I’inhibition de la dégradation de I’albumine humaine augmente, conduisant a une
inhibition de la dénaturation de I’albumine humaine de 14.67% et 23.28%, respectivement, en
présence des concentrations de 50 (Figure 17A) et 100mg/mL (Figure 17B) de I’acide

acetylsalicylique.
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Figure 17 : Pourcentage de la dénaturation de ’albumine humaine par le traitement

thermique en présence des concentrations des gousses de 50 (A) et 100mg/mL (B) de ’acide

acétylsalicylique.

Pour le test avec l’ovalbumine, les résultats obtenus montrent la présence d’une

relation entre la concentration de I’acide acétylsalicylique et la protection de 1’ovalbumine.

Eneffet, plus la concentration de I’acide acétylsalicylique augmente et plus 1’inhibition de la

dégradation de I’ovalbumine augmente, conduisant a une inhibition de la dénaturation de

I’ovalbumine de 10.83% et de 15.63%, respectivement, en présence des concentrations de 50

(Figure 18A) et 100mg/mL (Figure 18B) de I’acide acétylsalicylique.
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Figure 18 : Pourcentage de la dénaturation de 1’ovalbumine par le traitement thermique

en présence descon centrations de 50 (A) et100mg/mL (B) de I’acide acétylsalicylique.

L’acide acétylsalicylique utilisé comme un anti-inflammatoire de référence dans cette
étude a montré une activité anti-inflammatoire avec un I1Cso de 47.1919 et un ICso de
45.5914mg/mL, respectivement, pour I’albumine humaine (Figure 18A) et I’ovalbumine
(Figure 18B), tandis que la solution des gousses de C.siliqua a montré une activité anti-
inflammatoire avec un I1Cso de 50.2578 et un 1Cso de 47.4939mg/mL, respectivement, pour
I’albumine humaine (Figure 19A) et ’ovalbumine (Figure 19B). L’ICso de la solution des
gousses de C.siliqua est supérieur a ce qui a été obtenu pour I’acide acétylsalicylique, un anti-
inflammatoire standard, ce qui signifie que I’acide acétylsalicylique posséde une activité anti-

inflammatoire supérieure a celle de la solution des gousses de C.siliqua.
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Figure 19 : Inhibition de la dénaturation de ’albumine humaine (A) et de I’ovalbumine (B)

en presence de I’acide acétylsalicylique.

La capacité anti-inflammatoire des gousses de C.siliqua peut étre liée a la présence de
principes biologiquement actifs, des flavonoides, des tanins, des composés phénoliques et des
phytostérols (Ghazi et al., 2022). 1l a été suggére que ces constituants sont responsables de la
production des effets analgésiques et anti-inflammatoires (Yeo et al., 2011; Dharmadeva et
al., 2018). La présence de ces composees comme les tanins et les flavonoides contribuent a
aux effets anti-inflammatoire chez les gousses de C.siliqua. Ces composés ont le pouvoir
d’inhiber la production de médiateurs pro-inflammatoires (Lachkar et al., 2016) Ce qui peut

étre expliqué la présence d’activité anti-inflammatoire dans notre échantillon.
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6. Recherche et caractérisation de I'activité enzymatique amylasique, lipasique
et gélatinasique chez les gousses de Ceratonia siliqua

La recherche et la caractérisation des activités lipasique, amylasique et gélatinasique
des gousse de C.siliqua a été effectuée par I’étude de I’influence de la température et des pHs

sur Iactivité et la stabilité de ces 3 enzymes.

La recherche d’activité amylasique a été effectuée par suivi de la capacité a dégrader
I’amidon par les amylases de la solution des gousses de C.siliqua. Cette dégradation de
I’amidon est suivie a une longueur d’onde de 620nm.

Afin de déterminer la quantit¢ de I’amidon dégradée par I’activité amylasique de la
solution des gousses de C.siliqua, courbe étalon de I’amidon DO = f ([Amidon]) (Figure 20) a
été preparée.
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Figure 20 : Courbe d’étalon de I’amidon.

Les résultats obtenus de ce test de recherche d’activité amylasique a un pH 7 et a la
température d’incubation de 30°C, montrent la présence d’une activité amylasique dans la
solution des gousses de C.Siliqua (Figure 21), qui se traduit par une dégradation et une

diminution de la quantité de ’amidon présent dans le milieu réactionnel.
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Figure 21 : Courbe de la cinétique de la dégradation de I’amidon, par la solution des gousses

de C.Siliqua, en fonction du temps.

Cette capacité a dégrader I’amidon (activité amylasique) par la solution des gousses de
C.siliqua a éte eveluée a différents temps a (Omin, 5min, 10min et 30min) (Figure 21), les
résultats obtenus montrent que cette activité amylasique augmente en fonction du temps, on
remarque une tres bonne degradation a 10min d’incubation pour arriver a son maximum
aubout de 30min d’incubation. La présence d’activité amylasique au niveau des gousses a ¢été
déja montrée, comme par exemple, celle au niveau des gousses de Canavalia gladiata
(Vadivel et Janardhanan, 2004). Les amylases jouent un réle trés important au niveau des
plantes et permettent par exemple, la dégradation de lI'amidon stocké lors de la germination
des graines en libérant des sucres pour la bonne croissance des plantes (Xie et al., 2007 in

Posoongnoen et Thummavongsa, 2020).

La recherche de I’activité lipasique dans la solution des gousses de C.siliqua a été
effectuée par la méthode de titration acido-basique en utilisant le NaOH qui agit sur les acides

gras libérés par I’action des lipases ce qui conduit a un virage de la couleur vers le rose.

Les résultats obtenus de ce test (Figure 22) montrent la présence d’une activité
lipasique dans la solution des gousses de C.siliqua, qui se traduit par la libération des acides
gras.

Cette capacité a libérer des acides gras (activité lipasique) par la solution des gousses
de C.siliqua a été évaluée a différents temps (Omin, 5min, 10min) (Figure 22), les résultats
obtenus montrent que cette activité lipasique augmente en fonction du temps, avec une tres

bonne activité apres 10min d’incubation.

49


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7193825/#RVadivel2004

Résultats et discussion

140 -
L 120 -
b
2 100 -
§ 80 -
o> 60 A
é 40
(&) .
2 20
$ O T T 1
- 0 5 10
Le temps (min)

Figure 22 : Courbe de la cinétique de libération des acides gras, par la solution des gousses
de C.Siliqua, en fonction du temps.

La présence d’activité lipasique au niveau des gousses a ¢té¢ déja montrée, comme par
exemple, celle au niveau des gousses d'Oroxylum indicum (Hengpratom et al., 2018).

Les lipases ont un rdle important chez les plantes et permettent par exemple
I’hydrolyse des triglycérides en acides gras dont le réle est de fournir I'énergie nécessaire a la
germination de la graine et au développement de la jeune plante (Adlercreutz et al., 1997 in
Fickers et Thonart, 2008).

Concernant les gélatinases, la détection de I’activité gélatinasique a été effectuée par la
recherche des capacités de la solution des gousses de C.siliqua a dégrader le milieu gélatine,
ce qui se traduit par la fusion de ce milieu solide.

Les résultats obtenus (Figure 23) montrent une absence de dégradation de la gélatine
(absence de fusion), ce qui signifié une absence de I’activité gélatinasique dans la solution des
gousses de C.siliqua. Par ce unique test, onne peut conclure sur la présence d’activité
protéasique au niveau des gousses de C.siliqua. D’autres substrats protéiques, tels que la
caseine, 1’azocaseine, ou 1’azocoll doivent étre utilisés pour concluresur la présence ou

I’absence d’activités protéasiques au niveau des gousses de C.siliqua.
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Figure 23 : Résultats de test d’activité gélatinasique
1 : tube contrdle, 2 : tube de réaction incubé pendant 30min, 3 : tube de réaction incubé

pendant 1h.

Une fois les 2 enzymes, amylases et lipases ont été détectées dans la solution des
gousses de C.siliqua, leur activité et leur stabilité ont été caractérisées en fonction du pH et de
la température.

6.1 Influence du pH et de la température sur P’activité des 3 enzymes testées, de la

solution des gousses de Ceratonia siliqua

L'influence du pH et de la température sur l'activité amylasique de la solution des
gousses de Ceratonia siliqua a été testé a pH 5.5, pH 7 et pH 8.5 (Figure 24A) et par
incubation du mélange réactionnel a différentes températures 20°C, 30°C, 40°C et 50°C
(Figure 24B).

Les résultats obtenus montrent que chez les gousses de C.siliqua, les pHs et les
températures d’incubation, influencent sur leur activité amylasique (Figure 25). L’activité
amylasique des gousses de C.siliqua posséde un pH optimal de 5.5 (pH acide), et des activités

plus faibles, respectivement, a pH 7 (pH neutre) et a pH 8.5 (pH basique) (Figure 25A).

Des amylases avec des activités optimales a pH acide a été déja montré, les études de
Keregero et al., (1989) ont montré que I’activité amylasique chez les gousses de soja ont un
pH optimal d’activité est égale a 4.5. De méme que, les études de Thivend et al., (1965) ont
montré que la dégradation de I’amidon, chez les gousses de maniocs, arrivait & son maximum
apH 4.6.
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Aussi, les études de Singh et al., (2017) ont montré aussi que le pH optimal pour
I'nydrolyse de I'amidon chez Vicia fabaqui appartient de la méme famille de Ceratonia siliqua
(Fabaceae), est un pH acide (pH 6).

Concernant la température d’incubation, les amylases des gousses de C.siliqua,
atteignent leur activité optimale a 40°C, contrairement a la température 30°C ou leur activité

est la plus faible, suivi respectivement des tempeératures 50°C et 20°C (Figure 25B).

Des amylases avec une température optimale élevée a été déja montré, Les études de
Keregero et al., (1989) ont montré que les gousses de soja atteignent leur activité maximale a
50°. Aussi, les travaux de Mohamed et al., (2014) ont montré aussi que la température
optimale des amylases de la racine de Miswak Salvadora persica est de 40°C.
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Figure 25 : Influence du pH (A) et de la température (B) sur I’activité amylasique des

gousses de C.siliqua.

L'influence du pH et de la température sur l'activité lipasique de la solution des
gousses de Ceratonia siliqua a été testé a pH 5.5, pH 7 et pH 8.5 (Figure 26A) et par
incubation du mélange réactionnel a différentes températures 20°C, 30°C, 40°C et 50°C
(Figure 26B).

Les résultats obtenus montrent que chez les gousses de C.siliqua, les pHs et les

températures d’incubation, influencent sur leur activité lipasique (Figure 26).
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L’activité lipasique des gousses de C.siliqua posséde deux pHs optimaux de 7 (pH
neutre) et de 8.5 (pH basique), et une activité plus faible a un pH de 5.5 (pH acide) (Figure
26A). Concernant la température d’incubation, les lipases des gousses de C.siliqua, atteignent
leur activité optimale a 30°C et des activités plus faibles mais similaires aux températures
d’incubation de 20°C, 40°C et 50°C (Figure 26B).

Des lipases avec des activités optimales a pH neutre a été déja montré, les études de El
bashir et al., 2018 ont montré que I’activité lipasique chez les gousses de Acacia nilotica L.
qui appartient de la méme famille de Ceratonia siliqua (Fabaceae), possede un pH optimal a
pH 7.4. De méme que les études de Ado et al., (2013) ont montré aussi que I’activité

lipasique atteignent son activité optimale a pH 6,89 chez les Gynura procumbens.

Concernant le pH optimal a 8.5, les études de McDougall et al., (2009) ont montré que
les gousses de baies ont une activité lipasique qui atteint son optimale a pH 8.2. De méme les
études de Belguith et al., (2013) ont montré que les gousses de Cocos nucifera linn possédent

une activité lipasique avec un optimum d’activité aux pH 7.5 et 8.5.
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Figure 26 : Influence du pH (A) et de la température (B) sur I’activité lipasique chez les

gousses de C.siliqua.

L'influence du pH et de la température sur l'activité gélatinase de la solution des
gousses de Ceratonia siliqua a été testé a pH 5.5, pH 7 et pH 8.5 et par incubation du mélange

réactionnel a différentes températures 20°C, 30°C, 40°C et 50°C.
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Les résultats obtenus ont montré qu’il n y a pas de fusion de gélatine aux différentes
conditions testées, (absence de fusion), ce qui signifié qu’il y a une absence de dégradation de
la gélatine et donc une absence d’activité gélatinasique dans la solution des gousses de

C.siliqua.

Comme on vient de le voir, activité enzymatique peut étre influencée par la
température et le pH. Les enzymes fonctionnent mieux dans des gammes de températures et
de pH spécifiques (Zhang et al., 2014). La température a laquelle la dénaturation d’enzymes
devient importante varie d'une enzyme a l'autre et chaque enzyme posséde un pH optimal
caractéristique auquel la vitesse de la réaction catalysée est maximale (Robinson, 2015).
L’effet du pH et de la température sur I’activité enzymatique résulte des modifications
structurales pouvant amener 1’enzyme dans un €tat conformationnel optimal ou au contraire,
peut entrainer la perte de I’aptitude a la fixation du substrat et 1’inhibition de la réaction
(Drapron, 1985).

Afin d’étudier la thermo-stabilité et la stabilité au pH des amylases et des lipases des
gousses de Ceratonia siliqua, des traitements, de 1h, de la solution des gousses de C. siliqua
ont été effectués, respectivement, a une temperature de 90°C et en présence du NaOH et du
HCl a 1M (Figure 27).

Pour le traitement thermique a 90°C, les résultats obtenus montrent que I’activité
résiduelle des amylases des gousses C. siliqua aprés leur traitement de 1h, ont retenu 94.87%

de leurs activités initiales.

Les résultats de 1’étude de Mar et al., (2003), ont montré que les amylases des gousses
de Vigna angulari sont conservé 50% de leurs activités initiales apres traitement de 30min a
80°C. Aussi, les études de Jakupovi¢ et al., (2021), ont montré que les amylases de Medicago
lupulina qui appartiennent a la méme famille de Ceratonia siliqua (Fabaceae), ont
conservéque 10% de leurs activités initiales apres un traitement de 1h a 80°C. Les amylases
de notre echantillon semblent étre plus stables (94.87% d’activité retenue aprés traitement)

que les amylases des gousses de Vigna angularis et de Medicago lupulina.
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Les études de Posoongnoen et Thummavongsa, (2020) sur les amylases des graines du
haricot sabre (Canavalia gladiata), qui appartiennent a la méme famille de Ceratonia siliqua
(Fabaceae), ont conserve 80,31% de leurs activités résiduelles apres traitement de 1h a 90°C.

Une stabilité proche des résultats obtenus dans notre étude.

Pour le traitement acide, les résultats obtenus montrent que 1’activité résiduelle des
amylases des gousses de C.siliqua, aprés leur traitement de 1h avec ’'HCl a 1M, ont retenu

61.53% de leurs activites initiales (Figure 27).

Les résultats de 1’étude d’Elarbi et al (2009), ont montré que les amylases des graines
Carthamus tinctoriu sont conservé plus de 60% de leurs activités d'origines aprés 1h de
traitement a un pH acide. Ces résultats sur la stabilité des amylases suite & un traitement acide
semblent étre trés proches des résultats qu’on a trouve sur les amylases des gousses de
C.siliqua. Par contre, les résultats de I’étude de Tungmunnithum et al., (2021), ont montré que
les amylases des C.cajan ont conserve que 24.7% de leurs activités d'origines aprés 1h de
traitement en présence de HCI a 1M. Les amylases de notre échantillon semblent étre plus

stables par rapport aux amylases des C.cajan.

Pour le traitement alcalin, les résultats obtenus montrent que I’activité résiduelle des
amylases des gousses de C. siliqua, apres leur traitement de 1h avec de NaOH a 1M, ont

retenu 48.71% de leurs activités initiales.

Les résultats de 1’étude de Tormo et al., (2004), ont montré que les amylases des
gousses de haricots blancs (Phaseolus vulgaris), ont conservé 94% de leurs activités initiales
aprés un traitement de 2h en présence de NaOH a 1M. Les amylases de notre échantillon
semblent étre moins stables (48.71% d’activité retenue apres traitement) que les amylases des

gousses de Phaseolus vulgaris.

Les résultats de 1’étude de Mohamed et al., (2009) ont montré que les amylases des
gousses Triticum aestivum ont conservé 20% de leurs activités initiales aprés seulement
15min de traitement a un pH alcalin. Les amylases de notre échantillon semblent étre plus
stables (48.71% d’activité retenue apres traitement) que les amylases des gousses de Triticum

aestivum.
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Figure 27 : Influence du traitement thermique et pH sur la stabilité des amylases présentent

dans les gousses de C. siliqua.

Concernant les lipases des gousses de C.siliqua, les résultats du traitement thermique a
90°C, montrent que I’activité résiduelle de ces enzymes, aprés leur traitement de 1h, ont

retenu 36.35% de leurs activités initiales (Figure 28).

Les résultats de 1’étude de Kawinsk et al., (2021), ont montré que les lipases des
gousses de Simmondsia chinensis (jojoba), ont conservé 30% de leurs activités initiales apres
traitement thermique de 1h a 90°C. Une stabilité proche des résultats obtenus dans notre
étude. Aussi selon les études de Vahidi et al., (2020), ont montré que les lipases de Fenugrec,
ont conservé 40% de leurs activités initiales apres traitement thermique de 1h a seulement
65°C.

Pour le traitement acide, les résultats obtenus montrent que 1’activité résiduelle des
lipases des gousses de C. siliqua, aprées leur traitement de 1h avec I’'HCI a 1M, ont retenu

54.53% de leurs activités initiales (Figure 28).

Les résultats de 1’étude de lee et al., (2015), ont montré que les lipases des gousses de
Vigna unguiculata, ont conservé 20% de leurs activités initiales apres traitement de 1h
enprésence de 1% d’HCI. Les lipases de notre échantillon semblent étre plus stables (54.53%

d’activité retenue aprés traitement) que les lipases des gousses de Vigna unguiculata.
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Figure 28 : Influence du traitement thermique et pH sur la stabilité des lipases présentent

dans les gousses de C. siliqua.

La stabilité enzymatique peut étre influencée par plusieurs facteurs, en effet, des
études ont montré que les températures et les pHs peuvent influencer sur cette stabilité
(Shahid et al., 2019). Les protéines peuvent avoir la capacité a maintenir leurs structures
Native et leurs fonctions normales dans une certaine gamme de conditions et sur une certaine
période de temps (Backmann et al., 1998). A des températures élevées, les interactions non
covalentes des protéines se perturbent comme les interactions hydrophobes et de Van der
Waalas et donc les protéines se déploient (Li et al., 1998 in Vieille et al., 2001). De méme,des
changements de pHs peuventavoirun effet sur la structure et la fonction des protéines, par
influence sur les interactions électrostatiques et donc des changements conformationnels
seront réalises, et par conséquent les protéines se déplient et leurs structures deviennent
inactives (Kumar et al., 2004; Littlechild, 2017).

Les amylases et les lipases sont des extrémozymes peuvent fonctionner dans des
conditions fortement alcalines (alcalozymes), conditions extrémes d’acidité (acidozymes),
(Lowe et al., 1993), et ont une stabilité accrue a des températures élevées (thermozymes)
(Zeikuset al., 1990). Ces enzymes sont capables de résister a des conditions difficiles ¢’est
pour cela sont largement utilisés comme biocatalyseurs dans différents secteurs industriels

(Satyanarayana et al., 2013; Wegrzynet al., 2014).

Les résultats de la caractérisation de I’activité enzymatique et de la stabilité des
amylases, des lipases et des gousses de Ceratonia siliqua (tableau 7) ont montré que le pH
optimal des amylases des gousses de Ceratonia siliqua est 5.5 et leur température optimale est

de 40°C. les lipases montrent 2 pH optimaux de 7 et 8.5 et une température optimale de 30°C.
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Les résultats de la caractérisation de I’activité résiduelle suite a un traitement
thermique de 1h a 90°C, des amylases et les lipases des gousses de C. siliqua, ont montré que

ces enzymes ont retenu, respectivement, 94.87% et 36.35% de leurs activités initiales.

Les résultats de la caractérisation de I’activité résiduelle suite a un traitement acide de
1h avec de I'HCI a 1M, les amylases et les lipases des gousses de C.siliqua, ont montré que
ces enzymes ont retenu, respectivement, 61.53% et les lipases ont retenu 54.53% de leurs

activités initiales.

Les résultats de la caractérisation de I’activité résiduelle suite a un traitement alcalin
de 1h avec du NaOH a 1M, des amylases des gousses de C. siliqua ont retenu 48.71% de leurs
activités initiales. Le tableau ci-dessous récapitule les résultats obtenus dans cette étude sur les

amylases, les lipases et les gélatinase des gousses de Ceratonia siliqua.

Tableau 8 : Tableau récapitulatif de la caractérisation de I’activité enzymatique et de la

stabilite des amylases, des lipases et des gélatinases des gousses de Ceratonia siliqua.

Enzymes Activité enzymatique Stabilité enzymatique (activité residuelle)
] o Stabilité a Stabilité a pH
) Température | Stabilité a _ _ .
pH optimal ] pH acide | alcalin (NaOH a
optimale 90°C .
(HCl a 1M) 1M)
Amylases 55 40° Forte Forte Faible
Lipases 7et 8.5 30° Faible Forte \
Gélatinases Absence d’activité Stabilité enzymatique ne peut étre étudiée du

fait qu’aucune activité gélatinasique n’a été

détectée.
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Les résultats obtenus dans cette étude, montrent que les gousses de C.siliqua contiennent

des activites antioxydantes, anti-inflammatoires et enzymatiques.

Les plantes disposent un large éventail de mécanismes de défense pour contrer les stress
physiques, chimiques et biologiques tels que la sécheresse, le froid, les métaux lourds, les
polluants et les attaques d'agents pathogeénes (Stintzi et al., 1993; Sels et al., 2008).

L’espéce Ceratonia siliqua est une plante médicinale d'une importance considérable pour
plusieurs industries agro-alimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Durazzo et al., 2014 in
Ben Ayache et al., 2020). Diverses études ont montré que Ceratonia siliqua est dotée de
plusieurs propriétés biologiques, notamment antioxydantes, antitumorales et antibactériennes
(Meziani et al., 2015) car elle est excellente source de composés bioactifs tels que les fibres

alimentaires, les polyphénols et les cyclitols (Goulas et al., 2016).

Selon nos résultats obtenus, la solution des gousses de C.siliqua présentent des proprietés

biologiques antioxydantes, anti-inflammatoires et enzymatiques.

La présence de ces propriétés au niveau des gousses de C.siliqgua peut étre due a la
libération de métabolites secondaires comme le sphytoalexines, les tanins et les composés
polyphénoliques qui interviennent dans des activités antioxydantes (Saboki et Singh, 2011;
Sinha et al., 2014) et contribuent a 1’équilibre de la production accrue d’EAO, car leur
déséquilibre peut conduire a des dommages importants des molécules de I'ADN, aux
proteines, et aux lipides (Ames et al., 1993). Selon nos résultats obtenus, la solution des
gousses de C.siliqua présentent une activité antioxydante de dégradation de 1’H2O: et de

piégeage du DPPH.

Aussi les composés phénoliques. Possedent une activité anti-inflammatoires ciblant la
réponse inflammatoire peuvent constituer des stratégies thérapeutiques prometteuses (Merecz
et al., 2020). Nos résultats montrent que la solution des gousses de C.siliqua posséde une
activité anti-inflammatoire due a ses capacités a protéger I’albumine humaine et I’ovalbumine

contre la dénaturation par le traitement thermique.

En plus de ces 2 propriétés biologiques, nos résultats ont montré que la solution des

gousses de C.siliqua est aussi dotée d’activités enzymatiques (amylasique et lipasique).
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Résultats et discussion

Les enzyme participent, aussi, dans plusieurs régulations métaboliques (Foretz et al.,
2006), comme les amylases et les lipases qui sont l'une des familles d'enzymes les plus
répandues (Simon et Cravatt, 2010) et qui existent de maniére omniprésente dans la nature et
peuvent étre obtenues a partir de microorganismes, d’animaux et de plantes (Khannous et al.,
2014). Les amylases et les lipases sont utilisées dans plusieurs domaines d'applications
(Cabrera et al., 2018), pharmaceutique (Galanie et al., 2016), de I'environnement (Tournier et
al., 2020) et de I’agroalimentaire (Khan et al., 2020).
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Conclusion et perspectives

Dans ce travail, des propriétés biologiques antioxydantes (catalasiques et anti-
radicalaires), anti-inflammatoires (inhibition de la dénaturation de I’albumine humaine et de
I’ovalbumine) et enzymatique (activités et stabilités des amylases, des lipases et des
gélatinases) ont été recherchées et caractérisées au niveau des gousses de C.siliqua.

Les résultats obtenus montrent la présence d’une activité antioxydante dans la solution
des gousses de C.siliqua a 200mg/mL, avec une activité de dégradation de 6.58mM d’H20>
entre 0 et 1 min 30 sec ce qui correspond a 65.79% d’H20 dégradés, et une activité anti-
radicalaire (dégradation du DPPH) avec un ICso de 35.0576mg/mL.

Aussi, les résultats obtenus montrent que la solution des gousses de C.siliqua est dotée
de propriétés anti-inflammatoires qui permettent de protéger I’albumine humaine et de
I’ovalbumine d’une valeur de I’ICs, respectivement, de 50.2578g/mL et de 47.4939mg/mL.

Concernant I’activité enzymatique, les résultats de 1’¢tude de [linfluence des
températures et des pHs sur I’activité des 3 enzymes ont montré que la température optimale
de I’activité amylasique est de 40°C et le pH optimal est de 5.5 et la température optimale de
I'activité lipasique est de 30°C et le pH optimal de est 7 et 8.5. Par contre, aucune activité
gélatinasique n’a été détectée dans notre échantillon.

Ensuite, la stabilité de ces 2 enzymes suite a un traitement thermique (90°C) et a des
pHs extrémes (1M HCI et 1M NaOH) a été évaluee. Les résultats du traitement thermique
montrent qu’apres 1h a 90°C, les amylases ont retenu 94.87% de leurs activités initiales et les
lipases ont retenu 36.35% de leurs activités initiales.

Les résultats des traitements pHs ont montré qu’apres 1h de traitement, les amylases
retenaient 61.53% et 48.71%, respectivement, avec 1M d’HCl et 1M de NaOH et les lipases
ont retenu 54.53% de leurs activités initiales apres un traitement HCIl a 1M.

Les résultats de traitement obtenus révélent que les amylases et les lipases possedent une
certaine stabilité face aux conditions extrémes de température et de pH.

D’apres les résultats de notre étude, la solution des gousses de C.siliqgua posséde des
propriétés biologiques importantes, et ¢’est nécessaire d’identifier plus de propriétés que 1’on
retrouve dans notre échantillon comme par exemple antimicrobienne, anticancéreuse,
antibactérienne et antifongique.

Ces tests peuvent également étre effectués avec d’autres extraits comme I’extrait

éthanolique.
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Conclusion et perspectives

Ensuite, les molécules responsables de ces activités biologiques peuvent étre
identifiées pour étre purifiées par la suite.
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Résumé

Ceratonia siliqua, est un arbre populaire dans la région méditerranéenne appartient a la famille
des légumineuses (Fabaceae). Ces gousses considérées comme la partie la plus importante en raison
de la présence des métabolites secondaires qui exercent plusieurs propriétés biologiques importantes
telles que des propriétés anticancéreuses, antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires. Dans
cette étude, des gousses de C. siliqua, achetées du commerce d’Ain Témouchent, ont été étudiées pour
leur spropriétés biologiques antioxydantes, anti-inflammatoires et enzymatiques.

Les résultats obtenus ont montré que les gousses de C.siliqua possedent une activité catalasique
qui permet de dégrader 6.58 mM d’H202en 1 min 30 sec et une activité anti-radicalaire qui permet la
dégradation du DPPH avec un IC50 de 35.0576 mg/mL. Aussi ces gousses contiennent une activité
inhibitrice de la dénaturation de I’albumine humaine et de 1’ovalbumine (présence d’activité
antiinflammatoire) d’une valeur de I’'ICsp, respectivement, de 50.2578 mg/mL et de 47.4939 mg/mL, et
elles sont dotées d’activités amylasiques et lipasiques avec, respectivement, des pHs optimaux de 5.5
et (7 et 8.5), des températures optimales de 40°C et 30°C, et une stabilité des 2 enzymes aux
traitements thermique et acido-basique, I’activité gélatinasique n’a pas été détectée.

Mots-clés : Ceratonia siliqua, gousses, propriétés antioxydantes, propriétés anti-inflammatoires,
propriétés enzymatiques, enzymes.

Abstract
Ceratonia siliqua, is a popular tree in the Mediterranean region belongs to the legume family
(Fabaceae). These pods considered to be the most important part due to the presence of the secondary
metabolites which exert several important biological properties such as anticancer, antioxidant,
antimicrobial and anti-inflammatory properties. In this study, C. siliqua pods, purchased commercially
from Ain Témouchent, were studied for their antioxidant, anti-inflammatory and enzymatic biological
properties.
The results obtained showed that the pods of C.siliqua have a catalase activity which makes it possible
to degrade 6.58 mM of H202 in 1 min 30 sec and an anti-radical activity which allows the degradation
of DPPH with an IC50 of 35.0576 mg/mL . Also these pods contain inhibitory activity against the
denaturation of human albumin and ovalbumin (presence of anti-inflammatory activity) with an 1C50
value of 50.2578 mg/mL and 47.4939 mg/mL, respectively. and they have amylase and lipase
activities with, respectively, optimum pHs of 5.5 and (7 and 8.5), optimum temperatures of 40°C and
30°C, and stability of the 2 enzymes to thermal and acid-acid treatments. base, gelatinase activity was
not detected.
Keywords : Ceratonia siliqua, pods, antioxidant properties, anti-inflammatory properties, enzymatic
properties, enzymes.
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