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Abstract

The phenolic compounds of the pulps and seeds agquacetone extracts of the carobs tr€ergtonia Siliqud,
harvested from two areas (Izouika and Reggadahénsbuthwest of Morocco, were analysed using HRHQh-
performance liquid chromatography-diode array de&iec are used for the identification and quangifion of the
phenolic compounds of these extracts, among wiiglarticular the gallic acid, the syringic acide fircoumaric acid,
the m-coumaric acid, the benzoic acid and the hgdyoosol. Generally, in both areas the extractshef pulps are
richer, qualitatively and quantitatively, in pheisotompounds towards those of the seeds. The phepraifile of the
pulp is dominated by the coumaric acid (20,52 %zofiika against 17,05 % of Reggada) and the gadlid (17,8 % of
Izouika against 12,57 % of Reggada). In the exdra€tseeds, coumaric acid and gallic acid are miafrity phenolic
acids, the coumaric acid represents 8,07 % in keoand 8,18 % in Reggada while the gallic acidesgnts 5,01 % in
Izouika and 3,95 % in Reggada. The comparisoneféisults, obtained for the forest carob tree (gadg) and that of
a cultivated Izouika, shows that globally the elifince is not significant between the total phenbisulps and seeds
between both areas.

Keywords:Ceratonia SiliquaHPLC, Phenolic compounds, Pulps, Seeds.

Résumé

Les extraits acétoaqueux des pulpes et des grdinearoubier Ceratonia Siliqua de deux localités différentes du sud
ouest marocain (lIzouika et Reggada), sont analygeés leurs composés phénoliques. La chromatogrdishigle a
haute performance (HPLC) a barrettes de diodesitédistte pour l'identification et la quantificatiodes composés
phénoliques de ces extraits, dont notamment I'agakique, I'acide syringique, I'acide-coumarique, l'acidemn-
coumarique, I'acide benzoique et I'Hydroxytyrodeh général, dans les deux localités les extraita glpe sont plus
riches, qualitativement et quantitativement, en posés phénoliques au regard de ceux de la grameprafil
phénolique de la pulpe est dominé par l'acide cogme (20,52% a lIzouika contre 17,05% & Reggaddreide
gallique (17,8% a lzouika contre 12,57% a ReggaBans les extraits des graines, 'acide coumariguéacide
gallique sont également les acides phénoliquesritafes, I'acide coumarique représente 8,07% aikanet 8,18% a
Reggada alors que I'acide gallique représente 5,81Ptouika et 3,95% & Reggada. La comparaison ésdtats
obtenus pour le caroubier forestier (Reggada) kfi ctune plantation privée (Izouika) montre, quielmlement la
différence, entre le pouls des phénols totaux ddysep et celui des graines, est trés peu signifieantre les deux
localités.

Mot clés : Ceratonia SiliguaComposés phénoliqueSraines, HPLC, Pulpes.
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1. Introduction

Le caroubier Ceratonia siliqua L), appartenant

a la grande famille des légumineuses, est une
essence presque endémique du pourtour

méditerranéen, cultivé depuis longtemps pou

r

ses produits dérivés mais aussi pour sa résistance
au manque d’eau. La gousse du caroubier ou
caroube, comestible et sucrée, présente une

valeur énergétique importante [1,2]. Deux

principaux produits sont tirés de la caroube. La

gomme, extraite de I'endosperme de la graine,

est utilisée dans les industries agro-alimentaires,
pharmaceutiques, cinémato- graphiques, textiles
et cosmétiques. Etant le dérivé le plus recherché
de la caroube, la gomme possede des
caractéristiques tres intéressantes en tant que

multi additif [3]. La farine, obtenue en séchant,

torréfiant et moulant les gousses apres les avoir
débarrassées de leurs graines, est employée pour

la production industrielle de bioéthanol et
d'acide citrique [4] mais surtout en
agroalimentaire comme antioxydant grace a s

a

composition riche en polyphénols. En effet, la
caroube contient 2 a 20% de composés
phénoliques [5,4], 24 différentes structures
principales ont déja été identifiées et leur teneur
déterminées par [5]. Des études récentes ont
montré que d’autres parties de I'arbre tel que la
feuille [6,7] et I'écorce [8] sont également riches
en composés phénoliques. Il est prouvé
actuellement que ces composés offrent des
possibilités  chimio-préventives intéressantes
contre certains cancers, en particulier ceux de la
région gastro-intestinale [9,10]. Plusieurs autres
activités biologiques différentes sont attribuées

aux composés phénoliques, dont notammen
antioxydante [11], antimutagene [12],
anticarcinogene [13], antiproliférative [14] et

tl

antioestrogénique [15]. Il a également été prouvé
gue ces biométabolites jouent un réle indéniable
dans la protection des plantes vis a vis de
différents stress [16,17] et qu'ils peuvent de ce

fait subir des fluctuations trés importantes.
Pour toutes les vertus du caroubier, la région d
Souss Massa Draa, dont les pluviométries n

u
e

dépassent pas 200 mm/an dans certaines
localités, a lancé un projet de plantation d'un

million de caroubiers (DPA, Tiznit, 2007). Il

s'agit de la protection de I'environnement par

Iinstallation d'une ceinture verte contre la

désertification. Une situation qui pousse les
acteurs du secteur agricole vers des cultures peu
exigeantes en eau, a savoir l'arboriculture et

particulierement le caroubier.
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C’est dans ce sens qu’'une analyse des extraits des
pulpes et des graines du caroubier visant a compare
la composition phénolique de la caroube du
domaine forestier et celle issue du domaine privé
serait intéressante et contribuerait a valoris¢tece
essence forestiere, fourragére et fruitiere. Cette
étude est menée dans deux localités différentés de
province de Tiznit, région de Souss Massa (sud
ouest marocain).

2. Matériels et Méthodes

Matériel végétal
Les gousses du caroubier sont récoltées dans la
région de Souss Massa au niveau de deux localités
situées dans la province de Tiznit :
* Reggada située au sud de Tiznit (village
d’Oulad Jrrar) : caroubier forestier,
* lzouika située au Nord de Tiznit (commune
d’El Maader El Kabir) : plantation privée.
Les gousses ont été ensuite séchées a I'ombre a
température ambiante. Les pulpes et les graines,
séparées par concassage manuel des fruits secs, ont
été broyées finement dans un broyeur électrique
M20 2000 t/min de type IKA-Universalmuihle et
conservées a I'abri de I'humidité et de la lumiére.

Extraction des composés phénoliques

1g de poudre de pulpes ou de graines du caroubier a
été mélangé a 10 ml d'acétone 70% préparé a
'avance et conservé a une température entre -10°C
et -20°C pendant au moins 12 heures, ensuite le
mélange est filtré. Le filtrat est concentré par
évaporation rotative a 40°C jusqu'a élimination
complete de I'acétone. La phase aqueuse récupérée
est analysée par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC).

Méthode

La Chromatographie Liquide a Haute Performance
et la méthode utilisée sont les mémes utilisées par
[18]. Les composés phénoliques ont été analysés
par un systeme HPLC (Beckman, Fullerton, CA,
USA), en utilisant une colonne de phase inverse
Discovery RP-C18 (Supelco, 250 mm x 4,6 mm;
taille des particules est de 5 um). Les composés on
été séparés selon le gradient de solvants A
(Eau/Acide formique ; 19/1) et B (Méthanol) décrit
par [18] et détectés a 280 nm avec un détecteur UV
(D166). Les chromatogrammes ont été analyses par
le logiciel Gold Analysis v1.5 (Beckman
Instruments, CA, USA). La teneur des composeés
phénoliques identifiés a été calculée en corréémt
pics mesurés avec les courbes d'étalonnage
obtenues par des composés de référence (fournis
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par Sigma-Aldrich, Paris, France) a savoir
'acide gallique, l'acide procatéchique, le 4-
hydroxy-benzoique, le 4-hydroxy-acétique,
I'acide vanillique, I'acide syringique, I'acide-
coumarique, l'acidem-coumarique, l'acideo-
coumarique, I'acide férulique, I'acide benzoique,
I'oleuropéine et I’hydroxytyrosol).

Analyse statistique

Les résultats de l'analyse par HPLC des
composés phénoliques des pulpes et des graines
du caroubier sont traités par : EXCEL et le test t
pour échantillons indépendants par groupe
(STATISTICA 6).

3. Reésultats et discussion

L'analyse par HPLC des extraits des pulpes et
des graines du caroubier des deux localités
montre leur richesse en composés phénoliques
(figures 1, 2, 3 et 4). L'acide coumarique
(addition des teneurs des acidgs et m+
coumarique) et I'acide gallique sont les acides
phénoliques majoritaires identifiés aussi bien
dans les extraits des pulpes que dans ceux des
graines. L’acide coumarique représente
20,5248,76 % des composés phénoliques
détectés dans I'extrait des pulpes du caroubier
d’lzouika (plantation privée) et 17,05+10,20 %
dans I'extrait des pulpes de Reggada (domaine
forestier) (tab.1). Dans la localité d'lzouika, les
acides p-coumarique et mcoumarique
représentent respectivement 10,78+6%7 et
9,73145,56 % alors que dans la localité de
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Reggada, [l'acide p-coumarique représente
13,27+4,15% et I'acide m-coumarique 3,78+2,10
%. L'acide gallique, acide phénolique majoritaire
également, représente 17,8+9%6des composeés
phénoliques détectés dans les pulpes du caroubier
d’'lzouika et 12,57+5,6@6 dans les pulpes de
Reggada.

Dans les extraits des graines du caroubier, I'acide
coumarique est également l'acide phénolique
majoritaire avec un pourcentage de 8,07+5,79 % a
Izouika (6,47+3,23 % d'acidgp-coumarique et
1,6£1,37% d’acidem-coumarique) et 8,18+7,26

a Reggada dont 6,55+3,86 % d’acf@eoumarique

et 1,62+1,31% dacide m-coumarique (tab.1).
L'acide gallique représente 5,01+3,4% dans
I'extrait des graines d’lzouika et 3,95+2 @®dans
I'extrait des graines de Reggada.

La différence entre les pulpes d’lzouika et cetles
Reggada, ainsi que les graines d’'lzouika et celdes
Reggada, n'est pas significative pour I'ensemble
des acides phénoliques majoritaires identifiés
(tab.1). Cependant, une différence hautement
significative entre les pulpes et les graines dans
chaque localité, pour les acides phénoliques
majoritaires identifiés, est notée (tab.2). En teffe
dans la localité d’lzouika, I'extrait des pulped es
plus riche en acide gallique, en acide coumarique
dont l'acidem-coumariques et en acide benzoique
par rapport aux extraits des graines (tab.2 et
figurel). A Reggada, la différence est significativ
pour I'acide gallique et I'acide coumarique (tabt2
figure2). Contrairement aux pulpes, les graines du
caroubier des deux localités ne contiennent ni
I’hydroxytyrosol ni I'acide protocatéchique (tab.1,
tab.2, figure3 et figure4).

Tableau 1 Pourcentage des composés phénoliques identifiépudpss et des graines du caroubier d’'une

plantation privée et du domaine forestier.

% des composés phénoliques détectés
Pulpe Graine
Izouika Reggada Izouika Reggada
Acide gallique 17,8+9,06 12,5745,67 5,01+3,42 3,95+2,09
Acide syringique 3,24+2 45 5,11+3,18 2,82+0,63 4,12+1,23
Acide Coumariqu*e 20,52+8,76 17,05+10,26 8,07+5,79 8,18+7,26
Acide p-coumarique 10,78+6,27 13,27+4,15 6,47+3,23 6,55+3,86
Acide mcoumarique 9,73+5,56 3,78+2,10 1,6+1,37 1,62+1,3%
Acide benzoique 4+1,98 3,19+2,38 1,73+0,93 1,93+1,4
Acide 4hydroxybenzoigue 060 0,23+0,2 0,12+0,11 0,11+0,10
Acide protocatéchique 0,13+011 0,79+0,55 00 00
Hydroxytyrosol 0,64+0,62 1,21+1,2 00 00

Pour le méme organe, les colonnes dont les vatelvges de la méme lettre ne sont pas significateset
différents au seuil P= 0,05. * La teneur en aciolentarique est I'addition de celles pet mcoumarique.
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Tableau 2 Comparaison des composés phénoliques identifiés Idarpulpes et dans les graines de chaque

Fadel et al.

localité.
Izouika Reggada

pulpes graines pulpes graines
Acide gallique 17,80+9,06 | 5,01+3,42 12,57+5,67 3,95+2,09
Acide syringique 3,24+2 45 | 2,82+0,63 | 5,11+3,18 4,12+1,23
Acide coumarique 20,52+8,76 | 8,075,789 | 17,05+10,20 | 8,18+7,28
Acide p-coumarique 10,78+6,27 | 6,47+3,28 13,27+4,15 6,55+3,36
Acide mrcoumarique 9,73+5,56 1,6+1,37 3,78+2,10 1,62+1,31
Acide benzoique 4+1,98 1,73+0,98 | 3,19+2,33 1,93+1,4
Acide 4-hydroxybenzoique 0,00 0,12+0,1% | 0,23+0,2 0,11+0,10
Acide protocatéchique 0,13+01 | 0,00 0,79+0,55 0,00
Hydroxytyrosol 0,64+0,62 0,00 1,21+1,2 0,00

Pour la méme localité, les colonnes dont les valgsuivies de la méme lettre ne sont pas signifieatent

différents au seuil P= 0,05.
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Figure 1: Profil chromatographique des composés phénoliguiaits des pulpes du caroubier d’lzouika.

Nos résultats montrent une différence significative

(p < 0,05) entre la teneur des pulpes et celle des
graines. En effet, nous avons constaté que dans les
deux localités les extraits des pulpes ont des
teneurs en acides phénoliqgues plus importantes
gue celles des extraits des graines (tab.2). Les
analyses des extraits des pulpes ont également
montré une gamme de composés phénoliques plus
diversifiee que celle des extraits des graines. En
effet, 'analyse chromatographique a révélé que

les extraits des graines sont dépourvus d’acide
protocatéchique et d’hydroxytyrosol qui sont, en

revanche, présents dans les extraits des pulpes
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(figuresl et 2). L’hydroxytyrosol, dont la pulpe du
domaine forestier est plus riche quoique les
analyses statistigues ont montré une différence
non significative entre Izouika et Reggada, est un
antioxydant puissant. Des études ont prouvé
gu'une faible dose d’hydroxytyrosol réduit les
conséquences de la fumée passive chez les rats
[19]. L'étude de l'auto-oxydation des huiles
montre que I'’hydroxytyrosol est le composé le
plus actif le peroxyde d’hydrogéne est
complétement inhibé par I'ajout d’hydroxytyrosol
[20].
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Figure 2: Profil chromatographiques des composés phéndigudraits des pulpes du caroubier de
Reggada.
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Figure 3: Profil chromatographiques des composés phéndiguiaits des graines du caroubier d’lzouika.
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Figure 4: Profil chromatographique des composés phénoliquarits des graines du caroubier de

Reggada.

La différence n’est pas significative (p<0,05)
entre la plantation privée et le domaine
forestier, soumis a I'agression hydrique, pour
I'ensemble des composés phénoliques identifiés
aussi bien pour I'extrait de la graine que pour
I'extrait de la pulpe du caroubier. Ces résultats
different de ceux trouvés par Sreenivasatu
al., [21] ; Naczk et Shahidi, [22] qui ont cité
gue la synthése et I'accumulation des composés
phénoliques dans les plantes est généralement
stimulée en réponse a différents stress. Misirli
et al., [23] ont également mentionné que les

cellules végétales répondent aux stimuli
environnementaux en  synthétisant les
métabolites secondaires qui peuvent les

protéger contre les agents de I'agression.

La présence des composés phénoliques dans le
fruit du caroubier a été rapportée par plusieurs
auteurs [5,24-27]. En effet, la pulpe et la graine
du caroubier sont riches en acides phénoliques
qui font partie des composés phénoliques en
général, groupe de substances phytochimiques
le plus important dans la nature [28] et ayant
des activités antioxydantes, de chélation et anti-
inflammatoire... [29]. Les acides phénoliques
ont un pouvoir antibactérien plus puissant par
rapport a celui des flavonoides [30]. L'acide
coumarique est l'acide phénolique majoritaire
des extraits de la pulpe et de la graine du

caroubier suivi de prés par l'acide gallique qui
constitue, également le composé phénolique
majoritaire du thé noir [31]. La pulpe, connue pour
son activité antioxydante [32] et pouvant étre
utilisée dans le domaine médicinal, contient plus
d’acide coumarique et dacide gallique que la
graine. L'acide coumarique a des propriétés
antioxydantes et pourrait avoir un rdéle dans la
réduction du risque du cancer de I'estorfiz®]. Il

a aussi une activité antiulcéreuse [34], ce qui
valorise l'utilisation de la pulpe et de la graite
caroubier dans les industries pharmaceutique,
parapharmaceutique et alimentaire. Quant & I'acide
gallique, il semble avoir un effet antiasthmatique
[35] et inhibe la formation du cancer cesophagien
chez les rats [36]. L'acide gallique utilisé, dédes
tests de routine, comme substance de référence
dans les activités antioxydantes [37], manifeste
également une activité antiradicalaire supérieure a
celle de I'acide ascorbique [38].

Notre étude montre que les arbres du caroubier
présentent la méme teneur et le méme profil en
acides phénoliques dans le domaine forestier et la
plantation privée. Ce qui montre que cet arbre, ne
nécessitant pas de soins culturaux particuliers,
pourrait étre utilisé pour améliorer le revenu des
agriculteurs des régions seches et augmenter la
production marocaine en caroubes. En effet cet
arbre donne une production méme pendant une
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année de sécheresse[39] permettant
probablement de couvrir le manque de certains
dérivés de la courbe au Maroc souvent importés
de I'Algérie ou d’autres pay$].

4. Conclusion

Dans les deux localités les extraits des pulpes
de caroube ont des teneurs en acides
phénoliques plus importantes et une gamme de
composés phénoliques plus diversifiée que

celles des extraits des graines de ces mémes

fruits. En effet, dans chaque localité, les pulpes
contiennent des teneurs plus importantes en
acides phénoligues majoritaires identifiés
(acides coumarique et gallique) que les graines
qui sont dépourvus d’acide protocatéchique et
d’hydroxytyrosol. La différence n'est pas
significative entre la plantation privée et le
domaine forestier pour I'ensemble des
composés phénoliques identifiés aussi bien pour
I'extrait de la graine que pour I'extrait de la
pulpe du fruit de caroubie€Ce qui montre que

cet arbre, connu par sa résistance au manque

d'eau, pourrait probablement servir comme
espece de choix, dans la lutte contre la
désertification.
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