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Résumé

Résumé

Notre étude a pour but d’évaluer I’activité antiradicalaire des trois épices Cuminum

cyminum, Curcuma longa et Syzygium aromaticum.

Les tests phytochimiques ont révélé la richesse des trois extraits en plusieurs
metabolites secondaires en faveur les tanins, les flavonoides, les saponosides et les

coumarines aves une absence des alcaloides dans les trois extraits.

L’évaluation de la teneur en composés phénoliques a montré que la concentration des
polyphénols chez le cumin est de 7,073 mg EAG/g extrait, 4,363 mg EAG/g extrait pour le
curcuma et 15,174 mg EAG/g extrait pour le clou de girofle.

Le dosage des flavonoides a révélé 0,503 mg EQ/g extrait pour le clou de girofle,
1,639 mg EQ/qg extrait pour le cumin et 1,003 mg EQ/g extrait pour le curcuma.

Les trois extraits ont montré un pouvoir antiradicalaire tres important piégeant le
radical DPPH avec ICso de 0,1 mg/ml pour le Syzygium aromaticum, 0,72 mg/ml pour le

Cuminum cyminum et de 0,789 mg/ml pour le Curcuma longa.

L’analyse qualitative par la chromatographie sur couche mince a montré 1’existence

de plusieurs principes actifs dont la quercétine et 1’acide gallique dans les trois extraits.

Mots clés : épice, activité antiradicalaire, activité antioxydante, DPPH, CCM.



Abstract

Abstract

The aim of our study is to evaluate the antiradical activity of the three spices :

Cuminum cyminum, Curcuma longa and Syzygium aromaticum.

The phytochemical tests revealed the richness of the three extracts in several
secondary metabolites in favour of tannins, flavonoids, saponosids and coumarins

with an absence of alkaloids in the three extracts.

The evaluation of the content of phenolic compounds showed that the
concentration of polyphenols in cumin is 7,073 mg GAE/g extract, 4,363 mg GAE/g
extract for turmeric and mg 15,174 GAE/g extract for clove.

The flavonoid assay revealed 1.003 mg QE/g extract for clove, 1.639 mg QE/g
extract for cumin and 1.003 mg QE/g extract for turmeric.

The three extracts showed DPPH scavenging antiradical power with ICsg of 0.1
mg/ml for Syzygium aromaticum, 0.72 mg/ml for Cuminum ciminum and 0.789 mg/ml

for Curcuma longa.

Qualitative analysis by thin-layer chromatography showed the existence of

several active ingredients including quercetin and gallic acid in the three extracts.

Key words: spice, antiradical activity, antioxidant activity, DPPH, TLC.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilisé diverses ressources trouvées
dans son environnement pour traiter et soigner toutes sortes de maladies (Lee, 2004).
Actuellement, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime qu'environ 80% des
habitants de la planéte ont recours a la médecine traditionnelle & base de plantes en
tant que soins de santé primaire (OMS, 2002; Elujoba et al., 2005).

De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs des plantes
medicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires, qui sont largement
utilisés en thérapeutique, comme des agents préventifs anti inflammatoires, antimicrobien,
antiseptiques, diurétiques, Mais essentiellement antioxydant qui défendent contre le stress
oxydatif (Bourgaud et al., 2001 ; Kar, 2007).

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre
les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats
cellulaires irréversibles. La réduction univalente de 1’oxygéne résulte dans la formation
d’espéces oxygénées activées (EOA) dont font partie les radicaux libres (anion superoxyde,
radical hydroxyle), le peroxyde d’hydrogéne et 1’oxygéne singulier...etc. Toutes ces espéces
sont potentiellement toxiques pour 1’organisme car elles peuvent inactiver des protéines,
induire des cassures au sein de I’acide désoxyribonucléique (ADN) avec, comme
conséquence, une altération du message génétique, dégrader les sucres, oxyder les
lipoprotéines et initier des processus de peroxydation lipidique au sein de la membrane

cellulaire en s’attaquant aux acides gras polyinsaturés (Pincemail, 1998).

Récemment, I’attention s’est portée sur les herbes et les épices comme source
d’antioxydants, qui peuvent étre employés pour se protéger contre les effets du stress oxydant
(Mata et al., 2007).

Les épices sont classées parmi les plantes médicinales lorsqu’au moins une
partie possede des propriétés curatives ou préventives d’une ou plusieurs maladies. Ce
sont des parties de plantes aromatiques a la saveur forte ou des préparations, utilisées

en petites quantités en cuisine comme conservateur, assaisonnement ou colorant.

Ces épices renferment de nombreux principes actifs ou métabolites secondaires,
qui sont largement utilisés en thérapeutique, comme des agents préventifs, Parmi ces

métabolites, on trouve les composés phénoliques (polyphénols totaux) qui constituent
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une richesse largement exploitée par les industries agro-alimentaire, cosmétique et
pharmaceutique (Manandhar, 1995 ; Boukri, 2014).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont I’objectif essentiel
consiste a vérifier Pactivité antioxydante de trois épices : Cuminum cyminum, Curcuma

longa et Syzygium aromaticum.

Ce travail est subdivisé en trois parties :
% La premiére partie aborde une étude bibliographique préalable réalisée sur
les épices, le stress oxydant et I’activité antioxydante.
% La deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes utilisés dans notre
travail.
+ La troisieme est consacree aux résultats expérimentaux trouvés et qui portent
sur:
» Un screening phytochimique des métabolites secondaires des épices
sélectionnées.
» Un dosage des polyphénols et des flavonoides.
» Une étude de l’activité antioxydante des épices par la technique du

piégeage du radical libre DPPH.
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I. Généralités sur les épices
I.1. Définition

Epices ou « species » en latin veut dire denrée d’origine végétale. Ce sont un
bien des plantes embaumées avec une sapidité et une odeur plus ferme. Elles
contiennent des composés odorants parfois nommés « ardmes », mais aussi des
composés sapides et, surtout, des composés a action trigéminale, ce qui les distingue
des aromates. Elles sont donc responsables des odeurs, des saveurs, et des
stimulations du nerf trijumeau (piquants, frais...), chaque épice a sa composition
chimique spécifique mais généralement elles sont composées de fibres, hydrates de
carbone, protéines, gomme, cendres (Bernard, 2012 ; Annou, 2018).

Les epices découlent de diverse partie des plantes :

e Les feuilles : comme la mélisse
e [.’écorce : comme la cannelle
e Le fruit : comme la moutarde

e La fleure : comme le safran (Farrell, 1990 ; Droninou, 2012).

Elles doits étre traiter apres la cueillette afin de garder le maximum de leur gout
naturel. Et cela se fait par le dépouillement de la partie végétale requise et en la

séchant en bonnes formes (Redhead, 1990).

Aujourd’hui les épices sont utilisées pour le plaisir dégustatif qu’elles

contiennent et aussi pour leur profit médicinal (Droniou, 2012).
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| Figure 01. Aspect de quelques épices (1). @
1.2. Classification

La classification des épices est un peu abstrus, car celle-ci se donnent a diverses

familles végétales. Selon Richard, (1987) la classification des épices se fonde sur

leurs caractéristiques organoleptiques c'est-a-dire en ce basant sur la couleur, 1’odeur

et la saveur des plantes. Dans d’autres cas leurs classifications sont basées sur la

partie de la plante dont elles sont tirées comme il est mentionné dans le tableau 01.
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Tableau 1 : Classification des épices selon la partie utilisée de la plante (Redhead,
1990).

Nom commun Nom botanique Partie de la plante

Premier groupe : Epices fortes

Poivre noire et blanc Piper nigrum Fruit

Poivre de Cayenne et Capsicum frutescens Fruit
Tabasco

Piment et paprika Capsicum annuum Fruit

Clous de girofle Eugenia caryophyllus Fleur

Gingembre Zingiber officinale Rhizome

Deuxiéme groupe : Fruits et graine aromatique

Muscade et macis Myristicafragrans Graine (amande +
arille)

Piment toute-épice Pimentodioica Fruit

Anis Pimpinelleanisum Fruit

Fenugrec Trigonellafoenumgraecum Graine

Coriandre Coriandrum sativum Fruit

Cumin Cuminum cyminum Fruit

Troisieme groupe : Ecorces aromatiques

Cannelle Capsicum annuum Fruit
Casse Cinnamome cassia Rhizome

Quatriéme groupe : Epices colorées

Paprika Capsicum annuum Fruit
Curcuma Curcuma domestica, Curcuma Rhizome

longa
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1.3. Activités biologiques
1.3.1. Activité antimicrobienne
Depuis toujours plusieurs plantes « bien précisément épices » ont été utilisés

contre plusieurs maladies (Rejeb, 2008).

En I’an 1880 a affleur¢ la premicre intervention antimicrobienne des épices, ou
I’action du clou de girofle, la cannelle et la moutarde et leurs huiles ont été analysées.
(Prasard et Seenayya, 2000) Suivi par ’efficacité antimicrobienne de 1’huile de

cumin en 1’an 1994 par Shetty.

Puis en I’an 2003 c’¢tait la divulgation du pouvoir des infusions du cumin sur

plusieurs espéces bactériennes et qui ont été actifs a 20% (Sagdic et Ozcan, 2003).

Dans une autre partie, d’autres chercheurs ont mis en évidence la capacité

fongistatique des épices :

++ Contre les champignons et les levures par Teixeira

++ Contre les moisissures par Billerbeck (Atti, 2014).
1.3.2. Activite antioxydante

L’activité antioxydante signifie I’aptitude d’un ¢élément a faire face au stress

oxydatif (Annou, 2018).

Les épices sont fortunées en éléments antioxydants (Halvorsen et al., 2006).
Celle-ci peut étre employée pour la préservation des lipides dans le systéeme
biologique (Su et al., 2008).

Par ordre décroissant des valeurs les plus élevées du pouvoir antioxydant des
épices ; on aura le clou de girofle en premier lieu, puis la cannelle, le poivre et le
gingembre. Méme apres éebullition a 100C° pendant 30 min le pouvoir antioxydant
reste intact (Lalmi et Karini, 2020). Le tableau suivant (tableau 2) résume quelques

activités biologiques des épices.
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Tableau 2 : Activités biologique de quelques épices (Chikh et Rachem, 2017).

Activité biologique

Antioxydante

Prévention contre le

cancer

Controle de la quantité
des lipides dans le sang

Fluidifiant sanguin

Controle de la
glycémie sanguine

Anti-inflammatoire

Antibactérien

Immunomodulation

Neutralisation de

toxines

Epices ou herbes

Plus particulierement cannelle, clou de girofle, ail,
gingembre, citronnelle, melisse, origan, menthe poivrée,
sauge, thym.

Anis, basilic, poivre noir, carvi, agrumes, clou de
girofle, fenouil, ail, gingembre, thé wvert, moutarde,
romarin, soja, curcuma.

Céapre, cannelle, agrumes, coriandre, fenugrec, ail,
gingembre, origan, romarin, soja, anis étoilé, thym.

Capre, cannelle, coriandre, fenugrec, ail,
gingembre.

Cannelle, gingembre, oignon, origan, romarin, thym.

Feuille de laurier, poivre noir, ail, gingembre, origan,
romarin, curcuma.

Plus particulierement anis, basilic, feuille de laurier,
poivre noir, piment doux cardamome, céleri, cannelle,
clou de girofle, coriandre, cumin, aneth, fenouil, ail,
gingembre, mélisse, marjolaine, menthe, moutarde, noix
de muscade, oignon, origan, persil, romarin, sauge,
estragon, thym.

Poivre noir, ail.

Carvi, agrumes, coriandre, ail, thé vert, moutarde,

romarin, curcuma.

1.4. Domaine d’utilisation

Les épices ont plusieurs modes de consommation, par leurs extraits ou sous leur

forme naturelle (Lalmi et Kaini, 2020).
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1.4.1. Domaine médical

Les épices constituent le pilier des potions orthodoxes de la médecine populaire.

Parmi leurs utilisations en médecine :

++ Traitement des troubles gastro-intestinaux ; exemple : le cumin, le gingembre
et la curcumine « le curcuma ».

+¢ Elles sont dotées d’une activité anticancéreuse.

% Une barriéere de défense contre les maladies de stress.

% Ce sont des anti-inflammatoires et des analgésiques.

% Dotées d’une activité antimicrobienne et une activité anti-protéase qui
empéche l'action du VIH (Droniou et Cassaro, 2012 ; Omar et Atrooz, 2013 ; Atti,
2014).

1.4.2. Domaine culinaire

Les épices sont utilistes comme arome pour P’accommodement et
I’appertisation des aliments et des breuvages (tableau 3). Par exemple le curcuma, un
teintant non toxique autorise, affermi a la chaleur et aussi il résiste aux changements
du pH (Barlow, 1990).

Tableau 3 : Rdle culinaire de quelques épices (Lahsissene et al., 2009 ; Chikh et
Rachem, 2017).

L’épice Roéle culinaire

Noix de muscade Utilisé dans certains plats sucrés et salés,

surtout s’ils sont a base laitiere.

Coriandre Utilisée dans les mélanges d'épices, dans

les plats de viande, sert a assaisonner les

aliments de tout genre.
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Curcuma

Cannelle

Poire noir

Anis vert

Utilisé dans les sauces, caris, riz, les
Tadjine aux légumes et a la viande

Permet de diminuer les quantités de sucre.
Délicieux dans les gateaux, tartes aux

pommes, muffins....

Utilisé dans les plats a base de viande, les
grillades, les sauces, le poisson et le
fromage.

Il est aussi excellent pour la conservation

des aliments.

Crudités, salades, potages, patisserie,

confiserie, boissons.

Un condiment recherché pour Ila
préparation de certaines bieres, de pain

d’épice, de gateaux, de liqueurs...

1.4.3. Domaine cosmétique

Dans ce domaine les épices sont utilisées dans la fabrication des parfums, des

articles de beauté et de toilette (Bouhadjra, 2011).
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Leurs essences servent & prémunir les produits cosmetiques gréace a leur pouvoir
antiseptique (Reffas, 2019).

1.5. Les épices les plus utilisées en Algérie
Vu les habitudes culinaires, le peuple algérien est un grand affectueux d’épices.
Rares sont les plats qui n’en utilisent pas. Les épices les plus utilisés dans la cuisine

algérienne selon Boualem (1990) sont :

« Cumin, cari, persil, aneth, moutarde, coriandre, menthe, curcuma, cerfeuil,
sarriette, origan, sauge, romarin, fenugrec, galanga, safran, nigelle, laurier, poivre

noir, gingembre, cannelle, noix de muscade, thym, clous de girofle... ».

Les Algériens apprécient également les piments qu’ils proposent a coté du plat,
ce qui permet a chacun des convives de pimenter son assiette comme bon lui semble.
I1 existe deux mélanges d’épices typiques en Algérie : Ras EI Hannout et le Zahtar. Ils
sont tous disponibles dans tous les Souks et les marchés locaux (Boualem, 1990).

1.6. Les épices sélectionnées
1.6.1. Le curcuma
1.6.1.1. Etymologie
Curcuma (figure 02) terme irano-indien du sanscrit kartouma : kurkumen,
kourkoumen en arabe et curcuma en latin. A noter que des fois sa couleur jaune

frénétique est a I’origine de son appellation (Hombourger, 2010).
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1.6.1.2. Classification

+ Classe : des monocotylédones

% Ordre : des scitaminales ou zingibérales

% Famille : des Zingiberaceae (Chikh et Rachem, 2017).

Ce genre regroupe prés de 80 espéces. Le Curcuma longa est celle la plus

consommée et la plus étudié.

1.6.1.3. Description de la plante
Curcuma longa L, une plante robuste atteignant un metre, perdurable par son
rhizome (figure 3). Les rhizomes principaux de forme ovoide donnent le curcuma
rond et les secondaires le curcuma long. Ces rhizomes ont une couleur jaune orangé

en section et gris brunatre en surface (Delaveau, 1987).

i Figure 3. La plante du curcuma |

(A : La plante entiere. B : Aspect des rhizomes) (3) :
1.6.1.3. Composition Chimique
Le genre Curcuma longa est trés riche en métabolites secondaires, par
distillation a la vapeur d’eau, les rhizomes produisent 2 a 7% d’huile essentielle qui
est constituée principalement de zingibéréne (25%), tumérone (35%) de 1’ar-tumérone
(12%) aussi des petites quantités de monoterpénes oxygénés (Hombourger, 2010).

La composition chimique du curcuma est résumée dans le tableau 4.
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Tableau 4 : La composition chimique du curcuma (Jansen et al., 2005).

Pour 100 g de poudre de curcuma :

Composition Quantité
Eau 11.4q
Energie 1481 Kj
Protéines 7.89
Lipides 9.99
Glucides 64.99
Dont Amidon : 45 a 55% de la composition totale
Fibres alimentaires 21.1g
Ca 183mg
Mg 193mg
P 268mg
Fe 41.1mg
Zn 4.4mg
Vitamine A Traces
Thiamine 0.15mg
Riboflavine 0.23mg
Niacine 5.1udmg
Folate 39 ug
Acide ascorbique 25.9mg

1.6.2. Le cumin

1.6.2.1. Description

Le cumin (Cuminum cyminum) est une épice d’une couleur jaune clair, qui
devient plus foncé au contact de l'air velu, strié variant du vert au gris-brun, avec une

odeur aromatique et un goiit épicé et amer d’une petite plante herbacée annuelle
(figure 4) (Arvy et Gollouin, 2003).
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I Figure 4. La plante du cumin, (A : I’aspect de la fleur du cumin avant le séchage ; '

| . . , . . . |
i B : Les graines du cumin avant la récolte ; C : Aspect final des graine de cumin) (4). |

1.6.2.2. Classification

s Embranchement : Spermaphytes
% Classe : Dicotylédones

% Ordre : Apiales

s Famille : Apiaceae

% Genre : Cuminum

¢ Espece : Cuminum cyminum L (Vican, 2001).

1.6.2.3. Composition chimique
Les graines de cumin sont composées essentiellement des huiles essentielles
(25%-35% des parar-isopropy-benzaldehydes et 21% des alpha et beta pinenes), des
glucides comme la gomme et la pectine, des protides (18% acides aminés), des acides
gras qui sont: l’acide linoléique, I’acide oléique, I’acide polmitique et I’acide
petroselinique aussi des composes phénolique tels que les tanins et les flavonoides
(Arvy et Gollouin, 2003).

1.6.3. Le clou de girofle
1.6.3.1. Définition
Le girofle est un arbre inné. Les clous sont en fait des boutons de fleurs d’une
couleur verdatre puis elles deviennent rouges apres la maturation (Figure 5 et 6).

Apres I’étape de séchage les clous prennent une couleur brune lors de cette phase qui
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se déroule a I’air libre pendant un mois (Bremness, 2002 ; Berbelet, 2015 ; Chagra,
2019).

1.6.3.2. Classification

% Classe : Angiosperme.

% Ordre: Myrtales.

¢ Famille: Myrtaceae - Myrtacées
¢+ Sous-famille: Myrtoideae.

% Genre: Syzygium Gaerth.

Ce genre comprend 6 especes différentes (Berbelet, 2015).

1.6.3.3. Composition chimique
Les clous de girofles sont constitués essentiellement des huiles essentielles 15 a
20%.
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+ Des tanins.
% Un peu d’amidon et des matieres fibreuses cellulosiques.
% Ils contiennent aussi des composés terpéniques (10 % caryophylléne),

aliphatiques, aromatiques et hétérocycliques (Chagra, 2019).

1.6.3.4. Propriétés

L’huile essentielle du clou de girofle est constituée principalement d’Eugénol
(91.2%). Grace a ce compose le clou de girofle est considéré comme :

% Un antalgique : Par le blocage de la transmission de la douleur.

% Un anti-infectieux majeure : L’eugénol a une action bactéricide rapide,
également actif sur la flore buccale.

% Un antifongique a large spectre: par la destruction des champignons qui
sont a I’origine de certaines mycoses.

% Un anti-inflammatoire et antioxydant : Par I’inhibition des molécules
accusées dans le processus inflammatoire.

% Antispasmodique ; calmante et sédative : Par le blocage de I’action de
I’acétylcholine au niveau des synapses (bloque le passage de I’'influx nerveux d’un

neurone a I’autre) (Chakib, 2011 ; Ranoarisoa, 2012 ; Chagra, 2019).
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I. Stress oxydatif
I.1. Définition du stress oxydant

Un déséquilibre entre la production d’especes réactives de 1’oxygene (ERO) et les
capacités de défense antioxydante de 1’organisme produit ce que I’on appelle le stress
oxydatif (Baudin, 2020). Ce dernier peut causer plusieurs pathologies tels que : le cancer,
les maladies cardio-vasculaires ainsi qu’un vieillissement anticipé (Belaich et Boujraf,
2016).

Dans les conditions normales la balance antioxydants/ERO est équilibrée (figure 7),
mais elle peut étre déséquilibrée suite a un manque des antioxydants ou une production

excessive des radicaux libres (Favier, 2003).

Systéme de défense
par les antioxydants

e ——

Radicauxlibres
ERO & ERN

1.2. Les radicaux libres
1.2.1. Définition

Un radical libre est une molécule avec un ou plusieurs électrons non apparies, cela
veut dire qu’il est non couplé avec un autre électron, ce qui provoque une trés grande

combativité avec un autre élément (Leverex, 2009).

Il est possible que les RL soit dérivé de I'oxygeéne (espéce réactif de I’oxygene :
ERO) ou de I’azote (espéces réactifs d’azote ERA) (Hocine et Gorine, 2017).
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1.2.2. Formation des radicaux libres (origines)
1.2.2.1. Réaction d’oxydoréduction

Les RL se forment généralement a partir d’une espéce radicalaire suite a une réaction
d’oxydoréduction (Gardes-Albert et al., 2003).

% Réaction d’oxydation : R-X ——»R-X*+e — Re+X"+e
«» Réaction de réduction: R-X+e — 35 R-X¢ —» Re+X

L’¢lectron célibataire est représenté par un « ¢ ».

Exemple: H20; + Fe;* — HO-< + OH™ + Fes™ (Gardes-Albert et al., 2003)

1.2.2.2. Rupture homolytique
La rupture homolytique ou le clivage homolytique peut entrainer la formation de

deux entités avec un électron célibataire (Mehdid, 2018).

R-X — Re + Xe (Gardes-Albert et al., 2003)

1.2.3. Types des radicaux libres
Les radicaux libres sont classés en:

% Radicaux primaires : qui proviennent de l'oxygéne par des réductions a un

électron (Hocine et Gorine, 2017).
Exemple : Oz¢”, OHe, NOe.

++ Radicaux secondaires : se sont le résultat de la réaction des radicaux primaires sur

les constituants biochimiques de la cellule (Hocine et Gorine, 2017).
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Tableau 05: Les différents types des radicaux libres (Hocine et Gorine, 2017).

Oxygéne O2
Oxygeéne singulet 10,
Anion super oxyde Oz~
Radical hydroxyle OH
Radical hydroperoxyle HOO
Radical peroxyde ROO
Hydroperoxyde ROOH
Radical alkoxyle RO-

Peroxyde d'hydrogene H20:
Radical oxyde nitrique NO-

1.2.4. Les sources de production des radicaux libres
Les provenances des radicaux libres sont variées (figure 8) :

+ La pollution.

+ Le tabac.

¢ Les rayons UV.

¢ Les radiations ionisantes, les radiations cosmiques.
% Le métabolisme cellulaire.

% Les inflammations et tous types d’immunodéficience (Hocine et Gorine, 2017).
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1.2.5. Role des radicaux libres
1.2.5.1. Les radicaux libres chez ’homme

Les principales actions des RL sont en fait de lancer (déclencher) le signal

intracellulaire et aussi de garantir I’amplification de ce dernier soit:

¢ On modifiant 1’équilibre red/ox de la cellule.

++ Ou par modification oxydatif des protéines (Rezaire, 2012).
1.2.5.2. Les radicaux libres chez les plantes

Dans les circonstances normales les végétaux peuvent produire délibérément des RL

dans le but de :

Contrdler beaucoup de phénoménes comme : la défense contre des pathogenes,
I’apoptose et le comportement stomatique (structure anatomique permettant les sorties

d’eau sous forme de vapeur) (Rezaire, 2012).
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I1. Antioxydants et activité antioxydante
I1.1. Définition des antioxydants

Un antioxydant c’est une molécule capable de réduire ou bloquer ’oxydation des
molécules chimiques, tout en gardant les mémes propriétés nutritionnelles des denrées
alimentaires aussi ils maintiennent la qualité et prolongent leur durée de consommation
(Atti, 2014 ; Desmier, 2016 ; Hocine et Gorine, 2017).

Les épices sont fortunées en composés antioxydants, plusieurs revues ont classé la
cannelle en quatrieme classe parmi les 50 aliments enfermant les plus d’antioxydants

(Halvorsen et al., 2006).
I1.2. Classification des antioxydants
Les antioxydants sont classés en :
11.2.1. Antioxydants naturels
11.2.1.1. Antioxydants enzymatiques

Ce sont des antioxydants endogénes représentent la premiere barriére de défense
contre les RL qui englobe les enzymes suivantes (Baba et Mc-Grath, 2008 ; Bensakhria,
2018) :

¢+ Superoxyde distumase (SOD)

Il s’agit d’une métallo-enzyme ubiquitaire qui €carte 1’anion superoxyde par

dismutation suivant la réaction suivante (Bensakhria, 2018) :

020_ + 2H* SOD }——» HZOZ + 02

« Catalase

C’est une enzyme héminique ubiquitaire qui écarte H2O. par dismutation suite a

deux étapes excessives. Elle est située au cceur des globules rouges (Bensakhria, 2018) :

1. Catalase (Fe Ill) + H,0, ——— > Catalase (Fe V) H20:
2. Catalase (Fe V) H.02 + H,0, ———» Catalase (Fe IllI) + H20 + O2
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% Systéme Glutathion peroxydase / Glutathion réductase (GPx/GR)

C’est une sélénoprotéine responsable de 1’élimination de 70% des peroxydes
organiques et de 94% de H.O. par une réaction de réduction et suivants les deux réactions
suivantes (Bensakhria, 2018) :

1. 2GSH + ROOH — G-S-S-G + ROH + H20
2. G-S-S-H + NADPH + H* ———» 2GSH + NADP*

% Thioridoxine peroxydases (Trx)

Il s’agit une sélénoenzyme NADPH dépendante, responsable de I’¢limination de
I’H202, ROOH, ONOO™ par une réaction de réduction et suivant la réaction

suivante (Bensakhria, 2018) :
ROOH + NADPH+H* — 3 ROH + H,O + NADP*
1.2.1.2. Antioxydants non-enzymatique
Des antioxydants exogenes qui regroupent :
% Vitamine E

L’antioxydant primordial des lipides en forme d’a-tocophérol, elle a aussi une autre

activité de neutralisation de ’oxygéne singulier 'O (Bensakhria, 2018).
+“ Vitamine C (acide ascorbique)

Elle réagit d’une fagon directe sur les RL, elle participe a 1’élimination de 1’H20..

Présent sous une forme d’un acide déhydro-L-ascorbique (DHA) (Bensakhria, 2018).
 Provitamine A (caroténoide : -caroténe)
Elle coupe I’opération de la peroxydation des lipides (Bensakhria, 2018)

Il y a aussi d’autres vitamines comme vitamine P (flavonoides) et le coenzyme Q1o

(Bensakhria, 2018).
¢ Les oligoéléments

Cu, Zn, Mg, Se et Fe des cofacteurs qui jouent le role d’un barrage contre le stress

oxydant. IIs maintiennent I’activité catalytique des enzymes antioxydantes (Garait, 2006).
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Aussi le zinc et le cuivre jouent un trés grand role dans 1’activité des la SOD (Bouldjadj,

2009).

< Les protéines transporteuses

C’est le cas de la transferrine et le fer qui séquestrent les métaux impliqués dans la
formation des RL (Bensakhria, 2018).

+ Glutathion

C’est un agent antiradicalaire, un cofacteur des antioxydants enzymatiques (la GPx

principalement). Il joue un rble de réducteur des protéines oxydées par alliance avec

d’autres espéces électrophiles et suivant les réactions suivantes (Atti, 2014 ; Bensakhria,

2018) :

1. GSH + R® — GS° + RH
2. GS° + GS® —» GSSG

Tableau 06: Les sources nutritionnelles des différents antioxydants non-

Les antioxydants
Vitamine C

Vitamines E

[-caroténe
Sélénium

Zinc

Flavonoides
Acide phénolique
Tanins

Métabolisme de cystéine et

glutathion

enzymatiques (Atti, 2014).

Sources nutritionnelles
Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou, poivron

Huile de tournesol, de soja, de mais, beurre et dans
les ceufs et les noix
Légumes et fruits orangés et vert foncés

Poisson, ceufs, viandes, céréales et volaille

Viande, pain complet, légumes verts, huitres et
produits laitiers
Fruits, légumes et thé vert

Céréales complétes, baies et cerise
Lentilles, thé, raisins et vin

Caséine, lactalbumine (petit-lait), produits laitiers,
brocoli, chou, ceufs, poissons et viandes
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1.2.2. Antioxydants synthétiques

Il existe plusieurs types d’antioxydants synthétiques, parmi eux on trouve :

% La PG (gallate propylée)
% Le BHT (butylhydroxytoluene)

% Le BHA (butylhydroxyansiole) (Lisu et al., 2003).

Ce sont les plus utilisés a cause de leur efficacités et ils coutent mois cher comparés

aux antioxydants naturels. D’une autre part il y a une possibilité qu’ils deviennent toxiques

s’ils sont consommés d’une fagon excessive (Pieta, 2000).

1.3. Mécanisme d’action des antioxydants

Les antioxydants ont des modes d’action différents ; ils peuvent capter I''Oo, ils

désactivent les RL suite a une réaction d’addition ils sont aussi des chélateurs des métaux

de transition, ils réduits les peroxydes et les RL (Favier, 2006).

Tableau 07 : Les principaux modes d’action de quelques antioxydants (Huang et al.,

2005 ; Atti, 2014).

Nature

Défense non enzymatique Vitamine E

Vitamine C

Béta caroténe

Ubiquinone, acide urique

Défense enzymatique Superoxyde dismutase

Catalase

Glutathion peroxydase

Mode d’action

Participe aux réactions
d'oxydoréduction
Neutralise les radicaux

libres

Fixation des métaux de
transition

Inhiber la peroxydation
lipidique

Catalyse la dismutation de
I’anion superoxyde

Meétabolise H»0O;

Action réductrice sur H»O;

et les hydroperoxydes
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En suivant leur mécanisme d’action, les antioxydants sont classés en deux grandes

classes :

% Systeme de défense primaire : qui sert a prévenir la production des espéces
réactives de I’oxygene.
% Systeme de défense secondaire : cette classe englobe les antioxydants qui

permettent d’échapper 1’02 a devenir OH® (trés réactif) (Huang et al., 2005).

I11. Evaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante est détectée suite a plusieurs méthodes qui donnent des
résultats différents. Jusqu’a maintenant aucune méthode ne peut donner des résultats bien

précis (Georgieva et al., 2010).

I11.1. Piégeage du radical superoxyde (O2)

Ce test estime I’aptitude d’un élément a capter un RL, le radical superoxyde va
causer la réduction du NBT?* d’une couleur jaune en bleu de formazan de couleur pourpre
qui absorbe a 560nm. Lorsqu’un antioxydant capte I’anion superoxyde, la combinaison va

empécher la formation de la couleur bleu de formazan (Parejo et al., 2002).

Le pourcentage de réduction du NBT?* est calculer a partir des absorbances obtenues

au regard d’un témoin dépourvu de composé antioxydant (Parejo et al., 2002).

111.2. Piégeage du radical peroxyde d’hydrogéne (H20>)
L’absorbance de I’H202 dans le domaine UV est la méthode la plus utilisé pour

estimer I’aptitude du piégeage de cette molécule.

Lorsque la concentration du peroxyde d’hydrogene diminue dans le milieu (a cause

des éléments piégeurs) I’absorbance va diminuer également (Malgalhaes et al., 2008).

111.3. Piégeage du radical hydroxyle (OH)
La formation du radical hydroxyle est a partir d’un anion superoxyde et un

superoxyde d’hydrogéne suivant la réaction de Haber Weis (Castro et Freeman, 2001).



Chapitre 2 Stress oxydatif et activité antioxydante

L’aptitude des molécules a piéger I’OH est estimer par le pourcentage d’inhibition de
la réaction de ce dernier avec une molécule dite : molécule détectrice, comme le

désoxyribose, la thymine, la dopamine .... (Atti, 2014).

I11.4. Piégeage du radical peroxyle (ROO) par la méthode TRAP et ORAC

Dans la méthode de ORAC, la B-PE (une protéine trés sensible au stress) se dimérise
en présence du peroxyle, ce qui conduit a la décroissance de sa fluorescence cette
décroissance est liée a la concentration des RL dans le milieu réactionnel. Le méme
principe pour la méthode (TRAP) (Atti, 2014 ; Benhammadi, 2016).

I11.5. Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Le principe de ce test est d’estimer la capacité des molécules antioxydantes a réduire
le DPPH (d’une couleur violette), en contrlant la diminution de 1’absorbance de cette
molécule a 515nm. La forme réduite du DPPH est de couleur jaunatre (Figure 9) (Popovici
et al., 2009).

Q NO, Q NO,
N—rg—@—”oz + oy — N—:@*Noz + | | .
I 5

DPPH DPPH-H
Purple, 519 nm Colorless

H  represents antioxidant

I11.6. Reduction du Fer : FRAP (Ferric reducing ability of plasma)
Cette méthode est utilisée pour estimer la capacité du plasma a réduire le Fe3* en
Fe2*. En effet le Fe2* et la TPTZ forment un complexe qui absorbe a 594nm. Ce complexe

indique la présence d’un composé antioxydant dans le milieu (Benzie et Strain, 1996).



Chapitre 2 Stress oxydatif et activité antioxydante

I11.7. Blanchissement de la p-caroténe
L’oxydation de I’acide linoléique libére des radicaux libres qui provoquent la perte
de couleur de la p-carotene, d’une autre part la présence d’un agent antioxydant aide a la
neutralisation des RL provenant de I’acide linoléique et dans ce cas y aura pas d’oxydation

de la B-carotene (Kubola et Siriamornpun, 2008).
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I. Matériel

I.1. Matériel végétal

Nous avons travaillé sur trois épices: le Cumin (Cuminum cyminum), le Curcuma
(Curcuma longa), le Clou de girofle (Syzygium aromaticum). Ces épices sont disponible

dans le marché local algérien.

L’identification botanique des épices sélectionnées a été faite sur la base de la

description des caractéristiques organoleptiques.

Les épices ont été broyées en poudre. Le broyat (250g de chaque épice) va constituer

la matiére séche qui va servir a la préparation de 1’extrait méthanolique.
1. Méthodes

I1.1. Etude phytochimique
11.1.1. Préparation des extraits méthanoliques

Les extraits méthanoliques sont préparés selon la methode de Markhan (1982).
250g de la poudre de chaque épice (Cuminum cyminum, Curcuma longa, Syzygium
aromaticum) sont macerées dans le méthanol (80%) avec agitation de temps en temps.
Apreés filtration, le filtrat est évaporé dans un rotavapor a 45°C puis lyophilisé (Figure 10),

le lyophilisat est pesé pour calculer le rendement.
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11.1.2. Rendement des extraits

Le rendement de I’extrait brut est le rapport entre la masse de 1’extrait sec obtenue et

la masse du matériel végétal traitée. Ce rendement est calculé suivant cette équation :

R(%6) = (Me/Mv) x100

R(%0) : Rendement en %
Me : Masse de I’extrait.

Mv : Masse de la matiere végétale seche (Markhan, 1982).

11.1.3. Test préliminaires de la composition chimique

Les tests phytochimiques sont réalisés sur des solutions préparées a partir des extraits
méthanoliques dissous dans le méthanol. Selon les méthodes décrites par Trease et Evans
(1983).

11.1.3.1. Les alcaloides

Deux réactifs sont utilises : réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés

selon le protocole suivant :

% Réactif de Mayer : 5g de KI + 1.358g de HgCIl, solubilisés dans 100ml d’eau
distillée.
% Réactif de Wagner : 2g de Kl + 1.27g de I, solubilisés dans 100ml d’eau

distillée.

Evaporer 20ml de I’extrait méthanolique de chaque plante a sec, ajouter 5Sml d’HCI
(2N) au résidu et chauffer dans un bain marie. Filtrer le mélange et réaliser les tests avec le

réactif de Mayer ou de Wagner.

Introduire 1ml de filtrat dans un tube a essais puis ajouter 5gouttes de réactif. La

présence d’alcaloides est indiquée par la formation d’un précipité blanc jaunatre.
11.1.3.2. Tanin

Agiter 2ml de la solution a tester avec 2ml d’eau distillée, ajouter 2 a 3 gouttes de

solution de FeCls & 2%
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La présence des tanins est révélée par ’apparition d’une coloration bleue-noire ou

verdatre.
11.1.3.3. Les flavonoides

Traiter Sml de I’extrait avec quelques gouttes d’HCI concentré. Ajouter une quantité

de tournure de magnésium et laisser agir.

La présence des flavones aglycone est confirmée par I’apparition d’une couleur

rouge ou rose.
11.1.3.4. Les saponosides

Me¢élanger 5Sml de la solution a tester avec 10ml d’eau distillée pendant 2min. La

formation d’une mousse persistante aprés 15min confirme la présence des saponosides.
11.1.3.5. Stérols et triterpénes

Dans un bécher, introduire Sml de I’extrait a analyser, ajouter Sml d’anhydride
acétique, Sml de chloroforme et 1ml d’acide sulfurique (H2SO4) concentré dans la paroi de

bécher sans agiter. Laisser reposer 20min.

La formation d’un anneau rouge brunatre a la zone de contact des deux liquides et
une coloration violette de la couche surnageante révelent la présence de stérols et

triterpénes.
11.1.3.6. Les composés réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1ml de liqueur de Fehling (0.5ml de réactif A et 0.5ml
de réactif B) a Iml d’extrait a analyser et incuber I’ensemble 08min dans un bain marie

bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés

réducteurs.
11.1.3.7. Les coumarines

Introduire 1ml d’extrait dans un tube, ajouter 0.5ml de NH4sOH a 25%, mélanger et

observer sous UV a 366nm. Une fluorescence intense indique la présence des coumarines.
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11.1.3.8. Les mucilages

Introduire 1ml d’extrait dans un tube a essai et ajouter Sml d’éthanol absolu. Aprés
une dizaine de minutes, I’obtention d’un précipité¢ floconneux dans le mélange indique la

présence de mucilages.
11.1.3.9. Les terpenoides

Dans un tube a essai, ajouter a 2 ml d’extrait, 2 ml de chloroforme et 2 ml d’acide

sulfurique concentré.

L’apparition d’un anneau marron-rouge a l’interphase indique la présence des

terpénoides.

I1.1.4. Analyse de I’extrait méthanolique du Cuminum cyminum, Curcuma

longa et Syzygium aromaticum
11.1.4.1. Dosage de polyphénols

La teneur en composes phénoliques des trois extraits (Cuminum cyminum, Curcuma
longa et Syzygium aromaticum) a €eté estimée par la méthode de Folin-ciocalteu selon Li et
al., (2007) basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstic (WO4?>")
du réactif de Folin par les groupements oxydables des composés polyphénoliques,
conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleue. Ces derniers
présentent un maximum d’absorption dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans 1’échantillon (Georgé et al., 2005). Brievement, 1ml de réactif
de Folin (dilu¢ 10 fois) est ajouté a 200 pl d’échantillon ou de standard (préparés dans le
méthanol) avec des dilutions convenables, aprés 4 min, 800 ul d’une solution de carbonate
de sodium (0.75%) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 2 heures d’incubation a

température ambiante, I’absorbance est mesurée a 765 nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de la droite
d’étalonnage établie avec ’acide gallique (0-200 pl/ml) et est exprimée en mg EAG/ g

d’extrait (milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait).
11.1.4.2. Dosage des flavonoides

L’évaluation quantitative des flavonoides dans les trois extraits a été réalisée selon la

méthode de trichlorure d’aluminium (Bahorunet et al., 1996). Briévement, les échantillons
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sont préparés par la dissolution de 1mg extrait a 1ml méthanol. 1ml de chaque échantillon
est ajouté & 1ml de la solution d’AlCls (2%, dans le méthanol). Dix minutes apres le début

de la réaction, I’absorbance est lue a 430nm.

Une gamme étalon est établie séparément avec la quercétine (0-40 pg/ml) pour
calculer la concentration des flavonoides dans chaque extrait. Les résultats du dosage des

flavonoides sont exprimés en mg EQ/ g d’extrait.

11.1.4.3. L’évaluation de Pactivité anti-oxydante : Piégeage du radical libre
DPPH (2,2-diphényl-1-pierylhydrazyl)

Pour étudier I’activité antiradicalaire des trois extraits, nous avons oOpté pour la
méthode qui utilise le DPPH comme un radical libre relativement instable qui absorbe dans
le visible a la longueur d’onde de 515 a 520nm. Le test consiste a mettre le radical DPPH
(de couleur violette), en présence des molécules dite antioxydantes afin de mesurer leur
capacité a le réduire. La forme réduite (diphénylpicryl-hydrazine: de couleur jaune)
n’absorbe plus a 515nm, ce qui se traduit par une diminution de 1’absorbance (Sanchez-

moreno, 2002).

Selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005), la solution de DPPH est

préparée par solubilisation de 2.4mg de DPPH dans 100ml de méthanol (6x107° M).

25ul des solutions d’extraits ou standard (acide ascorbique) sont ajoutés a 975ul
DPPH, le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30min et la décoloration par rapport au
contrle négatif contenant la solution de DPPH et du méthanol est mesurée a 517nm.

L’activité¢ antiradicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

| . . _ (Abs controle) — (Abs échantillon) I
- % d'activité antiradicalaire = x 100
(Abs controle)

L’activit¢ antioxydante des extraits vis-a-vis le radical DPPH a été évaluée
sperctrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son

passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517nm (figure 11).
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Pour I’évaluation de cette activité, on a préparé une gamme de dilution allant de 0 a 2

mg/ml pour I’acide ascorbique et pour les trois extraits méthanoliques.

Les différentes densités optiques vont nous permettre de tracer pour chaque extrait,
une courbe d’une allure exponentielle, ce qui signifie I’existence d’une relation
proportionnelle entre le pourcentage de réduction du radical libre et la concentration de

I’extrait.
v" Calcul des ICsg

ICso (concentration inhibitrice de 50%), aussi appelée ECso (Efficient

concentration50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de

radical DPPH.

Les I1Cso sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction

de différentes concentrations des extraits testées (Torres et al., 2006).
11.1.4.4. Analyse qualitative par la chromatographie sur couche mince

La chromatographie est une méthode physique de séparation des mélanges en leurs
constituants, basée sur les différences d’affinité des substances a I’égard de deux phases,
I’'une stationnaire ou fixe, ’autre mobile. La chromatographie sur plaque (CCM), est

effectuée surtout en vue d’une analyse d’un mélange (Mamadou et al., 2018).

La phase stationnaire solide est fixée sur la plaque de CCM, et la phase mobile

liguide, nommée éluant, est un solvant ou un mélange de solvants.
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Pour la phase mobile, le meilleur systéme de séparation choisi est le BAE (n-Butanol
- Acetic acid : Eau) (60 : 15 : 35 V/V) (Mamadou et al., 2018)..

De chaque solution (quercétine, acide gallique et les trois EM), 5 ul sont déposés sur
la ligne de départ tracé au pied des plaques, ces dernieres sont ensuite introduites dans des
cuves de migration préalablement saturées par les vapeurs de la phase mobile (Mamadou
etal., 2018).

Aprés développement (lorsque le fond du solvant atteint la ligne supérieur), les

plaques sont séchées, puis visualisées séparément par deux systémes de révélation :

% Révélation physique : par une observation sous lampe UV & une longueur d’onde
de 254nm ou a 366nm.

% Revelation chimique : les plaques sont pulvérisées par un mélange vanilline
sulfurique (acide sulfurique : éthanol : vanilline ; 20 :80 :1 V/V/P), les spots issus de la
séparation sont révéles apres un séchage a 105°C pendant 10 min. Les rapports frontaux
sont ensuite calculés dont le rapport frontal est le rapport entre la distance parcourue par la
tache et celle du solvant (Mamadou et al., 2018).

Les rapports frontaux sont calculés on suivant cette équation :

Considérons :
Rf : rapport frontal ou rétention frontale.
d : distance parcourue par 1’échantillon.

D : distance parcourue par la phase mobile (Mamadou et al., 2018).
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. Résultats

1.1. Rendement d’extraction

Les extraits méthanoliques obtenus apres évaporation et lyophilisation sont
généralement sous forme d’une poudre de couleur brunatre pour le clou de girofle ou sous
forme d’un mucilage de couleur jaunatre pour le cumin et d’une couleur jaune intense pour
le curcuma (figure 12). Le rendement de I’extraction de 250g de poudre est présenté dans

le tableau 8.

Tableau 08: Rendement de ’extraction

Clou de girofle Curcuma Cumin

Rendement en g 37,480 15,67 15,54

% de rendement 14,99 6,26 6,21
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Clou de girofle Curcuma

L’¢étude de la figure (13) et du tableau (8) montre une variabilité du rendement entre
le clou de girofle qui donne une masse égale a 37,4809 correspond a 14,99%, un
rendement tres important comparé a celui du cumin avec 15,549 correspond a 6,21% et du
curcuma 15,67g correspond a 6,26%.

1.2. Tests phytochimiques

Les tests préliminaires de la composition chimique des trois épices sont réalisés sur
leur extrait méthanolique avec un réactif spécifique pour chaque test, basés sur des
réactions de caractérisation et de coloration montrent leurs richesses en plusieurs
métabolites. Le décelement est basé sur la formation d’une mousse, 1’apparition d’un
précipite, la modification de la couleur de la solution. Les résultats sont mentionnés dans le
tableau 9.
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Tableau 09: Résultats des tests phytochimiques.

((-) : absence de la molécule, (+) : présence de la molécule)

Cumin Curcuma Clou de girofle

(C.0) (C.L) (S.A)
Alcaloides - - -
Tanin + + +
Flavonoides + I +
Saponosides + + +
Stérols et triterpenes - + o
Composants réducteurs - + +
Coumarines + + +
Mucilages + - -
Terpénoides - + +
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| Figure 18. Test des stérols et ; Figure 19. Test des composés

triterpénes. réducteurs.
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1.3. Analyse des extraits méthanoliques

1.3.1. Dosage des polyphénols

La teneur en composés phénoliques des trois extraits a été estimée par la méthode de
Folin-ciocalteu. On se référant sur I’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage de I’acide gallique dont le coefficient de corrélation r = 0,9939 (figure 22).

0.25 -
y = 8,4881x + 0,0525 4
2 _
T R?=0,9939
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]
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O T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Concentration en mg/ml




Résultats et Discussion

Les résultats de dosage des polyphénols sont mentionnés dans le tableau (10) et la
figure (23).

Tableau 10 : Teneur en polyphénols des trois extraits.

Teneur en polyphénols
(mg EAG/qg extrait)

Clou de girofle 15,174
Curcuma 4,363
Cumin 7,073
16
14
12
10

H Curcuma

extrait)

H Clou de girofle

i Cumin

L’analyse des résultats montre que le cumin, le curcuma et le clou de girofle
contiennent respectivement 7,073 mg EAG/g extrait ; 4,363 mg EAG/g extrait ; 15,174 mg
EAG/g extrait notant que I’extrait de clou de girofle est le plus riche en polyphénols.

1.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode de trichlorure d’aluminium
(Bahorunet et al., 1996). On se référant sur I’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage de la quercétine dont le coefficient de corrélation r = 0,9309 (figure
24).
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Les résultats de dosage des flavonoides sont mentionnés dans le tableau 11 et la
figure 25.

Tableau 11 : Teneur en flavonoides des trois extraits.

Teneur en flavonoides
(mg EQ/g extrait)

Clou de girofle 0,503
Curcuma 1,003

Cumin 1,639
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L’¢étude des résultats montre que le cumin est le plus riche en flavonoides avec une
teneur de 1,639 mg EQ/g extrait, contre 1,003 mg EQ/g extrait pour le curcuma et de 0,503

mg EQ/g extrait pour le clou de girofle.

1.3.3. L’évaluation de P’activité antioxydante : Piégeage du radical libre DPPH

(2,2-diphényle-1-pierylhydrazyl)

L’évaluation de l’activité antiradicalaire a été réalisée in vitro par la méthode du
pi¢geage du radical DPPH. Les pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH nous ont
permis de tracer une courbe exponentielle pour chaque extrait (figure 26). Le pouvoir
antiradicalaire le plus élevé est de clou de girofle (90,48%) contre (82,87%) pour le cumin
et (89,02%) pour le curcuma, mais c’est toujours un pouvoir antiradicalaire inférieur a

celui de I’acide ascorbique (98,61%).
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A partir des ces courbes du pourcentage d’inhibition obtenus, nous avons pu
déterminer la valeur d’ICso de chaque extrait. Les 1Csq ont été utilisées par plusieurs
chercheurs afin d’aligner leurs résultats (Ranga et al., 2009 ; Ahmad et al., 2012).

La concentration inhibitrice piégeant 50% du radical DPPH pour I’acide ascorbique
est égale 0,30 mg/ml, celle du cumin est de 0,49 mg/ml, le curcuma avec 0,52 mg/ml et la

valeur la plus basse est des clous de girofle (0,1 mg/ml).
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Aprés le développement du chromatogramme, un systéeme de solvant vanilline
sulfurique était utilisé comme un moyen de révélation, le chromatogramme résultant
contient une série de spots (figure 28). Leur identification est basée sur la comparaison de
leurs rapports frontaux. Le tableau 12 exprime les valeurs des rapports frontaux des
différents spots.

Tableau 12 : Les rapports frontaux des spots obtenus.

Echantillon Quercétine Acide Clou de girofle Cumin Curcuma

gallique

Les rapports 0,92 0,47 0.92 0.92 0.92
frontaux 0.79 0.80 0.81
0.57 0.67 0.57
0.47 0.57 0.47
0.35 0.47 0.35

0.21 0.35

0,22 0.21

0.22

Le tableau des rapports frontaux montre que sept composés chez le clou de girofle
avec des valeurs de Rf différentes (0,92, 0,80, 0,67, 0,57, 0,47, 0,35, 0,21, 0,22) notant
que ’acide gallique (0,47) et la quercétine (0,92) sont présents. Bien que le cumin posséde
huit spots avec des valeurs Rf totalement differentes (0,92, 0,80, 0,67, 0,57, 0,47, 0,35,
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0,21, 0,22) dont I’acide gallique et la quercétine sont présents. Tandis que le curcuma
contient que trois autres spots avec celui de la quercétine et I’acide gallique (0.92, 0.81,
0.57,0.47, 0.35).

On constate que la quercétine et I’acide gallique sont présents dans les trois extraits,
le clou de girofle, le cumin et le curcuma ont cing spots en commun (0,35 ; 0,47 ; 0,57 ;
0,80 ; 0,92). Par contre le cumin et le clou de girofle ont une grande similarité avec sept

spots en commun.
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1. Discussion

Le stress oxydant est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules
ou un de nos tissus lorsqu’ils sont soumis a une production, endogene ou exogeéne, de
radicaux libres oxygénés qui dépasse leurs capacités antioxydantes. L’excés de radicaux
libres non neutralisés par les défenses est trées dommageable pour les macromolécules
essentielles de nos cellules, entrainant anomalies d’expression des génes et des récepteurs
membranaires, prolifération ou mort cellulaire. On peut lutter contre le stress par
I’homéopathie c'est-a-dire par un traitement bien adapté, par naturopathie ou par
phytothérapie qui veut dire la consommation des denrées alimentaires riches en
antioxydants (Levasseur, 2012).

Récemment, I’attention s’est portée sur les herbes et les épices comme source
d’antioxydants, qui peuvent étre employés pour se protéger contre les effets du stress oxydant

(Mata et al., 2007).

Cette étude se base sur I’évaluation du pouvoir antiradicalaire et antioxydant des
extraits du Cuminum cyminum « le cumin », Curcuma longa « le curcuma » et Syzygium
aromaticum « le clou de girofle ». Des épices trés connus dans la cuisine algérienne par

leurs bienfaits qui sont d’ailleurs utilisées depuis des millénaires.

I1.1. La composition phytochimique

L’extraction par les solvants organiques est souvent la méthode la plus pratiquée
pour la préparation des extraits de plantes. Cependant, Sahreen et al., (2010) ont montré
que le méthanol et I’eau ainsi que leur mélange a différentes concentrations sont les

solvants les plus utilisés pour une meilleure récupération de composés phénoliques.

Le procédé d’extraction utilisé dans la présente étude est basé sur la macération dans
le méthanol (80%), vue la capacité de ce solvant d’augmenter la perméabilité des parois
cellulaires et de faciliter I'extraction d’un grand nombre de composés polaires ainsi que des
composés de moyenne et de faible polarité. De méme, le déroulement de cette extraction a
température ambiante ainsi que I’épuisement du solvant a pression réduite permettent de
prévenir leur dénaturation ou modification probable due a la température élevée utilisée
(Seidel, 2005).
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Le rendement d’extraction des trois €pices a montré une grande différence entre
I’extrait du clou de girofle qui a donné une rente trés élevée (15%) comparée aux deux
autres espéces, cette valeur presque égale a celle de Jacques et al., (2021) qui ont déclaré
que le clou de girofle a donné aprés extraction un rendement de 14,5%.

Pour le cumin, le rendement était 6,21%, une valeur égale a celle trouvee par Atti,
(2014) et inférieur a celle de Boukort, (2020).

Le curcuma a donné un rendement de 6,26%, un rendement inférieur a celui déclaré
par Atti (2014) (9,6%) sur la méme épice.

Généralement, le rendement d’extraction dépend de plusieurs facteurs a savoir le
temps de macération, la température, le solvant d’extraction et la nature chimique de

I’échantillon (Lahsissene et al., 2009).

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits méthanoliques en utilisant
des solvants différents et des réactifs specifiques de révélation. La detection de ces
composes chimiques est basée sur des essais de solubilité des constituants, des réactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifigue ou un examen sous la

lumiére ultraviolette.

Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de plusieurs
métabolites secondaires comprenant les quatre groupes chimiques: les tanins, les
flavonoides, les saponosides et les coumarines dans les trois extraits et I’absence totale des

alcaloides ce qui signifie I’absence des substances toxiques dans les especes sélectionnées.

Les composants réducteurs, les terpénoides, les stérols et les triterpenes sont présents
uniquement dans le curcuma et le clou de girofle. Par contre les mucilages sont présents

uniguement dans le cumin.

Concernant le Cuminum cyminum, nos résultats ne sont pas en accord avec les
résultats de 1’étude de Boukort (2020) qui a indiqué la présence des composeés réducteurs
et des triterpenes. Pour les flavonoides, les saponosides, les coumarines et les tanins, nos
résultats sont similaires avec ceux de Boukort, (2020), d’Abbas et Maouche (2019), et de

Trigui, (2019), qui ont prouvé la présence de ces molécules dans cette épice.
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Pour le Curcuma longa, Neyrinck et al., (2013) et Augustin et al., (2021), ont
annonc¢ la présence de tous les composés chimiques étudiés a 1’exception la présence des

alcaloides.

Les résultats de ’analyse phytochimique de S.a réalisée par Jacques et Bradatan,
(2021) ont confirmé I’existence des alcaloides dans I’extrait de cette épice. Par contre
Sahraoui et al., (2016) sont en accord avec nos résultats et ils ont indiqué 1’absence des

alcaloides.

D’une fagon générale ; la différence au niveau de screening phytochimique des
plantes est expliqué par plusieurs facteurs : 1’origine botanique, le cycle végétatif, existence
des chimiotypes, la période de la récolte, la partie de la plante utilisée ...... (Darabpour et
al., 2011).

11.2. La teneur en polyphénols et en flavonoides

La méthode modifiée de Folin-ciocalteu s’est avérée efficace pour le dosage des
polyphénols totaux dans les trois extraits méthanoliques. Cette méthode a été choisie car
elle satisfait aux critéres de reproductibilité et de faisabilité. L’évaluation quantitative de
ces composés phénoliques a montré que la quantité de polyphénols dans I’extrait de clou
de girofle (15,174 mg EAG /g) est plus importante que celle de cumin (7,073 mg EAG /g)
et celle de curcuma (4,363 mg EAG /g). Par contre I’évaluation des flavonoides a montré
que I’épice la plus riche en composés flavonoiques est le cumin (1,639 mg EQ/g extrait)
puis le curcuma (1,003 mg EQ/g extrait) et enfin le clou de girofle avec (0,503 mg EQ/g

extrait).

Pouillard et Pouillard, (2011), dans une étude concernant la richesse des épices en
composés phénoliques a déclaré que le cumin est class¢é comme 1’épice le plus riche en
polyphénols aprés la coriandre et le poivre noir ce qui est cohérent aux résultats de notre

test de la teneur en composés phénoliques.

D’autre part, Francois et Frangois, (2013) ont déclaré que les compléments
alimentaires a base de clou de girofle, cannelle, coriandre, cumin peuvent étre prescrits
comme un traitement contre plusieurs maladies dues a des carences en flavonoides comme
I’insuffisance veineuse chronique ainsi que les troubles anxieux vue leurs richesse en
éléments flavonoiques, leurs résultats ont montré que le clou de girofle contient une teneur

trés élevée des flavonoides (20 mg EQ/q).
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Ajoutant les études de Lecerf (2021), et de Garjes (2016), concernant les
traitements alternatifs de la ménopause, ont affirmé I’efficacité des épices dans ce domaine
grace a leur richesse en polyphénols et en flavonoides. Leurs résultats ont montré que la
teneur en polyphénols pour le curcuma est de 2,6 mg EQ/g extrait, pour le cumin 5,3 mg
EQ/qg extrait et pour le clou de girofle est 11,3 mg EQ/g extrait.

Par contre Akter et al., (2019), dans leur étude sur le curcuma ont démontré que la
concentration totale des polyphénols présents dans 1’espéce du Curcuma longa est de
157,4 mg EAG/g extrait et 1089,5 mg EQ/g extrait pour les flavonoides des valeurs tres
élevée par rapport a celles trouvées dans notre étude et méme les études précédemment

mentionnées.

En effet, le contenu phénolique (y compris les flavonoides) d'une plante dépend d'un certain
nombre de facteurs intrinseques (génétique), extrinseques (environnement et stockage) la période
de la récolte et le stade de développement de la plante, ainsi la progression de temps d’extraction
qui peuvent également influencer sur I’estimation de la teneur en polyphénols et en flavonoides
(Locatelli et al, 2010).

11.3. Analyse de I’activité antioxydante

Le modele de balayage le radical DPPH instable est une méthode largement utilisée
pour évaluer les activités antioxydantes dans relativement peu de temps par rapport a
d'autres méthodes. DPPH est un radical libre instable et accepte un électron ou un radical

hydrogene pour devenir une diamagnétique stable molécule.

Le pouvoir antioxydant d’un extrait d’une plante dépend de sa composition ainsi que
les conditions de manipulation dans les quelles les tests ont été réalisés (Wong et Koh,
2006).

Selon Talbi et al., (2015), l'activité antioxydante est évaluée soit par le dosage des
produits formés (en particulier des hydroperoxydes), par des techniques photométriques
plus ou moins directes, ou par la mesure du pouvoir d’un composé a piéger des radicaux

libres.

L’évaluation de I’effet des épices sélectionnées dans la diminution du stress oxydant
est un objectif principal dans notre étude, raison pour laquelle il était indispensable de
I’étudier in vitro avant de passer a I’étude in vivo. Pour cela, on a réalisé le test de DPPH,

une méthode largement utilisée vue son cout et sa simplicité par rapport a d’autre méthodes
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onéreuse et compliquée. En effet le DPPH est un radical célibataire instable qui accepte un
électron pour devenir plus stable.

Le test de DPPH nous a permis de découvrir une variabilité dans 1’activité
antioxydante des trois extraits. On se basant sur les ICso calculées a partir des courbes du
pourcentage d’inhibition, I’extrait du clou de girofle a présenté une valeur de 0,1 mg/ml ,
cette valeur est plus inférieure que celle trouvée dans I’étude de Adli (2015). Le cumin a
présenté une valeur de 0,49 mg/ml, une valeur égale a celle de Atti (2014), et trés
supérieure a celle trouvée par Thippswamy et Akhilender (2005) et par Tasarova et al.,
(2011).

Concernant le curcuma, il a présenté une 1Cso = 0,52 mg/ml, une valeur égale a celle
déclarée par Atti (2014) et inférieure a celle de Rackova et al., (2009).

Wong et al., (2006), Tawaha et al., (2007) et Perez et al., (2007), ont montré que la
capacité¢ antioxydante d’une épice est fortement liée a la contribution des composés
phénolique. Par contre Atti (2014) et Dorman et al., (2003) ont montré que la capacité
antioxydante des épices examinées n’est pas fortement liée a leurs concentrations en
composés phénoliques mais a d’autres molécules a activité antioxydante, c’est ce qui a été
constaté dans notre étude, ou on a remarque que le pouvoir antioxydant des nos extraits est

beaucoup plus lié a leurs teneurs en flavonoides que celles des polyphénols.

Selon Nakatani (2000) et Brewer (2011) les épices sont des sources des molécules
antioxydantes naturelles, qui jouent un réle dans la prévention des maladies liées au stress
oxydatif. Ils sont huppées en composés antioxydants comme : I’acide gallique, I’acide
caféique, le curcumine pour le curcuma, la limonéne, la camphéne pour la
cannelle...(Touafek, 2010).

Par une comparaison entre les résultats de notre étude et les études précédentes on
peut dire que les trois extraits méthanoliques ont une activité antiradicalaire trés

importante. Cette activité est due a la présence des polyphénols et des flavonoides.

En effet L activité antiradicalaire est peut-étre liée a la présence des polyphénols et des
flavonoides dans ces extraits (Ismail et al., 2010). Le mécanisme de la réaction entre l'antioxydant
et le radical DPPH dépend de la conformation structurale de l'antioxydant (Kouri et al., 2007). Ce
dernier réagit avec le radical DPPH en réduisant un nombre égal aux groupements hydroxyles

portés par la molécule de I’antioxydant (Bondet et al., 1997).
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Selon Barreca et al., (2011) et Penyaringan (2016) I’action de ces antioxydants est

reposée sur les propriétés red/ox de leurs groupes hydroxyles.

11.4. Analyse qualitative par la chromatographie sur couche mince

Les résultats de I’analyse qualitative par chromatographie sur couche mince (CCM)
des nos extraits ont révélé une diversité de composé chimique notamment I’acide gallique
qui est un compose organique aromatique de la famille des polyphénols et la quercétine qui
est un composé organique appartient de la famille des flavonoides. Ce qui confirme la
richesse des trois especes en composés phénoliques et en flavonoides. Belaziza et Bettiche
(2019), ont prouvé aussi la présence de I’acide gallique dans I’extrait aqueux et

méthanoique du Curcuma longa.

Sachant que les travaux de Draidi (2005) sur I’analyse qualitative par CCM des
huiles des graines de Cuminium cyminum et leurs extraits ont démontré la présence de

I’acide gallique, la quercétine, et d’autres molécules ....

Concernant I’analyse par CCM de I’espéce de Syzygium aromaticum, plusieurs
études ont été faites sur les huiles essentielles, les extraits méthanoiques, les extraits
éthanoiques et méme les extraits aqueux prouvant tous la richesse de clou de girofle en
acide gallique (Atmani et Baira, 2015 ; Laurent, 2017 ; Chagra, 2019).

Conclusion et perspectives
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La connaissance et l'usage des ¢épices constituent un vrai patrimoine de
I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est trés accentuée
dans ces derniéres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette diversité en
propriétés biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une
gamme extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par la plante non seulement
comme des agents biologiques comme les bactéries, virus, herbivores et prédateurs mais

aussi comme des agents chimiques tels que les oxydants.

Les molécules naturelles de nature phénolique sont trés recherchées en phytothérapie
vue les effets secondaires des médicaments et les séquelles néfastes des antioxydants de

synthese a savoir le Syzygium aromaticum, le Cuminum cyminum et le Curcuma longa.

Notre étude a été consacrée a étudier le pouvoir antiradicalaire de 1’extrait
méthanolique lyophilisé de trois épices : le Syzygium aromaticum, le Cuminum cyminum et

le Curcuma longa, a la lumiére des résultats obtenus, on peut conclure que :

v" Le screening phytochimique a montré la richesse de le Syzygium aromaticum, le
Cuminum cyminum et le Curcuma longa.en plusieurs principes actifs tel que flavonoides,
les tanins, les saponosides, et les coumarines.

v" L’investigation phytochimique quantitative a dévoilé que les trois épices étudiées
sont riches en polyphénols totaux et en flavonoides.

v" Les trois épices sont douées d’une activité antiradicalaire prouvée in vitro en

utilisant 1’effet scavenger du radical stable (DPPH).

Les résultats de ce travail constituent une étape préliminaire de 1’étude de ces épices,
la continuité de ce travail s’avére primordiale et des travaux de recherches

complémentaires, précis et approfondis sont nécessaires:

v Etude phytochimique avancée.

v" Confirmation de I’activité antioxydante et anti-inflammatoire par d’autres tests in
vitro et in vivo.

v Identification des molécules responsables de différentes activités biologiques en

utilisant des techniques d’identification plus performantes.
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v" Evaluation d’autres activités biologiques telles que D’activité anticancéreuse,
antidiabétique, antimicrobienne.......

v Etude du mode d’action des substances isolées.
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