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Introduction

Actuellement, le développement des pathologies a stress oxydatif, I’antibiorésistance
et I’effet indésirable de certaines molécules pharmaceutiques de synthése, ménent les
chercheurs a puiser dans le monde végétal en quéte d’une solution alternative. En effet, pres
de la moitié des médicaments que nous utilisons ont une composition d’origine naturelle, et le
guart renferme des extraits ou des molécules actives provenant directement des plantes
médicinales. Ainsi, par I’intermédiaire des médicaments de synthese ou d’hémi-synthese
autant que par le biais de la phytothérapie, les plantes constituent le mode de traitement le
plus répandu dans le monde, y compris dans les pays occidentaux (Ladoh et al., 2014). Les
propriétés thérapeutiques de ces matrices naturelles sont le plus souvent attribuées a la
présence de composes bioactifs appelés métabolites secondaires (Abeysekera et al., 2019).
Ces hiomolécules, a vertus thérapeutiques complémentaires ou synergiques, font I’objet
aujourd’hui d’un regain d'intérét de la part des scientifiques, du fait qu’elles sont étudiées et
reproduites chimiquement pour étre incorporées dans certaines préparations
meédicamenteuses. Parmi I’ensemble des métabolites secondaires, les polyphénols représentés
majoritairement par les flavonoides, suscitent de plus en plus dintérét, car ils sont considérés
comme de trés puissants antioxydants, (Morand, 2014). Dans I’arsenal des plantes
meédicinales formant une source naturelle des ces molécules bioactives on trouve la cannelle
et le gingembre. Tous deux des é éments essentiels de |la médecine ayurvédique, tres utilise en
pharmacopée traditionnelle depuis la nuit des temps (Han et al., 2013 et Beggmohun et al.,
2014). Bien que la principale application de la cannelle et du gingembre soit une application
culinaire, ces derniers sont cratérisés par plusieurs vertus thérapeutiques telles que les
propriétés antiradicalaires, antimicrobiennes, antiparasitaires anti-inflammatoires. Il a été
aussi indiqué qu’ils semblent réduire la glycémie, le cholestérol sérique et la pression
artérielle, et donc caractérisés par des effets cardiovasculaires bénéfiques (Ranasinghe et al.,
2013). Cependant, il a été établi que I’efficacité phytothérapique et/ou pharmaceutique d’une
plante médicinale, repose essentiellement sur I’aspect qualitatif et quantitatif de I’extrait issu
de cette plante (Gulgin et al., 2011). C’est dans ce cadre que s’inscrit I’objectif de ce présent
travail. Il s’intéresse dans un premier temps, a extraire les composés phénoliques de
Cinnamomum zeylanicum et Zingiber officinale Roscoe, en utilisant un solvant organique et
dans un deuxieme temps, cribler I’extrait le plus riche en polyphénols et en flavonoides ayant
I’activité antioxydante la plus importante et ce dans I’optique de I’exploiter dans les stratégies

de lutte et de prévention vis-a-vis des pathologies a stress oxydatif.
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l.1. Objectifs
L’objectif de cette présente étude consiste a :

v' Extraire les composés phénoliques de deux matrices végétales Cinnamomum
zeylanicum (la cannelle) et Zingiber officinale Roscoe. (le gingembre) via latechnique
de macération et par I’utilisation du solvant organique I’éthanol absolu.

v Quantification de lateneur totale en composés phénoliques et en flavonoides.

v’ Evaluer I’activité antioxydant des deux matrices végétales par le biais de la technique
FRAP (pouvoir réducteur de fer).

v Criblage de I’extrait phénolique ayant I’activité antioxydante la plus importante.

|.2. Lieu et duréedetravail

La démarche expérimentale relative a cette présente étude a été réalisée sur  une période qui
s’étale du 17 Décembre 2019 au 14 Mars 2020, €elle a été effectuée au sein de laboratoire
d’Amélioration et de Valorisation des Productions Animales Locales Université Ibn

Khaldoun- Tiaret-

|.3. Matériel et produits chimiques
Le matériel et les produits chimiques nécessaires a I’accomplissement de ce present travail

sont cités dans le tableau ci-dessous :
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Tableau N° 01: Matériel et produits chimiques utilisés

Materiel et Appareillages

Produits Chimiques et réactifs

Agitateur magnétique (ROTMAG)
Balance anaytique (OHAUYS)
Etuve (Heraeus)
Spectrophotométre (OPTIZEN)
Micropipettes (ACUMAX)

Vortex ( Techno Kartell)

Acide gallique (C;HgOs; PM=170,12g/mol)

Acide trichloracétique (163,38g/mol)

Carbonate de sodium (Na,COs5;PM=106 g/mol )
Chlorure defer 111 (FeCls; PM=162,2g/mol)
Ethanol absolu

Ferricyanure de potassium, K3 [Fe™(CN)¢] ; PM=
329,26 g/mol

Phosphate de potassum dibasique (K;HPOy;
PM= 228,23 g/mal).

Phosphate de potassium monobasique (KH2POy;
PM= 136,09 g/mal).

Quercitine (C15H1007 ; PM=302,236 g/moal)

Reéactif de Folin-ciocalteau (PM=188,14g/moal, 2N)
Trichlorure d’aluminium (AICl3; PM=133,34g/mol)
Vitamine C (C¢HgOg; PM =176,128 g/mol)
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|.4. Matériel végétal

Les deux plantes médicinales utilisées au cours de cette étude, a savoir I’écorce de
Cinnamomum zeylanicumde la famille Lauraceae et le rhizome de Zingiber officinale Roscoe
de la famille Zingibéracée. Ont été achetées le 10 Décembre 2019, chez un herboriste de la
wilaya de Tiaret, sous forme d’écorce séche et un Rhizome frais. Ces derniers ont été
identifiés au sein de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I'université Ibn
Khaldoun de Tiaret.

|.5. Procédure expérimentale

La démarche expérimentale globale concernant cette étude est illustrée par I’organigramme
suivant :
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Cinnamomum zeylanicum. Zingiber officinale Roscoe.
(Cannelle) (Gingembre)
J
4 Y )\

L avage, Découpage et Séchage a 50°C pendant 4 jours

!

Broyage mécanique et Tamisage a 500 um

}

Macération sous agitation 5 g de matiére végétale dans 50 ml d’éthanol absolu ]

pendant 24 h a température ambiante

Filtration sur papier filtre

h

[ Evaporation a 50°C pendant 24

Détermination du rendement d’extraction et conservation a -20°C ]
-
Extraits phénolique secs ]
g -
Analyses phytochimiques Evaluation de I’activité
antioxydante
( N\
Dosage des polyphénols
N totaux J Test deréduction defer
FRAP
| Dosage des flavonoides
- L totatix )

Figure N°01: Diagramme récapitulatif de la démarche expérimentale.
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1.5.1. Préparation du matériel végétal

L’ecorce de Cinnamomum zeylanicumet le rhizome de Zingiber officinale Roscoe, ont
été soigneusement nettoyés et découpés en petits morceaux,ces derniers ont été sechées a
I’étuve, a une température de 50 °C pendant 4 jours. les morceaux sechés ont été ensuite
broyés dans un broyeur et tamisés dans un tamis ayant un diametre de 500 um de maniére a

obtenir une poudre a partir de laquelle les extraits ont été réalises.

|.5.2. Préparation desdifférentsextraits
1.5.2.1. Extraction a froid ou Macération
Lamacération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser la poudre
du matériel végétal (broyat) en contact prolongé avec un solvant (éthanol) pour en extraire les
principes actifs (composés phénoliques et flavonoides). C’est une extraction qui se fait a
température ambiante et qui a I’avantage de préserver les substances thermosensibles. Cette
méthode d’extraction a été effectuee selon le protocole décrit par Hadrich et al., 2014, avec
guelques modifications.
» Principe
Le principe de cette méthode consiste a laisser s§ourner un solide dans un liquide afin
d’en extraire les principes actifs. Pour ce faire, le solvant doit franchir la barriere de
I’interface solide/liquide, ensuite dissoudre le composé actif présent a I’intérieur et I’entrainer
vers I’extérieur. Plusieurs auteurs suggerent que I’entrée du solvant se fait par un mécanisme

osmotique et la sortie du soluté se fait par dialyse ou par diffusion (Mompon et al ., 1998).
» Technique

En effet, 5 g des échantillons sous forme de poudre de Cinnamomum zeylanicum, du
rhizome de Zingiber officinale Roscoe. , ont été macérés dans 50 ml de solvants éthanol
absolu sous agitation magnétique pendant 24h a une température ambiante et a I’obscurité.
Apres filtration sur papier filtre, le filtrat obtenu a été débarrassé de son solvant par
évaporation a 50°C et ce afin d’obtenir des extraits secs. Ces derniers, ont été conserves a -20

° C pour des éventuelles expérimentations (M ompon et al ., 1998).

1.5.2.2. Dé&ermination du rendement
Le poids de I’extrait sec a été calculé par la différence entre le poids de la boite de Pétri en
verre contenant I’extrait (apres élimination du solvant) et le poids de la boite de Pétri vide. Le
rendement de I’extraction est exprimé en pourcentage (Mahmoudi et al., 2013 et Falleh et
al., 2008). Il est calculé par laformule suivante:
v
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[ R% = (PF/ PI) x100 ]

AvVec:

R : le rendement en pourcentage (%)
PF : le poids de I’extrait sec en g
Pl : le poids de la poudre mise a I’extraction en g

|.6. Analyses phytochimiques
|.6.1. Préparation des solutions des extraits

L’extrait éthanolique de la cannelle (EEC) et du gingembre (EEG), ont été reconstitués
dans le solvant d’extraction avec la méme concentration (150 mg/ml). Ces derniers ont été

préparés fraichement pour réaliser les analyses ultérieures.

|.6.2. Dosage des composes phénoliques totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits a éé effectué
spectrophotométriquement selon la méthode au Folin-ciocalteau décrite par Singleton et ses
collaborateurs., (1999) et Ribéreau-Gayon, (1968).

» Principe

Le réactif de Folin-ciocateau de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3F’\N12040) et d’acide phosphomolybdique (H3 PMOle4o)'Le principe
de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques en milieu alcalin par ce
réactif, cette réaction entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungsténe de
couleur bleu présentant un maximum d’absorption a une longueur d’onde A=760nm et dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de composés phénoliques présents dans
I’échantillon, le dosage des composés phénoliques a été effectués par la comparaison de la
densité optique observée a celle obtenue par un étalon d’acide galique de concentration

connue.

La quantification des polyphénols totaux a été faite a I’aide d’une courbe d’étalonnage

linéaire, réalisée dans les mémes conditions que celle de I’échantillon (voir annexe I11), en
utilisant I’acide galliqgue comme standard (figure N° 02). Cette courbe a été établie avec des

concentrations précises (alant de 1- 0,0039 mg/ml). Les résultats sont exprimés en

8
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milligramme d’équivalents de I’acide gallique par gramme de matiére végétale séche (mg
EAG/gMS).

C OO H

Figure N° 02: Structure de I'acide gallique.

» Techniques

250 ul de différents extraits préparés préarablement avec des dilutions convenables.Ont
été gjoutés a 250 ul de réactif de Folin Ciocalteu (RFC) ayant une concertation de 0,2 N,
apres une incubation de 2 minutes a I’obscurite, 500ul de Na,CO3 a7,5 % a été additionné. Le
mélange ainsi obtenu a été incubé de nouveau pendant 20 min a une température ambiante et
a I’abri de la lumiére. L’absorbance est ensuite mesurée via le spectrophotometre & 760 nm
contre un blanc sans extrait. Notons qu’une courbe d’étalonnage a été parallelement réalisée
(voir annexe 111) afin de quantifier le taux de polyphénols totaux dans nos extraits. L’acide
galique a été utilisé comme standard de référence, ce dernier a subi les mémes conditions
expérimentales que I’échantillon. Les teneurs en composés phénoliques ont été exprimées en

mg EAG/ g de matiere seche selon laformule suivante :

[ C=(cxDxV)/m ]

Avec:
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C : Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/ g MS)

c : Concentration de I’échantillon lue.

D : Facteur dedilution.

V : Volume de I’échantillon en ml utilisé pour I’extraction

m : Masse de I’échantillon en g utilisée pour I’extraction

|.6.3. Dosage des flavonoides

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de
Cinnamomum zeylanicum et Zingiber officinale Roscoe a été réalisée par la méthode de

Bahorun et al, 1996.

» Principe

Le dosage des flavonoides est basé sur un test colorimétrique utilisant le trichlorure
d’aluminium AICIl; avec lequel ils forment des complexes acides stables soit avec le
carbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones et
des flavonols. Par ailleurs, le trichlorure d’aluminium(AICl3) peut également former des
complexes acides labiles de couleur jaune avec les groupements orthodihydroxyles
éventuellement présents sur le noyau A et/ou B des flavonoides (Chang et al., 2002). Ceci
traduit le fait que le métal perd deux électrons pour s’unir & deux atomes d'oxygene de la
molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons. La couleur jaune présente une

absorption maximale a 430 nm.

» Technique
La méthode décrite selon Bahorun et al, 1996, est adoptée pour déterminer la teneur en
flavonoides totaux dans les différents extraits de deux plantes Cinnamomum zeylanicum et

Zingiber officinale Roscoe.

Un volume de 1ml de chague extrait convenablement dilué dans le solvant d’extraction
éthanol, a été gjouté a 1ml de solution chlorure d’aluminium AICIl; a2 %. Ensuite, apres 10
min d’incubation I’absorbance a été lue a 430 nm. La quantification des flavonoides a été faite
en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire réalisée par la quercétine a différentes
concentrations (allant de 80 a 0,625 pg/ml) traitée par les mémes conditions que I’échantillon.

(Figure N°03). Les résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent de quercétine par

10
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gramme de matiere seche (mg EQ/g MS). La teneur en flavonoides totaux des échantillons

analyseés est calculée par laformule suivante :

[ C=(cxDxV)/m ]

Avec:
C: Teneur en flavonoides exprimée en mg Equivalent Quercitinepar g dematiereseche.
c:Concentration de I’échantillon lue.
D :Facteur dedilution.
V :Volumeutilisépour I’extraction en ml

m :Masse del’échantillon en g utilisé dans I’extraction

oH O

Figure N° 03: Structure de la quercétine.

1.7. Evalaution de I’activité antioxydante

Dans cette étude, la mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro de nos extraits issus
de Cinnamomum zeylanicum et Zingiber oficinalle Roscoe., a été réalisée par une technique
chimique a savoir latechnique FRAP, Ferric Reducing Antioxydant Power Assay, basée sur la

réduction du fer par les antioxydants presents dans les plantes.

1.7.1. Pouvoir réducteur du fer : Ferric Reducing Antioxidant Power ; FRAP

» Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. L’activité des
extraits est déterminée selon la méthode d’Oyaizu, 1986. Les substances ayant un potentiel de
réduction, réagissent avec le fer ferrique (Fe*) présent dans le ferricyanure de potassium

K3Fe(CN)g pour former le ferrocyanure de potassium Fer (11), qui réagit a son tour avec le
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chlorure ferrique (FeCl3) pour donner lieu a un complexe ferrique ferreux de couleur bleu
foncé et qui a une absorption maximale a 700 nm (Jayanthi et Lalitha, 2011).

» Technique
0.5 ml de chaque extrait solubilisé dans le solvant d’extraction ou de I’antioxydant
standard est mélangé avec 0.5 ml de tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 0.5 ml de
ferricyanure de potassium [K3Fe(CN) ¢] a 1%. Le mélange réactionnel est incubé a 50°C
pendant 20 min. Ensuite, 0.5 ml de TCA (acide trichloroacétique) a 10% sont gjoutés. Un
aliquote del ml est mélangé avec 1 ml d’eau distillée et 0.5 ml de chlorure de fer FeCl3 (0.1
%). L’absorbance du mélange réactionnel est lue a 700 nm contre un blanc préparé de la
méme maniére, en remplacant I’extrait par de I’eau distillée. Le contrble positif est
représenté par trois solutions d’antioxydant standard : I’acide gallique, la quercétine et
I’acide ascorbique dont les absorbances ont été mesurées dans les mémes conditions que les
échantillons. Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir
réducteur des extraits testés. Le potentiel réducteur des extraits et des standards est exprime
par les valeurs de concentrations effectives a 50% (CEso) (Chang et al., 2007).
La CEso a été rapportée comme étant la quantité d'antioxydant requise pour réduire 50% la
concentration initiale de ferricyanure de potassium. Tous les essais ont été effectués au
moins six fois et les graphiques ont été traces en utilisant la moyenne de six déterminations
(voir annexe 1V).
1.8. Analyse statistique
Les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne + erreur standard a la moyenne.
L’analyse des données a eté réalisée a I’aide du logiciel Statistica StatSoft, (version 6.1,
Statsoft, Tulsa. OK).). L’ANOVA a un facteur a été utilisée pour effectuer la comparaison des
moyennes. Cette analyse a été suivie par le test post-hoc Ducun afin de déterminer les
différences significatives et comparer les moyennes deux a deux. Les différences ont été
considérées comme dstatistiqguement significatives pour un p value inferieur 0,05 dans

I’ensemble des analyses statistiques. Les constations suivantes ont été retenues :

» Pour un P<0,05 la différence est significative (*)
» Pour un p<0,01 la différence est trés significative (**)
» Pour un p<0,001 Ila différence est hautement sSignificative (***)

12
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

11.1. Rendements d’extraction
La figure N °04 illustre les rendements obtenus aprés I’extraction des composés

phénoliques de Cinnamomum zeylanicum (cannelle) et de Zingiber officinale Roscoe
(gingembre),en utilisant de I’éthanol pur comme solvant d’extraction et via la méthode de

macération.Ces rendements sont exprimeés en pourcentage massi que.

Rendement d'extraction (%)

12 1 W Cannelle
¥ % % .

10 - | Gingembre

§ -

b% massique
-

Cannelle Gingembre

Figure N° 04 : Rendement d’extraction des composés phénoliques de Cinnamomum zeylanicum
(Cannelle) et Zingiber officinale Roscoe (Gingembre)

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6;

(*) difference significative : EEC vs EEG)

Le calcul des rendements par rapport au poids sec de la poudre (59 de matiére végétale
utilisée pour I’extraction), indique que I’extrait éthanolique issu de la cannelle(EEC) présente
le rendement le plus élevé évalué a 9.47 £ 0.52 % en comparaison avec I’extrait éthanolique
issu du gingembre, on note une vaeur de 5.86 + 0.37%. Cette différence est hautement
significative avec un p de 0.0003.

Le résultat du rendement en polyphénol d’extrait éthanolique de la cannelle au cours de
cette présente étude différe de celui obtenu par Kamath et al., 2003. Ces auteurs indiguent un
rendement de 15.30 % et ce apres avoir réalisé une extraction des composés phénoliques de la
cannelle en utilisant I’éthanol comme solvant et la macération comme technique d’extraction,

cependant la durée d’extraction utilisée par ces auteurs est de 72 h au lieu de 24 h.
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Ervinaet ses collaborateurs., 2016 indiquent que I’extraction des composés phénoliques de
Cinnamomum zeylanicum par infusion a 90°C pendant 20 min sans agitation, donne un
rendement de 18.83%. Santiago-Adame et al., 2015 signalent un rendement en polyphénols
d’environ 4.75%. Ces auteurs ont utilises la méme technique que Ervina et son équipe, soit
une infusion de Cinnamomum &80 °C et sous agitation continue pendant 10 minute. Dans une
autre investigation menée sur les activités antioxydantes et anti-mutagéniques de I’écorce de
Cinnamomum zeylanicum, I’extraction des composés phénoliques de cette écorce, en utilisant
le méthanol comme solvant d’extraction, révele un rendement nettement supérieur, évalué a
4,99 * 1.31%, en comparaison avec les rendements obtenus en utilisant I’éthyle acétate et
I’acétone comme solvant d’extraction, on note 1.87 + 0.18 %et 1.74 + 0.78% respectivement.
Ces rendements sont trés inférieurs a ceux obtenus au cours de notre éude, cette différence
pourrait s’expliquer par le fait que la technique d’extraction utilisée par ces auteurs est la
technique de soxhlet et non pas la macération (Jayaprakasha et al., 2007).

L’extrait éthanolique du gingembre quant & lui présente un rendement d’extraction
nettement supérieur, a celui obtenu par Oluwamayowa Okea et al., 2019. Ces auteurs
rapportent un rendement d’extraction de 2%, malgré qu’ils aient utilisé la méme technique et
le méme solvant que ceux utilisés durant cette présent étude. Toutefois le rhizome du
gingembre utilisé par Oluwamayowa Okea était pelé et frais. Ce résultat est confirmé par une
autre étude, ou le rendement d’extraction de Zingiber officinale Roscoe est de 2.96x
0.32 (Kegjing et al.,2015). Un rendement de 25.26 % d’un extrait hydroalcoolique du rhizome
de gingembre est indiqué par Thiraphatthanavong et ses collabor ateurs., 2014. Néanmoins,
il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la littérature, le rendement n’est que
relatif et dépend de la méthode et des conditions experimentales dans lesquelles I’extraction a
été effectuée, essentiellement la méthode, les solvants utilises, la température et le temps
d’extraction. Aussi il est largement admis que les variations des rendements d’extraction
pourraient étre attribuées non seulement a la différence de la polarité du solvant utilisé,
qui joue un réle clé dans I'augmentation de la solubilité des composés phénoliques, mais
aussi la polarité des composés phénoliques qui constituent I’extrait (Ryan et al., 1999 ;
Naczk et Shaidi, 2004; Conde et al., 2009; Felhi et al ., 2017).

I1.2. Quantification des composés phénoliques
I1.2.1. Quantification des polyphénolstotaux (PT) et des flavonoidestotaux (FT)

Le contenu en polyphénols totaux et en flavonoides est déterminé a partir de I’équation de
régression linaire de la courbe d’étalonnage réalisée avec un extrait de référence, a savoir
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I’acide gallique et la quercétine a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en
mg équivalent d’acide gallique (EAG) et en mg équivaent de quercétine (EQ)par g de matiére
seche. Les résultats sont presentés dans les figures N°05 et n°06.

(A) ®) BEEC
- BEEC
g : :
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S 400 S 40 o
= g
= X
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= £
:g_ 100 :%
&
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EEC FEG EEC EEG
Figure N° 05 : Teneur en composés phénoliques Figure N° 06 : Teneur en flavonoides totaux
totaux exprimée en mg EAG / g de matiére seche exprimée en mg EQ /g de matiére séche de
de Cinnamomum zeylanicum et Zingiber Cinnamomum zeylanicum et Zingiber
officinale officinale

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6 ; (*) difference significative:
EEC vs EEG)

D’apres nos résultats, il ressort que I’extraction par la technique de macération en utilisant
I’éthanol absolu, aboutit a des teneurs en composés phénoliques et en flavonoides trés
différentes. Ces teneurs varient considérablement entre les deux plantes. On constate que
I’extrait éthanolique de la cannelle (EEC) représente le taux le plus élevé en polyphénols en
comparaison avec I’extrait éthanolique du gingembre (EEG). Les valeurs obtenues sont de
I’ordre de 477.14 = 20.06 mg EAG /g de MS et 320.75 + 468 mg EAG/g de MS
respectivement. Cette divergence est hautement significative avec un p = 0.0001. Il apparait
clairement que la teneur en flavonoides la plus élevée est obtenue avec I’extrait éthanolique
du gingembre soit une teneur de 51.11 + 4.32 mg EQ/ g de MS, I’extrait éthanolique de la
cannelle quant a lui présente une teneur de 33.67 = 1.83 mg EQ/g de MS (voir figure n°10).

Cette différence est tres significative avec un p évalue a 0.004.
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Les résultats de la quantification des polyphénols obtenus au cours de cette étude
corroborent ceux présentés par Przygodzka et al., 2013, ces deniers rapportent que I’extrait
éthanoligue de la cannelle est parmi les extraits les plus riches en composés phénoliques en
comparaison avec les extraits issus d’autres épices essentiellement I’extrait éthanolique du
gingembre (140,8 4170,4 mg EAG/g de MS. Versus 2,2 2a10,8 mg E AG/gde MS). Aussi Lu
et al., 2011. rapportent la méme constatation dans leur étude.Les teneurs en polyphénols de
I’extrait éthanoligue de la cannelle et du gingembre obtenus par cette équipe est de 45.24 +
2.41 versus 9.20 + 0.50, cependant ces teneurs restent inférieures aux teneurs obtenues au
cours de cette présente étude. Cette divergence est liée aux conditions d’extraction utilisées
par Lu et ses collaborateurs, ces derniers ont réalisés une extraction par macération dans de
I’éthanol a 60°, pendant 24 heures et a une température de 35 C°. Par ailleurs dans une étude
comparative des propriétés antioxydantes et du contenu phénolique total réalisee sur 30
extraits issus de plantes ayant un intérét industriel, les quantités en polyphénols de I’extrait
agueux de la cannelle et du gingembre sont de 309.23 + 0.05 et 26.18 + 0.23 mg EAG/g de
MS respectivement (Dudonne et al., 2009).

Les résultats concernant les teneurs en composés phénoliques de I’extrait éthanolique de
la cannelle obtenue au cours de notre étude sont largement supérieurs a ceux signalés par
Mathew et Abraham, 2006, on note 477.14 + 20.06 versus 289.0 + 2.2 mg EAG/g de MS.
Cependant ces investigateurs ont utilisé le méthanol comme solvant d’extraction. |a polarité
du solvant peut influencer considirabelement la teneur en composés phénoliquesde I’extrait.
Ceci est confirmé par Hatice et al., 2017. Ces derniers indiquent que I’extrait éthanolique du
gingembre est I’extrait le plus riche en composés phénoliques et flavonoides avec une teneur
de 137.5 pg /mg d’EAG pour les polyphénols et de 25.1 pg /mg d’EQ pour les flavonoides,
par rapport a I’extrait aqueux, celui-ci présente des valeurs de I’ordre 52.8 ug /mg d’EAG
pour les teneurs en polyphénols et de 3.9 g /mg d’EQ pour les flavonoides. La variation
guantitative du contenu en polyphénols et en flavonoides entre la cannelle et le gingembre
peut ére attribuée a plusieurs facteurs tels que les conditions climatiques, la localisation
géographique, la période de récolte, les conditions de stockage et les facteurs géenétiques.
Mais aussi le degré de maturation de la plante a une forte influence ceux sur la teneur en
polyphénols (El Hazzat et al., 2015). Aussi en opposant nos résultats a celle de la littérature,
Il est clair qu’il existe des divergences entre les teneurs en polyphénols et flavonoides
obtenues et celles évoquées par les littératures. Ceci peut trouver son explication dans le fait

gue les méthodes, les types de solvants, le pourcentage des solvants, la température, et la
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durée de I’extractions, peuvent influencer de maniére significative I’estimation de la teneur et
le type des composes phénoliques totaux et des flavonoides dans les différent extraits
(Hayouni et al., 2007 ; Grujic et al., 2012). En outre, Moure et al., 2001 ont démontré que
la polarité la plus élevée du solvant a tendance a donner de plus grandes quantités de
polyphénols. Le processus de séchage peut influencer considérablement les teneurs en
polyphénols et en flavonoides. On a souvent constaté que la teneur en composees
phénoliques dans diverses plantes et des épices change de maniére irréguliére selon les
différents processus de séchage (Kgjing et al., 2015 ; Wijayanti et al., 2018, | swaibah et al.,
2019). Aussi la méthode de quantification des polyphénols peut étre un facteur de divergence
fondamental. En effet la technique au Folin-Ciocalteu est une technique a faible spécificité.
Ceci est d0 a la sensibilité extréme de ce réactif a réduire tous les groupes d’hydroxyles ce qui

est I’inconvénient principal de cette technique (Gomez-Caravaca et al., 2006).

I1.3. Evaluation de I’activité antioxydante

[1.3.1. Evaluation du pouvoir réducteur des extraits de Cinnamomum zeylanicum
(cannelle) et Zingier officinale Roscoe (gingembre)

Les résultats concernant I’activité réductrice des extraits éthanoliques de Cinnamomum
zeylanicum (EEC), Zingiber officinale Roscoe (EEG), I’acide gallique (AG), la quercétine et
I’acide ascorbique (Vit C) (utilisés comme antioxydants standards), sont illustrés dans les

figures N° 07 et N° 08.lIs sont exprimés en concentration effectrice a 50% (CExo).
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Figure N°07 : Pouvoir réducteur des Figure N°08 : Pouvoir réducteur des extraits de
standards exprimés en CEsg Cinnamomum zeylanicum et Zingiber officinale

exprimé en CEx

(Les valeurs représentées correspondent a la moyenne + erreur standard avec n=6).

(*) : EEC vsEEG

L’ensemble des résultats mentionnés dans la figure N°08, indique que I’EEC présente une
activité antioxydante, refletée par la capacité réductrice du fer, plus élevée et hautement
significative (p = 0.0003) en I’opposant au I’EEG et ce avec des concentrations effectrices 50
de I’ordre de 156.05 + 9.95 ug /ml et de 254.51 + 13.28 pg/ml respectivement. Néanmoins, ce
pouvoir de réduction du fer est largement faible par rapport au pouvoir réducteur des
substances antioxydantes standards(figure N°07). Ceci est enregistré par le biais des CEsp
classées comme suit : Acide gallique: 25. 24 + 1.19 pg/ml, quercitine: 32. 12 £ 2.01 ug/mi
et I’acide ascorbique : 56. 55 + 1.91ug/ml. Il enressort que I’acide gallique présente un fort
pouvoir réducteur comparativement a nos extraits et les antioxydants de référence compte
tenu de sa faible CEsp. Par consequent, il semble que le pouvoir réducteur soit sensiblement
modulé par la concentration des extraits en composes phénoliques. En effet, d’apres les
résultats obtenus avec la technigue FRAP une augmentation proportionnelle de la réduction
du fer avec I’augmentation des concentrations des extraits de la plante étudiée a été constatée.

Le coefficient de corrélation établi entre la teneur en polyphénols de I’extrait éthanolique de
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la cannelle et du gingembre et I’activité antioxydante, reflétée par le pouvoir réducteur du fer,
est fortement significatif, on note un r de 0,9991+ 0,0002 pour I’EEC et de 0.9961+ 0,002
pour ’EEG(voir figures N°09 et N° 10),ceci indique que 99% de la capacité antioxydante des
extraits, sont dus a la contribution des composés phénoliques qui sont les antioxydants
dominants dans ces extraits (Bellik et al ., 2013). Ces résultats concordent ceux rapportés par
d’autres auteurs qui ont démontré une corrélation positive entre la teneur totale des composes
phénoliques et I'activité antioxydante (Wong et al., 2006; Wojdylo et al., 2007; Abdul
Qadir et al., 2017).

EEC {CE ) EEG (CE )
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Figure N°09: Courbe de corréation entrela
concnetration de I’EEC et la capacité de
reduirelefer

Figure N°10: Courbe de corréation entrela
concnetration de I’EEG et la capacité de
reduirelefer

D’apres les résultats obtenus, I’extrait éthanolique de la cannelle représente I’extrait le
plus actif en comparaison avec I’extrait éthanoliqgue du gingembre, cette capacité est
probablement due a I’abondance des groupements hydroxyles dans les composés phénoliques
de la cannelle qui peuvent servir comme donneurs d’électrons. Les antioxydants sont
considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants (Al-Farsi et al., 2005).Ces
résultats corroborent ceux indiqués par I’équipe de Mathew et Abraham, celle-ci décrit une
augmentation du pouvoir réducteur avec une augmentation des concentrations d’acide
ascorbique et de I’extrait méthanolique d’écorce de cannelle, ce qui montre que I’extrait de la
cannelle peut agir comme donneur d'électrons et peut réagir avec les radicaux libres pour les
convertir en produits plus stables et ainsi inhiber les réactions radicalaires en chaine (M athew
et Abraham, 2006). Plusieurs études ont démontré que le gingembre a également une forte

activité antioxydante. Le gingembre est une bonne source d'antioxydants et présente une forte
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activité antioxydante aprés extraction en utilisant I’alcool comme solvant d’extraction. 1l a été
démontré que les extraits préparés avec les solvants que sont le méhanol et I'éhanol
présentent une activité de piégeage des radicaux libres et de pouvoir réducteur plus élevée que
les extraits préparés avec de I'eau (Add et Prakash, 2010).Une éude menée par Maizura et
al., 2011, sur le contenu phénolique total et activité antioxydante des extraits de quel ques
plantes utilisées frais, indique que I'activité réductrice du gingembre, évaluée par le test du
FRAP est plus élevée que celle de I'extrait de curcuma. Par contre, une éude récente ayant
pour but de comparer la capacité antioxydante du gingembre frais et le gingembre séché in
vitro (Mao et al., 2019), révéle que le gingembre séché présente le plus fort pouvoir
antioxydant car le nombre de composeés phénoliques est 2.4 a 5.2 fois plus élevé que celui du
gingembre frais. Ceci était principalement associé a leur teneur en polyphénols (Li et al.,
2016 et Mao et al., 2019). Ces propriétés antioxydantes sont indiquées par la présence de
groupes hydroxyles dans le composé actif (Si et al., 2018 e¢ Mohd Sahardi et Makpol,
2019). En outre, d’autres auteurs affirment que le type de solvant d'extraction pouvait avoir un
effet sur I'activité antioxydante du gingembre. L'effet antioxydant des extraits éthanoliques du
gingembre est plus efficace que celui des extraits agueux de ce rhizome, cette capacité est
évaluée pour le pouvoir réducteur exprime en éguivalent torolox, les valeurs des extraits
éthanoliquessont8 fois plus élevés que celles obtenues avec les extraits aqueux de rhizome de
gingembre. En revanche, les extraits agueux de gingembre sont plus efficaces en termes
d'activités de piégeage des radicaux libres et de chélation (Yeh et al., 2014).
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Conclusion

La recherche de nouvelles substances antioxydantes purement naturelles est la
préoccupation capitale de la plupart des scientifiques. Ces dernieres années de nombreux
travaux se sont intéressés ala composition chimique et aux effets biologiques des extraits des
plantes médicinales tres connues en pharmacopée traditionnelle, & I’instar de Cinnamomum
zeylanicum (cannelle) et du Zingiber officinale (gingembre). L’activité biologique d’une
plante médicinale est souvent corrélée aux propriétés antioxydantes, elles-mémes liées aux
composés phénoliques constituant la plante. Ces composes considérés comme une classe
importante d'antioxydants en raison de leur activité de piégeage des radicaux par la donation
datomes d'hydrogéne. Les résultats obtenus indiquent que I’extrait éthanolique de
Cinnamomum zeylanicum (EEC) possede le rendement le plus élevé estimé a 9,47 % en
comparaison avec I’extrait éthanolique de Zingiber officinale Roscoe. (EEG) avec un
rendement de 5.86 %. Les résultats de la teneur en polyphénols totaux dévoilent que I’extrait
éthanolique de la cannelle(EEC) est le plus riche en polyphénols avec un taux de 477,14 mg
EAG/g de MS par rapport a I’extrait éthanolique du gingembre(EEG) qui présente une teneur
de 320,75 mg EAG/g de MS. Cependant la quantification des flavonoides montre une forte
teneur révélée par I’extrait éthanoligue du gingembre(EEG) avec un taux de 51,11 mg EQ/ g
de MS. En outre, ’EEC a une capacité de réduction de fer estimée par une concentration
effectrice 50 (CEsp) de I’ordre de 156,05 pg/ml, cette capacité est supérieure a celle de
I’extrait éthanolique issu du gingembre. Ces résultats montrent une activité antioxydante
puissante de la cannelle qui pourrait étre due essentiellement a la richesse en composés
phénoliques, ces derniers jouent un rdle d’un donneur d’électron et peut réagir avec les
radicaux libres pour les convertir en produits plus stables. Néanmoins, le potentiel de
réduction du fer des substances antioxydantes standards (acide gallique , quercétine et acide
ascorbique) reste le plus puissant par rapport au pouvoir réducteur de ces deux matrices
végétales, avec des CEgp de l'ordre de 25,24 pg/ml, 32,12 ug/ml e 56,55 pg/mi
respectivement. Au vue des résultats obtenus dans ce travail les extraits issus de
Cinnamomum zeylanicum et de Zingiber officinale,devrait trouver une application comme de
nouvelles formules pharmaceutiques ou neutraceutiques, et peuvent étre envisagés dans les
stratégies préventives des pathologies causées par le stress oxydatif. Toutefois, et dans le but

d’une éventuelle application chez I’hnomme, il serait donc intéressantd’étayer ce travail par :
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v

Une optimisation de la méthode d’extraction en envisageant d’autres types de
solvants pour la macération.

Une adoptation d’autres méthodes d’extraction comme par exemple la
méthode de soxhlet, extraction par sonication ....

Une identification et isolationdes composés bioactifs de Cinnamomum
zeylanicum etZingiber officinale en utilisant des techniques plus fines (CCM,
HPLC,RMN...)

Une évauationdes  propriétés antimicrobiennes des extraits issus de
Cinnamomum. zeylanicum etZingiber officinde vis-avis des souches
pathogenes.
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Annexel : Choix desplantes et Description botanique
1. Choix desplantes

Les deux plantes ayant fait I’objet de notre étude ont été choisies sur la base d’une recherche
bibliographique méticuleuse qui a montré que ces especes végétal es sont trés riches en molécules
bioactives et qui possedent une activité antioxydante et antibactérienne puissante, Donc, ces
dernieres ont été choisies parmi tant d’autres pour leur caractere médicinal, leurs grande

utilisation par la population et leurs multiples vertus thérapeutiques intéressantes.

2. Description botanique

a. Cinnamomum zeylanicum (cannelle)

La cannelle étudiée appartient a la famille des Lauraceae. Elle provient de l'ile de Ceylan,
ancien nom du Sri Lanka. Cette ile est située au Sud-est de I'Inde dans I'océan indien. Elle est
cultivée essentiellement en Asie du sud : Inde, Sri Lanka (Ceylan), Chine, ains qu'aux
Seychelles et a Madagascar. Tres appréciée pour sa saveur parfumée, elle est également riche en
antioxydants (Halvorsen et al ., 2006). Le nom de cannelle provient du latin «canula » signifiant
une forme de cylindre, dérive du latin classique «canna» signifiant roseau ou tuyau, en
référence a l'écorce qui en séchant forme de petits cylindres. L'ancien francais canele ou kanele
est tres proche du mot actuel. Son nom binomia est Cinnamomum zeylanicum. La famille des
Lauraceae est importante et comprend un grand nombre d'especes de plantes tropicales
odoriférantes fournissant de I'essence. C'est une des familles les plus anciennement apparues
(Mascre M. et Deysson G., 1951).

La cannelle est une substance végétale aromatique provenant de I’écorce interne du cannelier
qui est un arbre de grande taille, al'état sauvage, peut atteindre 6 a 18 métres de haut et de 20 a
30 cm de diamétre. En culture on le maintien al'état de sous-arbrisseau buissonneux de moins de
2 métres. L'écorce du tronc, rugueuse et épaisse, est d'abord verdatre puis devient grisatre a
I’extérieur et brun rougeatre a I’intérieur (Wuu-Kuang, 2011).

Le feuillage du cannelier (figure N° 11) est persistant, aromatique et vert brillant. Les feuilles
sont opposées, a limbe entier, coriaces et de forme lancéolée. Elles sont parcourues par trois
nervures principales longitudinales (une médiane et deux latérales situées prés des bords)
(Dechambre, 1876). Les feuilles sont longues de 15 cm et larges de 7 cm, glabres, lisses,

luisantes au dessus avec un revers plus clair et glauque. Elles sont concaves au dessus et
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proéminentes au dessous. Les feuilles ont un gout aromatique épicé et agréable. Une fois
broyeées, les feuilles dégagent une odeur forte de clou de girofle (Baillon, 1884).

L'écorce (figure N° 12) forme des tuyaux isolés ou emboités et mats. La face externe de
couleurbrun-jaune, est lisse et marquée de fines stries longitudinales blanchétres. Chaque ruban
cylindrique d'écorce de Cinnamomum zeylanicum a une épaisseur de 0,2 a 0,7 mm. L'écorce est
enroulée sur elle-méme et forme des tuyaux emboites les uns aux autres d'une longueur de 30 cm
al métre sur 1 cm de diametre (Goetz et al ., 2012).

FigureN° 11 : Feuilles et inflorescence de Figure N° 12: Batons de Cinnamomum
Cinnamomum zeylanicum (Baillon, 1884). zeylanicum

Tableau N° 02 : Classification botanique de Cinnamomum zeylanicum (Goetz et al., 2012)

Nom frangais Cannelle ou Cannelle de Ceylan
Nom latin Cinnamomum zeylanicum
Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Magnoliidae

Ordre Laurales
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Famille Lauraceae

Genre Cinnamomum

Espece Cinnamomum zeylanicum
b. Zingiber officinale Roscoe (gingembre)

Le gingembre (Zingiber officinale) est une épice a base de racine ou de rhizome dérivée du
gingembre, un membre de la famille des Zingibéracées. 1l est originaire de I'lnde et ou il est
largement utilisé comme un additif culinaire ainsi que dans la médecine populaire.

Le gingembre est une plante vivace tropicale herbacée, a port de roseau, qui mesure jusqu'a3 m
de haut (Faivre et al., 2006) (figure N°13). La partie souterraine utilisée est le rhizome, celui-ci
se divise dans un seul plan et il est constitué de tubercules globuleux ramifiés (Gigon, 2012)
(figure N°14). Le rhizome est noueux et parfumé, peau beige pale, chair jaune péle juteuse et
parfumée. Il devient de plus en plus fibreux avec I'age, couvert de feuilles écailleuses et pourvu a
sa partie inférieure de racines cylindriques. Ses feuilles sont persistantes hisériées, longues,
étroites, lancéolées, pointues et longues de 20 cm. Elles possedent deux sortes de tiges : tiges
hautes stériles servant a l'assimilation chlorophyllienne et des tiges plus courtes (20 cm environ)
portant des fleurs irréguliéres en épi. A tige couverte d'écailles, entourée de spadice dense :
grosses bractées vert jaune cireuses, superposées. Elle a des fleurs parfumées blanc jaune, avec
des trainées rouges sur les levres. Lafloraison alieu entre les mois d'ao(it et novembre. Ses fruits
sont des capsules trivalves contenant des graines noires (Faivre et al ., 2006). Le tableau 3

indique la classification botanique du gingembre :
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Figure N° 13 : Zingiber officinale
(Roscoe)(Gigon, 2012)

Figure N° 14 : Rhizome du gingembre

(Gigon, 2012)

Tableau N° 03 : Classification botanique du gingembre (Faivre et al., 2006 ; Gigon, 2012)

Nom francais Gingembre commun

Nom latin Zingiber officinale (Roscoe)
Régne Plantae

Sous-régne Trachéobionta

Division Angiospermes(ou Magnoliophyta)
Classe Liliopsida ou Monocotyl édones
Sous-classe Zingibéridées

Ordre Zingibérales (ou Scitaminales)
Famille Zingibéracées

Sous-famille Zingibéroidées

Genre Zingiber

Espece Zingiber officinale Roscoe

39



Annexes

Annexell : Préparation destampons et desréactifs

Préparation des tampons phosphate a 1M

2,720 deKH2PO4 .o, 100 ml eau distillée
4560 de KoHO,  .ovvvivviciii e, 100ml eau distillée
Méanger 100 ml de kH,PO,4 et 100 ml de K;HO,, la solution est ajustée a pH 6 ,6.

Conserver les deux solutions a 4 C° pendant 03 mois.

II. Préparation des réactifs

I1.1. Préparation de solution AICl;

Conservation a 4°C pendant 01 mois.

I1.2. Préparation de solution Na,Cos

Conservation a 4°C pendant 01 mois.

I1.3. Préparation de Fecl;
FECls . i 0.1g
Eau distillée ..........coovviiii i 100ml

Conservation a 4°C pendant 01 mois.
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Annexelll : Courbes d’étannolage de I’acide gallique et quercétine

Acide Gallique
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Figure : Courbe d’étannolage de I’acide gallique
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Figure: Courbe d’étannolage de la quercétine
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AnnexelV . Courbes de régression linéaire utilisées dans I’évaluation de la CEsy par la

méthode FRAP
EEC (CEs,) : 170 + O
e Bi= 0 00d
E .r
s
Ep oy
=
¥ ad
=
=
(i
5
=
a4z
7
0 005 6] 6l Q2 025 03 035 04 0,43

Concentration en (g ‘ml)

Figure: Courbe de régréssion linéaire utilisée pour I’évaluation de la CEsy de
cannelle (EEC)

EEG(CE ) v =7 5584y + 00254
Ri=( 9955

dbxorbance a THH mm

Concentration en (g mi)

Figure: Courbe de régréssion lineaire utilisee pour I’évaluation de la CEs, de
gingembre (EEG)
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Acide galligue (CE 55) OIS RO
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Figure: Courbe de régréssion linéaire utilisée pour I’évaluation de la CEsy de
I’acide gallique
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Figure: Courbe de régréssion linéaire utilisée pour I’évaluation de la CEsy de

I’acide ascorbique (Vit C).
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Résumé

A I’heure actuelle, plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays industrialisés tirent
directement ou indirectement leur structure des molécules d’origine naturelle. Parmi ces molécules, les
polyphénols. Ces derniers, de part leurs moult vertus occupent une place d’excellence. Cette présente
étude s’intéresse a extraire et quantifier les composés phénoliques de deux plantes médicinales : la
cannelle et le gingembre, afin de les soumettre, in vitro, a un criblage basé sur leur richesse en
polyphénals, particuliérement en flavonoides, et leur potentiel antioxydant. Au cours de cette étude
I’extraction des composés phénoliques a été réalisée par macération dans de I’éthanol absolu. La
guantification des polyphénols et des flavonoides issus des deux extraits a été effectuée spectro-
photomeétriquement selon la méthode au réactif de Folin Ciocalteu pour les composés phénoliques et la
technique du trichlorure d’aluminium pour le dosage des flavonoides. L’évaluation de I’activité
antioxydante des différents extraits phénoliques, a été réalisée viala technique FRAP. L’ensemble des
résultats obtenus dévoilent que I’extrait éthanolique de la cannelle (EEC)est I’extrait le plus riche en
composes phénoliques avec une quantité de 477,14 +20,06 mg EAG/g de matiére seche en
comparaison avec I’extrait éthanolique du gingembre(EEG), ce dernier présente une teneur de 320.75
+ 4.68 mg EAG par g de matiere seche. Cependant la teneur en flavonoides de I’extrait éthanolique du
gingembre (EEG) est largement supérieure a celle obtenue avec I’extrait éthanolique de la cannelle
(EEC), on note respectivement 51,11 + 4.33 mg versus 33,67+ 1,83 mg équivalent quercétine par g de
matiere seche. Aussi I’lEEC manifeste un pouvoir réducteur du fer plus puissant que celui de I'EEG
avec des CEg, de 156,05 + 9,95 pug/ml et de 254,51 + 13,28 pg/ml, respectivement. Néanmoins, ce
pouvoir de réduction est largement faible par rapport au pouvoir réducteur des substances
antioxydantes standards acide gallique, quercétine et acide ascorbique.

Mots clés: Cinnamomum zeylanicum, Zingiber officinale, composés phénoliques, Flavonoides,
activité antioxydante.
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