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Résumé

Les épices sont classées parmi les plantes médicinales, qui sont utilisées en petite quantité en

cuisine comme conservateur, assaisonnement ou colorant. L’objectif de cette étude est

l’évaluation in vitro des propriétés antioxydantes, antidiabétique, anticholinestérase et

antifongique des extraits bruts obtenus à partir des épices constitutives de mélange Ras El-

hanout. Les épices étudiées sont le Coriandrum sativum (Coriandre), Pimpinella anisum (Anis

vert), Carum carvi (Carvi), Zingiber officinale (Gingembre), Foeniculum vulgare (Fenouil),

Cinnamomum cassia (Cannelle) et Capsicum annuum (Paprika). L’analyse quantitative des

extraits a révélé la richesse de ces épices en polyphénoles surtout chez la cannelle et en

flavonoïdes chez l’anis vert qui ont enregistré 451.64 µg/ml et 75.06 µg/ml en polyphénols et

en flavonoïdes respectivement. Les différents extraits des épices ont montré de bonnes

propriétés antioxydantes où l’extrait brut de la cannelle avait les meilleurs valeurs d’IC50 pour

l’activité de piégeage du DPPH, ABTS, pouvoir réducteur de fer, CUPRAC, Galvinoxyl radical

scavenging, la  phenanthroline et l’activité inhibitrice de la Butyrylcholinestérase, de

l’acétylcholinestérase, de l’alpha glucosidase et le pouvoir antifongique alors que les extrait

brut de l’anis vert, gingembre et le paprika ont montré une bonne activité dans le test du  DMSO-

alcalin et la chélation de cuivre. Les résultats de la présente étude montrent que la

consommation d'épices riches en antioxydants telles que la cannelle, le gingembre et l'anis vert

peut prévenir de manière significative le stress oxydatif.

Mots clés : Épices, Ras El-hanout, polyphénols, flavonoïdes, activité antioxydante, activité
antidiabétique, activité anticholinestérasique, activité antifongique.



Abstract

Spices are classified as medicinal plants, which are used in small quantities in the kitchen as a

preservative, seasoning or coloring. The objective of this study is the in vitro evaluation of the

antioxidant, antidiabetic, anticholinesterase and antifungal properties of the crude extracts

obtained from the constitutive spices of Ras El-hanout mixture. The spices studied are

Coriandrum sativum (Coriander), Pimpinella anisum (Green Anise), Carum carvi (Carvi),

Zingiber officinale (Ginger), Foeniculum vulgare (Fennel), Cinnamomum cassia (Cinnamon)

and Capsicum annuum (Paprika). The quantitative analysis of the extracts revealed the richness

of these spices in polyphenol especially in cinnamon and flavonoids in green anise which

recorded 451.64 μg GAE/mg and 75.06 μg QE/mg in polyphenols and flavonoids respectively.

The various extracts of the spices showed good antioxidant properties where the crude extract

of the cinnamon had the best values of IC50 for the radical scavenging of DPPH, ABTS,

reducing power, CUPRAC, Galvinoxyl radical scavenging, phenanthroline and the inhibitory

activity of butyrylcholinesterase, acetylcholinesterase, alpha glucosidase and antifungal power

while the crude extract of green anise, ginger and paprika showed good activity in the DMSO-

alkaline test and the chelation of copper. The results of this study show that consumption of

antioxidant-rich spices such as cinnamon, ginger and green anise can significantly prevent

oxidative stress.

Key words: Spices, Ras El-hanout, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, antidiabetic

activity, anticholinesterase activity, antifungal activity.



الملخص

ھذهمنالھدف. تلوینأوتوابلأوكحافظةالمطبخفيصغیرةبكمیاتتستخدمطبیةنباتاتأنھاعلىالتوابلتصنیفیتم

المستخلصاتفيالفطریاتومضاداتالكولینومضاداتالسكرومضاداتللأكسدةالمضادةالخواصتقییمھوالدراسة

Coriandrumھيالدراسةشملتھاالتيوالتوابل. انوتحالرأسلخلیطالتأسیسیةالتوابلمنعلیھاالحصولتمالتيالخام

sativum)كزبرة (،Pimpinella anisum)الأخضرالیانسون (،Carum carvi)راویةك (،Zingiber officinale

فلفل(Capsicum annuumو) القرفة(Cinnamomum cassia،) الشمرة(Foeniculum vulgare،) الزنجبیل(

الیانسونفيوالفلافونویدالقرفةفيوخاصةالبولیفینولمنالتوابلھذهثراءللمستخلصاتالكميالتحلیلوكشف). أحمر

البولیفینولمنملغ/QEمیكروغرام75.06ومن الوزن الجافملغGAE/میكروغرام451.64سجلالذيالأخضر

للمستخلصكانحیثللأكسدةمضادةجیدةخواصًاالبھاراتمنالمختلفةالمستخلصاتأظھرت. التواليعلىوالفلافونوید

الجذورذاكوCUPRACوABTSوDPPHالجذرالنشاط  التثبیطي ضدأجلمن50ICقیمأفضلالقرفةمنالخام

كذا الانزیمین المسؤولینت حن تحلل وBCHEو ACHEللانزیمین التثبیطيوالنشاطوالفینانثرولینالجلفنوكسیلیة

للفطریاتعلى تثبیطالقوةكذلك وalpha-glucosidaseوalpha-amylaseالسكریات المركبة الى سكریات بسیطة 

تثبیط الجذر اختبارفيجیداًنشاطًافلفل الاحمروالوالزنجبیلالأخضرللینسونالخامالمستخلصأظھرحینفي،

superoxyde DMSO alcalinبمضاداتالغنیةالتوابلاستھلاكأنالدراسةھذهنتائجأظھرت. للنحاسخاصیة الخالب و

.التأكسديالإجھادكبیربشكلیمنعأنیمكنالأخضروالیانسونوالزنجبیلالقرفةمثلالأكسدة

نشاطالسكر،لمرضمضادنشاطللأكسدة،مضادنشاطالفلافونوید،البولیفینول،انوت،حالرأس،التوابلالمفتاحیة: الكلمات

.للفطریاتمضادنشاطالكولین،مضادات
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Introduction

Les herbes, les épices et les plantes médicinales ont été chéries par de nombreuses

cultures anciennes pour leur utilisation dans le traitement des maux courants et la promotion

d'une bonne santé. Les épices alimentaires constituent une collection hétérogène d’une grande

variété de produits chimiques volatils et non volatils obtenus à partir de parties aromatiques

séchées de plantes, généralement les graines, les baies, les racines, les cosses et parfois des

feuilles. Les populations qui utilisent des épices dans leur régime alimentaire ont une

incidence moindre de maladies chroniques (Oben, 2010).

Ces ingrédients d'épices confèrent aux aliments une saveur, un arôme ou un piquant et

une couleur caractéristiques. Certaines épices, comme le fenugrec, peuvent également

modifier la texture des aliments. Il est courant que leurs arômes distincts stimulent l’appétit.

Les épices sont non seulement utilisées comme aromatisants et assaisonnements, mais

beaucoup sont également utilisées dans la parfumerie, les cosmétiques et les articles de

toilette. En outre, il est reconnu depuis longtemps que plusieurs épices possèdent des

propriétés médicinales telles que des propriétés toniques, carminatives, antispasmodiques

gastriques et antihelminthiques (Srinivasan, 2005).

Des études suggèrent que des apports excessifs en calories sont liés à des maladies

chroniques, notamment le diabète de type 2, les maladies cardiovasculaires et l'obésité. Tous

ces facteurs sont liés au stress oxydatif, ce qui provoque un déséquilibre des agents oxydants

et antioxydants dans les systèmes cellulaires, ce qui nuit aux fonctions biologiques normales.

Un des avantages des épices est qu'elles contiennent des composants bioactifs tels que les

polyphénols qui peuvent réduire le stress oxydatif et moduler les voies biologiques nocives,

réduisant ainsi les maladies chroniques (Oben, 2010).

Elles contiennent beaucoup de vitamines et de minéraux utiles pour le traitement et la

prévention de diverses maladies grâce à leurs activités antimicrobiennes, anti-inflammatoires,

antimutagènes. Elles peuvent réduire le risque des maladies cardiovasculaires, du diabète

sucré (Surh, 2003 ; Bi et al., 2017 ; Kocaadam et Sanlier, 2017), l'asthme, le cancer et les

maladies neurodégénératives (Opara et Chohan, 2014).

Les épices peuvent être utilisées seules comme elles peuvent être utilisées sous forme

d’un mélange d’épices comme (Ras-El-hanout).

Les pays du grand Maghreb sont connus par la richesse de leurs cuisines en plats

traditionnels où les épices sont le contenu principal dans un mélange connu sous le nom (Rase
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El-hanout). Si on fait un zoom sur l’Algérie et exactement la région de Constantine où il

apparaît la vaste utilisation des épices et surtout le mélange (Ras El-hanout) en particulier par

la plus parts des citoyens de la région dans leurs plats traditionnels et modernes. Le mélange

utilisé est usuellement composé du carvi, la coriandre, l’anis vers, le fenouil, le gingembre, le

clou de girofle ……. Etc.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est la

valorisation de la richesse de l’Algérie en plante médicinale, pour cela notre étude englobe

deux aspects dont le premier est d’ordre phytochimique basé sur une analyse quantitative du

contenu en composé flavonoïdes et phénoliques, le second aspect est consacré à une

évaluation des activités antioxydantes, l’activité antifongique et inhibitrice de quelques

enzymes.

Le présent travail est segmenté en deux parties. La première regroupant les principales

informations sur les épices, la notion de stress oxydatif et du système antioxydant sous forme

d’une synthèse bibliographique.

Dans la seconde partie consacrée à l’aspect expérimental, qui se divise en deux volets :

 Matériel et méthodes consacré au description du matériel biologique utilisé et la

méthodologie de travail.

 Résultats et discussion Les principaux résultats obtenus suivie des discussions. Nous

achevons notre travail par une conclusion.



Etude
bibliographique
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Chapitre I : Généralité sur les épices

I. Historique

Depuis toujours, les hommes ont été fascinés par les épices. Porteurs de parfums

envoûtants et de saveurs subtiles, symboles de luxe et de « distinction » sociale, vecteurs de

bienfaits pour le corps, puissants stimulateurs de rêves… ces humbles végétaux ont été aussi

convoités que l’or. Premières denrées d’une mondialisation amorcée il y a 5 000 ans, grains

de poivre, bâtons de cannelle, clous de girofle et noix de muscade ont motivé la conquête de

territoires éloignés, incité à ouvrir de nouvelles routes maritimes et favorisé la découverte

d’un Nouveau Monde (Birlouez, 2012).

Le nom d’épices dérive du latin species, terme qui désignait dans la Rome antique un

objet, une marchandise. Species est transformé au Moyen Âge, au milieu du XIIE siècle, en «

épice » (Cahuzac-Picaud, 2012).

Aphrodisiaques ou non, les épices restent des joyaux appréciés dans l’art culinaire. Le

plaisir gourmand de celui qui cuisine est à la fois sensuel et esthétique, les couleurs si

importantes à nos yeux précédant le plaisir gustatif, et les épices sont là pour conduire à un

paradis de couleurs, de parfums et de saveurs (Gayet, 2010).

Figure 01 : Les épices (Gorulko, 2018).

II. Définition

Le mot épice désigne actuellement, une « substance aromatique végétale, dont la saveur

plus ou moins parfumée et piquante sert à assaisonner les mets. L’épice se distingue de

l’aromate dans la mesure où son goût l’emporte sur son parfum » (Cahuzac-Picaud, 2012).
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Dès l’origine, les épices échangées présentaient la très grande diversité botanique que

nous leur connaissons aujourd’hui : certaines étaient issues de fleurs, de fruits ou de boutons

floraux ; d’autres provenaient d’une graine, d’une racine ou d’un rhizome ou encore d’une

écorce. Par ailleurs, les épices n’étaient pas seulement utilisées pour relever le goût des plats

(Birlouez, 2012). Ils sont utilisés en petite quantité pour la saveur, la couleur ou comme

conservateur. Bon nombre de ces substances sont également utilisées dans les médicaments

traditionnels. La mondialisation a rendu ces épices facilement disponibles et a gagné en

popularité (Kunnumakkara et al., 2009).

Les épices sont généralement composés de fibres, hydrates de carbone, protéines,
gomme, cendres, substances aromatiques volatiles (huiles essentielles) et non volatiles. Ces
composants offrent à chaque épice des caractéristiques organoleptiques et thérapeutiques
particulières (Raghavan, 2007). Néanmoins, pour garder ces caractéristiques, le traitement
des épices après la récolte est recommandé. Ce processus s'effectue généralement en
détachant la structure végétale voulue et en la séchant dans de bonnes conditions (Redhead,
1990).

III. Classification des épices

Certes, la classification là moins critiquable est celle basée sur les caractéristiques

morphologiques des plantes. Elle présente cependant l’inconvénient de regrouper des plantes

sans aucune proximité de flaveur. Or, dans le domaine des industries alimentaires et de la

gastronomie, il est au contraire plus intéressant de regrouper les épices et aromates en

fonction de leurs propriétés organoleptiques (couleur, odeur, arôme et saveur), ce qui a

conduit à proposer la classification suivante (Richard, 1987).

Tableau 01 : Classification des épices (Richard, 1987)

Classe des épices Epice Famille
Saveur Piquante Et Brûlante Gingembre Zingiberacée
Pouvoir Colorant Paprika Solanée
Note Terpénique Citronnée Coriandre (feuilles) Ombellifère
Note Epicée Chaude Cannelles

Carvi
Lauracée
Ombellifère

Odeur Phénolique Clou de girofle Myrtacée
Notes Florale Coriandre (graines) Ombellifère
Odeur Anisée Anis vert

Fenouil
Ombellifère
Ombellifère

Sensation De Fraîcheur Cardamome Zingibéracée
Les Alliacées Ail

Oignon
Liliacée
Liliacée
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IV. Domaines d’utilisation des épices

Les épices sont classées parmi les plantes aromatiques qui font partie de plantes

médicinales. En effet, elles sont douées non seulement de qualités parfumâtes et culinaires,

mais aussi de vertus médicinales variées grâce aux différents principes actifs (Calvo et al.,

2002).

IV.1. Utilisation culinaire

Les effets de base des épices utilisés dans la cuisine et la confiserie peuvent être de

parfumer, désodoriser / masquer, de piquant et de colorer. Elles sont également utilisées pour

rendre les aliments et les confiseries plus appétissants et plus agréables au goût. Certaines

épices, telles que le curcuma et le paprika, sont davantage utilisées pour conférer une couleur

attrayante que pour rehausser le goût. En raison de leurs propriétés antioxydantes et

antimicrobiennes, les épices ont une double fonction : en plus de conférer un arôme et un goût

agréables, elles jouent un rôle majeur dans la conservation des aliments en retardant leur

altération (Peter, 2012).

Les épices apportent de la variété et de goût aux denrées de base et aux sauces, ce qui

excite l’appétit et permet de manger plus (Redhead, 1990). Certaines épices doivent être

ajoutées en début de cuisson, d’autre ne doivent pas être cuit sous peine de perdre toutes leurs

qualités. En règle générale, il faut ajouter les épices aux trois quarts de la cuisson (Sophie,

2006).

IV.2.  Utilisation cosmétique

De nombreuses herbes et épices ont été utilisées dans les cosmétiques, la parfumerie et

les soins de beauté et du corps depuis l'Antiquité (Peter, 2012). Le domaine cosmétique fait

appel également aux épices, les plus utilisées sont le curcuma, la vanille, le clou de girofle, le

gingembre, l’anis, la noix de muscade et la cannelle. Ces épices sont employées pour leurs

propriétés antiseptiques, antioxydantes et parfumant (Mountagud, 2014). L’exemple le plus

frappant, les huiles essentielles de la cannelle et du clou de girofle, largement impliquées dans

la fabrication des dentifrices (Sophie, 2006), le Cumin et le carvi sont utilisés dans la

préparation des parfums et des savons (Atrooz, 2013).

IV.3. Utilisation médicinale

La plupart des plantes aromatiques et épices possèdent des vertus médicinales.

Beaucoup sont riches en éléments minéraux et en vitamines, notamment en vitamine C, autre
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fois très employées en médecine, les plantes entrant moins souvent dans la composition des

médicaments modernes. Les plantes ont toujours joué un rôle important pour soulager des

maux de tête, insomnies, rhumes ……etc., et sont utilisées sous forme des tisanes qui est la

préparation la plus répandus en cataplasme en inhalation (Sophie, 2006). Les épices

contiennent de nombreux composés phytochimiques spécifiques, Par exemple, la curcumine

(curcuma), l'eugénol (clou de girofle), et la capsaïcine (poivron rouge), elles ont été

expérimentalement mis en évidence pour contrôler le stress oxydatif en raison de leurs

propriétés antioxydantes et de leur capacité à bloquer la production des espèces oxygénés

réactives et interférant avec les voies de transduction du signal (Rubio, 2013 ; Srinivasan,

2014).

Les épices pourraient être utilisées pour prévenir et traiter les cancers, le stress oxydatif

(Guo et al., 2012 ; Chang et al., 2016), les maladies inflammatoires (Amara et al., 2016 ;

Maisonneuve et al., 2016), la réponse immunitaire (Hegde et al, 2016 ; Ubillos et al., 2016),

la croissance et la métastase des cancers (Li et al., 2013 ; Zhou et al., 2016). En effet, des

preuves épidémiologiques et expérimentales ont montré que certaines épices pourraient

réduire les risques de certains cancers (Park et al., 2015 ; Zick et al., 2015).

V. Mélange des épices (Ras El-hanout)

Plusieurs mélanges d'épices sont utilisés en gastronomie, pour associer les propriétés

gustatives ou produire un effet esthétique. On connait par exemple le (curry) et (grama-

massala) caractéristique de la cuisine Indienne (Bahorun, 1997) et (Ras El-Hanout) originaire

d'Afrique du Nord.

« Tête de boutique » ou « patron de la maison » selon les traductions, c’est-à-dire

composé des meilleures épices de la boutique, ce mélange se décline à l’infini, selon les

régions, les marchands, les cuisiniers. Traditionnellement composé d’une vingtaine d’épices,

on a vu certains d’entre eux atteindre cinquante ingrédients tandis que des recettes simplifiées

d’une dizaine d’épices se trouvent maintenant sur les rayons des supermarchés (Gayet, 2010).

En fait, il s’agit d’une thériaque qu’on ajoute aux mets que l’on considère comme

déséquilibrés justement dans le cadre d’une médecine restée de nature hippocratique. Ce

produit est imaginé comme étant un réchauffant et un digestif (Bammi, 2019).
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VI. Liste des épices à étudier

Tableau 2 : Les épices sélectionnées avec leurs origines et leurs utilisations culinaires et
médicinales (Bargis, 2015 ; Gayet, 2010).

Epice Définition Origine En cuisine En médecine

Anis vert

(Yansoun)

L’anis vert est une plante

aux petites fleurs blanches

ou rosées groupées en

ombelle dont on consomme

les fruits entiers ou moulus.

Leur saveur est douce,

chaude et anisée .

Originaire des

régions

méditerranéennes

En pâtisserie :

gâteaux, pain

d’épice.  En

confiserie

Entre dans la

fabrication du

Pastis.

Favorise la digestion

Antispasmodique

Expectorant

Carminatif  Galactagogue

Coriandre

(Kosbor)

Plante herbacée annuelle.

A odeur caractéristique

dite de punaise. Présente

dans toutes les régions

tempérées.

La coriandre est

d’origine

orientale.

Aromatisent

les marinades,

toutes les

viandes, les

poissons, les

crustacés et les

légumes.

Anxiolytique, traitement

de troubles digestifs

comme les

ballonnements

épigastriques, les

problèmes de digestion.

Carvi

(Karouia)

Plante herbacée

bisannuelle ou

pluriannuelle. a été

reconnu très rapidement

pour ses qualités

culinaires.

Le carvi serait

originaire d’Asie

mineure

Utilisées pour

les recettes de

choux, de

pommes de

terre, aussi

dans des

salades des

légumes.

Stimulant,

antispasmodique et

vermifuge.

Soulage les maux de

dents.

Fenouil

(Shamr)

Plante vivace à tige

dressée, Graines à saveur

à la fois douce et amère,

légèrement piquante, au

goût d’anis mais moins

sucrée et légèrement

camphrée.

Originaire des

régions

méditerranéennes

où il pousse

toujours à l’état

sauvage.

Le fenouil

entre dans la

fabrication des

boissons et

aromatisent

des sardines

grillées.

Les graines de fenouil

ont été prescrites contre

les maux d’estomac et

comme ophtalmique très

efficace.
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Gingembre

(Zanjabil)

Rhizome récolté à

maturité (10 mois) vendu

frais ou séché au soleil.

Saveur piquante,

poivrée, brûlante et

citronnée, légèrement

camphrée.

le gingembre est

probablement

originaire d’Inde.

beaucoup

utilisé dans la

fabrication des

bières en

raison de leur

odeur et saveur

citronnées.

Utilisé contre toutes

sortes de nausées , contre

le mal de mer et des

transports et   Par son

action anti-

inflammatoire, il soigne

les rhumatismes.

Paprika

(Felfel ahmer)

Plante annuelle à larges

feuilles. Odeur faible

légèrement sternutatoire

lors du séchage. Saveurs

allant du doux au piquant

extrême, du sucré à

l’amer, fruitée, boisée,

fumée, fleurie, fraîche

avec un goût de terre.

Paprika est

d’origine Les

habitants Indiens

les consomment

comme nous

mangeons des

pommes d’Inde.

Utilisée dans

la harissa

maghrébine,

bien connue

des amateurs

de couscous,

est à base de

piments forts.

Les fruits du piment sont

riches en vitamine C. Ils

aident à la digestion avec

augmentation des

sécrétions salivaires et

gastriques. utilisé dans le

traitement  de douleurs

articulaires mineures.

Cannelle

(Karfa)

Le cannelier est un arbre

d’une dizaine de mètres

de hauteur. Saveur

chaude, boisée et sucrée,

goût musqué, légèrement

astringente, odeur douce

et pénétrante.

Les plus

anciennes

citations de la

cannelle de

Ceylan semblent

venir d’Égypte.

En ajoutent

dans soupes,

ragoûts et

sauces. plus

souvent

associée à des

plats sucrés.

Utiliser contre les

affections respiratoires et

dans le traitement

symptomatique de

troubles de la sphère

digestive.

VII. Propriétés phytochimiques des épices

Chaque épice a un arôme et une saveur unique qui dérivent des composés

phytochimiques appelés encore métabolites secondaires. Ces produits chimiques ont évolué

chez les plantes afin de les protéger contre des insectes herbivores, des agents pathogènes, des

parasites et de champignons (Charaka, 1994). Pendant des siècles, la valeur intrinsèque des

composés phytochimiques pour la santé humaine a été reconnue (Bulduk, 2004).

Les métabolites secondaires représentent un groupe hétérogène de composés naturels

qui sont considérés pour aider la survie de l'organisme et les fonctions de base, tels que la

concurrence, la symbiose, le transport de métal, la différenciation (Demain et Fang, 2000).
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Grâce aux propriétés chimiques et biologiques de ces composés, ils sont largement utilisés à

des fins médicales, pharmaceutiques, agricoles (Calvo et al., 2002).

VII.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. Ils peuvent être

définis comme des molécules indirectement essentielles à la vie des plantes. Ils occupent une

place très importante dans la recherche, parce qu’ils ont considères comme des antioxydants

puissants qui peuvent protéger le corps humain contre les radicaux libres (Borsetal, 1996 ;

Halliwell, 1996).

Actuellement plus de 8000 structures phénoliques connues, variant des plus simples

molécules (acides phénoliques, phenylpropanoïdes, flavonoïdes) aux composés hautement

polymérisés (lignines, mélanines et tannins) (Lugasi et al., 2003).

VII.2. Alcaloïdes

Les alcaloïdes sont des composés azotés, leur présence est caractérisée par une

précipitation à l'aide de plusieurs réactifs (Kansole, 2009). Ils se trouvent chez certaines

plantes dans les parties florales : graine ou fruit (Krief, 2003).

Les alcaloïdes possèdent des activités médicamenteuses et toxiques, par exemple au

niveau du système nerveux central, ils jouent le rôle des dépresseurs (la morphine) ou des

stimulants (caféine) et d’autres peuvent être des anesthésiques locaux (cocaïne) (Kansole,

2009). Le poivre noir par exemple est riche en pipérine (Marie, 2016).

VII.3. Terpènes

Le mot terpène signifie tous les composés possédant une structure moléculaire

construite d’un monomère à 5 carbones appelé isoprène, ils sont majoritairement d’origine

végétale (Malecky, 2006). Ils sont synthétisés par les organismes marins, les champignons,

les animaux et même par les bactéries et les levures (Thoppil et Bishayee, 2011). Les

terpènes sont classés, selon le nombre de répétitions de l’unité de base isoprène en

monotepènes (C10), sesquiterpènes (C15), diterpènes (C20), sesterpènes (C25), triterpènes

(C30) (Kabouche, 2005).
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Chapitre II : Le stress oxydatif

I. Historique

L’oxygène, molécule indispensable à la vie, est susceptible d’entraîner des effets

dommageables dans l’organisme via la formation de radicaux libres et d’espèces oxygénées

activées (EOA). Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisque, vers le milieu des années

50, Gerschman et Hartman avaient déjà évoqué la toxicité de l’oxygène et la « free radical

theory » pour expliquer le processus de vieillissement. En 1969, les Américains McCord et

Fridovich isolèrent à partir de globules rouges humains, un système enzymatique antioxydant,

le superoxyde dismutase (SOD), capable d’éliminer l’anion superoxyde, démontrant ainsi

pour la première fois, que notre organisme produit des EOA. Cette découverte sera le point de

départ, dans le monde entier, de nombreuses recherches sur le stress oxydant et les

antioxydants (Haleng et al., 2007).

II. Le stress oxydatif

II.1. Définition

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’espèces

radicalaires (ou réactives) de l’oxygène (ERO) et les capacités antioxydantes des cellules

(Camille Migdal et al., 2011), ce stress est à I’ origine d'un état redox qui altère de la cellule

en raison d'une surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution) ou d'une diminution des

capacités antioxydantes (Lecerf, 2009). Ce déséquilibre potentiellement conduisant à des

dégâts structuraux et fonctionnels (Pincemail et al., 1999) provoque des mécanismes

pathogènes qui sont liés à de nombreuses maladies (Pincemail, 2001).

Figure 02 : Balance radicaux libres/antioxydants (Pourrut Bertrand, 2008)



Chapitre II : Le stress oxydatif

11

II.2. Radicaux libres

II.2.1. Définition

Le terme (radicaux libres) est défini comme les espèces moléculaires réactives qui

contiennent des électrons non appariés dits électrons célibataires dans leur orbitale la plus

externe (Halliwell, 2009). Cette molécule est très instable et réagie rapidement avec d’autres

composants, essayant de capturer l’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction

en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui

arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-même un radical libre (Martinez,

1995).

Bien que le terme de radical libre ait souvent été assimilé à une espèce réactive ou à un

oxydant, il est important de signaler que tous les radicaux libres ne sont pas forcément des

oxydants. De même que, tous les oxydants ne sont pas des radicaux libres (Diallo, 2005). Ces

radicaux libres sont, en général, très actifs. Ils déclenchent des réactions en chaîne capables

d'endommager les différents constituants de l'organisme vivant (Sahnoun et al., 1997).

II.2.2. Origine des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent être produits lors d’une intoxication aux métaux lourds, les

ischémies/reperfusions suivant des thromboses (Favier, 2003), le dysfonctionnement de la

chaîne mitochondriale, l’activation de systèmes enzymatiques, la libération de fer libre à

partir des protéines chélatrices ou d’une oxydation de certaines molécules (Pincemail, 2002).

Ils sont aussi produits pendant l'irradiation par la lumière UV, par rayons X et par les

rayons γ, ils sont des produits des réactions métal-catalysées, présent comme des polluants

dans l'atmosphère, produits par des neutrophiles et des macrophages pendant l'inflammation

(Valko et al., 2006).

L'ingestion d'alcool est suivie par la formation de radicaux libres, également des

antibiotiques, des anticancéreux. L’infection au VIH a pour effet d’accroître la production des

radicaux libres dans l’organisme (Mohammedi, 2006). Enfin, une mauvaise alimentation

pauvre en antioxydants contribuera également à l’apparition d’un stress oxydant (Pincemail,

2002).

Généralement, le stress oxydant sera la résultante de plusieurs de ces facteurs et se

produira dans un tissu et un type cellulaire bien précis, objet de la défaillance et non pas dans

tout l’organisme (Favier, 2003).
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II.2.3. Principaux radicaux libres

Parmi toutes les espèces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il

convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rôle

particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux

libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

Du point de vue de la terminologie, il est souvent fait mention d’espèces réactives de

l’oxygène. Ces espèces incluent non seulement des radicaux libres dérivés de l’oxygène :

anion superoxyde (O2
-•), radical hydroxyle (OH•), radical hydroperoxyle (HO2•), radical

peroxyle (RO2•) , radical alcoxyle (RO•) , mais d’autres espèces non radicalaires dérivées de

l’oxygène: peroxyde d’hydrogène (H2O2), acide hypochloreux (HOCl), Ozone (O3), Oxygène

singulet (O2•), peroxy nitrite (ONOO-) (Bonnefont et al., 2003), qui ne sont pas réactives

mais peuvent être des précurseurs de radicaux (Favier, 2003). Par ailleurs, tous les radicaux

libres ne sont pas des dérivés de l’oxygène, par exemple le monoxyde d’azote (NO) est un

radical libre dérivé de l’azote (Bonnefont, 2003).

Il ne faut pas penser que tous les radicaux d'oxygène sont extrêmement réactifs, cette

réactivité étant très variable selon la nature du radical. Ainsi parmi les radicaux formés chez

les êtres vivants, l'anion radicalaire super oxyde comme le monoxyde d'azote ne sont pas très

réactifs, mais constituent des précurseurs d'autres espèces plus réactives (Favier, 2003).

Figure 03 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espèces réactives de l’oxygène

impliqués en biologie (Favier, 2003)
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II.2.4. Rôles des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres est qu’ils constituent des espèces dangereuses

susceptibles d’engendrer des maladies tout en étant également des espèces indispensables à la

vie. Ils jouent en effet divers rôles utiles dans le contrôle des gènes et dans des fonctions

physiologiques qui, à part la phagocytose, ont été découvertes récemment.

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, à la

transduction de signaux cellulaires, à la défense immunitaire contre les agents pathogènes, à la

destruction par apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire, à la différentiation

cellulaire, à la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et

notamment ceux de la mémoire, à la fécondation de l'ovule, à la régulation des gènes,

phénomène appelé contrôle redox des gènes (Favier, 2006).

II.3. Conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules

biologiques. Une oxydation des protéines, une oxydation du glucose, des cassures au niveau

de l’ADN avec possibilité de mutation et des processus de peroxydation lipidique peuvent

alors apparaître avec des conséquences souvent irréversibles pour la cellule (Pincemail et al.,

2002).

L'organisme peut aussi réagir contre ces composés anormaux par production d'anticorps,

qui malheureusement peuvent aussi être des auto-anticorps créant une troisième vague

d'attaque chimique (Favier, 2003).

II.4.  Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans de très nombreuses maladies comme facteur

déclenchant ou associé à des complications de l'évolution. La multiplicité des conséquences

médicales de ce stress n'a rien de surprenant car, selon les maladies, celui-ci se localisera à un

tissu et à des types cellulaires particuliers, mettra en jeu des espèces radicalaires différentes et

sera associé à d'autres facteurs variables et à des anomalies génétiques spécifiques à chaque

individu. La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'âge car le

vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la production mitochondriale de

radicaux.

En faisant apparaître des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains

gènes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
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cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, œdème

pulmonaire, vieillissement accéléré. Ainsi, les relations entre stress oxydant et cancer

s'avèrent très étroites, les radicaux libres intervenant dans l'activation des pro-carcinogènes en

carcinogènes, créant les lésions de l'ADN, amplifiant les signaux de prolifération et inhibant

des gènes suppresseurs de tumeur comme p53. Le stress oxydant est aussi un des facteurs

potentialisant l'apparition de maladies plurifactorielles tel le diabète, la maladie d'Alzheimer,

les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires. Dans la genèse de la plaque d'athérome,

l'oxydation des LDL est un des phénomènes clefs transformant les monocytes en cellules

spumeuses (Favier, 2003).

III. Les antioxydants

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup

d'énergie pour contrôler leur niveau d'espèces réactives de l'oxygène (Favier, 2003). En

situation physiologique, ces systèmes antioxydants ont la capacité de réguler parfaitement la

production des ERO. Un stress oxydant surviendra lorsqu’il y aura un déséquilibre dans cette

balance prooxydants/antioxydants en faveur des ERO. Chaque individu ne possède pas le

même potentiel antioxydant selon ses habitudes alimentaires, son mode de vie (ex. le

tabagisme), ses caractéristiques génétiques ou l’environnement dans lequel il vit (Pincemail

et al., 2002).

III.1. Définition d’un antioxydant

On désigne par antioxydant toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible

concentration comparée à celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de manière

significative l’oxydation de ce substrat (Diallo, 2005).

III.2. Classification des antioxydants

Pour se protéger des effets délétères des EOA, l’organisme dispose d’un ensemble

complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux sources d’antioxydants : Pour se

protéger des effets délétères des EOA, l’organisme dispose d’un ensemble complexe de

défenses antioxydantes. On distingue deux sources d’antioxydants : l’une est apportée par

l’alimentation sous forme de fruits et légumes. L’autre est endogène et se compose

d’enzymes, de protéines et de systèmes de réparation des dommages oxydatifs comme les

endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments qui sont des cofacteurs d’enzymes

antioxydantes (Haleng, 2007).
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Figure 04 : Régulation de la production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) par les

systèmes de défenses antioxydantes (Haleng, 2007).

III.3. Mécanismes d’actions des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de l’oxygène

singulet, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Diallo, 2005).

Figure 05 : Mode d’action des principaux systèmes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (Favier, 2003).

III.4. Les antioxydants : plus que des piégeurs d’ERO

L’avènement de la biologie moléculaire a montré que les antioxydants sont des

molécules qui possèdent des propriétés allant bien au-delà de leur capacité à piéger les ERO.

Expérimentalement, il est bien prouvé que les antioxydants présentent des activités
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anticancéreuses non seulement en piégeant des ERO mais aussi en augmentant la réponse

immunitaire, en diminuant l’expression d’oncogènes ou en inhibant l’angiogenèse des

tumeurs. Les antioxydants jouent également un rôle clé dans la régulation des signaux

cellulaires. Le glutathion réduit, joue un rôle très complexe dans la régulation de l’apoptose

mais aussi dans la transcription de gènes pro- et anti-inflammatoires ou de gènes codant pour

l’expression d’enzymes antioxydantes (Pincemail et al., 2002).

III.5. Les antioxydants de synthèse

Les antioxydants non nutritionnels comprennent des produits naturels extraits de

plantes, utilisés tels quels ou après modifications chimiques, des produits extraits d'animaux

terrestres ou marins (enzymes ou protéines antioxydantes), des produits de synthèse imitant

les enzymes, chélatant le fer ou piégeant les radicaux. Ce dernier groupe de piégeurs de

radicaux de synthèse comprend d'anciens médicaments utilisés depuis longtemps comme

fluidifiants bronchiques, anti-inflammatoires ou antihypertenseurs et redécouverts récemment

comme étant antioxydants, et de nouvelles molécules dessinées à finalité d'être antioxydantes.

Toutefois, les molécules historiques ont l'avantage de posséder une autorisation de mise sur le

marché (AMM) comme médicaments, alors que bien peu de nouvelles molécules ont réussi à

obtenir cette coûteuse et difficile autorisation. Les dérivés végétaux sont extrêmement

nombreux à être utilisés principalement dans le domaine des suppléments et des produits

cosmétologiques antivieillissement, qu'il s'agisse de principes extraits de légumes, d'épices, de

fruits ou de plantes médicinales. Ils appartiennent à de nombreuses familles chimiques,

alcaloïdes, glucosides, dérivés indoliques, mais celle des polyphénols a donné le plus de

molécules. Les plus utilisés sont la quercétine (chef de file des flavonoïdes), le resvératrol,

extrait de l'écorce du raisin rouge et la curcumine, extraite de la racine de curcuma (Favier,

2003).
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Chapitre I : Matériel et méthodes

I. Présentation de la région d’échantillonnage

La région de Constantine est située à l'Est d'Algérien. Elle est bordée par la wilaya de

Skikda au Nord, la wilaya d'Oum El Bouaghi au Sud, la wilaya de Guelma à l'Est et la Wilaya

de Mila à l'Ouest (Louadi K, 1999).

Figure N° 06 : Profile d’une vue de la région de Constantine (Louadi, 1999).

II. Objectifs du travail

Notre travail a été réalisé dans le laboratoire de Biochimie et le laboratoire de mycologie

au niveau du Centre de recherche en biotechnologie de Constantine (CRBt). L’expérimentation

a été orientée en vue d’une étude phytochimique et les efforts ont été dirigés vers l’évaluation

in vitro des différentes activités anti oxydantes, inhibitrice d’enzyme et antifongique des extraits

d’épices étudiées.

III. Matériel végétal

III.1. Echantillonnage

Le matériel végétal est constitué de 7 épices entrant dans le mélange de (Ras-el-hanout),

ces derniers ont été acheté chez un herboriste à l’ancienne ville de Constantine.
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III.2. Classification systématique des épices sélectionnées

III.2.1. Anis vert

 Classification (Bouderdara, 2013)

Règne: plantae

Classe: Magnoliopsida

Ordre: Apiales

Famille: Apiaceae

Genre: Pimpinella

Espèce: Pimpinella anisum

 Description botanique

L'Anis vert est une plante annuelle très aromatique, sa racine est fusiforme et porte une

tige ronde, cannelée qui se ramifie au sommet. L'anis peut atteindre de 20 à 50 cm de hauteur

(Aouadhi, 2010). Les feuilles de couleur vert pâle, sont composées de folioles, cordiformes et

lobées, les fleurs sont petites, blanches, radiales et le fruit (grains) est un diakène comprimé au

niveau de la face dorsal (Paloma, 2012).

III.2.2. Carvi

 Classification (Ghédira et Goetz, 2016)

Règne: Plantae

Division: Tracheophyta

Classe: Magnoliopsida

Superordre: Asteranae

Ordre: Apiales

Famille: Apiaceae

Genre: Carum L

Espèce: Carum carvi

 Description botanique

Le carvi est une plante bisannuelle européenne atteignant 1mètre de hauteur, ces feuilles

sont brunes, vert clair, finement lacérées, et oblongues. Les fleurs, de petite taille, de couleur

blanche à rose pâle, avec un calice non denté, à pétales échancrés, le plus souvent sans bractée.

Elles sont disposées en ombelles composées de 5 à 15 rayons, avec des racines fusiformes

(Ghédira et Goetz, 2016).
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III.2.3. Coriandre

 Classification (Ghedira et Goetz, 2015)

Règne: Plantae

Division: Tracheophyta

Classe: Magnoliopsida

Superordre: Asteranae

Ordre: Apiales

Famille: Apiaceae

Genre: Coriandrum L

Espèce: Coriandrum sativum L

 Description botanique

La coriandre est une petite plante herbacée annuelle pouvant atteindre 60 cm de hauteur,

à tiges grêles portant des feuilles glabres, luisantes, divisées en segments ovales, cunéiformes.

Elle est caractérisée par des involucelles et des fleurs, de petite taille, blanches, disposées en

ombelles composées de 3 à 8 rayons. (Ghedira et Goetz, 2015).

III.2.4. Fenouil

 Classification (Abou el-soud et al., 2011).

Règne: Plantae

Ordre: Apiales

Famille: Apiacé

Genre: Foeniculum

Espèces: Foeniculum vulgare

 Description botanique

Le fenouil est une plante annuelle ou pluriannuelle atteint 2 m de hauteur (Jolad et al.,

2005). Le fenouil a des fleurs jaunes réunies en ombelles au bout des tiges, donnent des grains

allongés, très parfumés. Et des feuilles filiformes, divisées en lanières étroites et allongées et

ont un goût aromatique. (François, 2000; Peter et al., 1987).

III.2.5. Gingembre

 Classification (Gigon, 2012)

Règne: Plantae
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Sous-règne: Trachéobionta

Division: Angiospermes

Classe: Monocotylédones

Sous-classe: Zingibéridées

Ordre: Zingibérales

Famille: Zingibéracées

Genre: Zingiber

Espèce: Zingiber officinale

 Description botanique

Une plante tropicale herbacée vivace sa partie souterraine utilisée est le rhizome. Celui-

ci se divise dans un seul plan et est constitué de tubercules globuleux ramifiés. La cassure est

fibreuse et granuleuse, l’odeur est aromatique avec une saveur chaude et piquant. (Gigon,

2012).

III.2.6. Paprika

 Classification (Gayet, 2010)

Règne: Plantae

Sous-règne: Tracheobionta

Division: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sous-classe: Asteridae

Ordre: Solanales

Famille: Solanaceae

Genre: Capsicum

Espèce: Capsicum annuum

 Description botanique

Plante annuelle à larges feuilles pouvant atteindre en culture 1,50 m de hauteur et plus.

Le Fruits est baies non juteuses, allongées ou sphériques, de plusieurs couleurs, pouvant être

érigées, renfermant de nombreuses graines aplaties, rondes avec une surface creuse, le plus

souvent blanches ou noires. Le genre Capsicum comprend 22 espèces sauvages et 5 cultivées

(Gayet, 2010).
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III.2.7. Cannelle

 Classification (Girre, 2001)

Règne: Plantae

Classe: Dicotyledonae

Ordre: Magnoliales

Famille: Lauraceae

Genre: Cinnamomum

Espèce: Cinnamomum Cassia

 Description botanique

Un arbre d’une dizaine de mètres de hauteur, maintenu à une taille inférieure en culture

et dans une forme buissonnante pour provoquer l’apparition de nombreuses tiges. Jeunes

feuilles de couleur rouge rosé. Très petites fleurs blanches à 6 pétales disposées en grappes

coniques (panicules) en position terminale, à odeur agréable proche du muguet. (Gayet, 2010).

IV. Méthodes

IV.1. Extraction des métabolites secondaires

Les extraits bruts des épices sont obtenus par macération. Ce type d’extraction est un

simple contact entre le support solide et le solvant, la séparation se fait par filtration (Lumbu

et al, 2005 ; Penche, 2010). Après la collection des épices et leur nettoyage et broyage dans un

broyeur électrique (IKA), les poudres des épices (100 g pour chaque épices) sont macérées3

fois avec renouvellement du solvant dans un mélange hydro-alcoolique (méthanol/eau ; 80/20 :

V/V) pendant 24 heures à température ambiante. Les macéras sont réunis et filtrés sur papier

filtre. Le solvant est éliminé du filtrat sous vide à 40ºC à l’aide d’un Rotavapor.
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Matériel végétalesLavage + broyage100 g de poudre + 1000 ml deMéthanol /eau : 80/20
Macération (24)h) 1 er Filtration Filtrat 1

Résidus + 1000 ml de méthanol
Macération (24 h)

2 éme Filtration Filtrat 2
Résidus + 1000 ml de méthanol

Macération (24 h) 3 éme Filtration Filtrat 3
Résidus jetés Evaporation

Extrait sec

Figure N° 07 : Protocole d’extraction selon la méthode de Craig (1950)
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IV.2. Dosage des polyphénols et flavonoïdes totaux

IV.2.1. Dosage des polyphénols totaux

 Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR), constitué de mélange d'acide phosphotungstiqueet

d'acide phosphomolybdique, est réduit lors de l'oxydation des phénols.  La coloration bleue

produite est proportionnelle à la teneur en polyphénols et possède une absorption maximum

aux environs de 750 -765 nm.

 Mode opératoire

Figure N° 08 : Protocole de dosage des polyphénols totaux (Muller et al., 2010)

IV.2.2. Dosage des flavonoids totaux

 Principe

Les flavonoïdes forment des complexes jaunâtres par chélation des métaux (fer et

aluminium), ceci traduit le fait que ces derniers perdent deux électrons pour s’unir à deux

atomes d'oxygène de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (Gayon et

al., 1972). La quercétine a été utilisée comme standard.

Mettre le mélange à l’obscuritéPondant 2h

75 µl de carbonate desodium

Lecture à 765 nmAu lecteur microplaque

100 µl de FCR dilué 20 µl d’extrait
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O

OOH

O

OO

Figure N° 09 : Mécanisme de l’interaction du chlorure d’aluminium avec les

flavonoïdes (Gayon, 1968)

 Mode opératoire

La teneur en flavonoïdes des extraits a été déterminée en utilisant la méthode

colorimétrique au trichlorure d’aluminium (AlCl3) (Kumaran et al., 2007).

Figure N° 10 : Protocole de dosage des flavonoïdes totaux (Kumaran et al., 2007)

IV.3. Activités antioxydantes

IV.3.1. Test de piégeage du radical libre DPPH•

Le composé chimique 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle (DPPH) fut l’un des premiers

radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés

phénoliques (Blois, 1958 ; Brand-Williams et al., 1995). Le DPPH est un radical libre, stable

ou accepteur d’hydrogène de couleur violet intense (Cavaret al., 2009). Ce radical perd sa

coloration native quand il se lie avec des substances antioxydantes (AH), qui lui transfèrent des

électrons ou des protons. La forme réduite du DPPH confère à la solution une couleur jaune

(Gadow et al., 1997). Le virage vers cette coloration et l’intensité de la décoloration découle,

de la nature, de la concentration et de la puissance des principes actifs présents (kroyer, 2003

; Es Safi et al., 2007). On apprécie ce changement de couleur grâce à un enregistrement à la

longueur 540 nm (à l’aide d’un spectrophotomètre).

50 µl d’extrait de plante
10 µl Nitrate d’aluminium130 µl (MeOH) 10 µl Potassium acétate

Lecture à 415 nm

Al+H+
Al3+
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% AA = [(Abs contrôle – Abs extrait) / Abs contrôle] x 100

40 µl d’extrait
160 µl solution méthanoïqueDu DPPH Incubation30 min

Lecture à 517 nm

N

N.

NO2O2N

N

NH4

NO2O2N

Figure N° 11 : Transformation du radical DPPH• en DPPH,H

 Mode opératoire

Figure N° 12 : Protocole d’évaluation de l’activité de piégeage du DPPH (Blois, 1958)

 Le pourcentage de l’activité anti radicalaire de DPPH a été calculé comme suit :

IV.3.2. Test de piégeage du radical libre ABTS+•

 Principe

Le radical ABTS+• est généré par l’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec

persulfate de potassium (Re et al, 1999). La solution d’ABTS présente une coloration bleu

turquoise lorsque le radical (ABTS+•) reste dans un état libre. Cependant, la forme réduite du

radical confère à la solution une coloration jaune lorsque le radical est piégé par les substances

antioxydants présentes dans l’extrait ; l’intensité de la coloration dépend de la nature, la

concentration et la puissance de la substance antiradicalaire (Miguel, 2010).

+ Antioxydant -OH + Antioxydant -O
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% AA = [(Abs contrôle – Abs extrait) / Abs contrôle] x 100

-O3S

N

S

N N

N

S SO3
-

C2H5 C2H5

-O3S

N

S

N N

N

S SO3
-

C2H5 C2H5

Figure N° 13 : Oxydation de l’ABTS par le persulfate de potassium et génération de ABTS+•²

 Mode opératoire

Figure N° 14 : Protocole d’évaluation de l’activité de piégeage de l’ABTS

(Re et al. , 1999)

 Le pourcentage de l’activité antiradicalaire ABTS est calculé en utilisant la formule

suivante :

IV.3.3. Test de la capacité antioxydante par réduction du complexe Néocuproéne

 Principe

La méthode CUPRAC (cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivie

de la diminution de l’absorbance accrue du complexe Néocuproéne (NC), cuivre (Cu+2)Nc2-

Cu+2. En effet, en présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-neocuproéne est réduit

Solution d’ABTS+ (abs de 0.7±0.02 à 734 nm)
40 µl d’extrait160 µl

Incubation pendant 10 min à l’obscurité
Mesure de l‘absorbance à 734 nm

K2S2O8

ABTS+•ABTS
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et cette réaction est quantifié spéctrophotométriquement a une longueur d’onde de 450 nm

(Apak et al., 2004). Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles phénoliques

en quinones à travers la réduction du complexe Cu+2 -Nc, produisant ainsi un complexe

chromogène de Cu+2 -Nc qui absorbe à 450 nm.

CH3 CH3

N N

H3C CH3
Cu2+ H3C CH3

CH3H3C
Cu

Figure N° 15 : Réduction du complexe chromogène de Cu+2-Nc.

 Mode opératoire

²éééFigure N° 16 : Protocole d’évaluation de l’activité CUPRAC (Apak et al., 2004)

IV.3.4. Test de piégeage de la Superoxyde DMSO Alcalin

 Principe

Cette activité permet de tester par spectrophotométrie la capacité de l’extrait antioxydant

à capturer l’anion superoxyde (O2•-), ce qui empêchera la réduction du nitrobluetetrazolium

(NBT) en bleu de formazan. Le test est positif si la solution est colorée en jaune. En effet, la

40 µlextrait
50 µl de (Cu Cl2, 2H20)60 µl d’acétateD’ammonium (1M, PH 7,0) 50 µl de néocuproine

Incubation Pendant 1 h
Lecture à 450 nm

+2 -
-H+
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génération de ce radical anionique stable est favorisée par l’alcalinisation du DMSO. Les

absorbances obtenues permettent de calculer un pourcentage de réduction du NBT2+ par rapport

à un témoin constitué d’un milieu réactionnel dépourvu de composé antioxydant (Parejo et al.,

2002).

 Mode opératoire

40 μl d’extrait
+

13O μl DMSO alcalin 30μl NBT

Lecture à 560 nm

Figure N° 17 : Protocole d’évaluation de l’activité Superoxyde DMSO alcalin (Rao et al.,

1990)

IV.3.5. Test de blanchissement du β-carotène

 Principe

Le potentiel antioxydant d’un extrait végétal peut être évalué par la détermination de la

capacité d’inhibition de l’oxydation du ß-carotène. Dans ce test, l’oxydation de l’acide

linoléique produit des radicaux peroxydes qui attaque les onze doubles liaisons du ß-carotène,

ce qui entraine une décoloration de cette dernière mesuré spéctrophotométriquement à 470 nm.

Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de

l’acide linoléique et donc prévenir l’oxydation et le blanchiment du ß-carotène (Kubola et

Siriamornpun, 2008).
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 Mode opératoire

Figure N° 18 : Evaluation de l’activité de blanchissement du β-carotène (Marco, 1968)

 Les pourcentages d’inhibition de blanchiment de la β-carotène ont été calculés par la

formule suivante :

% d’inhibition = [(D.O T120 – D.O T120) / (D.O T0 – D.O T120)] X 100

IV.3.6. Capacité de réduction du permanganate PRAC

 Principe

La méthode est basée sur les réactions d'oxydoréduction entre l'échantillon d'antioxydant

et le permanganate de potassium dans des milieux contenant de l'acide sulfurique, entraînant

une décoloration de l'échantillon jusqu'à ce qu'aucune couleur ne soit observée (Cacig et al.,

2006). Le signal du spectrophotomètre a ensuite été enregistré à 535 nm jusqu’à valeur

constante.

160 µl solution A40µl extrait
Lecture à 470 nm

Lecture chaque 30 min0 min → lecture jusqu'à120  min → lecture à 470 min → 45℃ a l’étuve
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 Mode opératoire

Figure N° 19 : Protocole d’évaluation de l’activité PRAC (Permanganate Reducing

Antioxidant Capacity) (Eftimová et al., 2018)

 Les pourcentages de l’activité PRAC est calculé par la formule suivante :

PRAC(%) = ( _ − _é ℎ )/ _ × 10
IV.3.7. Test de piégeage du radical Superoxyde (Méthode de Pyrogallol).

 Principe

La méthode au pyrogallol, développée spécifiquement pour la superoxyde dismutase,

est maintenant largement utilisée pour mesurer le piégeage des superoxyde. Le pyrogallol est

connu depuis longtemps pour s’auto-oxyder rapidement, en particulier dans une solution

alcaline, et la réaction a été utilisée pour éliminer l’oxygène des gaz (marklundetmarklund,

1974).

130 μL KMnO4 solution (0.006 mol/L)
60 μL H2SO4 (1.2 mol/L)

10 µl extrait
Après 5 mn lecture à 535 nm
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 Mode opératoire

+ +

Figure N° 20 : Protocole d’évaluation de l’activité de piégeage du radical Superoxyde
(Méthode de Pyrogallol) (Chung Pin Liang et al., 2014)

IV.3.8. Pouvoir réducteur

 Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé à son pouvoir antioxydant, cette technique

est développée pour mesurer la capacité des extraits testés à réduire le fer ferrique (Fe3+) présent

dans le complexe K3Fe(CN6) en fer ferreux (Fe2+). En effet, le Fe3+ participe à la formation du

radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance de milieu réactionnel est determine

à 700nm (Hubert, 2006).

 Mode opératoire

Figure N° 21 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur (Oyaizu, 1986)

20 µl extrait 140 µl Tampon (Tris-HCl) (Ph 8,2) 20 µl Pyrogallol
Incubation à 25° C durant 5 mn

20 µl  HCl (8 mM)
Lecture 420 nm

10 μl de l’extrait
40μl phosphate buffer (pH 6.6) 50 μl potassium ferricyanide (1%)

50°C /20min

40 μl H2O + 10 μl ferricchloride 50 μl tri-chloroaceticacid (TCA) (10%)
Lecture à 700 nm
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Fe2+ chelating effect (%) = [(ABS control-A echantillonl)/A Control]* 100

IV.3.9. Activité chélatrice du fer

 Principe

L’activité chélatrice du fer ferreux par les molécules pures est déterminée par la méthode

décrite par Sharma et Singh (2012), qui consiste à suivre l'inhibition de la formation du

complexe fer ferrozine de couleur violette qui présente un maximum d’absorption à 562 nm.

Cependant, en présence d’agent chélateurs, la formation de complexe est perturbée ce qui

entraine une diminution de la couleur. La mesure de la diminution de la couleur permet

d’estimer l’activité de la chélation du fer (Sharma et Singh, 2012).

 Mode opératoire

Figure N° 22 : Protocole d’évaluation de l’activité chélatrice du fer (Dinis et al., 1999)

 L’effet de l’alkylation des ions de fer est évalué par l’équation suivante :

IV.3.10. Activité chélatrice de Cuivre (CCA)

 Principe

La capacité des extraits à chélater Cu2+ a été évaluée à l'aide de la méthode utilisant du

violet de pyrocatéchol (PV) comme agent chromogène (Saiga et al., 2003). En milieu aqueux

tamponné à un milieu légèrement acide (pH 6,0), les composés phénoliques peuvent se lier à

Cu2+, mais en fonction de la structure chimique, la réactivité de formation du complexe phénol-

40 µl MeOH
40 µL extrait

40 µl (0,2 mM)
80 µl ferrozine Attendre10

min

Lecture à 562 nm
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Cu2+ est augmentée, mais il reste généralement un résidu de Cu2+ dans le milieu réactionnel.

Parce que le cuivre n’est pas lié par les composés chimiques présents dans un échantillon test.

Ensuite, le Cu2+ restant réagit avec le violet de pyrocatéchol dans une proportion de 2:1, formant

un complexe de couleur sombre pouvant être surveillé à 632 nm (Yang et Yin, 2010).

 Mode opératoire

Figure N° 23 : Protocole d’évaluation de l’activité chélatrice de cuivre (CCA) (Sanchez-

Vioque et al., 2013)

IV.3.11. Activité de piégeage du radical Galvinoxyl (GOR)

 Principe

Galvinoxyl est un capteur de radicaux disponible dans le commerce. Il trouve une

utilisation à la fois comme sonde pour étudier les réactions radicalaires et comme inhibiteur de

la polymérisation radicalaire. Galvinoxyl est un radical libre, stable ou accepteur d’hydrogène

de couleur jaune foncé à haute absorbance. Ce radical perd sa coloration native quand il se lie

avec des substances antioxydantes, qui lui transfèrent des électrons ou des protons. La forme

réduite du Galvinoxyl confère à la solution une couleur jaune clair à faible absorbance. On

mesure le changement de couleur grâce à un enregistrement à la longueur d’onde 428 nm (Shi

et al., 2001).

40 µl extrait
140 µl sodium acetate Buffer (50mM; Ph 6.0)

10 µl CuSO4 (5mM)
Incubation

30 mn

10 µl pyrocatechol violet (PV) (4mM)
Incubation 30 mn

Lecture 632 nm
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 Mode opératoire

L'activité Galvinoxyl radical (GOR) scavenging est déterminée par la méthode décrite par

Shi H et al (2001).

Figure N° 24 : Protocole d’évaluation de piégeage du radical Galvinoxyl (Shi et al., 2001)

IV.3.12. Activité de la phenanthroline

 Principe

La phenanthroline ou L'orthophénantroline est un composé organique formé de trois

cycles aromatiques adoptant la disposition du phénanthrène. Les deux cycles opposés

contiennent chacun un atome d'azote se faisant face. Elle fait partie des ligands bidentates. À

ce titre, elle est susceptible de former des complexes, avec le fer par exemple. Seul le fer ferreux

[Fe(II) ou Fe2+] forme un complexe stable avec La phenanthroline de couleur rouge orangé.

On nomme ce complexe féroïen et il se prête bien à l'analyse colorimétrique ou photométrique

à une longueur d'onde de 510 nm (Szydlowska-Czerniaka, 2008).

 Mode opératoire

L’activité de phenanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka
(2008). Le BHT est utilisé comme standard.

40 µlExtrait 160 µlGalvinoxyl
Incubation à 120 min

Lecture à 428 nm
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Figure N° 25 : Protocole d’évaluation de l’activité Phenanthroline (Szydlowska-Czerniaka,

2008)

IV.4. Activités inhibitrices des enzymes

IV.4.1. Activités antidiabétiques

A. Inhibition de l’Alpha amylase

L’amylase de mammifère, sécrétée par la glande pancréatique et de la salive comme étant

une enzyme glycolytique à travers le suc pancréatique dans l’intestin, est l’enzyme clé qui

catalyse la première étape du processus digestif des hydrates de carbone (glucides).

Les inhibiteurs de l'hydrolyse des hydrates de carbone par l’amylase dans le tractus

digestif retardent leur digestion et prolongent son temps, causant une réduction dans le taux

d’absorption du glucose (Raj et al., 2008), et par conséquent diminution des niveaux de glucose

plasmatique et abaissement de l’hyperglycémie (Hong et al., 2008).

 Principe

L'activité inhibitrice de l'α-amylase a été réalisée à l'aide de la méthode iode / iodure de

potassium (IKI) (Zengin et al., 2014) avec quelques modifications.

110 µlMeOH10 µlExtrait 50 µlFeCl3 30 µlPhenanthroline
Incubation àl’obscurité pendant 20
min à 30°C

Lecture à 510 nm
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%Inhibition = 1-[DO (KII+ Amidon) - DO (extrait) /DO (KII+Amidon)-DO (Control)]

%Inhibition = 1-[DO (KII+ Amidon) - DO (extrait) /DO (KII+Amidon)-DO (Control)]

%Inhibition = 1-[DO (KII+ Amidon) - DO (extrait) /DO (KII+Amidon)-DO (Control)]

 Mode opératoire

Figure N° 26 : Protocole d’évaluation de l’inhibition de l’alpha amylase

(Zengin et al., 2014)

 Le pourcentage d’inhibition de l’alpha-amylase a été calculé par la formule suivante :

B. Inhibition de l’α-glucosidase

 Principe

L'alpha-glucosidase (α-D-glucoside glucohydrolase; EC 3.2.1.20) est une enzyme clé

dans la digestion des glucides, se libéré dans la bordure de la brosse de l'intestin grêle, qui

hydrolysent les liaisons α-1,4-glycosidiques à partir de l'extrémité non-réductrice des

oligosaccharides et des polysaccharides avec la libération de α- glucose qui peuvent être

absorbées par l'intestin (dolores et al., 2006 ; wu et al., 2012 ; kazeem et al., 2013 ; abd el-

mohsen et al., 2014 ; poongunran et al., 2015 ; sulistiyani et al., 2016). Le principe consiste

à mettre en contact, l’extrait brut avec l’α glucosidase et son substrat et mesurer l’intensité de

50 µld’enzyme20 µl d’extrait
Incubation pendant

10 min à 37 °C

50 µl d’amidon
Incubation pendant

10 min à 37 °C

100 µl IKI
25 µl HCl

Lecture à 630 nm avec unlecteur de microplaque à 96
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% AA = [(Abs contrôle – Abs extrait) / Abs contrôle] x 100

l’absorbance à 405 nm, afin d’évaluer le degré d’inhibition de l’activité enzymatique par

l’extrait testé (Shai et al. 2011). Le standard utilisé est l’acarbose.

 Mode opératoire

Figure N° 27 : Protocole d’évaluation de l’inhibition de l’α-glucosidase

(Lordan et al., 2013)

 Le pourcentage d’inhibition de l’alpha-glucosidase a été calculé comme suit :

IV.4.2. Activité anticholinesterase

Inhibition de l’acétylcholinestérase et de la butyrylcholinesterase

 Principe

L’acétylcholinestérase est l’enzyme responsable de la métabolisation de l’acétylcholine,

neurotransmetteur du système cholinergique qui est impliqué notamment dans les fonctions

cognitives.L’inhibition de cette enzyme va engendrer une diminution du turnover de

l’acétylcholine et donc augmenter les effets cholinergiques. Les inhibiteurs de

l’acétylcholinestérase sont utilisés pour diminuer les symptômes de la maladie d’Alzheimer.

Dans la Maladie d’Alzheimer, les cellules nerveuses se détériorent progressivement, surtout

celles produisant de l’acétylcholine, substance importante pour la mémoire. On a montré qu’il

50 µl de d’extrait

50 µl de solution de substrat100 µl de la solution d’enzyme
Incubation à 37°Cpendant 10 min

Lecture à 405
nm à 37°C
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existe une baisse de la concentration d’acétylcholine dans le cerveau de patients atteints de

Maladie d’Alzheimer. Les anticholinestérasiques diminuent l’activité de l’acétylcholinestérase,

enzyme détruisant l’acétylcholine. Leur action favorise donc l’élévation de la concentration

d’acétylcholine dans le cerveau.

L’activité Acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase est déterminée par la méthode

d’Ellman (Ellman et al., 1961).

H3C S

O

N

CH3

CH3

CH3 N+
H3C SH

H3C CH3 H3C OH

O

HOOC

O2N S S NO2

COOH

HOOC

O2N S

S
N+ HS

COOH

NO2

Figure N° 28 : principe de la réaction d’Ellman (Ellman et al., 1961)

 Mode opératoire

Figure N° 29 : Protocole d’évaluation de l’activité anticholinestérasiques (Ellman et al.,

1961)

AChE

ThiocholineAcettlthiocholine (ATCI) Acide acétique

DTNB

Mélange disulphide Jaune Acide-5-thio 2-nitrobentoique (TNB)

Lecture à 412 nm pour 0 min

Et lecture après 15 min
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IV.4.3. Activité anti-tyrosinase

 Principe

L’activité tyrosinase est déterminée spéctrophotométriquement en utilisant la L-tyrosine

comme substrat. En présence de l’enzyme, la L-tyrosine est oxydé en o-quinone, un composé

qui présente une absorbance maximale à 475 nm (Espin et al., 1995).

 Mode opératoire

L'activité tyrosinase est réalisée selon la méthode décrite par Deveci et al., (2018).

Figure N° 30 : Protocole d’évaluation de l’activité anti tyrosinase (Deveci et al., 2018)

IV.5. Activité antifongique

IV.5.1. Présentation de la souche fongique utilisée

Le genre Fusarium, décrit pour la première fois par Linke en 1809, appartient à la

famille des Tuberculariacées, dans le groupe des hyphomycètes (champignons filamenteux)

(Gims et al, 1989). La plus parts des espèces du genre Fusarium sont pathogènes.

Les plants de tomates sont attaqués par plusieurs agents pathogènes fongiques du sol.

L’espèce de Fusarium oxysporum f. sp lycopersic l’agent pathogène le plus important, qui se

10 µl d’extrait
20 µl de la solution d’enzyme150 µl de la solution à PH 6.8

Incubationdurant 10 min à
20 µl de solution de L-Dopa

Incubationdurant 10 min à
37 ° CLecture à 475 nm
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développe dans les sols cultivés et non cultivés, provoque les symptômes de la moisissure, de

la pourriture racinaire et des maladies du flétrissement chez de nombreuses plantes, y compris

la tomate (Radwan, et al, 2016).

IV.5.2. Position systématique

Embranchement : thallophyte.

Classe : Deutéromycète.

Famille : Tuberculariacée.

Genre : Fusarium.

Espèce: Fusarium oxysporum

Race: Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersici (Henni, 1998)

Le genre Fusarium est bien connu pour son rôle important en phytopathologie, ce dernier

regroupe un grand nombre d’espèces (Messiaen et Cassini, 1968).

Les espèces de Fusarium oxysporum se caractérisent par une large gamme de plantes

hôtes et la plupart des souches pathogènes de F.oxysporum envahissent le système vasculaire

de ces plantes et présentent une spécificité parasitaire, c’est-à-dire que l’espèce ne peut attaquer

qu’un hôte déterminé (Ozenda, 1990).

IV.5.3. Préparation du milieu de culture

Notre expérimentation a réalisé sur un milieu PDA (pomme de terre, dextrose, gélose).

Le milieu de culture PDA est favorable pour la croissance des champignons phyto-pathogène.

 Constituants : 200g pomme de terre, 16 g agar-agar, 16 g Dextrose dans un 1 litre

d’eau distillée.
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Figure N° 31 : Protocole de la préparation d’un milieu PDA

200g de pomme de terre épluché et biendécoupé avec 1000 ml d'eau distillée Bouillir à100°C pendant 20 à 25 min

16 g de l'agar-agar s’ajoute au 1000 ml de l’eaurecueillie de pomme de terre plus 16 g dedextrose avec conscience sous agitation à 65 °Cjusque qu'il soit homogène.

Répartition du milieu PDA dans 7 Arlène de25 ml
Stérilisation à l’autoclave pendant 30min/121°C
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IV.5.4. Préparation des solutions

A. Préparation des extraits

Cinq (5) concentrations des extraits testés de 5mg, 10mg, 20mg, 40mg, 80mg et160 mg

préparées dans 1 ml de DMSO, et les ajoutés à 100 ml de milieu PDA à 60 °C, puis réparti dans

4 boites de Pétri.

B. Préparation des contrôles positif et négatif

Un volume de 1 ml de solution de DMSO contenant 1 mg du produit lyophilisé a été

ajouté à 100 ml de milieu PDA à 60 °C, préalablement stérilisé puis réparti dans 4 boîtes de

Pétri. De même, 1 ml de DMSO a été ajouté à 100 ml de milieu PDA et a été considéré comme

un contrôle positif. Le contrôle négatif contient le support PDA sans aucun autre produit (Song

et al., 2004).

Figure N° 32 : Préparation des contrôles négatifs et positifs

C. Méthode de diffusion en milieu gélosé

L'activité inhibitrice des différents extraits, sur la croissance du mycélium des deux agents

phyto-pathogènes, est déterminée en mesurant la croissance radiale du champignon sur un

milieu PDA, contenant le complexe à tester. Expérimentalement, un disque de 5 mm de

diamètre provient d'une jeune culture fongique et est déposé de manière aseptique au centre de

la boîte de Pétri contenant le milieu PDA et le complexe à tester. L'expérience est répliquée 4

fois pour chaque traitement.
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Figure N° 33 : L’ensemencement de la souche fongique

Après 7 jours d'incubation à 28° C, la croissance mycélienne de l'agent phytopathogène

est mesurée à l'échelle millimétrique. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition

de la croissance de chaque champignon pour chaque extrait, par rapport au diamètre moyen des

colonies de chaque champignon cultivé dans un milieu témoin.

Ainsi, l'activité d'inhibition a été exprimée en pourcentage et a été calculée selon la

formule suivante : I = (C-T / C) x 100(Dennis et al., 1971). Où

I = taux d'inhibition en% ;

C=croissance radiale de l'agent phyto-pathogène en mm sur milieu PDA avec DMSO

(témoin) ;

T = la croissance radiale, en mm, de l'agent phyto-pathogène sur milieu PDA contenant

l’extrait à tester.
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Chapitre II : Résultats et discussion

I. Dosage des polyphénols et des flavonoïdes

I.1. Dosage polyphénols

Les valeurs moyennes de la concentration en polyphénols des extraits bruts des épices

étudiés sont représentées dans la figure n° 34 calculés à partir de l’équation de la courbe

d’étalonnage de l’acide gallique à une longueur d’onde 765 nm.

Figure N° 34 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique

Figure N° 35 : La teneur en polyphénols des extraits bruts des épices.

Les résultats du dosage des composés phénoliques totaux, représentés dans la figure

n°36, montre que la quantité des composés phénoliques des différents extraits varie entre

61.65±1.64 et 451.65±0.44 µg GAE/mg d’extrait. Le taux des composés phénoliques le plus

élevé a été détecté pour la cannelle avec une teneur de 451.65 ±0.44 µg GAE/mg, suivi par le

y = 0,0034x + 0,1044
R² = 0,9972
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y = 0,0048x
R² = 0,997
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gingembre, carvi, fenouil, anis vert et paprika avec des teneurs de 451.45±0.44, 377.33±1.91,

343.63±5.15, 264.39±2.2 et 243.50±9.85 µg GAE/ml respectivement. La plus faible teneur a

été enregistrée dans la coriandre avec une concentration de 61.65±1.64µg GAE/mg.

Les composés phénoliques interviennent dans les relations entre la plante et les

organismes vivants qui l'entourent. Ils sont probablement des éléments essentiels de la

coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que les parasites, les pathogènes et

les prédateurs, mais aussi les pollinisateurs et les disséminateurs. Sans oublier d'autres

influents importants tels que, le stade de développement (taux de maturité), la déficience en

éléments nutritives, la sécheresse, et l'intensité lumineuse.  Ces différentes relations ont donné

lieu à une extrême diversification quantitative et qualitative des épices en composés

secondaires (Pichersky et Gang, 2000).

I.2. Dosages des flavonoïdes

La détermination quantitative des flavonoïdes s’effectuer par la méthode de trichlorure

d’aluminium, basé sur la formation d’un complexe flavonoïde-ion d’aluminium, ayant une

absorbance maximale à 430 nm.

Figure N° 36 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

La quercétine a été utilisé comme étalon, les résultats obtenus sont représentés dans une

courbe d’étalonnage ayant l’équation : (Y=0,004X) avec R2=0,997. En parallèle les résultats

du dosage des flavonoïdes des différentes épices sont illustrés dans la figure ci-dessous
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Figure N° 37 : La teneur en flavonoïdes des extraits bruts des épices.

Les résultats de dosage des flavonoïdes des extraits bruts des épices montrent que

l’extrait de l’anis vert présente la plus forte teneur en flavonoïdes avec une concentration de

75.06±4.86 µg EQ/mg d’extrait suivie par la coriandre et le gingembre avec un teneur de

26.38±0.88 µg EQ/mg d’extrait, 23.19±2.06 µg EQ/mg respectivement.

Les autres épices (paprika, cannelle, carvi, fenouil) présentaient des teneurs en

flavonoïdes plus faible de l’ordre de 18.95±0.88, 18.05±0, 17.98±0.14, 17.5±1.62 µg EQ/mg

respectivement.

Les résultats enregistrés dans la présente étude laissent constater qu’il n’y a pas toujours

une corrélation positive entre les teneurs d’un épice en polyphénols et en flavonoïdes. Par

exemple, le carum carvi renferme 377.33±1.91 µg EQ/mg en polyphénols, alors que la teneur

en flavonoïdes n’est que de 17.98±0.14 µg EQ/mg d’extrait.

Outre, Cinnamomum cassia renferme 451.64±3.52 µg EQ/mg en polyphénols, mais la

concentration en flavonoïde atteint 18.05 ± 0 µg EQ/mg. Cette même constatation est signalée

par Vundac et al., (2007) qui ont démontré une corrélation négative entre la teneur en

polyphénols totaux de quelques épices et celle en flavonoïdes.

L'existence des flavonoïdes dans les épices, même en faibles quantités, leur confèrent

des vertus médicinales propres à la nature des flavonoïdes qu'elles renferment. La quercétine

et le kaempferol sont contenus dans la cannelle (Prasad et al., 2009) ; la flavone glycoside et

la rutine dans le gingembre (Ghasemzadeh et al., 2010) ; la quercetin-3-glucuronide, la

rutine, le luteolin-7-glucoside, l'isoorientine, l'isovitexine, et l'apigenin-7-glucoside dans l'anis

vert (Charles, 2013), la quercétine et le kaempferol dans le fenouil (Dua et al., 2013) et les

flavonols dans le coriandre (Dias et al., 2011).
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Les résultats de Agrahari et al., 2014 souligne la richesse du carvi en flavonoïdes. Ces

flavonoïdes incluant le 3-O-methyl quercétine, l'isoquercétine, la quercétine 3-0

caffeylglucoside, et le kaempferol 3-glucoside conférant à l'épice une multitude d'activités

biologiques, antidiarrhéique (Galvez et al., 1993 ; Laribi et al., 2010), antimicrobienne,

antifongiques, anti-hyper glycémique, anti-hyperlipidémique, anti tumoral et autres

(Iacobellis et al., 2005 ; Mehdi et al., 2009).

II. Les activités antioxydantes

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements

fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits

pourrait mener à des résultats dispersés selon l'essai utilisé. Par conséquent, une approche

avec des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus

instructif et même nécessaire (Ozturk et al., 2007).

Dans ce travail, 12 méthodes de dosage de l’activité antioxydante ont été utilisées :

méthode de DPPH, ABTS, GOR, CUPRAC, CCA, PRAC, méthode de blanchissement de β

carotène, pouvoir réducteur, le supère oxyde DMSO alcalin, Phenanthroline est deux méthode

de chélation de fer.

II.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH est un radical libre, stable, qui possède une bande d’absorbance à 517 nm,

employé pour évaluer l’activité antioxydante des composés polyphénoliques. Dans ce test on

utilise le BHT, BHA et le α-tocophérol comme standard.

L’activité de piégeage du radical libre DPPH•+ d’extraits des différentes épices étudées

est exprimée en valeur IC50 (la concentration d’extrait nécessaire pour inhiber 50% du radical

libre DPPH•+). Les résultats obtenus sont consignés et représentés dans un histogramme dans

la figure ci-dessous.
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Figure N° 38 : Valeurs des IC50 pour l’activité du Piégeage de DPPH des extraits bruts des

épices exprimés en µg/ml.

Figure N° 39 : Profile des microplaques (1) et (2) de l’activité DPPH.
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Une valeur IC50 inferieure indique une activité antioxydante plus élevée (Pokorny et

al., 2001). L'activité antioxydante des extraits bruts des épices est inversement proportionnelle

à la valeur d’IC50. Les résultats obtenus constatent que la cannelle présente une bonne

capacité à piéger le radical DPPH avec une IC50 de 43.09±1.73 µg/ml mais leur IC50 est

supérieur à celles des standards utilisés le BHT et le α-Tocophérol avec une IC50 de

12.99±0.41 µg/ml et 13.02±5,17 µg/ml respectivement. Par contre la cannelle possède une

faible activité d’inhibition des radicaux libre DPPH en comparaison à BHA avec IC50 de

6.14±0.41 µg/ml. L’anis vert, la coriandre, le carvi, le fenouil, le gingembre et le paprika

présentent les activités antioxydantes les plus faibles. Leurs IC50 sont de 218.01±1.64,

234.37±1.77, 230.29±2.05, 161.94±0.31, 473.43±4.27, 705.78±1.11 µg/ml respectivement.

Ce test a permis de montrer que parmi les 7 plantes aromatiques testées la cannelle

possède la plus forte activité antiradicalaire par le test au DPPH comme ils ont décrit les

auteurs (Sindhu et Abraham, 2005) avec une IC50 égale à 22.4 µg/ml.

Par contre, L’anis vert, la coriandre, le carvi, le gingembre montre faible activité qu’est

incompatible avec les résultats obtenus d’après les auteurs suivant (Azemi et al., 2010 ;

Msaada et al., 2013 ; wojedylo et al., 2007 ; Mujeeb et al., 2011) qu’ils ont montré que ces

épices en une forte activité antioxydante dans le teste DPPH avec des IC50 de 114±0.01 ;

36±3.22 ; 153±2.3 ; 24.97±0.03 µg/ml respectivement. Tandis que le paprika et le fenouil

affichent des résultats proches des résultats montrés par Ghanem et al. (2012) et Sil et al.,

(2007) qui ont trouvé que ces épices ont une faible capacité de d’inhibition des radicaux libre

de DPPH avec des valeurs de IC50 de 93.34 et 371.93 µg/ml respectivement.

II.2. Test de Piégeage de l’ABTS

Dans cette étude nous avons estimé l’activité antioxydante des différents extraits des

épices, en utilisant la méthode basée sur la capacité d’une substance à piéger le radical

ABTS+• par rapport à des antioxydants standard BHA et BHT. Les résultats sont présentés

dans la figure n° 40.
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Figure N° 40 : Valeurs des IC50 pour l’activité du Piégeage de l’ABTS des extraits bruts des

épices.

D’après les résultats représentés dans l’histogramme illustrée au-dessus, la cannelle

possède le potentiel de piégeage du radical ABTS+• le plus important estimé par une IC50

(57.75±2,50 µg/ml) suivi par l’anis vert avec une potentiel (IC50 égale 89.21±1.02 µg/ml).

Alors que, les autres extraits (paprika, gingembre, fenouil, coriandre et carvi) possédaient le

plus faible potentiel de piégeage du radical ABTS+• estimé par une IC50 égale à 116.05±1.86,

123.44±4.20, 158.42±1.31, 162.02±1.37 et 164.46±1.61 µg/ml respectivement. Ces résultats

obtenus restent loin d’être comparé aux standards BHA et BHT avec des IC50 égale à

1.81±0.10 et 1.29±0.30 µg/ml respectivement.

La capacité antioxydante des extraits de plantes est largement dépendante de la

composition de ces extraits ainsi que les conditions de manipulation des tests in vitro (Wong

et Koh, 2006). L’activité antioxydante des différentes épices pourrait être liée à sa richesse en

polyphénols. Les travaux de Sindhu et al., 2005 sur Cinnamomum, Maizura et al., 2011 ;

Yesiloglu et al., 2012 ; Chiang et al., 2017 sur le Zingiber officinale, Lubomirova et al.,

2013, sur le Carum carvi, Foeniculum vulgare, Coriandrum sativum et Pimpinella anisum et

Gorinstein et al., 2009 sur capsicum soulignent la richesse des épices décrites en composées

phénoliques.

II.3. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

Dans cette étude nous avons estimé l’activité antioxydante de différents extraits des

épices, en utilisant la méthode CUPRAC qui est basée sur l’absorbance de chélation du Cu(I)-

néocuproine (NC), elle permet de mesurer la réduction des ions cuivrique (Cu II) en ions

cuivreux (Cu I) (Özyurek et al., 2010) qui absorbe à 450 nm. Les résultats sont illustrés sous

forme d’histogramme dans la figure N° 41.
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Figure N° 41 : Valeurs de A0.5 pour l’activité CUPRAC des extraits bruts des épices.

L’examen des résultats laisse constater que la cannelle présente la plus forte activité que

celle des autres extraits avec A0.5 (23.17±0,30 µg/ml), qui est presque comparable aux

antioxydants de synthèse BHA et BHT qui a montré une A0.5 (5.35±0,71 et 8.97±3.94 µg/ml

respectivement). Tandis que, l’anis vert, paprika, le gingembre, le fenouil, la coriandre et le

carvi présentaient des faibles activités A0.5 égale (113.23±0.74, 113,33±0.80, 166.92±3.37,

175.04±5.89, 168.71±0.66 et 203.08±2.39 µg/ml).

On peut dire donc que nos résultats sont en accords avec les travaux précédant Derbie

et al., 2018 qui a montré que la cannelle possède une forte activité cette dernière peut être liée

à sa richesse en polyphénols et flavonoïde (Tacouri et al., 2013).

II.4. Test de piégeage de radical Superoxyde DMSO Alcalin

L’activité de piégeage des radicaux superoxydes a été déterminée par la méthode

DMSO alcalin dans les différents extraits des épices. Les valeurs d’IC50 sont représentées sur

la figure suivante, ainsi l’α-tocophérol et l’acide tannique ont été utilisés comme témoin

positif.

Figure N° 42 : Valeurs des IC50 pour l’activité DMSO alcalin des extraits bruts des épices.
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D’après les résultats illustrée ci-dessus, la cannelle et le paprika montrent de forte

inhibition de l’anion superoxyde où la concentration la plus faible 12,5 µg/ml présente un

taux d’inhibition plus de 90%. L’anis vert possède un potentiel de piégeage du superoxyde

DMSO alcalin important avec une IC50 (29.95±0.49 µg/ml) suivi par le fenouil avec un

potentiel moyen (IC50 égale à 41.56±4.14 µg/ml). Alors que, les autres extraits (gingembre,

coriandre et carvi) possédaient le plus faible potentiel de piégeage du superoxyde DMSO

alcalin estimé par une IC50 59.34±5.42, 59.88±0.40 et 84.62±3.98 µg/ml respectivement. Ces

résultats restent loin d’être comparable aux standards BHA et BHT qui présentent des IC50

égale à 1.81±0.10 et 1.29±0.30 µg/ml respectivement.

D’après les résultats illustrés ci-dessus on peut dire que les extraits testés ont des bonnes

activités antioxydante dans le test Superoxyde DMSO Alcalin. Ces résultats sont en accord

avec ceux présentés par Gulçin et al., 2003 sur l’anis vert ; Deepa et al., 2010 sur la

coriandre ; Thippeswamy et al., 2013 sur le carvi ; Oktay et al., 2002 sur le fenouil et

Mujeeb et al., 2011 pour son travail sur le gingembre. D’autre part, nos résultats sur le

paprika sont en forte contradiction avec ceux trouvés par Sil et al., 2007.

II.5. Test du pouvoir réducteur

Selon WANG et al., 2008, le pouvoir réducteur est un indicateur significatif du

potentiel antioxydant d’une substance. La présence des réducteurs dans les extraits des plantes

provoque la réduction de Fe3+/complexe ferricyanide à la forme ferreuse. Par conséquent, Fe2+

peut être évalué en mesurant l’absorbance dans le milieu réactionnel à 700 nm. L’activité des

extraits est exprimée en valeurs A0.5 dont les standards utilisés sont : l’Acid tanique, l’Acid

ascorbique et α-Tocophérol. Les résultats sont exprimés sur l’histogramme illustrés dans la

figure n° 43.

Figure N° 43 : Valeurs de A0.5 pour l’activité FRAP des extraits bruts des épices.
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Les résultats ont indiqué que le gingembre, le paprika et la cannelle ont une faible

pouvoir réducteur du fer avec une A0.5 de 224,85±2,78, 376,25±2,25 et 105,13±0,88µg/ml

respectivement par à rapport aux standards utilisés (acide tannique, acide ascorbique et le α-

Tocophérol) avec une A0.5 de 5.39±0.91, 6.77±1.15 et 34.93±2.38 µg/ml respectivement. Par

ailleurs, l’anis vert, la coriandre, le carvi et le fenouil ne présentent aucune capacité

antioxydante dans ce test. Les résultats obtenus sont comparables à celle de Jang et al., 2006

pour la cannelle qui a trouvé qu’elle présente un pouvoir réducteur de fer avec A0.5 81.8 ± 0.5

µg/ml. Cependant, d’après Sil et al., 2007 pour son étude portant sur le pouvoir réducteur du

paprika ce dernier montre une faible activité antioxydante avec un A0.5 très élevé de 1085,33

µg/ml ce qu’est en contradiction avec nos résultats. Pour le gingembre nos résultats sont plus

loin à celle de Mujeeb et al., 2011 qui a montré que le gingembre a une forte activité avec un

A0.5 inferieure au standard utilisé.

Les auteures Azemi et al., 2010 ; Mssada et al., 2013 ; Wojdyło et al., 2007 ont

montrés que l’anis vers, la coriandre et le carvi ont des bonnes activités avec les valeurs A0.5

suivants 237±0.5, 54.20±6.22 et 40.9±1.23 µg/ml respectivement. Aussi Oktay et al., 2002 a

montré que le fenouil comme un fort antioxydant dans le test de FRAP avec un A0.5 inferieur

à celle de standard utilisée ce qui est en désaccord avec nos résultats.

II.6. Activité de chélation de Cuivre (CCA)

Dans ce test, La capacité des extraits à chélater Cu2+ a été évaluée à l'aide de la méthode

utilisant du violet de pyrocatéchol (PV) comme agent chromogène et exprimé en valeurs IC50.

La concentration de l’échantillon fournissant 50% d’inhibition (IC50) est présenté dans la

figure n° 48. En parallèle l’EDTA a été utilisé comme témoin positif.

Figure N° 44 : Valeurs des IC50 pour l’activité de chélation de Cuivre des extraits bruts des

épices.
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Dans cette étude nous avons testé les sept extraits des épices. Cependant, seul le

gingembre et le paprika sont représentés dans la figure ci-dessus. La présente étude a montré

que ces deux extraits (gingembre et paprika) possèdent une activité avec une IC50 de

468,24±5,51 et 464,31±2,35 µg/ml, mais cette activité était plus faible et loin que celle du

contrôle positif EDTA dont l’IC50 est égale à 59.04±0.56 µg/ml. Les résultats obtenus sont

peu similaires à l’étude montrée par Sil et al., 2007 et Aydin et al., 2013 pour le paprika et la

cannelle. En parallèle, l’anis vers, la coriandre, le carvi, le fenouil et la cannelle n’ont présenté

aucune activité chélatrice de cuivre ceci s’oppose à l’étude menée par Gulçine et al., 2002 ;

Harsha et al., 2012 ; Misan et al., 2011 ; Salama et al., 2013 ; Mathew et al., 2005.

II.7. Test de piégeage du radical Galvinoxyl (GOR)

Dans cette étude, nous avons estimé l’activité antioxydante de différents extraits des

épices, en utilisant la méthode GOR. Les résultats sont présentés sur la figure n° 45 :

Figure N° 45 : valeurs des IC50 pour l’activité GOR des extraits bruts des épices

Dans cette étude sept extraits ont été testé pour leur pouvoir antioxydant par la méthode

GOR. Cependant, seule cinq extraits ont montré des IC50 que nous avons pu calculer. Les

résultats ont montré une activité antioxydante relativement élevée pour la cannelle avec une

IC50 de 63.56±4.85 μg/ml, mais cette activité est faible par rapport à celle du standards BHA

et BHT (5.38±0.06 et 3.32±0.18 µg/ml). Les autres extraits (anis vert, carvi, coriandre et

fenouil) présentaient la plus faible activité avec une IC50 égale à 127.02±0.20, 137.88±0.66,

176.87±1.19, 236.18±3.65 µg/ml respectivement. Ce qui est loin et incomparable à celle

affichée par le BHA et BHT. Alors que ces résultats obtenus sont comparables à ceux obtenus

avec Lubomirova et al., 2013 et Derbie et al., 2018 qui ont trouvé que la cannelle présente

une forte activité antiradicalaire par rapport aux autres extraits.
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II.8. Test de la phenanthroline

Les A0.5 des extraits des différentes épices ainsi que de l'acide ascorbique utilisé comme

témoins positif sont calculées et consignées dans la figure n°46.

Figure N° 46 : Valeurs de A0.5 pour l’activité phenanthroline des extraits bruts des épices.

D’après les résultats représentés dans l’histogramme illustré au-dessus, on constate que

la cannelle révèle une capacité antioxydante plus élevée que celle des autres extraits avec A0.5

139.55±7.87 µg/ml. Pour le paprika l’A0.5 est de l’ordre de 459.91±35.11 µg/ml. Cette valeur

est plus élevée par rapport à celle de BHT et BHA. L’anis vert, le gingembre, le fenouil, la

coriandre et le carvi présentent les activités antioxydantes les plus faibles, leurs A0.5 sont de

536.50±44.21, 551.23±22.99, 582.00±11.53, 685.00±19.49 et 724.17±13.25 µg/ml

respectivement. Les résultats obtenus restent loin d’être comparable avec ceux affichée par les

standards BHT et BHA (A0.5 égale 2.24±0.17et 0.93±0.070 µg/ml) respectivement.

Remarque : Pour les autres activités tous les extraits n’ont montré aucune activité

antioxydantes (Résultats non montrés).

III. Evaluation des activités inhibitrices des enzymes

Au cours des trois dernières décennies, L’inhibition des enzymes a attiré l’attention des

scientifiques biomédicaux, une variété d’inhibiteur a été découverte et utilisé pour le contrôle

de diverses maladies. L’action des inhibiteurs d’enzymes dans la découverte de médicaments

est devenue une approche fondamentale de la pharmacologie dans l’industrie pharmaceutique,

les laboratoires de recherche ou centre de recherche sur les médicaments (Raza et Soomro,

2012). Dans ce travail on a évalué le pouvoir inhibiteur de ces enzymes à s’avoir : la

tyrosinase, l’acétylcholinestérase, la butyrylcholinesterase, alpha-glucosidase et amylase, par

nos extraits des épices.
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III.1. Activités antidiabétiques

L’alpha glucosidase et l’alpha amylase sont des enzymes qui catalysent la dégradation

des sucres complexes en sucre simple absorbable.

III.1.1 Activité inhibitrice de l’alpha glucosidase

Figure N° 47 : Valeurs des IC50 pour l’activité inhibitrice de l’alpha glucosidase des extraits

bruts des épices.

Dans cette étude, nous avons testé les sept extraits des épices mais seulement l’extrait de

la cannelle a présenté une IC50 égale à 551.34712±19.195157 µg /ml proche de celle de la

quercétine qui a montré un IC50 275 µg /ml, et loin de celle affichée par l’acarbose 4 µg /ml.

Les autres extraits n’ont montré aucune activité inhibitrice.

III.1.2. Activité inhibitrice de l’alpha amylase

Figure N° 48 : Valeurs des IC50 pour l’activité inhibitrice de l’alpha amylase des extraits

bruts des épices.

Parmi les extraits testés, l’extrait méthanolique du paprika représente l’extrait le plus

actif avec une IC50 de l’ordre de 168.52 µg/ml. Cependant, les autres extraits : la coriandre, la

cannelle ont présenté des IC50 plus faible de l’ordre de 270.69 et 299.2 µg/ml respectivement.
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En comparaison avec le standard tous les extraits testés s’avèrent plus actif que l’acarbose, qui

présente une IC50 égale à 3650 µg/ml. Cette étude a examiné l'activité antidiabétique

potentielle des extraits bruts des épices, en se concentrant sur les effets inhibiteurs sur l'a-

glucosidase et l'a-amylase. La capacité de ces épices extraits pour inhiber l'alpha-amylase et

l'alpha-glucosidase soutient l'utilisation de ces plantes dans la gestion du diabète de type II via

une modification de l'alimentation, lorsque ces plantes sont incorporées dans le régime

alimentaire du patient sous forme de suppléments ou d’épices. Les résultats obtenus

confirment une fois de plus l’efficacité des extraits des épices et leur pouvoir antidiabétique

pouvant rivaliser ou remplacer celui des antidiabétiques. Boaduo et al., (2014) ont évalué

l’activité inhibitrice de l’alpha amylase et l’alpha glucosidase de l’extrait méthanolique de

Cinnamomum cassia et ils ont trouvé que la cannelle possède une activité inhibitrice de

l’alpha amylase avec un IC50 égale à 310 µg/ml. Par contre ils ont trouvé que la cannelle ne

possède pas une activité inhibitrice de l’alpha glucosidase ce qui en contradiction avec nos

résultats. Ganiyu et al., 2011 et laribi et al., 2015 ont signalé un puissant effet inhibiteur du

paprika contre l’alpha glucosidase et l’alpha amylase. L’étude de Priya et al., 2012 sur le

Zingiber officinale et Shobha et al., 2013 sur Pimpinella anisum soulignent la présence de

l’activité antidiabétique et la richesse des épices décrites en composées phénoliques.

III.2. Activité anticholinestérasique

En biochimie, un cholinestérase est une enzyme qui catalyse la réaction d'hydrolyse d'un

ester de la choline (acétylcholine, butyrylcholine) en choline et en acide acétique. En

physiologie, cette réaction est nécessaire pour permettre aux récepteurs cholinergiques de

revenir à leur état de repos après activation. Les résultats de cette étude sont illustrés dans les

histogrammes au-dessous et exprimé en des valeurs d’IC50.

Figure N° 49 : Valeurs IC50 de l’activité anticholinestérasique.
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Les résultats obtenus montrent que la cannelle présente une bonne capacité à inhiber

l’acétylcholinestérase et la buthylcholinestérase avec des IC50 de 76.07±1.18 et 46.44±2.08

µg/ml respectivement. Malgré cela, cette activité reste moins importante que celle présenté

par la galanthamine avec une IC50 de 6.27±1.15 µg/ml. Tandis que l’anis vert, la coriandre, le

carvi, le fenouil, le Gingembre et le paprika n’ont montré aucune activité inhibitrice des

cholinestérases. Ce test a permis de montrer que parmi les 7 plantes aromatiques testées la

cannelle possède la plus forte activité anticholinestérasiques par les tests Ache et BChE

comme a prouvé Dalaiet et ces collaborateurs en 2014 avec Les IC50 suivants : 77.78±0.03

et 88.62±1.72 µg/ml respectivement. Les résultats obtenus avec la coriandre, le carvi et le

fenouil sont similaires à l’étude menée par Murata et al., 2014 ; Adsersen et al., 2006 ;

Prashanth et al., 2006 qui ont montré l’absence de l’activité anticholinestérasiques chez les

trois plantes aromatiques. L’anis vert, le gingembre et le paprika ont présenté des différentes

activités anticholinestérasiques selon Confort et al., 2009 ; Gholamhoseinian et al., 2009 et

Agbedahunsi et al., 2009 ce qui s’oppose à nos résultats.

IV. Evaluation du pouvoir Antifongique

Lors de cette étude nous avons évaluée l’action antifongique de nos sept extraits vis-à-

vis le champignon Fusarium oxysporum f. sp, par la méthode de diffusion par disque.

Cependant seulement deux extraits ont donné des résultats représentés dans la figure n° 51.

10mg/ml=2% 20mg/ml=8% 40mg/ml=12% 8Omg/ml=30% 160mg/ml=85.60%

Figure N° 50 : Effet de différentes concentrations de la cannelle sur le Fusarium oxysporum.
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Figure N° 51 : Taux d’inhibition de la Cannelle (a) et le Gingembre (b) vis-à-vis Fusarium

oxysporum.

Les figures n° 51 et 52 montrent que la cannelle a une efficacité antifongique élevée

estimé par un taux d’inhibition 85.60% pour une concentration de l’ordre 160 mg/ml. Tandis

que les autres concentrations (80 mg/ml, 40 mg/ml, 20 mg/ml, 10 mg/ml) ont donné des taux

d’inhibition faible de l’ordre de 30%, 12%, 8%, 2% respectivement. Par contre le gingembre a

donné des taux d’inhibition faible pour une concentration de l’ordre 10 mg/ml jusqu'à 160

mg/ml (08%, 12%, 16%, 24%) respectivement. Les résultats obtenus montrent l’absence

d’inhibition de la reproduction de mycélium chez l’anis vers, la coriandre, le fenouil et le

paprika. Ces résultats sont similaires à ceux obtenus avec les auteurs Yazdani et al., 2009 ;

Pundir et al., 2010 ; Nejad et al., 2013 ; Radwan et al., 2014.

Par ailleurs, les résultats ont montré l’absence de l’activité antifungique chez le carvi et

le gingembre. Contrairement aux résultats des études menées par Johri, 2010 ; Megeed et al.,
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2013 qui ont prouvé que le carvi et le gingembre ont un important pouvoir antifongique dans

les huiles essentielles. Dans cette expérimentation, on a trouvé que la cannelle possède une

forte activité antifongique. Ces résultats sont comparables à ceux présenté par Nguyen et al.,

2009.
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Les Annexes

Préparation des solutions

1. Total phénolique

 Préparation du Folin-Ciocalteu

Un (1) ml de solution FCR concentré est dilué dans 9 ml d’eau distillée.

 Préparation de carbonate de sodium

Une quantité de 7.5 g de Na2CO3 est dissouts dans 100 ml d’eau distillée.

 Gamme d’étalonnage de l’acide gallique

Une quantité de 1 mg d’acide gallique est dissoute dans 5 ml de méthanol pour obtenir la
solution mère (SM), les dilutions sont préparées dans des eppendorf comme suit :

25 µg/ml 25 µl de SM +175 µl de méthanol.

50 µg/ml 50 µl de SM +150 µl de méthanol. 75 µg/ml 75µl de SM +125 µl de méthanol.

100 µg/ml 100µl de SM + 100 µl de méthanol.

125 µg/ml 125µl de SM + 75 µl méthanol.

150 µg/ml 150µl de SM + 50 µl de méthanol.

175µg/ml 175 µl de SM + 25 µl de méthanol.

200 /ml 200 µl de la SM.
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2.  Total flavonoïde

 Préparation des solutions

La solution 01 : 9.8 g de potassium acétate (CH3COOK) sont dissouts dans 100 ml l’eau
distillée.

La solution 02 : 10 g de nitrate d’aluminium sont dissous dans 100 ml d’eau distillée.

 Préparation de l’extrait de plante

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de méthanol.

 La préparation de la gamme d’étalon de la Quercetine

Une quantité de 1 mg de la Quercétine est dissous dans 5 ml de méthanol pour
obtenir la solution mère (1).  Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs comme suit
:

25 µg/ml 25 µl de SM +175 µl de méthanol.

50 µg/ml 50 µl de SM +150 µl de méthanol.

75 µg/ml 75µl de SM +125 µl de méthanol.

100 µg/ml 100µl de SM + 100 µl de méthanol.

125 µg/ml 125µl de SM + 75 µl de méthanol.

150 µg/ml 150µl de SM + 50 µl de méthanol.

175µg/ml 175 µl de SM + 25 µl de méthanol.

200 µg/ml 200 µl de SM.

3.  Mesure du pouvoir piégeage du radical DPPH•

 Préparation du DPPH

Une quantité de 6 mg de DPPH• a été dissoute dans un volume de 100 ml de méthanol.
L’absorbance du mélange est mesurée à 517 nm et doit être comprise entre à 0,5 et 1 ceci est
dans le but d’assuré une quantité du radical (DPPH•) suffisante dans le milieu réactionnel pour
le bon déroulement de la réaction.
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4.  Mesure du pouvoir du piégeage du radical ABTS•+

 Préparation de l’ABTS•+

L’ABTS est mélangé avec le persulfate de potassium dans de l’eau distillée, ce
mélange est mis à l’abri de la lumière pendant 12-16 heures. Après ajustement de la DO à
0.70-0.72, la solution est ensuite utilisée pour le test.

5. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

Trois solutions sont préparées pour effectuer cette activité

La solution 01 : 1.927g d’acétate d’ammonium (CH3COONH4) sont dissoutes dans 25 ml
(H2O).

La solution 02 : 0.042625g (CuCl2.H2O) sont dissoutes dans 25 ml (H2O).

La solution 03 : 0.039g (Néocuproine) sont dissoutes dans 25 ml (Ethanol).

6. Test de blanchissement du ß-carotène

 Préparation du ß-carotène

Un volume de 1 ml de chloroforme est ajouté à un mélange de 0.5mg ß-carotène, 200
µl Tween 40 et 25 µl acide linoléique, le mélange réactionnel préparé est placé dans un
rotavapeur pour sécher le chloroforme. 50 ml d’H2O2 sont par la suite rajouté. L’absorbance
du ß-carotène doit être comprise entre 0,8 et 0,9.

7. Test Copper

 Préparation Tampon sodium acétate

La solution 01: 1.148 ml (Acide acétique) + 200 ml H2O.

La solution 02: 1.64 g (sodium acetate) + 200 ml H2O.

Tampon pH 6 : (5.22 ml (Solution 1) +94.78 ml (Solution 2).

8. Test phenanthroline

 Phenanthroline (0.5%)

0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH

 Ferricchloride FeCl3 (0.2%)
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0.02g de FeCl3 dans 10ml de H2O

9. Evaluation de l’activité anti-uréase

 Tampon Phosphate pH 8,2 préparé comme précédemment cité.

Le réactif de Phénol a été préparé comme suite :

 La solution aqueuse : 2 g de phénol dissous dans 25 ml H2O est ajouté à 25 mg

(Na2 [Fe(CN) 5NO] ,2H2O) dissous dans 25 ml H2O.

 Réactif Basique : 0, 7125 g NaOH sont dissoutes dans 25 ml H2O puis, 1,175 ml

NaOCl dissoute dans 25 ml H2O est ajouté.
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