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INTRODUCTION



Introduction

L'histoire des épices a débuté 4 000 ans avant notre ere au sud-ouest de I'Inde.
Le premier homme qui cueillit du poivre pour parfumer son riz fut a I'origine d'une
course folle de nouvelles saveurs permettant d'agrémenter la nourriture de base. Ces
épices, dont la plupart sont exotiques sont parmi les produits commerciaux les plus

colteux durant I'Antiquité et le Moyen-age (Heers, 2008).

Provenant du mot latin « spices » signifiant tout simplement espéce ou
substance, les épices sont des parties de plantes aromatiques a la saveur forte ou des
préparations, notamment des mélanges faits a partir de ces plantes, utilisées en petite
quantité en cuisine et servant a 1’assaisonnement des mets. Elles sont destinées a
relever, parfumer, conserver et colorer tout en procurant une saveur particuliere (Alix,
2012;Hertog et al., 1993 ; Groff et Gropper, 2000 ; Bremness, 2002 ; Carole, 2011 ;
Przygodzka, 2016).

Les épices sont généralement composés de fibres, hydrates de carbone,
protéines, gomme, cendres, substances aromatiques volatiles (huiles essentielles) et non
volatiles. Ces composants répandent a chaque épice des caractéristiques
organoleptiques et thérapeutiques particulieres (Raghavan, 2007). Néanmoins, pour
garder ces caractéristiques, le traitement des épices apres 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).

D'autres produits utilisés pour parfumer les plats, tels que les herbes aromatiques
ou les fruits, recevant I’appellation d’épices communes sont a différencier des épices.

Le basilic, le romarin, le thym, le persil et I’estragon en sont de bons exemples

(Figueredo, 2012 ; Droniou, 2012).

Plusieurs mélanges d'épices sont utilisés en gastronomie, pour associer les
propriétés gustatives ou produire un effet esthétiqgue. 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.

Etymologiquement, «Ras el Hanout» signifie, « en haut de la

boutique» indiquant que, c'est un produit noble et trop demandé (Zette, 2009). Ce
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mélange a la particularité d'étre différent dans la composition d'un marchand d'épices a
l'autre (Ruth, 2009 ; Tyler, 2001).

Cinquante différentes épices peuvent intervenir dans la constitution de « Ras el
hanout ». Parmi ces épices, environ une vingtaine sont sélectionnées pour préparer le
mélange. Ceci donne une diversité constitutionnelle au « Ras el hanout » variant d’une
région a I’autre. On trouve ¢galement des mélanges simplifiés, contenant moins de 10
épices. Les épices essentielles de ce mélange sont : la coriandre, le cumin, le paprika,
le curcuma, le fenouil, le gingembre, le poivre noire, le romarin, l'origan, les pétales de

rose, la cannelle...etc. (Samuel et al., 2007).

Il n’est guere aisé de sélectionner des critéres de classification des épices ;
celles-ci appartiennent aux différentes familles végétales, et au sein de ces familles,
différentes parties de la plante peuvent donner des épices (Redhead, 1990). Des graines,
comme le cumin (Ombellifére), le poivre (Iridacée) et le cardamome (Zingibéracée) ;
des fleurs, comme le clou de girofle (Myrtaceae) et le safran (Iridacée) ; des fruits, le
cas de noix de muscade (Myristicacées), le piment (Solanacée) et la vanille
(Orchidaceae) ; des racines, comme le curcuma et le gingembre (Zingibéracée) ; de
feuilles, comme laurier (Lauraceae) et de I’écorce comme la cannelle (Lauraceae)
(Farrell, 1990 ; Alix, 2012 ; Droniou, 2012).

Cependant, dans le domaine des industries alimentaires et de la gastronomie, il
est intéressant de regrouper les épices en fonction de leurs propriétés organoleptiques

(couleur, odeur, aromes et saveur) (Richard, 1987).

Différents domaines font appel a 1’utilisation des €pices. Ces dernieres étant
utilisés parcimonieusement, elles ne contribuent pas, d’un point de vue nutritionnel, au
régime alimentaire, mais elles contiennent souvent des principes actifs qui permettent
de protéger les denrées contre la dégradation microbienne et oxydative. Comme elles
apportent de la variété et du gout aux denrees de base et aux sauces, ce qui excite

I’appétit et permet de manger plus (Redhead, 1990).

Certaines ¢épices supportent la cuisson, d’autres ne doivent pas cuire
longuement, sous peine de perdre toutes leurs qualités. En effet, Sophie (2006) conseille

I’ajout des épices aux trois quarts de la cuisson.

Les épices sont classees parmi les plantes médicinales (Lejale et Lejale, 2012).

Aux doses utilisées en cuisine, toutes les épices sont bonnes pour la santé. Certaines
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facilitent la digestion des mets lourds, soit par les tanins contenus qui favorisent la
sécrétion biliaire, soit parce qu’elles contiennent des lipases ou des protéases qui pré-
digerent les aliments qu'elles accompagnent (Bahorun, 1997). Les épices ont aussi de
nombreuses indications thérapeutiques et préventives :  antiinflammatoire et
anticancéreux (curcuma), contre la jaunisse (le fenugrec), antidiabetique (la cannelle),
contre les rhumatismes et les névralgies (la noix de muscade), vermifuge, anti rages de
dents (le clou de girofle), contre les refroidissements en accélérant la circulation
sanguine (cannelle, moutarde et piment), soulagement des douleurs dues aux regles
mensuelles (1’anis vert), contre 'hypercholestérolémie, I'indigestions, les nausées, les
flatulences, cohques (gingembre), contre I'insomnie (coriandre et clou de girofle)...etc.
(Héfliger, 1999 ; Iserin, 2001 ; Guilloton, 2005).

Le domaine cosmétique fait appel également aux épices, les plus utilisées sont
le curcuma, la vanille, le clou de girofle, le gingembre, 1’anis, la noix de muscade et la
cannelle. Ces épices sont employées pour leurs propriétés antiseptiques, antioxydantes
et parfumante (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).

Les vertus médicinales et thérapeutiques des épices sont dues a leur richesse en
métabolites secondaires dits principes actifs qui agissent directement sur I'organisme
(Farag et al., 1989 ; Bulduk, 2004 ; Al-Gabbiesh, 2015).

Les recherches récentes sur les métabolites secondaires sont tres poussées,
particuliérement dans les domaines de la phytothérapie et de I’hygiene alimentaire, en
raison de leurs diverses propriétés biologiques : antioxydant, antimicrobiennes,
hypoglycémiante, anti-inflammatoires...etc. (Leong et Shui, 2002). En outre, ces
métabolites peuvent avoir des effets physiologiques favorables dans la prévention des
cancers et de nombreuses maladies chroniques, tels que les maladies cardiovasculaires
(Middleton et al., 2000 ; Raja et Sreenivasulu, 2015).

L’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs propriétés
thérapeutiques a augmenté considérablement ces derniéres années. Des recherches
scientifiqgues dans diverses spécialites ont eté développées pour 1’extraction,
I’identification et la quantification de ces composes a partir de plusieurs substances

naturelles y compris les épices (Tylkowski, 2009).
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L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister au
stress oxydant. Ce dernier est un type d'agression des constituants de la cellule, dd
aux especes réactives oxygénéees (ROS) et aux especes réactives oxygénees et azotées
(RONS). Ces espéces sont, par définition, des radicaux libres. Dont on connait, le
radical superoxyde Oz, l'ion hypochlorite CIO~, le radical hydroxyle HO", les
radicaux peroxyde (ROO") et alkoxyle (RO®) ou R est une chaine carbonée,
le peroxynitrite ONOO", le monoxyde d'azote NO" et I'oxygéne singulet 1O, (Sarma et
al., 2010 ; Kanti Das et al., 2015).
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La production de ROS et RONS est normale pour tous les organismes vivant
en aérobie et ne constitue pas, en soi, une situation de stress oxydant. Les radicaux
libres sont produits par divers mécanismes physiologiques dont, la plupart se forment
au cours de métabolisme de 1’oxygene dans les mitochondries "flambée respiratoire",
lors de la défense antibactérienne par les cellules phagocytaires, macrophages et
neutrophiles, activées pendant la réaction inflammatoire et au cours de la régulation des
fonctions cellulaires létales telle la mort cellulaire programmée (apoptose) (Haleng,
2002 ; Valko et al., 2007).

Le stress oxydant devient une situation pathologique des que le systéeme de
protection est submergé par les ROS et les RONS (perte de la balance antioxydant -
radicaux libres en faveur de ces derniers). Une alimentation saine et équilibrée
(Iégumes, fruits, poissons, huile de soja...etc.) doit théoriquement étre suffisante pour
apporter a notre organisme les antioxydants et les oligoéléments nécessaires pour

limiter au maximum I’effet nocif de ces espéces (Haleng et al., 2007).

La situation devient d’autant plus inquiétante avec la vie moderne qui nous
confronte toutefois a des habitudes alimentaires de plus en plus mauvaises.
L’exposition aux rayonnements UV, les radiations ionisantes, 1’oxyde d’azote (NO) et
le dioxyde d’azote (NO2) présents dans notre environnement (suie, goudron, tabac,
polluants industriels) pénétrant I'organisme via le systéme respiratoire, 1’ingestion
d’alcool, certains médicaments anticancéreux et antibiotiques...etc. sont aussi des
facteurs provoquant dans 1’organisme des réactions chimiques de type radicalaires dans
des proportions non prévues par la nature (Pincemail et al., 1999 ; Favier, 2003, Sarma
et al., 2010).

Ce stress est un facteur d'inflammation et de mutagenese, mais il est aussi
considéré comme une des principales causes de cancer et jouerait un role dans
la maladie d'Alzheimer, comme dans plusieurs affections plus courantes telles que
les maladies cardio-vasculaires, les accidents cérébro-vasculaires, I'arthrite

rhumatoide ou les cataractes (Castellani et al., 2013 ; Shirazi, 2014 ).

Plusieurs études épidémiologiques suggérent que la protection contre le
développement de ces diverses pathologies dégénératives nécessite une alimentation
encore plus riche en polyphénols. Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté a

achever les chaines radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons et de
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protons, et a chélater les ions des meétaux de transition capables de catalyser la

peroxydation lipidique (Leopoldini et al., 2011).

Les polyphénols sont des supports majeurs de cette activité, ces métabolites
incluent les flavonoides, telles que la quercétine, la rutine, le kampférol,
I'épigallocatechin gallate trouvés dans la cannelle, le carvi, I'anis vert, le gingembre et
autres épices (Brewer, 2011), les acides phénoliques, comme l'acide caféique, I'acide
gallique, I'acide férulique et I'acide chlorogénique identifiés dans le cumin, la coriandre,
le fenouil...etc. (Dias et al., 2011), les coumarines comme les ombelliférones trouvés
dans le carvi, le fenouil, la cannelle...etc. (Hoult et Paya, 1996 ; Charles, 2013), les
phénylpropanoides, telles que la myristicine de la noix de muscade et le gingérol du
gingembre, les tanins et les lignanes identifiés dans la noix de muscade, la cannelle et
d'autres épices. Ces molécules sont caractérisees par leur efficacité chélatrice des
radicaux libres les plus prooxydants impliqués dans la peroxydation lipidique (Favier,
2003).

Les alcaloides, telles que la pipérine caractéristique du poivre noir et la
capsaicine du piment sont également des molécules préventives de I'oxydation
(Charles, 2013).

Cette prévention est également donnée par les composés terpéniques constitutifs
des huiles essentielles, comme le geranial, le geraniol, le b-bisabolene présents dans le
gingembre, le cinnamaldehyde, l'eugenol, l'eugenolacetate, le cinnamylacetate, le
cinnamylalcool, I'estragole, le limonéne et le camphéne de la cannelle (Przygodzka et
al., 2016).

Les propriétés antioxydantes des épices sont bien établies contre 1I’oxydation
aussi bien dans le domaine alimentaire (oxydation des lipides) que physiologique
(stress oxydant). Ainsi, elles pourraient constituer une alternative a I’utilisation des
additifs alimentaires synthétiques, tels que le buthylhydroxyanisol (BHA) et le
buthylhydroxytoluene (BHT), qui ont montre des effets nuisibles (Favier, 2003).

Par ailleurs, les infections microbiennes sont également impliquées dans
I’étiologie d’un grand nombre de pathologies qui sont maintenant considérées comme
I’un des probleémes majeurs de santé publique. Il est devenu indispensable a I'Homme
de mener une lutte contre I'envahissement des microorganismes, pour conserver ses
biens, son potentiel industriel, son patrimoine artistique et méme pour protéger son

existence (Leclerc, 1995).
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Les moyens de lutte contre ces agents sont nombreux. Ils peuvent étre physiques
(température, rayonnements...) ou chimiques (métaux lourds, chlore et dérivés,
alcools...). Ces moyens sont trés actifs mais nocifs, aussi bien pour les bactéries que
pour les cellules humaines ou animales. D'autres moyens possédant une toxicité
sélective, s'opposent a la multiplication bactérienne sans nuire aux cellules de I'h6te, ce
sont les antibiotiques (Leclerc et al., 1995).

Malgré I'importance des antibiotiques et leur utilité dans le traitement de
diverses maladies infectieuses, plusieurs obstacles se sont manifestés comme la
résistance et la toxicité ayant provoqué leur évitement et le choix de la médecine douce
qui s'est montrée aussi efficace que les remeédes chimiques et moins nuisibles par une
utilisation a long terme (Abdallah, 2011).

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont
connues depuis I’antiquité. Toutefois, ce n’est qu’au début du 20°™ siécle, que les
scientifiques ont commencé a s’y intéresser (Yano et al., 2006).

Les épices sont considérées comme d'excellents antibactériens au niveau de
I’organisme ainsi que pour la préservation des aliments contre les microorganismes
pathogeénes (Arora et Kaur, 1999 ; Essawi et Srour, 2000). Mahfuzul Hoquea et al.
(2008), Mihuta (2009), Mithra et al. (2012), Dua et al. (2013), Qaiser (2013) et Islam
et al. (2014) ont également signalé le haut pouvoir antimicrobien des épices telles que
le cumin, le gingembre, la coriandre, le curcuma, les clous de girofle, la cannelle et le
piment. Le pouvoir antifongique des épices a également été mis en évidence par de
nombreux auteurs, contre les moisissures allergisantes (Ouraini et al., 2005), et contre
les dermatophytes et les champignons pathogenes et opportunistes tels que Candida
albicans, Cyptococcus neoformans et Aspergillus fumigtus (Tixeira, 2005).

Ces activités sont expliquées par la richesse des épices en composés a large
spectre antimicrobien. Parmi ces composes, les flavonoides, les tanins et les terpénes
0xygénés (thymol, carvacrol, eugénolnéral, géranial, citronnellal, cuminal...etc.) sont

les plus cités (Zhiri, 2006).

Le mode d’action des é€pices sur les cellules microbiennes n’est pas clairement
élucidé, compte-tenu de la diversité des molécules présentes. L’activité
antimicrobienne semble résulter d’une combinaison de plusieurs modes d’action,
impliquant différentes cibles cellulaires (Guinoiseau, 2010) telles que l'inhibition des

enzymes microbiennes extracellulaires, la séquestration des substrats nécessaires a la
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croissance microbienne, la chélation de métaux comme le fer, l'inhibition du
métabolisme microbien (Faleiro 2011), la dégradation de la paroi cellulaire, la
perturbation de la membrane cytoplasmique causant une fuite des composants
cellulaires, I'influence de la synthése de I'ADN, de I'ARN, des protéines, des lipides et
de la fonction mitochondriale des bactéries (Malecky, 2007). Ainsi que, la formation

des complexes avec la paroi bactérienne (Guinoiseau, 2010).

Une autre affection pouvait toucher 1’organisme et qui n’est pas moins
pernicieuse que les précédentes, c’est I’inflammation ou plutdt les conséquences de

I’inflammation (Prasad et Aggarwal, 2014).

La réponse inflammatoire est une réponse immunitaire adaptative engendrée
aux stimuli nocifs telle qu’une infection ou une agression tissulaire. Elle nécessite une
régulation fine, généralement bénéfique, conduisant a 1’¢limination d’éventuels

pathogenes et au retour a ’homéostasie du tissu 1ésé (Prasad et Aggarwal, 2014).

Une régulation défectueuse ou mal contrélée causée par une immunodéficience,
peut engendrer des dommages irréversibles locaux ou généralisés menant a des
pathologies plus ou moins graves tels qu'une infection secondaire, I’arthrite rhumatoide,
la maladie de Crohn, le diabéte ou méme un cancer (Nathan, 2002 ; Barton, 2008 ;
Slavich et Irwin, 2014).

Le nombre de composés phytochimiques trouvés dans le regne végétal est tres
vaste, et leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés
phytochimiques ont des propriétés antiinflammatoires. La recherche médicale récente
a témoigné le pouvoir anti inflammatoire de certaines épices comme le curcuma, le
gingembre, le poivre noir, le cardamome, le fenugrec et le piment (Grosgogeat et
Compper, 2009 ; Prasad et Aggarwal, 2014).

Deodhar et al. (1980), ont signalé que I’administration de curcuma a une dose
journaliere de 1200 mg chez des patients souffrant d’arthrite rhumatoide, réduit les
signes inflammatoires (Bisht et al., 2010 ; Basnet et Skalko-Basnet, 2011). L activité
anti-inflammatoire de la curcumine et ces analogues extraites du curcuma est mise en
évidence aussi bien sur I’inflammation aigué (cedeme de patte de rat induit par
carragénine) (Grosgogeat et Compper, 2009 ; He et al., 2015 ; Vetvicka et Vetvickova,
2016) que sur des modeles d’inflammation chronique (arthrite au formol et granulomes)

(Laty et Bernard, 2004 ; Jurenka, 2009).
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Souto (2015), a signalé I'utilisation du gingembre comme anti-inflammatoires
pour réduire le ventre qui se voit souvent affecté par des inflammations ou par une
mauvaise digestion et aussi pour soulager les douleurs reliées a 1’arthrite et aux autres

rhumatismes inflammatoires.

De part sa popularité ancestrale, le mélange "Ras el hanout” a, non seulement
des valeurs sensorielles mais il est aussi porteur des vertus thérapeutiques. Toutefois,
aucune étude sur ce melange et ses effets antioxydant, antimicrobien et

antiinflammatoire n'a été signalée.

C’est a ce niveau d’appréhension que s'inscrit notre travail dont I'objectif
principal réside dans la mise en valeur du mélange "Ras el hanout™ utilisé par les
habitants de Ouargla et de ses épices constitutives, en mettant le point sur leurs teneurs
en métabolites secondaires et leurs activités antioxydante, antimicrobienne et
antiinflammatoire. Cette étude peut ainsi contribuer a I'amélioration du mode
d'utilisation du mélange "Ras el hanout”, a son utilisation plus rationnelle et la

valorisation de ses activités biologiques.

La réalisation de notre travail s'est basée sur les points suivants :

- Sélection des épices constitutives de « Ras el hanout » utilisé dans la
gastronomie Algérienne et plus particulierement la gastronomie Ouarglie, par une
enquéte ethnobotaniques et une investigation au niveau de différents herboristes de la

commune de QOuargla.

- Evaluation de la teneur des épices sélectionnées en métabolites
secondaires par un criblage phytochimique permettant d'identifier la présence des
substances chimiques principalement, les flavonoides, les tannins, les coumarines, les

alcaloides, les stéroides, les terpénes et les saponines.

- Dosage des polyphénols, flavonoides et tanins des épices sélectionnées

et leurs mélanges.

- Evaluation des activités antioxydante, antimicrobienne et anti-

inflammatoire des épices sélectionnées et leurs mélanges.
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- Effet du traitement thermique sur le contenu des épices en polyphénols
totaux, en flavonoides et en tanins. Ainsi que sur les activités antioxydante et

antimicrobienne.

- Recherche des synergies et d’antagonismes éventuels entre les épices en

mélange binaires et équimolaires.

- Détermination des parametres physico-chimiques et évaluation des
activités biologiques (antioxydante et antimicrobienne) des huiles essentielles des

épices étudiées.
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Chapitre 1. Méthodologie de travail

1. Enquéte ethnobotanique

Afin de rechercher la fréquence, l'intérét, le mode d’utilisation ainsi que la
composition de base du mélange "Ras el hanout”, nous nous sommes proposés a travers
notre étude d’effectuer une enquéte ethnobotanique au niveau des différentes ethnies
de la région de Ouargla. Des fiches d’enquétes comportant toutes ces informations sont

distribuées a 200 personnes dont la presque totalité sont des femmes au foyer.
2. Investigation au niveau des herboristes

Le choix des épices pour I’étude est basé également sur une investigation
effectuée au niveau de six herboristes dans la région de Ouargla de chez qui des
échantillons de "Ras el hanout™ ont été achetés et examinés, en insistant sur 1’odeur
forte et la couleur éclatante caractéristique de chaque épice. Les épices achetées sont
bien nettoyées, lavées rapidement a 1’eau distillée, séchées dans un endroit aéré a 1’abri

du soleil puis broyées grossierement dans un moulin électrique.

Sur la base des investigations effectuées, notre choix s'est porté sur les épices
communes aux différents mélanges "Ras El hanout" citées par les personnes
questionnées et procurés au niveau des différents herboristes. Ainsi, la description

botanique et taxonomique des épices retenues pour I'étude est consignée dans le tableau

Tableau |
sélectionnées

Classification et description botanique de différentes épices

Division Tracheophyta
Classe ~ Magnoliopsida
Ordre  Apiales
Famille  Apiaceae
Genre  Coriandrum

Espéce  Coriandrum sativum L.

(Peter et al., 2006)

Epice Classification Description botanique et composition chimique
Régne Plantae La co_nandre _ e§t une plante herb?c,ee annuelle,
Coriandre aromatique cultivée dans les zones tempérées du monde

entier. Elle atteint une hauteur de 30 a 90 cm. Les feuilles
sont vert clair et luisantes, les fleurs sont minuscules
blanche, rose ou violette, regroupées en embellies. Les
graines qui représentent la partie consommée comme
épice, succédant aux fleurs, sont petites, sphériques et
cotelées, parfumés avec une note poivrée (Grieve, 1971).
La composition chimique des graines en g/100g est estimé
a 12.37 de Protéines, 17.77 de lipide totale, 54.90 de
carbohydrate, 41.9 de fibre, 0.709 de Ca**, 0.021de
vitamine C, 0.90 d'acides gras saturés, 15.33 d'acide gras
insaturés (Charles, 2013).
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Régne
Division
Classe
Ordre
Famille
Genre

Espece

Plantae
Magnoliophyta
Equisetopsida
Apiales
Apiaceae
Cumimum

Cuminum cyminum L.

(Quezel et Santa ,1963).

Le cumin est une petite plante herbacée annuelle prend son
origine en Orient, d’une hauteur de 30 cm, a feuilles
parfumées, finement divisées, ombelles de petites fleurs
blanches ou roses (Bremness, 2002).

Les graines fusiformes représentent la partie consommée
comme épice, velu, strié variant du vert au gris-brun, d’une
odeur aromatique et un godt épicé et amer (Vican, 2001).
La composition chimique des graines en g/100g est estimé
a 17.81 de protéines, 22.27 de lipides totales, 44.24 de
carbohydrates, 10.5 de fibre, 0.931 de Ca**, 0.0077 de
vitamine C, 1.27 en IU de vit A, 1.53 d'acides gras saturés,
17.31 d'acides gras insaturés (Charles, 2013).

Régne
Division
Classe
Ordre
Famille
Genre

Espéce

(Paloma, 2012 ; Agrahari et Singh,

2014)

plantae

Magnoliophyta
Magnoliopsida

Apiales

Apiaceae (Umbelliferae)
Carum

Carum carvi L.

Le carvi est une plante herbacée bisannuelle, de 30-60 cm,
a racine charnue, longuement pivotante en fuseau, tige
sillonnée anguleuse, feuilles oblongues, bipennatiséquées,
a laniéres linéaires, Les graines représentent la partie
utilisée comme épice sont des diakénes ovoides,
legerement arquées, de couleur brune ou brun-jaunatre
(Chevallier, 1997). La composition chimique des graines
du carvi en g/100g est estimé & 19.77 de protéines, 14.59
de lipide totale, 49.90 de carbohydrates, 3.8 de fibre, 0.689
de Ca**, 0.021 de vitamine C, 0.62d'acides gras saturés,
10.39 d'acides gras insaturés Charles, 2013).

Regne
Division
Classe
Ordre
Famille
Genre
Espece
Rosc.

Plantae
Tracheophyta
Magnoliopsida
Zingiberales
Zingibéraceae
Zingiber

Zingiber officinale

(Ghosh, 2011)

Le gingembre est une plante originaire d'Asie, vivace
tropicale herbacée d'environ 0,9 m de haut issue d'un
rhizome. Les feuilles persistantes sont lancéolées,
bisériées, longues et odorantes. Les fleurs sont blanches et
jaunes ponctuées de rouge sur les lévres. Apres la floraison,
un court épi axillaire renfermant les graines noires
enfermées dans des capsules trivalves apparait au bout
d'une tige couverte d'écailles. Le rhizome qui représente la
partie consommée comme épice, d’un aspect fibreuse,
granuleuse, beige péle et sa chaire est jaune péle juteuse
d'odeur aromatique avec une saveur chaude et piquante
(Ghosh, 2011). La composition chimique de rhizome de
gingembre en g/100g est estimé a 8.98 protéines, 4.24 de
lipides totales, 71.62 de carbohydrates, 14.1 de fibre, 0.114
de Ca*™, vitamine C (0.007), 30 en Ul de vitamine, d'acides
gras 2.59 saturés, d'acides gras insaturés 1.39 (Charles,
2013).

Curcuma

Régne

Plantae

Division Tracheophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre

Zingibérales

Le curcuma est une épice originaire du sud-est de 1’ Asie,
c’est une plante herbacée, vivace pouvant atteindre un
métre de hauteur (Araujo et Leon, 2001).

Le rhizome donne naissance a une tige portant a la base des
gaines foliaires et de trés grandes feuilles ; les rhizomes
secondaires pouvant atteindre 15 mm d’épaisseur. Ces
rhizomes qui représente la partie consommée, a odeur
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Famille Zingiberaceae
Genre  Curcuma
Espéce Curcuma longa L.
(Wichtl et Anton, 2003)

spécifique, aromatique et épicée et a saveur Chaude, apre
mais aromatique (Duvoix et al., 2005). La composition
chimique du rhizome en g/100g est estimé a 7.83 de
protéines, 9.88 de lipides totales, 64.93 de carbohydrates,
21.1 de fibre, 0.183 de Ca**, 0.0 de vitamine C, 547 en IU
de vitamine A, 1.39 d'acides gras saturés, 1.73 d'acides gras
insaturés (Charles, 2013).

Régne  Plantae

Division Magnoliophyta

Classe  Equisetopsida

Ordre Apiales

Famille  Apiaceae (ombellifére)
Genre Pimpinella

Espéece Pimpinella anisum L.
(Yar Khan, 2012).

L’anis vert est une plante herbacée cultivée comme plante
condimentaire pour ses feuilles et ses graines aromatiques,
il est originaire du pourtour méditerranéen et d'Afrique du
Nord, elle s’est largement répandue par la culture dans les
régions tempérées (John, 2003). Cette petite ombellifére
annuelle de 30 a 40 cm de hauteur, porte des tiges dressées
creuses, et des fleurs jaunes en ombelles qui donneront ces
graines grises vertes et aromatiques représentant la partie
utilisée comme épice (Rahim (Yar Khan, 2012). La
composition chimique de ces graines en g/100g est estimé
4 17.60 de protéines, 15.90 de lipides totales, 50.02 de
carbohydrates, 14.60 de fibre, 0.646 de Ca**, 0.021 de
vitamine C, 311 en IU de vitamine A, 0.586 d'acides gras
saturés et 9.99 d'acides gras insaturés (Charles, 2013).

il

Régne  plantae

Division Magnoliophyta

Classe  Equisetopsida

Ordre  Apiales

Famille Apiaceae

Genre  Foeniculum

Espéce  Foeniculum officinale Mill.
(Shamkant et al., 2014)

Le fenouil est une plante bisannuelle atteint 2 m de hauteur
originaire du bassin méditerranéen (Jolad et al., 2005). les
feuilles filiformes, divisées en laniéres étroites et allongées
a golt aromatique, les fleurs sont jaunes réunies en
ombelles au bout des tiges, elles donnent des graines vertes
allongees, tres parfumées qui représentent la partie
consommée comme épice.

(Shamkant et al., 2014). La composition chimique des
graine en g/100g est estimée a 15.80 de protéines, 14.87 de
lipides totales, 52.29 de carbohydrates, 39.8 de fibre, 0.001
de Ca*™, 0.021 de vitamine C, 135 en Ul de vitamine A,
0.48 d'acides gras saturés et 11.6 d'acides gras insaturés
(Charles, 2013).

Régne  Plantae

Division Tracheophyta

Classe  Magnoliopsida

Ordre  Laurales

Famille Lauraceae

Genre  Cinnamomum

Espéce Cinnamomum cassia L.
(Vangalapati, 2012)

La cannelle est la plus ancienne des épices connues,
originaire du Sri-Lanka ou de Birmanie. Elle est issue du
cannelier, arbre de 10 a 15m a ’état sauvage, ses feuilles
sont simples et en hélice, les fleurs sont blanchatres,
régulieres a six pétales et se présentent en grappes tres
ramifiées, les fruites se présentent en forme des baies.
L’écorce intérieure du cannelier qui représente la partie
consommeée comme épice, se présente sous forme de petits
tubes. Leur parfum est plus fort, piquant et moins sucré
(Vangalapati, 2012). La composition chimique de la
cannelle en g/100g est estimé a 3.99 de protéines, 1.24 de
lipides totales, 80.59 de carbohydrates, 53.1 de fibre, 0,001
de Ca**, 0.0038 de vitamine C, 295 en IU de vitamine A,
0.345d'acides gras saturés et 0.29 d'acides gras insaturés
(Charles, 2013).
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Poivre noir

Régne Plantae
Division Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Piperales
Famille Piperaceae
Genre  Piper

Espéce Piper nigrum L.

(Meghwal et Goswami, 2012)

Le poivrier est une plante grimpante et vivace de 8-10m,
ses tiges ligneuses et volubiles sont articulées rondes et
lisses.

Apres fécondation, les fleurs se développent en baies a une
graine chacune sont regroupées en épis retombants. Les
baies vertes sont les fruits immatures de la plante, les grains
de poivre noirs et blancs proviennent de la méme plante,
mais sont cueillis a des stades différents de la maturité
(Meghwal et Goswami, 2012). La composition chimique
des graines de poivre en g/100g est estimé a 10.39 de
protéines, 3.26 de lipide totale, 63.95 de carbohydrate, 25.3
de fibre, 0.443 de Ca**, 0.0 de vitamine C, 547 en IU de
vitamine A, 1.39 d'acides gras saturés et 1.73 d'acides gras
insaturés (Charles, 2013).

Tutae

Lsweigpe
levense cortent
[

Régne  Plantae

Division Tracheophyta

Classe  Magnoliopsida

Ordre  Magnoliales

Famille Moyristicaceae

Genre  Myristica

Espéce  Mpyristica fragans Houtt.

(Parthasarathy et al., 2008).

Le muscadier est un arbre vivace atteint jusqu’a 15 m de
hauteur, ses branches sont nombreuses, étalées, dont
I'écorce est brune grisétre, de la famille des myristicacées
qui est une famille de plantes dicotylédones que 1’on trouve
dans les pays chauds et humides tels I’Indonésie et Ceylan.
Les fleurs se développent en fruit rond, jaune pale strié de

rouge et vert a la taille d'un abricot. 1l est composé de 4
couches : la chair du fruit qui est pale, l'arille (le macis)
rouge, la coque (noir intense) et enfin I'amande qui est la
noix de muscade et représente la partie utilisée
(Parthasarathy et al., 2008). La composition chimique de
la noix en g/100g est estimé & 5.84 de protéines, 136.319
de lipides totales, 49.29 de carbohydrate, 3.8 de fibre,
0.184 de Ca**, 0.003 de vitamine C, 102 en Ul de vitamine
A,

25.94 d'acides gras saturés, 3.57 d'acides gras insaturés
(Charles, 2013).

3. Obtention, traitements et caractérisation des extraits bruts des épices étudiées

3. 1. Obtention des extraits bruts

Les extraits bruts des épices étudiées sont obtenus par macération selon la

méthode de Motamed et Naghibi (2010). Le principe d’extraction repose sur un simple

contact entre le support solide et le solvant (Penchev, 2010).

Pour se faire, les poudres des épices étudiées sont mises a macérer pendant 24

heures a température ambiante, dans un mélange méthanol-eau (80:20 V/V). le

méthanol est le solvant approprié, il permet une haute récupération de polyphénols,

surtout les flavonoides aglycones (Falleh et al., 2008). L’eau extrait particuliérement

les flavonoides glycosylés et les tannins (Marston et Hostettmann, 2006). L’extraction

est refaite 3 fois avec renouvellement du solvant. Les macéras sont réunis et filtrés sur
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papier filtre. Le solvant est éliminé du filtrat sous vide a 40°C a I’aide d’un rotavapeur
(Heidolf). Dans cet appareil on realise une évaporation sous vide en utilisant une pompe
a vide avec une vanne de contréle. Pendant 1’évaporation, le ballon est mis en rotation
et plongé dans un bain liquide chauffé. L’appareil est muni d'un réfrigérant avec un
ballon-collecteur de condensat. La rotation du ballon crée une surface d’échange plus
grande et renouvelée, permettant donc une évaporation rapide. L’abaissement de la
pression permet d’évaporer le solvant a température réduite, évitant ainsi la dégradation
thermique éventuelle des composés (Penchev, 2010). Les extraits secs obtenus sont
conservés hermétiquement au frais jusqu’a leur utilisation.

Le rendement de I’extrait brut est définit comme étant le rapport entre la masse
de I’extrait sec obtenue et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé

via I’équation:

R(%)= (Me / Mv) x 100
R(%) : Rendement en %.
Me : Masse de I’extrait apres 1’évaporation du solvant.

Mv : Masse de la matiére végétale utilisée pour 1’extraction (Harborne, 1998).

3.2. Traitement thermique des extraits

L’effet de la température sur le contenu des épices en métabolites et leurs
activités biologiques fait partie de notre objectif. L'extrait brut méthanolique de chaque
épice ainsi que les mélanges sont déposés dans des tubes a essai non completement
fermés, le niveau de I'extrait et repéré par des bandes adhésives pour veérifier une
éventuelle évaporation. Les tubes sont portés a ébullition a 200°C pendant des durées
différentes, 30, 60, 90 et 120 minute (photos 01). Une fraction non traitée pour chaque

épice sert de témoin.

« N &

Photos 01 : Traitement thermique des extraits.
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3.3. Préparation des mélanges binaires et équimoléculaires

Des mélanges binaires et équimolaires sont préparés afin de mettre en évidence
I'effet de l'association des épices sur les teneurs en meétabolites secondaires et les

activités biologiques.

Pour la détermination des contenus des mélanges en metabolites et a I'étude de
I'activité antioxydante, les extraits secs des epices sont solubilisés dans du méthanol.
L'évaluation de I'activité antimicrobienne de ces épices est réalisée a partir des extraits
secs solubilisés dans le DMSO. Les différentes épices ont permis d'aboutir a quarante-

cing (45) combinaisons binaires possibles (Tableau I1).

Tableau Il : Mélanges binaires et équimolaires des épices étudiées.

Coriandre (CO)

Noix de muscade (N)  |CO/N

Curcuma (CR) CO/CR |N/CR

Poivre noire (P) CO/P N/P CR/P

Fenouil (FE) CO/FE |N/FE (CR/FE PI/FE

Cumin (CU) CO/CU |N/CU (CR/CU P/CU FE/CU

Carvi (CA) CO/CA |N/JCA [CR/ICA PICA FE/ICA [CUICA

Cannelle (CN) CO/CN |N/CN (CR/CN P/ICN FE/CN [CU/ICN CA/CN

Gingembre (G) CO/G N/G CR/G P/G FE/G CU/G CA/G CN/GI

Anis vert (A) CO/A N/A CR/A P/A FE/A CU/A CA/A CN/A GI/A

Pour mettre en évidence les éventuels synergismes ou antagonismes donnés par
les mélanges binaires et équimolaires des épices, un facteur nommé effet synergique
(ES) est calculé d'aprés la méthode décrite par Payrat-Maillard et al., (2003) avec

certaines modifications.

L'effet synergique des épices en mélanges, concernant les teneurs en

métabolites secondaires (polyphénols, flavonoides ou tanins) est calculé via la formule
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ES = [métabolite du mélanges]exp X 2 / >’ [métabolite]cal

[métabolite du mélanges]exp: La concentration du mélange binaire et équimolaire en

métabolites donnée expérimentalement

> [métabolites]cal : La somme calculée des concentrations en métabolites des extraits

constitutifs du mélange

L'effet synergique des mélanges sur I'activité antimicrobienne est calculé via la

formule:
ES= (D| du mélange)exp X2/ > (Dl)cal

(DI du mélange)exp : Diamétre d'inhibition du mélange binaire et équimolaire donné

expérimentalement.

> (Dl)ca : La somme calculée des diametres d'inhibions obtenus avec les extraits

constitutifs du melange.

L'effet synergique des mélanges sur l'activité antioxydante est calculé via la

formule :
ES= (ECSO du mélange)exp X2 /Z (ECSO) cal
(ICs0 du mélange)exp : EC50 du mélange donnée expérimentalement.

Y (ICs0) cal : la somme calculée des ECso des extraits constitutifs du mélange.

D'apres les ES calculés on peut déterminer I'effet du mélange sur les teneurs en
métabolites et sur les activités antimicrobienne et antioxydante. En effet,

si ES (ou ES™ pour I'activité antioxydante) > 1, il s'agit d'un effet synergique ;
si ES (ou ES™ pour I'activité antioxydante) <1, il s'agit d'un effet antagonique ;

si ES (ou ES™ pour l'activité antioxydante) =1, il s'agit d'un effet d'indifférence (ni

synergie ni antagonisme).

3.4. Criblage phytochimique des extraits par chromatographie sur couche mince
(Ccwvm)
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D’apres Azzi (2013), le criblage phytochimique représente des tests qualitatifs
qui permettent la caractérisation des différents groupes chimiques (Alcaloides,

polyphénols, flavonoides, tanins, saponosides...) contenus dans un organe végétal.

Dans notre étude, le criblage est réalisé sur des extraits fractionnés afin de
faciliter I'identification des différentes molécules présentes dans chaque extrait par
chromatographie sur couche mince (CCM), une technique appréciée en phytochimie

car elle fournit une empreinte chromatographique des extraits étudiés (Sine, 2003).

3.4.1. Fractionnement des extraits par extraction liquide-liquide

Le fractionnement des extraits bruts s’effectue selon la méthode de Markham
(1982). 1l s’agit d’une extraction liquide-liquide par des solvants de polarité croissante
permettant le partage des molécules selon leurs propriétés physicochimiques entre deux
phases liquides immiscibles appelées solvant, et retenues pour leurs capacité a extraire
sélectivement I’un des éléments du mélange (Robert et al., 1997).

L'extraction a été réalisée successivement par quatre solvants. L’extrait brut
estinitialement dissout dans de I'eau tiede, puis une quantité équivalente d'hexane est
ajoutée. Apres décantation, la phase organique est récupérée et la phase aqueuse est
soumise aux autres fractionnements par le chloroforme puis I’acétate d’éthyle puis le
n-butanol, en suivant les mémes étapes. En conséquence, les fractions butanolique,

chloroformique, acétate d’¢thyle, et butanolique sont obtenues.

3.4.2. Caractérisation des différentes fractions par CCM

La CCM repose principalement sur la distribution des substances a séparer entre
deux phases. La phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse
le long d'une phase stationnaire solide fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille
semi solide de matiére plastique ou d'aluminium. Selon leur affinité, les substances en
solution sont plus ou moins retenues par la phase stationnaire par le phénomene

d'adsorption.

Aprés avoir déposé puis séché les échantillons sur des points repérés a environ
2 cm du bord inférieur de la plaque, cette derniere est introduite dans une cuve de

migration dont I'enceinte est préalablement saturée. L'éluant monte a travers la phase
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stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque composant de
I'échantillon se déplace a sa propre vitesse derriere le front de solvant. Cette vitesse
dépend d'une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la phase
stationnaire et d'autre part, de sa solubilité dans la phase mobile. Les composés se
déplacent donc alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile (Sine, 2003).

Des révélateurs spécifiques aux différents métabolites sont appliqués apres la
séparation, indiquant directement la présence ou non de ces molécules. La révélation
des plaques est effectuée chimiquement par des révélateurs, et par les radiations UV a
deux longueurs d’onde (254 et 366 nm). Ce qui permet de delimiter les spots colorés

correspondant a certains composes (Marston et Hostettmann, 2006).

4.4.3. Conditions opératoires

Dans la présente étude, les échantillons sont analysés en utilisant des plaques
commerciales prétes a I’emploi, de gel de silice 60F 254, sur feuille d’aluminium
(20x20 cm).

Quatre systemes de solvant ont été utilisés, selon les différentes fractions, et
pour chacune une de celles-ci, plusieurs plaques ont été développées afin de les revéler
différemment.

La fraction héxanique est éluée par le systeme : nbutanol / acétate
d’éthyle (8/1,9; v/v) et révélée par :

- Le réactif de Godin, composé de vanilline sulfurique (1%) dans un mélange
acide sulfurique concentré / éthanol a 95% (2ml : 98ml). Aprés pulvérisation, la plaque
est chauffée a I’é¢tuve a 110°C pendant quelques minutes.

- Le réactif de Libermann-Buchard, préparé a basse température par un
mélange de Sml d’anhydride acétique, 5ml d’acide sulfurique concentré et 50ml
d’éthanol (Ladyguina et al., 1983 ; Bruneton. 1999 ; Mamyrbekova-Bekro et al., 2013).

La fraction chloroformique est eluée par le systeme cyclohexane/acétate
d’éthyle (10/8 ; v/v) et révelée par :

- Le réactif de carr-price composé de 4g de trichlorure d'antimoine ShCls
solubilisé dans 20 ml de méthanol.

- Le réactif de drangeroff, composé d'un mélange équimolaire de deux
solutions A et B (A est composée de 0.85g de nitrate basique de bismuth, 10g d’acide
tartrique dissous dans 10ml d'eau distillée. B est composée de 16g d’iodure de

potassium dissous dans 40 ml d'eau distillée).
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- La solution de KOH a 1% dans I’éthanol.

- L’ammoniaque (NHs) (Ladyguina et al., 1983 ; Georgievskii, 1990 ;
Mamyrbekova-Bekro et al., 2013).

La fraction d'acétate d’éthyle est éluée par le systeme : acétate d’éthyle /
chloroforme / acétone (8/7/0.5;v/vIv) et révélée par :

- L’ammoniaque (NH3).

- La solution de KOH a 1% dans 1’éthanol.

- La solution de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 1% dans 1’éthanol
(Ladyguina et al., 1983 ; Georgievskii, 1990 ; Mamyrbekova-Bekro et al., 2013).

La fraction n-butanolique est éluée par le systéeme : toluéne/acétone/acide
formique (3/5/1 ; vIviIv) et révélée par

- La solution de trichlorure d’aluminium(AICls) a 1% dans 1’éthanol.

- Le révélateur de carr-price (Sbcls).

- La solution de trichlorure de fer (FeCls) a 10% dans le méthanol
(Mamyrbekova-Bekro et al., 2013)

4.4.4. Expression des résultats

Aprés migration et révélation, chaque spot est caractérisé par sa fluorescence
sous UV, sa coloration aprées la révélation et son facteur de rétention (Rf), ceci est
calculé via I’équation Rf =d/D
d : Distance parcourue par le constituant.
D : Distance parcourue par le front de I'éluant.

3.5. Dosage quantitatif des polyphénols
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique
de Folin-Ciocalteu selon la méthode de Singleton et Rossi (1965).

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitue par un
mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide phosphomolybdique
(H3PMo012040). 1l est réduit lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes
bleus de tungsténe et de molybdene (Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration produite est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végetaux, cette

coloration posséde un maximum d'absorption a 765 nm.
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Le test est réalisé selon le protocole décrit par Li et al. (2007). Un volume de
200 pl de chaque extrait (dissous dans le méthanol) est ajouté a 1ml de réactif de Folin-
Ciocalteu 10 fois dilué dans I’eau distillée. Les solutions sont mélangées et incubées
pendant 4 minutes. Puis, 800 ul de la solution de carbonate de sodium (Na.COza 759
/l) est ajoutée. Le mélange final est agité puis incubé pendant 30 minutes a I'obscurité
a température ambiante. L'absorbance est mesurée par un spectrophotométre (HACH
DR5000) a 765 nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec le standard acide gallique a
différentes concentrations dans les mémes conditions expérimentales que les
¢échantillons étudiés. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide

gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES) (Wong et al., 2006).
3.6. Dosage quantitatif des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) cité par Bahorun (1996) et
Djeridane et al., (2006) est adoptée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.

Le chlorure d’aluminium (AICI3) forme un complexe trés stable avec les
groupements hydroxydes (OH) des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiere
visible a une longueur d’onde de 430 nm. Pour réaliser le test, 1 ml d'extrait ou de
standard, dilué¢ dans le méthanol est ajouté a un volume égal d’une solution de
trichlorure d'  aluminium (AICIs) a raison de 2% dans le méthanol. Le mélange est
vigoureusement agité et l'absorbance a 430 nm est lue dans un spectrophotomeétre

(HACH DR5000) apres 10 minutes d’incubation a température ambiante.

Une courbe d'étalonnage linéaire réalisée par le standard quercétine a différentes
concentrations dans les mémes conditions que les échantillons testés permet la
quantification des flavonoides. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent

quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g ES).

3.7. Dosage des tanins

3.7.1. Dosage des tanins condensés
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Le dosage des tanins condensés est realisé suivant la méthode de Swain et Hillis
(1956), basée sur la condensation des composés polyphénoliques avec la vanilline en
milieu acide. Le test est réalisé en mélangeant 1 ml d'extrait dilué dans le méthanol avec
2 ml d’une solution préparée par la vanilline a 1% dans 1’acide sulfurique a 70%. Le
mélange est vigoureusement agité, incubé au bain Marie a 20°C pendantl5 minutes
puis lu a 500 nm dans un spectrophotometre HACH DR 5000.

La quantification des tanins condensés est rendue possible grace a une courbe
d'étalonnage linéaire réalisée par le standard cyanidine a différentes concentrations dans
les mémes conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en milligramme

équivalent cyanidine par gramme d’extrait sec (mg EC/g ES).

3.7.2. Dosage des tanins hydrolysables
Le dosage des tanins hydrolysables est realisé par la méthode de Mole et

Watrman (1987), basée sur une réaction avec le chlorure ferrique. Le mélange de
I'extrait tannique avec le réactif chlorure ferrique provogue la coloration rouge-violet
du complexe, d'oli la formation des ions (Fe®*). Pour se faire, 1 ml de I'extrait est ajouté
a 3.5 ml d’une solution de FeC13 0.01M dans I’HCI 0.001M (V/V). Le mélange est
vigoureusement agité et la densité optique est lue a 660 nm au spectrophotomeétre
(HACH DR 5000).

La teneur des extraits en tanins hydrolysables est calculée a partir d'une courbe
d'étalonnage réalisée avec l'acide gallique dans les mémes conditions expérimentales
que les échantillons testés. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide

gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).

4. Extraction et caractérisation des huiles essentielles

4.1. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation
L’hydrodistillation est la méthode la plus recommandée pour extraire les huiles

essentielles des produits végétaux. C'est une technique basée sur le changement d'état

liquide-vapeur des especes chimiques.
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Le principe de la méthode consiste a distiller un composé par entrainement a la
vapeur d’eau en immergeant directement le matériel végétal a traiter dans un ballon
rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition a I’aide d’un chauffe ballon (Sans pour
autant remplir le ballon, pour éviter le débordement & 1’¢bullition). Les vapeurs
chargées d’huiles essentielles passent a travers le tube vertical puis dans le réfrigérant
ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes ainsi produites chutent dans une ampoule
a décanter, I’cau et ’huile se séparent par différence de densité (Photo 2) (Hajji et al.,
1984).

Les huiles essentielles recueillies sont conservées a basse température dans des

flacons en verre bruns afin d’éviter leur dégradation.

Photos 2 : Dispositif d'extraction des huiles essentielles par hydrodistillation

Le rendement d’extraction des huiles essentielles est définit comme étant le rapport
entre la masse d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal traité (Belyagoubi,

2006). Ce rendement est calculé via I’équation :

R HE % = m HE/m Sx100
R HE % : Rendement d’extraction en %
m HE : masse d'huile récupérée exprimée en gramme.

m S : masse de la matic¢re végétale séche utilisée pour I’extraction exprimée en gramme.

4.2. Détermination des indices physico-chimiques des huiles essentielles

De nos jours, les propriétés physiques (densité, indice de réfraction, pouvoir
rotatoire) et chimiques (indice d'acide, indice d'iode, Indice de saponification...etc.)
sont exigées pour 1’évaluation commerciale des huiles essentielles. Ces caractéristiques

propres a chaque huile seront ensuite utilisées pour décrire sa qualité et ses critéres. Les
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méthodes utilisées sont déterminées selon un protocole précis qui obéi a des normes
publiées par I'Association Francaise de Normalisation (AFNOR, 2000), elles-mémes
identiques aux normes internationales de I'Organisation International de Normalisation
(ISO, 1998).

4.2.1. Détermination des indices physiques

4.2.1.1. Densité a 20°C

La densité de 1'huile essentielle est déterminée par le rapport entre la masse d’un
certain volume de I’essence et la masse du méme volume d'eau distillée pris a 20°C. La
mesure est effectuée a I’aide d’un densimétre électronique.

La densité a 20°C est calculée par la formule

d?0=dt + (t -20) x 0.00068
dt : densité a la température ambiante
t :température ambiante
d?0 : densité a 20°C

4.2.1.2. Indice de réfraction

L’indice de réfraction est le sinus de I’angle d’incidence de longueur d’onde
déterminée, passant de 1’air dans ’huile essentielle maintenue a une température
constante 20°C.

Les indices de réfraction des huiles essentielles sont déterminés dans l'intervalle
de 1,300 a 1,700. Sa mesure est mentionnée avec 3 ou 4 chiffres aprés la virgule.
L’appareil le plus couramment utilis€ pour mesurer l'indice de réfraction est le
réfractométre d'Abbe qui est préalablement étalonner a 1’eau distillée dont 1'indice de
réfraction est connu (Ir eauy = 1,335) & 20°C. Les prismes sont ensuite séchés et quelques
gouttes d’HE sont déposées entre les deux faces des prismes. A ’aide de 1’oculaire et
le bouton de réglage, ’interface entre la zone sombre et éclairée est amenée au centre
du réticule. Les irisations sont supprimees pour obtenir une ligne nette entre les deux
zones puis la valeur de I'indice est notée par I’échelle de lecture. On effectue la
correction a 20°C par la formule :

I20= 1t + 0.00045 (t -20° C)
I20 : Indice a 20°C.

It : Indice a la température ambiante ou de mesure.
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T :température ambiante.

4.2.2. Détermination des indices chimiques
4.2.2.1. Indice d'acide (lz)

La teneur en acides gras libres d'une HE s'exprime par I'indice d'acide (la) qui
représente le nombre de milligrammes de potasse (KOH) nécessaire pour neutraliser
les acides libres renfermés dans un gramme d’HE.

La neutralisation d’un monoacide par la potasse se traduit par la réaction chimique
suivante :

Pour se faire, 0.125g d’HE est ajouté a 2,5ml d’éthanol a 96% puis 2 gouttes
d’indicateur coloré, phénolphtaléine sont additionnées. L’ensemble est introduit dans
un erlenmeyer et titré par une solution éthanolique de potasse (KOH) 0,IN jusqu’au
virement de la couleur au rose.

L’indice d’acide (Ia) est déterminé par la formule :

|, _S61XVKOH (01 N)
a= mH.E

vKOH : volume de KOH

m H.E : masse de I'huile essentielle

4.2.2.2. Indice de saponification (ls)

L'indice de saponification représente la quantité de potasse (KOH) ou de la soude
(NaOH) en mg, nécessaire pour saponifier un gramme d’huile essentielle.

La réalisation de ce test se fait en introduisant 0.25g d'H.E et 5 ml de potasse
alcoolique (0.5 N) dans un Erlenmeyer de 500 ml. Le mélange est chauffé au bain Marie
pendant 30 minutes. Apres refroidissement, 10 ml d’eau distillée et 5 ml de potasse
alcoolique 0.5N sont ajoutés puis le mélange est remis au bain Marie pendant une demi-
heure. Apres refroidissement, trois (03) gouttes de phénolphtaléine sont ajoutées et la
solution savonneuse est titrée par I’HCI (0,5N). Paralléelement, dans une autre
Erlenmeyer, qui servira de temoin, les mémes étapes sont réalisées mais en absence de

I’huile essentielle.
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L’indice de saponification Isest déterminé par la formule :

| _ (VO-V1)XMxXNXF
s m

Vo : volume en ml de la solution d'HCI a 0.5 N utilisée pour le témoin.

V1 : volume en ml de la solution d'HCI & 0.5 N utilisée pour la prise d'essai.
M : masse molaire de KOH (56,11 g/mole).

N : normalité de la solution de potasse (0.5 N).

F : facteur de correction de la normalité de la solution de potasse.

m : masse de la prise d'essai.

4.2.2.3. Indice d’iode (Ii)

L’indice d’iode est le nombre de gramme d’iode que peuvent fixer les doubles
liaisons de 100 g d'une substance. Quel que soit le réactif halogene utilisé, le principe
est le méme.

Les liaisons éthyléniques fixent les halogenes d'apres la réaction suivante :

R-CH=CH-R' + X, R- CHX-CHX-R'

Y

X=ClLBrlI

Pour la détermination de cet indice, une prise d’essai de 0.20g d’huile est
introduite dans une fiole de 500 ml et mélangé avec10ml de chloroforme pour dissoudre
’huile et 20ml d'halogénure d'iode. La fiole bouchée et agitée est placée dans un endroit
sombre pendant une heure. Apres ce temps d’incubation, 15ml de la solution d’iodure
de potassium et 100 ml d'eau sont ajoutés. Le mélange est titré par la solution de
thiosulfate de sodium (0.1N) en présence d’empois d’amidon jusqu'a ce que la couleur
jaune due a I’iode ait pratiquement disparu. La derniére étape consiste a rajouter
quelques gouttes de la solution d’amidon en poursuivant le titrage avec 1’agitation
vigoureux du contenu jusqu’au moment ou la couleur bleue disparait. Un essai a blanc
en suivant les mémes étapes mais sans la prise d’essai, est préparé en parallcle.

L’indice d’iode est exprimé via I’équation :

l, = [12,96.C (V1-V2)] / m

C : concentration, en moles par litre, de la solution de thiosulfate de sodium utilisée.
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V1 : volume en ml de la solution de thiosulfate de sodium (Na2S203) utilisée pour
I’essai a blanc.
V2 : volume, en ml, de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour la
détermination.

M : masse en gramme de la prise d’essai.

5. Evaluation des activités biologiques des épices
5.1. Evaluation de I’activité antioxydante

5.1.1. Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode DPPH

La méthode DPPHe, simple, fortement sensible et rapide est employée pour
évaluer I’activité antiradicalaire dans une durée relativement bréve. Presque 90% des
¢tudes sur ’activité antioxydante utilisent cette méthode (Kulisic et al., 2004 ; Moon et
Shibamoto, 2009).

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant pourrait étre suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 515 nm
provoquée par la présence des extraits.

Le DPPH, initialement violé, se décolore lorsque son électron célibataire est
apparié. Cette décoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger ces
radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques. le radical stable
DPPHe (2,2-diphényl-1-pikrylhydrazyl), en réagissant avec une molécule antioxydante,
se transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) coloré en jaune avec perte
de son absorbance caractéristique a 515 nm (Fig. 1) (Villano et al., 2007). Les réactions
ont lieu & température ambiante et en milieu méthanolique, qui permet une bonne

solubilisation de la plupart des antioxydants.
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Figure 1 : Piégeage du radical libre DPPH*® (Villano et al., 2007).

Le test DPPH est réalisé suivant la procédure décrite par Sanchez-Moreno
(1998). Un volume de 50 pl d'extrait a différentes concentrations est ajouté a 1950 pl
de la solution méthanolique du DPPH (0,024 g/I) fraichement préparée. Un contrdle
négatif est préparé en parallele, en mélangeant 50 pl du méthanol avec 1950 pul d’une
solution méthanolique de DPPH. Le témoin positif utilisé est ’acide ascorbique. Apres
incubation a I’obscurité pendant 30 min a température ambiante, la lecture des

absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotométre (HACH DR 5000).

Pour exprimer les résultats, des pourcentages d’inhibition sont calculés par la
formule :
I % = ((Ac-At)/Ac) X 100
Ac: absorbance a 515 nm du contr6le négatif.

At: absorbance a 515 nm de ’extrait testé.

5.1.1.1. Calcul des concentrations efficaces ECso

Les pourcentages du DPPH résiduels en fonction des concentrations des extraits
et leurs mélanges, nous permettent d’obtenir la quantité d’antioxydant nécessaire pour
diminuer la concentration de DPPH initiale de 50%. Cette valeur est appelée la
concentration efficace (ECsg) ou concentration inhibitrice (ICso) (Sanchez-Moreno et
al., 1999). Les ICso sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des
graphes tracés des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations
des extraits testées. Elle est exprimée en milligramme d’extrait par gramme de DPPH

(Prakash et al., 2007 ; Sanchez-Moreno et al., 1999).
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5.1.2. Test de réduction du fer (FRAP : Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé¢ a son pouvoir antioxydant. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer
ferrique (Fe®*) présent dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)s en fer
ferreux (Fe?"). En effet, le Fe3* participe a la formation du radical hydroxyle par la
réaction de Fenton. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm
(Oyaizu, 1986). Une augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur des extraits testés.
Le pouvoir réducteur est déterminé suivant la méthode préconiseée par Oyaizu

(1986). Un volume de 2.5 ml de différentes concentrations de chaque extrait dilué dans
le méthanol est mélangé avec 2,5 ml de la solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 7.4)
et 2,5 ml de ferricyanure de potassium (Ks[Fe(CN)s]) & 1%. Les mélanges sont incubés
a 50°C pendant 30 min. Apres, 2,5 ml d'acide trichloracétique (10%), 2,5 ml d’eau
distillée et 0,5 ml FeCls 0,1%) sont additionnés au milieu réactionnel. L’absorbance est
mesurée a 700 nm a I’aide d’un spectrophotométre. L’acide ascorbique est utilisé

comme contrdle positif dans les mémes conditions opératoires.

Pour explorer les résultats obtenus, les courbes des absorbances obtenues en
fonctions des différentes concentrations sont tracées. L’augmentation de 1’absorbance

correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

5.2. Evaluation de I’activité antimicrobienne

Comme pour l'activité antioxydante, I'activité antimicrobienne a été évaluée sur
les extraits de dix épices et leurs mélanges binaires et équimolaires, les extraits traités
thermiquement ainsi que sur les huiles essentielles.

L’activité antimicrobienne est déterminée via des aromatogrammes qui imite le
principe de l'antibiogramme, couramment utilisé en bactériologie médicale. Ce principe
est basé sur la diffusion de I'agent antimicrobien en milieu gélosé. Cette technique se
caractérise par sa simplicité et son efficacité dans la détermination de la sensibilité ou

la résistance d'un microbe vis-a-vis d'un extrait.

5.2.1. Présentation des souches microbiennes testées
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Quatre souches de réference ATCC (American Type Culture Collection), ont

été testées.

Ces souches sont classés comme pathogénes et « food borne bacterial pathogens »,

signifiant des bactéries pathogenes qui infectent les denrées alimentaires. La taxonomie

et les caractéristiques de chaque souche sont rapportées dans le tableau Ill.

Tableau I11 : Taxonomie et caractéristiques des souches microbiennes testées

Aspect microscopique | Taxonomie Caractéristiques
de la souche
Escherichia coli Régne Bacteria Escherichia coli est I'espéce type des entérobactéries. Cette
) espéce qui fait l'objet d'un trés grand nombre d'étude
Classe Gamma Proteobacteria

(ATCC 25622)

constitue le modéle des bacilles a gram négatif aeérobies.
Les colonies ont en moyenne 2 mm de diametre, allongées

Ordre  Enterobacteriales et & bords réguliers (Joly et Reynaud, 2002). C'est I'espéce
Famille Enterobacteriaceae dominante de la flore aérobie du tube digestif. Elle est
o habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir
Genre  Escherichia pathogéne si les défenses de I'hote se trouvent affaiblies ou
\ - . si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers
Espece  Esherichia coli (Kaper, 2004). (Berche, 2003)

Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa, autrement connu sous le nom de
aeroginosa Regne  Bacteria bacille pyocyanique, est une bactérie gram—négative du
genre Pseudomonas. Les bacilles sont fins, droits et trés
(ATCC 27853) Classe Gammaproteobacteria mobiles grace a un flagelle polaire : ciliature monotriche,
Ordre  Pseudomonadales dépourvus de spores et de ca_psules. _IIs apparaissent la
plupart du temps isolés ou en diplobacilles. Elle peut dans
Famille Pseudomonadaceae certaines conditions, étre pathogéne. Trés résistante, elle est
avec d'autres bactéries de Gram négatif de plus en plus

Genre Pseudomonas - . . \ '
souvent responsables d'infection nosocomiales. C'est I'une
Espéce Pseudomons aerugnosa des bactéries les plus difficiles a traiter cliniquement. Le

(Delarras, 2077)

taux de mortalité atteint 50% chez les patients vulnérables
(immunodéprimés) (Delarras, 2007; Meyer et Zimmerman,
1993).

Les staphylocoques sont des cocci de Gram positif qui
tendent a se grouper en amas irréguliers a la fagon d'une
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Staphylococcus aureus
(ATCC 25923)

Régne Bacteria

Division Firmicutes

Classe Beilli

Ordre Bacillales

Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus

Espéce Staphylococcus aureus (Leclerc,
1995).

grappe de raisin. Staphylococcus aureus est un germe
aérobie-anaérobie facultatif. Il doit son nom d'espéce a
I'aspect pigmenté de ses colonies. Il tient une place trés
importante dans les infections communautaires et
nosocomiales et posséde une coagulase, ce qui le distingue
de la plupart des autres espéeces de staphylocoques (Singh et
al., 2007).

Candida albicans

Régne Fungi

Division ~ Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordre Saccharomycetales

Famille Saccharomycetaceae
Genre Candida

Espéce Candida albicans
(Moulinier, 2003).

La levure C. albicans est naturellement présente chez 1’étre
humain dans la bouche, le tube digestif et les voies
génitales. Elle n’entraine habituellement aucune maladie ou
symptome particulier. C’est un organisme commensal
saprophyte. Toutefois, lorsque les fonctions immunitaires
de I'organisme baissent (traitements immunodépresseurs,
patients infectés par le V.I.H.), elle se multiplie et devient
pathogene. Elle provoque alors des infections fongiques
(candidoses) essentiellement au niveau des muqueuses
digestive et gynécologique (Laverdiere, 2006).

5.2.2. Milieux de cultures utilisés

Pour tester I'effet de nos extraits et HE sur les différentes souches microbiennes,

trois milieux de cultures ont été utilisés, la gélose nutritive pour I’isolement des

bactéries et de la levure Candida albicans, le milieu de Mueller Hinton pour la

réalisation des aromatogrammes des bactéries et le milieu de Saboureaud pour les

aromatogrammes de la levure.

5.2.3. Réalisation des aromatogrammes

La réalisation des aromatogrammes passe par plusieurs étapes. En premier lieu,

une suspension bactérienne dans l'eau physiologique d’une opacité de 0.5 Mc Farland

(10° & 108 UFC /ml (unités formant colonie /ml) est préparée a partir d’une culture pure

et jeune (agée de 24 heures pour les bactéries et 48 heures pour la levure). Cette opacité,

équivalente a une densité optique de 0.08 a 0.1 est lue a 600 nm. L'inoculum sert a

ensemencer le milieu de Mueller Hinton et de Sabearaud coulés dans des boites de Pétri

avec une epaisseur de 4 mm correspondant a 20 ml pour les boites de 90 mm de

diametre. Les boites sont ensuite placées a I’étuve a 37°C avant leur emploi.

L'ensemencement est effectué par inondation, en tournant les boites Iégerement

pour assurer une distribution homogeéne de 1’inoculum. L’exces de la suspension est

aspiré a l'aide d'un écouvillon de coton stérile.
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La derniére étape consiste, dans des conditions aseptiques, a déposer a I’aide
d’une pince des disques de 6mm de diametre (en papier Wathman N°03) imbibés
d’environ 10ul de I’échantillon a tester (diluées dans le diméthyl sulfoxide : DMSO) a
la surface de la gélose préalablement ensemencée. Les boites de Pétri sont incubées
pendant 24 heures pour les bactéries et 48 heures pour la levure a 37°C.

Aprés incubation, I'absence de la croissance microbienne se traduit par un halo
translucide autour du disque, dont le diamétre dit d'inhibition est mesuré en mm a 1’aide
d’une régle ou d’un pied de coulisse (Baser et Buchbauer, 2010). Ce diamétre est
proportionnel a I’activité antimicrobienne de 1’¢chantillon sur le germe testé (Guerin et
Carret, 1999). La sensibilité d’un germe est nulle pour un diametre inférieur a § mm.
Le germe est sensible pour un diamétre compris entre 8 et 14 mm, trés sensible pour un
diamétre entre 14 et 20 mm et pour un diamétre supérieur ou égale a 20 mm, le germe

est extrémement sensible (Duraffourd et al., 1990)

5.2.4. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Le parametre le plus souvent utilisé pour évaluer 1’effet d’un antibiotique est la
CMI. Elle correspond a la concentration minimale d’antibiotique qui inhibe la
croissance visible du germe en 24" La CMI explore donc seulement 1’effet
bactériostatique, ce qui n’est pas limitatif sachant qu’en bactériologie clinique, le but le
plus souvent recherché est I’inhibition de la prolifération bactérienne, dans la mesure
ou l’organisme est capable de se défendre contre les bactéries (Mann et Markham,
1998). La CMI est définie par le Comité de I’ Antibiogramme de la Société Frangaise
de Microbiologie (CA-SFM) comme étant la plus faible concentration d’une gamme de
dilutions d’antibiotique de demi en demi qui entraine I’inhibition de toute croissance
bactérienne visible.

La méthode par dilution successive en milieu solide qui est la méthode de référence

pour déterminer la sensibilité microbienne aux extraits et HE est adoptée.
5.3. Evaluation de P’activité anti inflammatoire

L’activité anti-inflammatoire des extraits est évaluée in vitro via la méthode

basée sur la destabilisation des membranes des globules rouges induite par la chaleur.
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Pour réaliser ce test, le sang de volontaires jugés sains est collecte sur des tubes
héparinés puis centrifugé a 3000 rpm et lavé 03 fois avec un volume égal d’eau
physiologique (0.9 % de NaCl). Le volume du culot apres lavage est mesuré et
reconstitué en suspension a 10 % dans de 1’eau physiologique (Sadique et al., 1989 ;
Shinde et al., 1999 ; Oyedapo, 2010).

Un volume de 1ml de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a
1ml de suspension des globules rouges. Le contrdle négatif est préparé en parallele en
substituant l'extrait par 1’eau physiologique et le témoin positif est réalisé en présence
d'un anti inflammatoire, le diclofénac. Aprés incubation pendant 30 min a 56°C, les
tubes sont centrifugés Smin a 2500 rpm. L absorbance des surnagent est effectué¢e a 560

nm a I’aide d’un spectrophotométre (HACH DR 5000).

Les pourcentages d’inhibition sont calculés par la formule :

I % = ((Ac-At)/Ac) X 100

Ac: absorbance du contréle négatif
At: absorbance de I’extrait testé (Shinde et al., 1999 ; Oyedapo, 2010).

6. Analyses statistiques

Les résultats des analyses biochimiques sont illustrés comme étant les valeurs
moyennes de trois mesures indépendantes accompagnées de I'écart type. Les données
des expériences ont été analysées en utilisant Excel (Microsoft Inc.) et IBM SPSS
Statistics logiciel version 21.0. L'analyse de corrélation entre les différents parametres
étudiés a été réalisée par le coefficient de corrélation de Pearson, "r". Une valeur de P
<0,05 est considérée comme statistiquement significative. Les différences
significatives entre les échantillons ont été analysées en utilisant I’analyse de variance

(ANOVA).
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RESULTATS ET DISCUSSION



Chapitre Il. Résultats et discussions

1. Enquéte ethnobotanique

L’enquéte ethnobotanique menée auprés de la population de la région de
Ouargla a révele une multitude d'informations sur la frequence d'utilisation de "Ras el
hanout", le mode d'utilisation, les épices constitutives ainsi que les effets
thérapeutiques.

1.1. Fréquence d’utilisation de ""Ras el hanout™

La fréquence d’utilisation du mélange d’épices "Ras el hanout” est consignée
dans la figure 3.
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Figure 3 : Fréquence d'utilisation du mélange ""Ras el hanout"

D’apres I’enquéte entreprise aupres de 200 personnes, 98% affirment utiliser le
mélange d’épices « Ras el hanout » et seulement 2% signalent son non utilisation (Fig.
3).

L'enquéte ethnobotanique indique, a partir de la fréquence d'utilisation, que le
mélange "Ras el hanout™ constitue un patrimoine précieux pour la gastronomie
Ouarglie. 1l apparait au fil de cette enquéte, que le mélange est utilisé pour satisfaire la
qualité gustative des plats, précisément les plats traditionnels, mais également et pour
la plupart des questionnés, le mélange d'épices représente une ressource naturelle

possédant des propriétés therapeutiques importantes.
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1.2. Principales épices constitutives de "*Ras el hanout™

Le mélange "Ras el hanout" est constitué de plusieurs épices. L’importance
donnée a chaque épice dépend du nombre de fois qu’elle a été citée par les personnes

questionnées (Fig.4).
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Figure 4 : Importance des différentes épices dans la préparation de "'Ras el
hanout™

Parmi les constituants de ce mélange, la coriandre est de loin 1’épice la plus
citée. En effet, 180 personnes sur les 200 questionnées I’ont signalé dans la préparation
de "Ras el hanout". Le cumin, la cannelle, le gingembre, le curcuma et le poivre noir
sont aussi largement cités par les personnes concernées par notre enquéte. Un nombre
important de personnes (140 a 160) les ont cité (Fig. 4). Le carvi (85), le poivron rouge
(51), le fenouil (49) et la noix de muscade (45) sont moins citées. Les épices les plus
faiblement citées sont le safran, le piment, laurier et le clou de girofle. Le nombre de
personnes les ayant cité ne dépassant pas les 20 personnes.

Il a été rapporté que "Ras el hanout" englobe les vertus de chacune des épices
qui le constituent : Le cumin, le fenouil et I'anis vert calment les douleurs des diarrhées,
facilitent la digestion et combattent la flatulence. La cannelle améliore la circulation
sanguine, la coriandre chasse les toxines, le curcuma est un antiinflammatoire, nettoie
le foie et combat le stress causé par I'inquiétude. Le clou de girofle parfume 1’haleine

et la majorité des épices améliorent la résistance aux maladies.
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1.3. Mode d’utilisation

Le melange "Ras el hanout" est differemment utilisé par la population
approchée. Prés de la moitié de ces personnes, soit 43% affirment I’utiliser en début de
cuisson, d’autres (12%) le préferent a la fin de la cuisson, 15% des personnes signalent
son utilisation en deux temps, au début et a la fin de la cuisson et 30% 1’introduisent a

la mi-cuisson (Fig. 5).

% début
H fin
début et fin
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Figure 5 : Mode d’utilisation de '"Ras el hanout"

Concernant le mode d'utilisation, certaines des questionnées préféraient I'ajout
de "Ras el hanout" au début de la cuisson, afin que, les aliments caractérisés par un gout
fade puissent bien absorber les saveurs des épices. Mais d'autres I'ajoutent vers la fin
pour minimiser la perte des propriétés organoleptiques de ces épices. Cette
connaissance des propriétés et usages des épices sont pour la plupart, acquise suite a

une longue expérience ou accumulée et transmise d’une génération a 1’autre.

Discussion
L'enjeu de I'enquéte réalisée était d'inventorier les épices utilisées dans la
préparation du mélange "Ras el hanout" et de savoir leur fréquence et mode

d'utilisation, mais aussi de ressortir les raisons pour lesquelles le mélange est utilisé.
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Les personnes questionnées ont citées 13 epices pouvant rentrer dans la
préparation du mélange "Ras el hanout". Toutefois, les données littéraires ont indiqué
que le mélange "Ras el hanout" présente une plus large diversité en épices. En effet, il
existe autant de "Ras-el-hanout" que de marchands, ce mélange d'épices est propre a
chaque marchand et celui-ci peut également étre adapté a l'envie de I'acheteur. Le
mélange varie également selon les régions (Ruth, 2009 ; Tyler, 2001).

L'utilisation de "Ras el hanout" pour les questionnées représente un fabuleux
moyen de s’initier a la découverte et a l'utilisation des épices. Car, utiliser un mélange
tout prét a I’emploi est bien plus facile a doser qu’utiliser une épice toute seule. De plus,
le mélange offrira une pléiade de possibilités en cuisine, d’astuces et de recettes vu qu'il
assure I'harmonisation des différents gouts et saveurs des épices constitutives. Son
préparation donc, fait appel a des épices ameres telles que le cumin et le carvi, des
épices piquantes comme le gingembre, le piment et la noix de muscade, des épices
aromatiques telles que la cannelle, la cardamome, le clou de girofle et I'anis vert et des
épices liantes comme le curcuma, le fenouil et la coriandre

Une multitude des vertus thérapeutiques ont été citées par les personnes
questionnées qui concordent étroitement la littérature (Hafliger, 1999 ; Iserin, 2001 ;
Guilloton, 2005). La consommation des épices peut procurer encore sur le plan
physiologique un plus large spectre préventif contre I'oxydation, contre les infections
bactériennes, contre l'inflammation, contre le cancer, contre I'nyperglycémie, contre

I'hypercholestérolémie, contre les intoxications ...etc. (Iserin, 2001).

2. Investigation aupres des herboristes

La détermination des épices constituant "Ras el hanout", afin de I'étudier, est
rendue possible grace a l'investigation effectuée aupreés des herboristes. Apres I'examen
des échantillons de "Ras el hanout" collectés, les pourcentages de chaque épice dans

chaque préparation sont calculés et consignés dans le tableau IV.
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Tableau IV : Principaux constituants des différents mélanges ""Ras el hanout™ selon
les herboristes.

mélanges Mélange 1 Mélange 2 | Mélange3 | Mélange4 | Mélange5 | Mélange 6
Taux % d’épices
Noix de muscade 1.15 4.35 1.99 2.37 0.12 0.8
Poivre 4.97 8.28 9.79 3.80 4.56 3.66
Cannelle 3.94 4.02 6.94 5.29 5.68 3.85
Curcuma 5.21 5.45 5.56 4.01 4.23 5.89
Gingembre 5.17 7.63 6.93 4.30 7.01 5.98
Fenouil 4.2 12.60 5.74 3.79 3.66 1.00
Cumin 3.89 13.10 8.30 4.77 5.24 3.58
Anis vert 3.81 8.43 3.68 5.61 / 3.55
Coriandre 62.06 22.79 45.56 60.80 56.85 53.11
Carvi 5.49 13.30 5.46 4.69 3.95 4.35
Poivre long / / / / 2.81 /
Rose / / / / / 1.36
Absinthe / / / / / 6.54
Cardamome / / / / 25 231
Clous de girofle / / / / 1.02 /
Piment / / / 1.23 / 2.22
Cubebe / / / / 3.74 /
Laurier / / 0.78 / 0.19 2.19

Plusieurs épices sont utilisées pour la préparation du mélange "Ras el hanout"
(tableau 1V). La coriandre, le carvi, le cumin, le fenouil, I'anis vert, le poivre, le
gingembre, le curcuma, la cannelle, et la noix de muscade sont les plus citées. A
I'opposé, le poivre long, la rose, I'absinthe, la cardamome, les clous de girofle, cubebe
et laurier sont les moins citées. La coriandre représente 1’épices majoritaire, avec des
proportions proches entre le premier (62.36%), le troisieme (45.56%), le quatrieme
(60.80%), le cinquieéme (56.85%) et le sixieme mélange (53.11%). Cette épice ne représente
que 22.79% du deuxiéme mélange qui est plus riche en noix de muscade, gingembre,

fenouil, cumin, anis vert et carvi, comparativement aux cing autres melanges.

On peut également relever du tableau que dix épices sont communes entre les
six melanges. Ce sont la coriandre (Coriandrum sativum), le gingembre (Zingiber

officinale), le poivre noir (Piper nigrum), le curcuma (Curcuma longa), l'anis vert
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(Pimpinella anisum), la cannelle (Cinnamomum cassia), la noix de muscade (Myristica
fragans), le fenouil (Foeniculum officinale), le carvi (Carum carvi) et le cumin
(Cuminum cyminum). En comparaison avec les résultats de 1’enquéte ethnobotanique,
on trouve que ces dix epices sont communément les plus sélectionnées par les

questionnées pour la préparation de "Ras el hanout" et sont ainsi choisies pour 1’¢étude.

Puisque les melanges 1 et 2 présentent une similarité qualitative et non pas

quantitative, ces deux préparations sont retenues pour I'étude.

3. Rendements d'extraction

Les rendements d'extraction de différentes épices sont calculés et illustrés dans
la figure 6.

16
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Figure 6: Rendements en extraits bruts des difféerentes épices étudiées et de leurs
mélanges

Le rendement d'extraction varie selon I'épice étudiée. Celui de la cannelle est
évalué a 12.07+2.30%. Il est moins important chez la noix de muscade (7.81%z+2.04),
le cumin (7.62+0.38%), le poivre noir (7.15+0.71%) et I'anis vert (6.13+0.46%). Les

plus faibles rendements d'extraction sont ceux du gingembre, du fenouil, du carvi, du
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curcuma et de la coriandre chez lesquelles les taux d'extraction non significativement
difféerents oscillent entre 5.75+£0.75% et 3.93+1.96% (p>0.05) (Fig. 6).

Le rendement d'extraction du mélange 2 évalué a 7,3 % est plus important que celui
du meélange 1 qui n'est que de 5.86 % (p <0.05) (Fig. 6).

Discussion

L'extraction des composés bioactifs & haute valeur ajoutée a partir de matiere
végétale séche ou fraiche représente I'étape préliminaire dans I'utilisation des composés
phytochimiques pour la recherche, l'identification et la préparation de produits
nutraceutiques, pharmaceutiques et cosmétiques (Dai et Mumper, 2010).

Le rendement d’extraction des principes actifs a partir d'épices révéle un grand
écart d’une espece a ’autre. En effet, beaucoup d'auteurs ont étudié l'influence de
différentes conditions d’extraction sur les rendements d’extraction de métabolites de
source végétale. La solubilité de ces composés dépend de leur nature chimique dans la
plante, qui varie de composés simples a fortement polymérisés. Les matieres végétales
peuvent contenir des quantités variables d'acides phénoliques, phénylpropanoides,
anthocyanines, tanins et autres. Cette diversité structurale est responsable de la grande
variabilité des propriétés physico-chimiques influencant I'extraction. Entre autre, la
solubilité des composés phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé
(Mohammdi et al., 2013). Lee et al. (2003) rajoutent que le rendement n’est que relatif
et semble étre lié aux propriétés genétiques des plantes, leurs origines géographiques,
les conditions et la durée de la récolte et de stockage.

Gréace a son indice de polarité moyen, estimé de 5.1, le méthanol représente le
solvant généralement utilisé pour l'extraction des composés bioactifs polaires et
Iégérement apolaires, tels que les composés phénoliques, les alcaloides, les glycosides
et les terpénoides. Ce solvant est également choisi parce qu’il a un point d'ébullition
faible (65°C) permettant son évaporation facile apres 1’extraction. Sun et al. (2007) ont
montré que le méthanol reste le meilleur solvant pour extraire les antioxydants d’une

plante.

En examinant la composition des mélanges étudiés, on estime que le deuxieme
remporte le meilleur rendement grace a leur richesse en épices ayant donné des

rendements relativement importants.
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4. Criblage phytochimique des différentes fractions des extraits bruts

4.1. Criblage phytochimique de la fraction hexanique

L hexane extrait les matiéres grasses et certains métabolites secondaires tels que

les stérols et les terpénes (Ladiguina et al., 1983 ; Bruneton, 1993). Ces métabolites

sont mis en evidence par le réactif de Godin et de Libermann-Birchard. Le tableau V

consigne les résultats obtenus.

Tableau V : Criblage phytochimique de la fraction hexanique

Extrait
Coriandre
Carvi

Cumin

Fenouil

Cannelle

Poivre noir
Gingembre
Curcuma
Anis vert
Noix de

muscade

Facteurs de rétention (Rf), couleur des spots et composés possibles
0.54 :r. L B.43% et b| L B.4254(2) 0.90,0.83,0.08 : j. v. L8 4366 (4),0.93, 0.75 : j.6odn365 (5)
0.94 et 0.70 : j. 0. 18366 (1), 0.12 : j. v. L-B366 (4)
0.95,0.84, 0.63 : j. v. L:B-4366(4) 0.94 ; j, Godina366 (5) .88 : . LB ¢366(2)
0.1:j.0.LBa366(7)
0.92 et 0.63 : j. v. LB 4366 (4)
0.97,0.88,0.81 :j. 0. 189366 (1) 0.34,0.55, 0.88 : r. L:B.4366 ot p| L B.a254(3)
0.19, 0.66 : bl, €odina366(3) 0,65 :j. v, LB 4366 (4).0.76 et 0.43 ; j, Godina 366 (5)
0.97 : bl. Godina366 (3) 088 :j. v. LB 4366 (4),0.90 : J, Godina 366 (5)
0.67 :j.0.-B-a366(1) 0.11, 0.06 : j. v. L:b- 9366 (4)
0.92 et 0.65 : j. 0. “8:23%6 (1), 0.87, 0.95 : bl 629" 4365(3), 0,67, 0.97 : . €0in 4366 (5),
0.9:j.0.583d36(1), 0.61,0.72,0.83 : J, 6odina366 (5)
0.78 : bl 60din@366(3) .53, 0.65, 0.84, 0.91 : J. Godin @366 (5),

j./jaune, j. o. /jaune orangé, bl./bleu, br./brune, L.B./ Libermann-Biirchard.

Les chiffres indiquent les composés phytochimique identifiés : 1/triterpénesde type lupane, 2/triterpénes de

type oléane et ursane, 3/stérols, 4/ stéroides, 5/ génine terpénique.

Des spots a facteurs de rétentions (Rf) de (0.88 et 0.55), 0.54 et 0.88 sont

observés chez I'anis vert, la coriandre et le cumin respectivement, ces spots sont colorés

en rouge sous UV a 366 nm et en bleu sous UV a 254 nm apres révélation par le réactif

de Liebermann-Burchard. Selon Dohou et al. (2003) ; Mamyrbékova-Békro et al.

(2012), ils représentent des triterpénes de type oléanane et ursane. Ce méme révélateurs
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détecte egalement les triterpénes de type lupane en jaune-orangé ou orange sous UV a
366 nm, c'est le cas des taches observées chez les extraits de 1’anis vert, de la cannelle,
du gingembre, du carvi, du cumin et du curcuma avec des Rf de 0.90, (0.81, 0.88, 0.97),
0.67, (0.94,0.70), 0.10 et 0.65 respectivement (Tableau V).

Des taches jaune-vertes a Rf de 0.65, (0.90, 0.83 et 0.08), (0.11, 0.06), 0.12,
(0.95, 0.84, 0.63), 0.88, 0.31 et (0.92 ;0.63) respectives aux extraits de la cannelle, de
la coriandre, du gingembre, du carvi, du cumin, du poivre noire, du curcuma et du
fenouil sont observées aprés révélation par le réactif de Liebermann-Birchard. Ces
taches selon Chaaib (2004) et Lagnika (2005) représentent des stéroides (tableau V).

Des spots de couleur bleue sous UV a 366 nm apres pulvérisation par le réactif
de Godin montrent la présence des stérols (Mamyrbekova-Bekro, 2012). C'est le cas
des spots a Rf de 0.97, 0.78, (0.87 et 0.95) et (0.19, 0.66) observés dans poivre, la noix
de muscade, le curcuma et de la cannelle (tableau V)

Cependant, les spots colorés en jaune avec le méme révélateur sous UV a 366
nm représentent des terpénes (Mamyrbekova-Bekro, 2012). Ce type des taches avec
des Rf de 0.43, (0.93 et 0.75), 0.90 et (0.53, 0.65, 0.84, 0.91) sont décelées chez les
extraits de la cannelle, de la coriandre, du poivre noir et la noix de muscade

respectivement (tavleau V).

4.2. Criblage phytochimiques de la fraction chloroformique

Dans la phase chloroformique on cherche a identifier les saponines, les
coumarines, les tanins, les flavonoides et les alcaloides. A cet effet, des révélateurs
polyvalents (Carr-Price et I'ammoniaque NHa) et spécifiques tels que I'hydroxyde de
potassium (KOH), le trichlorure ferrique (FeCls), le trichlorure d'aluminium (AICls) et
le réactif de Dragendor’ff ont été utilisés, Les résultats obtenus sont représentes dans le
tableau V1.

Tableau VI : Criblage phytochimique de la fraction chloroformique
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épice

Coriandre

Carvi

Cumin

Fenouil

Cannelle

Poivre noir

Gingembre

Anis vert

Curcuma

Noix de

muscade

Facteurs de rétention (Rf), couleur des spots et composés possibles
0.45 :jcarrpricea366 () (0,15, 0.24: g. €3 (3), 0.16, 0.24, 0.4, 0.45: bl.* NH3a366 ot en j*,
KOH a 366 (5) 0.12: J AICI3 visible et br. NH3 a 366 (6)
0.44 : 0.54, 0.56: bl *NH3a366 ot en j* KOHa 366 (5)
0.51, 0.58, 0.75 : n.fe 3 (3), 0.32, 0.40, 0.45, 0.69, 0.84, 0.92 : bl. *NH3d366 ot en j.*
KOH a 366 (5) 0.38 0.48 0.58 : J AICI3 visible et br. NH3 a 366 (6)
0.19 : n.FecCi3 (3) 0.21, bl * NH3aG366 at en J* KOH a 366 (5)
0.26, blcarrprice366 (1) 0,74, 0.32 : jcarmprice366 (2) 0.54, 0.6, 0.81, 0.97 : n. ¢3(3), 0.7: 0
Dragendoff a 366 (4)  0.24 et 0.22, 0.27, 0.33, 0.41, 0.44, 0.48, 0.53, 0.68, 0.72, 0.87:
bl *NH3 2366 gt g j x KOHA366 (5) .39, 0.60, 0.85, 0.25, 0.49, 0.75 j. AlC13 visible gt by, NH3
a 366 (6)
0.45, 0.49: j.Carrprice a366 (2) 0.4, 0.51: n. €3 (3), 0.42, 0.50: o. Dragendoffa366 (4) .33,
0.37 0.42 bl.* NH3 a 366 et en J* KOH a 366 (5) 0.42 0.44 J AICI3 visible et br. NH3 a 366 (6)
0.18, 0.42, 0.05, 0.07 : n.Fe3(3), 0.16, 0.19, 0.35 : o Dragendoff a366(4) = 0,34, 0.4, 0.45,
0.67 : bl *NH3a366 ot gy j ¥ KOHA366 (5) 0 08 0.16, 0.2, 0.39, 0.48, 0.10 :j. AlC13 visible gt
br. NH3 a 366 (6)
0.2, 0.28, 0.48 : jcarrprice 4366 (2) 0.2, 0.23, 0.27, 0.33, 0.45, 0.6, 0.64 : n.Fe¢3 (3), 0.19,
0.35 : o. Dragendoffa36 (4) 0,15, 0.19, 0.22 : b, *NH3d366 ot en j * KOHa366 (5) 0,29, 0.80,
0.92 J AlCI3 visible ot hy. NH3 d 366 (6)
0.3,0.72, 0.64 :g.F¢3 (3), 0.19, 0.29, 0.3, 0.49, 0.53, 0.6, 0.67, 0.76, 0.92 :
bl.* NH3a366 ot @n j * KOH@366 (5) (0,16, 0.2, 0.26, 0.33, 0.4, 0.42, 0.64 : j. Alc3visible ot pr,

NH3 a 366 (6)

0.35 : o. Dragendoff a 366 (4)' 0.21' 0.4 bl.* NH3 a 366 et en J* KOH a 366 (5)’

j. /jaune, j.*/jaune fluorescent, bl. /bleu, bl.*/bleu fluorescent, br./brun; o. / orange, g./gris, n./noire.

Les chiffres indiquent les composés phytochimique identifiés : 1/saponines triterpéniques, 2/saponines

stéroidiens, 3/tanins, 4/alcaloides, 5/coumarines, 6/flavonoides.

La présence des coumarines dans un extrait est mise en évidence sous UV a 366

nm en donnant des spots bleus fluorescents apres traitement par le NHsz et jaunes

fluorescents apreés traitement par le KOH (Merck, 1980 ; Dekker, 2002 ; Mamyrbékova-

Békro et al., 2012). Ce genre de taches est observé comme montre le tableau V1 chez

toutes les épices mais a fréquence particuliére chez la cannelle.
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Des spots colorés en jaune dans le visible apres avoir pulveérisé par le AIClI3, et
en marron sous UV366 apreés la révélation par le NHz sont observeés chez la cannelle, le
curcuma, I'anis vert, le cumin, le gingembre et le poivre noir avec des Rf de (0.39, 0.6,
0.85,0.25, 0.49, 0.75), (0.16, 0.26, 0.33, 0.64, 0.2, 0.4, 0.42), (0.29, 0.8, 0.92), (0.1, 0.5,
0.6), (0.08, 0.2) et 0.44 respectivement (tableau V). Selon Lagnika (2005) et N’gaman
(2009), ils représentent des flavonoides.

Le réactif de Dragendor’ff détecte spécifiquement les alcaloides en donnant de
taches colorées en orange sous UV a 366nm (N’gaman, 2009 ; Ouattara et al., 2016).
Ces métabolites comme montre le tableau VI sont révélés dans les extraits de la
cannelle, du poivre noir, du curcuma et de la noix de muscade avec des Rf de 0.70,
(0.42,0.5) et (0.19, 0.35) et 0.35.

Les saponines, sont décelés par le réactifs de Carr-Price, qui peut mettre en
évidence les saponines stéroidiens en les colorant en jaune ou orange dans le visible et
sous lumiere UV/366 nm. C’est le cas des spots a Rf de (0.74,0.32) ; 0.45; (0.45, 0.49) ;
(0.2, 0.28, 0.48) respectives a la cannelle, la coriandre, le poivre noir, le curcuma. Le
réactif de Carr-Price peut identifier également les coumarines triterpéniques en bleu
sous UV a 366 nm. Ce genre de taches est détecté seulement chez la cannelle & Rf de
0.26 (Tableau VI).

Par ailleurs, les tanins sont révélés spécifiquement en gris ou en noir par le
trichlorure ferrique (FeCls) (Lagnika, 2005). Ce type de spots est observé chez les
extraits de I'anis vert, de la cannelle, du gingembre, du curcuma, du poivre noir, du
cumin et de la coriandre avec des Rf de (0.3, 0.72, 0.64), (0.54, 0.61, 0.81, 0.97, 0.11),
(0.18, 0.42,0.05, 0.07), (0.2, 0.23, 0. 27, 0.33, 0.60, 0.64), 0.4, (0.51, 0.58, 0.75), (0.15,
0.24) respectivement (tableau VI).

4.3. Criblage phytochimiques de la fraction d'acétate d’éthyle
Les métabolites principalement recherchés dans la fraction d'acétate d'éthyle
sont les flavonoides et les coumarines. Pour ce faire, le AICI3, le NHs et le KOH sont

utilisés. Les résultats sont montrés dans le tableau VII.

Tableau V11 : Criblage phytochimique de la fraction d'acétate d'éthyle
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Extrait

Coriandre

Carvi

Cumin

Fenouil

Cannelle

Poivre noir

Gingembre

Curcuma

Anis vert

Noix de

muscade

Facteurs de rétention (Rf), couleur des spots et composés possibles
0.12, 0.22,0.28, 0.31, 0.40 : bl.*N#3 93¢ et en j* KOHa366 (1) (.13, 0.19, 0.29, 0.32 :
j- AICI3 visible et br' NH3 a 366 (2)
0.36: b|.*NH3¢‘1366 eten J* KOH a 366 (1)’ 0.33:0.36 J AICI3 visible et br. NH3 a 366 (2)
0.15 et 0.35 : bl . *NH3a366 ot en j *KOHA366 (1) 0,14, 0.36 : 0.36 : j. AlC13 visible ot
br' NH3 a 366 (2)
0.36: J AICI3 visible et br. NH3 a 366 (2)
0.25, 0.33, 0.40, 0.47,0.48, 0.58, 0.75 : bl ¥NH3a366 ot en j * KOHa366 (1) 0,13, 0.27,
0.33: J AICI3 visible et br. NH3 a 366 2)
/
0.12,0.23,0.31 : b.¥NH34366 et en j*KOHA366 (1) 0.5, 0.14, 0.26, 0.32 : j. AICI3 Visble gt
br. NH3 a 366 (2)
0.31, 0.35, 0.38 : bl.*NH3 4366 gt gn j < KOHA366 (1) .34, 0.41 : j. AlCI3 visible gt pr, NH3 @
366 (2)
0.11, 0.38 : bl *NH32366 g gy j *KOHA366 (1) (9 g, j AICB Visible gt yr, NH3 4366 (2)

0.61,0.73 : j. V5l et bl V34366 (1), 0.60, 0.85, 0.91 : j. AICI3 visble gt b, NH3 4366 ()

j/jaune, j.*/ jaune fluorescent, bl/bleu, bl.*/bleu fluorescent, br/brun.

Les chiffres indiquent les composés phytochimique identifiés : 1/ coumarines, 2/flavonoides

Lorsque les flavonoides sont en contact de trichlorure d'aluminium (AICl3), ils

apparaissent sur le chromatogramme en jaune dans le visible, cette coloration
s'intensifiée sous lumiére UV a 366 nm (Lagnika, 2005). Ces mémes composés donnent
des taches marron sous UV apres traitement par le NHs. C’est le cas donc, des spots a
Rfde 0.9 ;0.27 ; (0.3, 0.19, 0.29, 0.32) ; (0.5, 0.14, 0.26, 0.32) ; 0.35 ; (0.14, 0.36) ;
(0.31, 0.34, 0.41) ; 0.36 coloreés en jaune dans le visible observés chez les extraits de la
cannelle, de I'anis vert, de la coriandre, du gingembre, du carvi, du cumin, du curcuma
et du fenouil respectivement (tableau VII).

Les coumarines sont colorés en bleu sous UV a 366 nm apres révélation par le
NHs et en jaune apres révélation par le NHs (Dekker, 2002). Cette caractérisation est
observée avec des spots a Rf de (0.11, 0.38), (0.25, 0.33, 0.40, 0.48, 0.58), (0.12, 0.28,
0.31), 0.32, 0.36, (0.15, 0.35), (0.31, 0.35, 0.38) respectives aux extraits de la cannelle,
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de l'anis vert, de la coriandre, du gingembre, du carvi, du cumin et du curcuma
(tableauV11).

4.5. Criblage phytochimique de la phase n-butanolique

Dans la fraction n-Butanolique, nous avons cherché la présence des polyphénols
tels que les tanins et les flavonoides et des saponines. La révélation est effectuée par le
AICIs, le réactif de Carr price et le FeCls. Les resultats sont montrés dans le tableau
VIII.
Tableau V111 : Criblage phytochimique de la fraction n-butanolique

Epices Facteurs de rétention (Rf), couleur des spots et composés possibles
Coriandre  0.26, 0.38, 0.44 : jAlCi3visible (1) 0.26, 0.38, 0.44, j Corr price UV 366 (2) 0.28, 0.41,
0.44 ; gFeCi3visible (4
Carvi 0.56, 0.6, 0.77, 0.86, 0.95, 0.98 : jAlCBvisible (1) '0.47 : j Carrprice (2) 0.5, 0.6: g
FeCI3 (4)
Cumin 0.2, 0.5, 0.59, 0.64, 0.69 et 0.89 : j. Alci3visible (1) 0,47 . jcarr price UV 366 (2) 0,56,
0.6, 0.88 : bl. Carprice UV366 (3) \0.19, 0.21, 0.52, 0.6 : n. Feci3 visible (4)
Fenouil 0.56, 0.66, 0. 98 j. Alci3visible (1) 0,36, 0.46 : n, Fedl3visible (4)
Cannelle  0.34, 0.44, 0.49, 0.59, 0.73 0.89 : j. AlC3visible (1) .91 : jCarr price UV 366 (2) (.21,
0.33,0.48,0.58, 0.87 : bl. Carprice UV366 (3) 0,19, 0.25, 0.28, 0.37, 0.45, 0.50 et
0.86 : n. FeCl3visible (4)
Poivre noir  0.28, 0.86 : j.A/CB3visible (1) '0.25 : n. Fe€3 (4), 0.21 : j. Carrprice UV 366 (2)
Gingembre 0.48,0.72,0.87 : j.Alc3visible (1) /0,39 : n, Feci3visible (4)
Curcuma  0.03,0.46, 0.69, 0.77, 0.87, 0.88, 0.96 : j. A/C3visible (1)
Anisvert  0.61,0.7, 0.8, 0.85, 0.95 : j. Alci3visible (1)
Noixde  0.83:j Alc3visible (1)
muscade

j. /jaune, bl. /bleu, n/noir

Les chiffres indiquent les composés phytochimique identifiés : 1/flavonoide, 2/saponine stéroidiens,
3/saponine triterpénique, 4/tanins

Des taches colorées en jaunes dans le visible qui virent en bruns sous la lumiére
UV a 366 nm apres revélation par le AlCIs, ces taches ont des Rf de (0.22, 0.34, 0.44,
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0.49, 0.59, 0.73, 0.89), (0.26, 0.38, 0.44), (0.56, 0.6, 0.77, 0.86, 0.95, 0.98), (0.2, 0.5,
0.59, 0.64, 0.69, 0.89), (0.28, 0.86), (0.03, 0.46, 0.69, 0.77, 0.87, 0.88, 0.96) respectives
a la cannelle, la coriandre, le carvi, le cumin, le poivre noire et le curcuma (tableau
VI11). Selon Lagnika (2005) ces taches représentent des flavonoides.

Comme pour la fraction chloroformique, I'existence des saponines dans la
fraction butanolique est décelée par le réactif de Carr price. Les saponines de type
stéroidien sont représentées par les spots a Rf de 0.91, (0.26, 0.38, 0.44), 0.47 et 0.47
identifiés chez les extraits de 1’anis vert, la coriandre, le carvi et le cumin. Alors que,
ceux de type triterpénique sont caractérises chez le cumin et la cannelle avec des Rf de
(0.56, 0.6, 0.88) et (0.48, 0.58, 0.87) respectivement (tableau VIII).

Le réactif trichlorure ferrique (FeCls) colore les tanins en noir ou en gris. Ce
genre de spots est observé chez les extraits de la cannelle, de la coriandre, du gingembre,
du cumin, du poivre noir et du fenouil avec des Rf de (0.19, 0.25, 0.28, 0.37, 0.45, 0.50,
0.86), (0.28, 0.41, 0.44), 0.39, (0.50, 0.60), (0.19, 0.21, 0.52, 0.60, 0.64), 0.25 et (0.36,
0.46 ) respectivement (tableau VIII).

Discussion

Le criblage phytochimique réalisé a permis de mettre en évidence la présence
de diverses métabolites secondaires au niveau des épices étudiées.

Les résultats montrent que la cannelle, I'anis vert et le gingembre sont les plus
riches en coumarines et en tanins. En effet, Archer (1988) a signalé la richesse de la
cannelle en coumarines avec un taux atteignant 45% de I'extrait sec.

Les coumarines attribuent aux épices qu'elles renferment des effets
bactériostatiques, anti fongiques (Hostettmann, 1992), anti- cedémateux et antioxydants
(Hoult et Paya, 1996). Son action anti-cedémateuse résulte de l'augmentation du
drainage lymphatique et de la stimulation de l'activité protéolytique des macrophages
(Casley-Smith et al., 1993).

Les flavonoides sont présents dans toutes nos épices particulierement dans le
curcuma, la cannelle, I'anis vert et le cumin. En effets, plusieurs études ont été menée
sur l'identification de ces métabolites au niveau des plantes médicinales y compris les
épices indiquant que la plus part des activités biologiques et physiologiques des épices
sont douées par les flavonoides.

Les terpénoides sont identifiés au niveau de toutes les épices mais en abondance

dans la cannelle, le carvi, et la noix de muscade. Les stéroides sont identifiés seulement
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dans le cumin et le gingembre ; les stérols au niveau de la cannelle, le poivre noir, la
noix de muscade et le curcuma. Alors que les saponines sont presents dans la cannelle,
le curcuma, le poivre noir et la coriandre.

Comme pour les autres métabolites, les terpenoides et leurs dérivés ont des
vertus thérapeutiques diverses. Les terpénoides sont beaucoup plus utilisés en raison
de leurs qualités aromatiques. Exemple de caryophyllene chez la cannelle, le limonene
et le pinéne chez le cumin, le carvone, I'eugenol et le thymol chez le carvi, le myrcene
chez la noix de muscade, le curcuma, le gingembre et le fenouil; le géraniol, le terpénol
et le linalool chez la coriandre. Ces molécules font I'objet de recherche pour découvrir
des effets antibactériens, antinéoplasiques, antiinflammatoires et bien que d'autres
effets pharmaceutiques (Denys, 2013).

Les saponines tritérpéniques et stéroidiens sont dérives des terpénoides, ces
molécules sont identifiées seulement chez la cannelle, le curcuma, le poivre noir et la
coriandre confirmant ainsi, les résultats de Mazimba et al. (2015) ; lkpeama-
Ahamefula, (2014) et Shannugapriya (2012).

Les saponines ont de multitudes approches thérapeutiques. En outre, la
nature amphipathique de cette classe leur donne une activité tensioactive qui peut étre
utilisée pour accroitre la pénétrabilité membranaire. Des saponines ont aussi été
utilisées comme adjuvants de vaccins (Skene, 2006). Cependant, a froid avec des fortes
doses sont considérés comme toxiques vu qu'elles ont une activité hémolytique douée
par leurs interactions avec les stérols de la membrane érythrocytaire (Amini et al.,
2014).

Nos résultats révélent I'existence des alcaloides chez le gingembre, le curcuma,
le poivre noir, la noix de muscade et la cannelle. Cependant, ils montrent une
contradiction avec les résultats de Sibi et al. (2013), qui ont jugé par une étude sur une
gamme d'épices, la présence des alcaloides au niveau de Myristica fragrans (noix de
muscade) et du Piper nigrum (poivre noire) seulement. D'autre part, Shiney et Ganesh
(2012), par une étude sur Cinnamomum cassia (cannelle), ont montré la richesse de
cette épice en alcaloides. Diverses actions pharmacologiques sont douées par ces
molécules méme a faible dose. elles agissent comme psychotropes, psychoactives,
stimulantes, dopantes, toniques, vomitives, calmantes, dormitives, et analgesiques
(Bruneton, 1999 ; Zenk et Juenger, 2007). Le poivre noir renferme un alcaloide appelé
la pipérine responsable de la sensation de pseudo-chaleur lors de la consommation de

cette épice. Les propriétés de la pipérine sont particulierement nombreuses,
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polyphénols (mgEAG/gES)

Teneur en

antimicrobiennes, anti-inflammatoires, hépatoprotectrices. De plus, elle favorise
l'absorption ainsi que la biodisponibilitt de nombreuses molécules
(vitamines, minéraux, médicament, polyphénols, etc.) dans le corps (Shoba et al.,
1998).

5. Teneur des épices en métabolites secondaires

5.1. Teneur en polyphénols totaux

Les concentrations en polyphénols totaux de diverses épices et leurs mélanges

sont calculées et illustrées dans la figure 7.
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Figure 7: Teneur des épices étudiées et leurs mélanges en polyphénols

L'examen de la figure (7) laisse constater que le curcuma suivi du gingembre
représentent les epices les plus riches en polyphénols avec des teneurs de 98.8+5.29 et
90.93+4.48 mgEAG/QES respectivement. Le carvi, le poivre, la noix de muscade et la
cannelle sont également riches donnant par ordre décroissant des teneurs comprises
entre 87.77+ 9.67 et 64.71+4.55 mgEAG/QES. Le cumin et l'anis vert présentent une
similitude quantitative en ces principes actifs (P >0.05) (Fig. 7). L'épice le moins doté

en polyphenols est la coriandre, avec une concentration qui ne dépasse pas 5.72+0.51
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mgEAG/QES (Fig. 7). Statiquement, les teneurs phénoliques des épices étudiées
montrent des écarts significatifs (p<0.05) hormis entre le cumin et I'anis vert (p> 0.05).

Le dosage des polyphénols des mélanges préparés fait ressortir des différences
significatives entre les deux mélanges (p<0.05). En effet, le contenu phénolique du
mélange 1 est de 23.27+ 2.5 EAG/QES, alors qu'il est de 43.04 £3.56 EAG/QES pour le

deuxiéme melange.

Discussion

Le dosage des polyphénols des différentes épices étudiées fait ressortir que
certaines d'entre elles sont riches en ces métabolites alors que d'autres en sont moins
pourvues. Le classement de nos épices selon leur richesse en polyphénols est en accord
avec celui de Denre (2014) ayant travaillé sur le cumin, curcuma, gingembre et
cannelle. En revanche, Maizure (2011) a signalé que le gingembre est plus riche en
polyphénols que le curcuma. L’étude Kim et al. (2011) sur une gamme d’épices fait
ressortir que la coriandre est plus riche en polyphénols que le carvi, le curcuma, le
fenouil et le cumin. 1ISuk et al. (2011) ont signalé que le curcuma est le plus riche en
polyphénols avec 67.9 mg/g ES, suivie de I'anis vert, la noix de muscade, le gingembre,
la cannelle, le cumin, le carvi, le fenouil, la coriandre et le poivre noire.

Les teneurs phénoliques différant d'une étude a l'autre peut étre expliquée par
I'influence d'un certain nombre de facteurs a savoir, les pratiques culturales, la maturité
a la récolte, les conditions de stockage et les conditions climatiques (la température
élevée, exposition au soleil, sécheresse, salinité....), sachant que, ces molécules
exercent une action déterminante sur ’adaptation des plantes a leur environnement
(Podsedek, 2007; Falleh et al., 2008; Kabera, 2014)

La différence des concentrations des polyphénols totaux peut également étre
expliquée par l'interférence de Folin-Ciocalteu. Ce reactif est extrémement sensible a
la réduction de tous les groupes hydroxyles, non seulement ceux des composés
phénoliques, mais également ceux de certains sucres et protéines...etc. (Vuorela, 2005
; Gomez-Caravaca et al., 2006). Djeridane et al. (2006) signalent aussi que le solvant
d'extraction entraine d'autres substances non phénoliqgues comme les sucres, les
protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation du contenu

phénolique.
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Les faibles contenus phénoliques des deux mélanges "Ras el hanout™, comparé
a celui de certaines épices qui les constituent est sans doute en relation avec les
proportions de celles-ci. En effet, les épices ayant un contenu phénolique important ne
sont que faiblement représentées dans les mélanges. C'est le cas du curcuma,
gingembre, carvi, poivre noir et la noix de muscade, par rapport a la coriandre dont la
proportion dépasse les 50% dans le premier mélange et 20% dans le deuxieme. Cette
faible proportion en coriandre, épice faiblement pourvue en polyphénols et I'importance
des autres épices expliquerait également la richesse du mélange 2 en polyphénols.

Les composés phénoliques sont dotés d’un grand nombre de propriétés
biologiques, ce qui confere aux épices les renfermant des intéréts exploités dans de
nombreux domaines.

Selon la littérature les polyphénols sont des agents antioxydants,
antimicrobiens, antitumorals, anti-radicalaires, anti-inflammatoires, analgésiques,
antiallergiques, antispasmodiques, hépatoprotectrices, et estrogéniques (Diebolt, 2003).

Il faut noter que ces effets sont indissociables de notion de biodisponibilité, car
la qualité nutritionnelle et les effets systémiques des polyphénols dépendent de leur
absorption au niveau du tractus digestif (Borel, 2014).

Peu d'études systématiques ont été menées sur la pharmacocinétique des
polyphénols chez I'Homme. 1l est tout d’abord important de rappeler qu’il est
extrémement rare de trouver des polyphénols sous forme non glycosylés ou non
estérifiés dans les aliments. Cette grande variabilité dans la nature des formes
alimentaires de polyphénols s’accompagne d’une grande variabilité des mécanismes et
des sites de leur absorption (Borel, 2014). Seuls les anthocyanes et quelques acides
hydroxycinnamiques sous forme liés tels que I’acide chlorogénique peuvent étre
absorbés directement a partir de 1’estomac. Les aglycones de polyphénols (ex : les
flavanols) et les O-B-D-glucosides peuvent étre notablement absorbés dans 1’intestin
gréle. Les polyphénols non absorbés au niveau de 1’estomac et de I’intestin gréle
atteignent le colon, puis sont catabolisés par la microflore colique, avant d’étre absorbés

(ex. les tanins condensés) (Guzun-Cojocaru et al., 2010 ; Achat, 2013).

5.2. Teneur en Flavonoides

Le dosage des flavonoides est réalisé par la méthode colorimétrique décrite par

(Djeridane et al., 2006). Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 8.
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Figure 8 : Teneurs des épices et leurs mélanges en flavonoides

Parmi les épices étudiées, le curcuma est le plus riche en flavonoides avec une
teneur de 48.62 + 1.07 mg EQ/QES, suivi du carvi dont la teneur est de 24.13+9.03 mg
EQ/QES. Les contenus de la cannelle et de la noix de muscade en flavonoides sont plus
faibles (13.76£1.16 et 9.02 +5.78 mg EQ/QES respectivement), mais restent cependant
plus importants que ceux des autres épices, n'excédant pas 6.32+ 0.65 mg EQ/gES
(cumin). La coriandre étant la moins riche en ces métabolites (0.77 + 0.19 mg EQ/gES)
(Fig. 8).

La différence de la teneur en flavonoides des épices étudiées est significative (p
<0.05), sauf entre le cumin et poivre et entre le gingembre et le fenouil ou elle n'est pas
significative (p>0.05) (Fig. 8).

Les mélanges "Ras el hanout” sélectionnés présentent des teneurs en
flavonoides significativement différentes. Le contenu du mélange 2 étant de 11.32
+3.63 mg EQ/QES et celui du mélange 1 n'est que de 6.65 +2.44 mg EQ/gES (Fig. 8).

Discussion

Les flavonoides représentent la sous classe des polyphénols la plus abondante
dans notre alimentation. La forte teneur du curcuma en flavonoide corrobore les

résultats de Kim et al. (2011). Chez cette épice, une famille des molécules sous le nom
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de curcuminoides comprenant le curcumine, le desméthoxycurcumine, le
bidesméthoxycurcumine et le dihydrocurcumine sont classes parmi les flavonoides

dérivés de phénylpropanoides, responsable de la coloration jaune de curcuma.

L’ensemble des expériences menées avec la curcumine ont permis d’observer
qu’elle contribue a inhiber la prolifération cellulaire et l'angiogenése a différentes
étapes du développement de différents cancers. Elle possede aussi un fort
pouvoir antioxydant, anti-inflammatoire et immuno-modulateur (Li, 2011 ;
Priyadarsini, 2014).

Toutes les études qui ont été menées in vivo sur ’'Homme ont montré que la
curcumine lorsqu'elle est utilisée seule, est trés rapidement éliminée par l'organisme.
Mais, en présence de la pipérine (alcaloide contenu dans le poivre noir), sa

biodisponibilité se multiplie par un facteur de 15 a 20 (Shoba, 1998).

L'analyse quantitative des flavonoides avait renseigné également sur la richesse
du carvi en flavonoides, ceci corrobore les résultats de Agrahari et Singh (2014). Ces
flavonoides incluant le 3-O-methyl quercétine, l'isoquercétine, la quercétine 3-0
caffeylglucoside, et le kaempferol 3-glucoside conférant a I'épice une multitude
d'activités biologiques, antidiarrhéique (Galvez et al., 1993 ; Laribi et al., 2010),
antimicrobienne, antifongiques, anti-hyperglycémique, anti-hyperlipidémique, anti-
tumoral et autres (lacobellis et al., 2005 ; Mehdi et al., 2009).

L'existence des flavonoides dans les autres épices, méme en faibles quantités,
leur conferent des vertus médicinales propres a la nature des flavonoides qu'elles
renferment. La quercétrine, 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, isoquercetin, isorhamnetin 3-b-d-rutinoside,
le kaempferol 3-arabinoside, le kaempferol-3-0-b-galactoside et la quercetin-3-0-b-d-
rutinoside dans le poivre noire (Parmar et al., 1997) ; la quercetin-3-glucuronide, la
rutine, le luteolin-7-glucoside, Il'isoorientine, l'isovitexine, et I'apigenin-7-glucoside
dans I'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).

Il est remarqué en examinant la constitution de chaque épice en flavonoides,
que des épices différentes pourraient partager des analogues en flavonoides et que ces

derniers se trouvent fréquemment sous forme de glycosides.
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Comme pour les polyphénols, on suggere que le deuxieme mélange "Ras el
hanout™, comparé au premier, a acquis sa richesse en flavonoides grace a sa plus forte
teneur en épices riches en ces composés. La coriandre, fortement présente dans le

premier mélange serait a l'origine de la faible teneur de ce mélange en flavonoides.

5.3. Teneurs des épices en tanins condensés et en tanins hydrolysables

Les teneurs des épices et leurs melanges en tanins condensés (tanins
catéchiques) et tanins hydrolysables (galliques ou éllagiques) sont calculées et

présentées dans la figure 9.
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Figure 9 : Teneur des épices en tanins condensés et en tanins hydrolysables

L'examen des résultats fait ressortir que les concentrations en tanins
hydrolysables sont souvent supérieures a celles des tanins condensés chez les épices

¢tudiées (Fig. 9). La cannelle semble significativement la plus riche (p<0.05), avec des
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concentrations de 8.44+1.6 mg EAG/ES et de 2.44+0.8 mgEC/ES en tanins
hydrolysables et condensés respectivement (Fig. 9).

Concernant les autres épices, les teneurs en tanins sont trés faibles car, les
meilleures concentrations ne dépassent pas 0.92 + 0.1 mg EAG/gES en tanins
hydrolysables chez le poivre noir et 0.47 £0.03 mg EC/gES en tanins condensés chez
la noix de muscade (Fig. 9). Les épices les plus dépourvues en ces métabolites sont le
curcuma, la coriandre et le carvi dont les teneurs respectives sont de 0.08+0.0, 0.07+
0.01et 0.18 £0.02mg EC/gES en tanins condensés et de 0.17+0.04, 0.13+0.03 et 0.08+
0.07 mg EAG/QES en tanins hydrolysables (Fig. 9).

Les mélanges "Ras el hanout™ exhibent a leurs tour des teneurs variées en tanins,
avec une dominance non significative enregistrée chez le deuxiéme avec 0.69+ 0.09et
0.44+0.01 mg EAG/QES, alors que les teneurs respectives en tanins hydrolysables et
tanins condensés du mélange 1 ne sont que de 0.27+ 0.02 et 0.21+ 0.05 mgEC/QES de

(Fig. 9).

Discussion

La richesse de la cannelle en tanins confirme les résultats de Kumar et al.
(2012), Harsha (2013), Ahmada et al. (2013) et Mazimba et al. (2015).

Ces composés selon la littérature, s'avérent trés bioactifs, agissant comme des
puissants antioxydants (Amarowicz, 2007). En effet, I’action des tanins sur 1’ingestion
des aliments se produit au niveau de la cavité buccale, lieu des premiéres interactions
entre les tanins et les protéines. Il en résulte un phénomeéne d’astringence provenant de
la formation de complexes entre les tanins et les glycoprotéines salivaires (Mitjavila,
1997).

La précipitation des protéines par les tanins participe positivement a l'activité
antidiarrhéique, en protégeant les organes digestifs des attaques nuisibles. Elle
contribue aussi a I’action antithémorragique. En concentrations relativement faibles, les
tanins stimulent 1’activité des enzymes digestives et inhibent la mutagénécité de
plusieurs agents cancérogenes (Perchellet, 1996).

Plusieurs tanins hydrolysables oligomériques, et leurs composés apparentés,
révelent une forte activité antitumorale qui peut étre due a lI'amélioration des réponses

immunitaires. Les proanthocyanidines (tanins condenses), sous leurs deux formes libre
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et liée aux protéines, possedent des groupements phenoliques qui diminuent la
sensibilite des cellules saines aux agents toxiques (Makkar, 2003).

Néanmoins, les tanins sont considérés comme des anti-nutriments gréace a leur
grande affinité a se combiner aux protéines endogenes et exogenes (protéines du tractus
digestifs et diététiques), aux polymeres (cellulose, hémicelluloses et pectine) et aux
éléments minéraux, ralentissant ainsi leur digestion ainsi que leur biodisponibilité
(Zimmer et Cordesse, 1996).

Face a ce paradoxe, on peut constater que les tanins ainsi que les épices qui les
renferment agissent comme des médicaments et représentent des armes a doubles
tranchants, leur utilisation parcimonieusement et avec précaution reste toujours

recommandée.

5.4. Corrélation entre les différents métabolites dosés

La corrélation en statistique, c’est d'é¢tudier l'intensité¢ de la liaison qui peut
exister entre deux variables. La mesure de la corrélation linéaire entre les deux se fait
par le calcul du coefficient de corrélation linéaire noté r. Ce coefficient est egal au
rapport de leur covariance et du produit non nul de leurs écarts types. Le coefficient de
corrélation est compris entre -1 et 1. La matrice illustrée dans le tableau IX englobe

les corréelations entre les différents paramétres.

Tableau I X : Matrice de corrélation entre les variables étudiés

Polyphénols | flavonoides | T. hydrolysables T. condensés

Corrélation de Pearson 1 0.682" 0.114 0.154
polyphénols o

Signification 0.001 0.633 0.517

Corrélation de Pearson 1 0.015 0.007
flavonoides

Signification 0.950 0.977

Corrélation de Pearson 1 0.992"
T. hydrolysables [

Signification 0.000

Corrélation de Pearson 1
T. condensés -

Signification

** |_a corrélation est trés significative au niveau 0.01
* La corrélation est significative au niveau 0.05

Globalement, la corrélation entre les polyphénols et les flavonoides des
differentes épices est statiquement trés forte (r=0.68) et hautement significative
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(p<0.01), traduite par celle marquée chez le curcuma, majoritaire en polyphénols et en
flavonoides et chez la coriandre, minoritaire en ces deux métabolites. Quelques
exceptions sont constatées, surtout chez le gingembre, riche en polyphénols et pauvre
en flavonoides.

La matrice citée exhibe aussi, une tres forte corrélation significative entre les
tanins condensés et les tanins hydrolysables (r=0.99"" avec p< 0.01).

Avec les polyphénols, les deux types de tanins sont positivement, mais
faiblement corrélés. Les coefficients r constatés sont de 0.11 et 0.15 pour les tanins
hydrolysables et les tanins condenses respectivement. Ces derniers ne sont que trés

faiblement corrélés avec les flavonoides (tableau 1X).

Discussion

La faible corrélation des tanins avec les polyphénols et les flavonoides parait
logique en examinant leurs voies biosynthétiques, car les tanins sont issus de la
conversion des polyphénols tels que l'acide gallique en tanins hydrolysables, et les
flavonoides de type anthocyane en tanins condensés (Haslam, 1989 ; Conrad et al.,
1998; galliSarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les composés phytochimiques se different en fonction des espéces. Les
interrelations métaboliques qui déterminent les contenus qualitatifs et quantitatifs de
chaque épice en métabolites secondaires semblent difficiles a mettre en exergue.

Cependant, il est connu que ces molécules interviennent dans les relations
gu'entretient la plante avec les organismes vivants qui lI'entourent. Ils sont probablement
des éléments essentiels de la co-évolution des plantes avec les organismes vivants, tels
que les parasites, les pathogénes 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,
le surchauffage et l'intensité lumineuse. Ces différentes relations ont donné lieu a une
extréme diversification quantitative et qualitative des épices en composes secondaires
(Pichersky et Gang, 2000).

6. Activités biologiques des epices étudiées
6.1. Activité antioxydante

6.1.1. Activité antioxydante par piésage du radical libre DPPH -
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Les ECsp des extraits des différentes épices et leurs mélanges ainsi que de I'acide
ascorbique utilisé comme témoins positif sont calculées et consignées dans la figure 10.

L'activité antioxydante de I'extrait est inversement proportionnelle a la valeur
de ECsqo.
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Figure 10 : ECso obtenues avec les extraits bruts des épices et leurs mélanges

L’examen de la figure 10 laisse constater que la cannelle présente une forte
capacité a piéger le radical DPPH - avec une ECso de 0.05+0.0 mg/ml. La noix de
muscade est également plus efficace que le témoin positif (acide ascorbique). Sa
concentration efficace a piéger 50% du radical DPPH - (ECso) est de 0.16+£0.02 mg/ml,
alors que celle du témoin est de 0.19 mg/ml (Fig. 10).

Le fenouil, le cumin, le carvi et la coriandre présentent les activités
antioxydantes les plus faibles. Leurs ECsg sont de 1.30+0.12, 1.54+ 0.15, 1.95 + 0.18 et
3.87 = 0.13 mg/ml respectivement.

Les autres épices (curcuma, poivre, gingembre et I'anis vert) ont de bonnes
capacités a piéger le radical DPPH - mais leurs ECso sont supeérieurs a celui de I'acide

ascorbique (Fig. 10).
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Densité optique

Le mélange 2 de "Ras el hanout" exhibe une meilleure activité antioxydante que
le mélange 1 dont la valeur du ECso est de 0.85+ 0.12 mg/ml alors que celle du mélange
2 n'est que de 0.23+£0.04 mg/ml (Fig. 10).

6.1.2. Activité antioxydante par réduction de Fer (FRAP)

Pour tous les extraits ainsi que le témoin, des dilutions en cascade allant de 0.3
a 4,8 mg/ml sont effectuées. Les valeurs de I'absorbance mesurées ont permis de tracer
des courbes de tendance logarithmique qui mettent ainsi en évidence une relation
proportionnelle entre I’augmentation de la concentration de 1'extrait et la réduction du

fer dans les échantillons étudiés (Figure 11).

——=—— cannelle
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———— gingembre
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Figure 11 : Profils des courbes des différentes épices et de leurs mélanges (test
FRAP)

D'aprés la figurell, la cannelle, la noix de muscade, le carvi et le poivre

présentent une meilleure capacité a réduire le fer que le témoin positif, aux
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concentrations allant de 0.3 a 2.4 mg/ml. Au-dela, seule la cannelle, qui s'avere de loin
I'épice ayant la plus grande capacité a réduire le fer, atteignant, a la concentration de
4.8 mg/ml une densité optique de 2.4 contre 0.95 du témoin (Fig. 11).

Par ailleurs, le cumin, le curcuma, l'anis vert, le fenouil, la coriandre et le
gingembre présentent une activité antioxydante plus faible que celle du témoin positif.
En effet, les densités optiques de ces épices a 4.8 mg/ml sont respectivement de 1.4, 1,
0.99, 0.92, 0.90 et 0.6 (Fig. 11).

Depuis les faibles concentrations jusqu’a 2.4 mg/ml, les mélanges "Ras el
hanout™ sont plus réducteurs de fer que I'acide ascorbique, mais a la concentration de
4.8 mg/ml, le témoin l'est plus.

La figure 11 révele également, qu'a partir de la concentration de 0.6mg/ml, le

+++

mélange 2 est plus efficace dans la réduction du fer ferrique (Fe™™™) en fer ferreux
(Fe*™). Les densités optiques de ce mélange varient entre 0.8 et 1.6 et celles du mélange

1 ne dépassent pas 1.2 pour la plus grande concentration.

Discussion

Les épices sont reconnues étre des sources d'antioxydants naturels qui peuvent
protéger contre le stress oxydatif et donc jouer un réle important dans la
chimioprévention des maladies résultant de la peroxydation des lipides (Nakatami,
2000). Brewer (2011) ; Przygodzka et al. (2014), montrent que les épices sont tres
riches en métabolites antioxydants tels que l'acide caféique, I'acide gallique, le
zingiberene, le geranial, le geraniol et le b-bisabolene pour le gingembre ; lI'acide P-
hydroxybenzoique, I'acide vaniligue, le cinnamaldehyde, I'eugenol, I'eugenolacetate, le
cinnamylacetate, le cinnamylalcool, l'estragole, le limonene, le camphene pour la

cannelle ; le curcumine pour le curcuma...etc.

Selon la littérature, les polyphénols sont des supports majeurs de l'activité
antioxydante. Cette activité est directement liée a la structure phénolique qui confére a
la molécule la capacité de générer des radicaux libres stabilisés par résonance (Yordi,
2012).

Divers mécanismes pourraient étre exerces par les polyphénols pour combattre
les radicaux libres. Ces métabolites possédent des groupes hydroxyles phénoliques (Ar-
OH) qui peuvent donc fournir des hydrogénes pour neutraliser et stabiliser les radicaux

superoxydes (O2"), les peroxyles (ROO"), les alkoxyles (RO") et I’hydroxyle (OH"). Le
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composé phénolique « radicalaire » résultant, est stabilisé par la délocalisation des

électrons sur le cycle benzénique (LU et al., 2010).

De nombreux composés phénoliques sont également chélateurs d’ions
métalliques de transition tels que le fer (Fe?*) et le cuivre (Cu®) responsables de la
production du radical OHe par la réduction de H20- lors de la réaction de Fenton (Pietta,
2000 ; Chikhi, 2013). En outre, ’autoxydation des ions Fe?* et Cu* est une source de
0O, et de H202. Ainsi, complexer les ions du fer et du cuivre sous une forme qui bloque
leur activité redox est un mécanisme d’action antioxydante (Li et al., 2010 ; Yordi et

al., 2012)

L’inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres dans les systemes
biologiques est un mécanisme important d’effet antioxydant pour les polyphénols.
Cette action est bien mise en évidence dans le cas de la xanthine oxydase, considérée
comme une source biologique importante de radical superoxyde (LU et al., 2010 ; Yordi
etal., 2012).

De nombreux flavonoides sont aussi de puissants inhibiteurs des
métalloenzymes, lipoxygénase, myéloperoxydase et NADPH oxydase genératrices des

radicaux libres (Dangles, 2012).

Les deux tests réalisés ont révélé la forte activité antioxydante de la cannelle et
de la noix de muscade. Cependant, le classement des autres épices selon I'importance
de leurs activités antioxydantes differe d'un test a I'autre. En effet, le test DPPH a permis
de mettre en évidence la faible activité antioxydante de la coriandre, alors que le test
FRAP révele que c'est le gingembre qui présente l'activité la plus faible. Cette
différence pourrait étre expliquée par la diversité moléculaire de chaque extrait, la
diversité des oxydants ainsi que la diversité des mécanismes antioxydatifs, suggérant
que les deux épices possédent des molécules réagissant differemment avec les deux
tests.

L’efficacit¢ antioxydante de la cannelle est estimée par plusieurs auteurs.
Asimi et al. (2013), ont trouvé que la cannelle est nettement plus efficace que le cumin
et le gingembre dans la réduction du radical DPPH - . Cette efficacité, comparée a celle
du curcuma et du gingembre a également été signalée par Denre, (2014). Lin, (2003) et
Murcia, (2004) rajoutent que l'extrait éthanolique de la cannelle présente une inhibition

significative (96,3%) par rapport & I'antioxydant naturel a-tocophérol.
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Le pouvoir antioxydant de la cannelle peut étre expliqué par sa richesse en
métabolites incluant le cinnamaldehyde et I'acide cinnamique qui ont des propriétés
antioxidantes (Pasupuleti et Siew, 2014). Senanayake et al., (2014) ont mentionné le
potentiel inhibiteur significatif de la cannelle dans 1’oxydation des acides gras et dans
la production d’oxyde nitrique via l'inhibition de NF-kB (facteur nucléique kappa B).
Le cinnamaldehyde (E) extrait de C. cassia est le composé principal présent dans I
écorce (68-80.7%) (Dong et al.,2013). Ce composé est bien connu pour son activité
antityrosinase (Marongiu et al., 2007, Shi et al., 2005).

Actuellement, une grande attention est accordée aux inhibiteurs de tyrosinase
en raison de leurs actions dans la suppression de I'nyperpigmentation ainsi que des
effets de brunissement disgracieux observes dans les champignons, les fruits et les
légumes exposés a la lumiére ou a l'air. Par conseéquent, les agents antityrosinase ont
un large éventail d'applications dans les domaines cosmétiques, médicinaux et
diététiques (Pasupuleti and Siew, 2014).

La cannelle a également été utilisée avec d'autres herbes par Jain et al., (2011)
pour formuler une préparation a base de plantes contre I'oxyde nitrique et les dérivés
des radicaux libres oxygénés afin de prévenir les maladies cardiovasculaires, les
cancers, l'arthrite... etc.

La richesse de la cannelle en tanins suggére leur contribution dans Il'activité
antioxydante de cette épice. En effet, ces métabolites sont connus pour leur forte activité

antioxydante (Amarowicz, 2007).

L'activité antioxydante de la noix de muscade est également confirmée par la
littérature. Gupta et Rajpurohit, (2011) ont attribué cette activité a la richesse de la noix
de muscade en composés antioxydants, essentiellement la myristicine, I'acide caféique,
et d'autres composes. Néanmoins, une surdose en noix de muscade est toxique.
L'ingestion d'une quantité de 20 grammes peut étre mortelle. Les molécules
responsables de cette toxicité sont la myristicine et le safrole (Rahman et al., 2015).

Cette notion de toxicité est sans doute prise en considération par les anciens
dans la préparation des mélanges d'épices tel que "Ras el hanout" ou I'on remarque que
les "fortes™ épices ne sont présentes qu'en faibles proportions. De ce fait, avant d'utiliser
et de combiner des épices, on doit savoir comment elles sont répertoriés et a quelles
catégories elles appartiennent afin de maximiser leurs bienfaits et de minimiser leurs

méfaits.
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6.2. Activité antimicrobienne des extraits bruts

L'évaluation de l'activité antimicrobienne des extraits des différents épices
étudiées et de leurs mélanges est réalisée par la méthode de diffusion en milieu gélosé,
traduite en diamétres des zones d'inhibition formées au tour des disques imbibés de ces

extraits.

La figure 11 illustre quelques aromatogrammes obtenus.

A: E. coli B: S. aureus C: P.aeruginosa D: C.albicans

=~

E: E. coli F: S.aureus G: P.aeruginosa H  C. albicans

l: E. coli J: S.aureus K: P.aeruginosa L: C.albicans

Figure 11 : Photographie de quelques aromatogrammes obtenus avec les différentes souches testées. A,
B, C, D pour le cumin, E, F, G, H pour le curcuma et I, J, K, L pour le gingembre.



Pour la détermination de la concentration inhibitrice minimale (CMI),
différentes concentrations des extraits ont été testées : 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56
mg/ml. Le tableau X englobe les valeurs des diametres d'inhibition obtenus avec la

concentration maximale (50 mg/ml) et les valeurs des CMI.

Tableau X : Diametres d'inhibition des souches testées et CMI des différents extraits

bruts
Souche E. coli P. aeruginosa S. aureus C. albicans
Diamétre | CMI (C) Diamétre | CMI Diamétre CMmI Diamétre CMmI
(mm) a | (mg/ml) (mm) & | (mg/ml) (mm) a (mg/ml) (mm) a (mg/ml)
Epice 50mg/ml 50mg/mi 50mg/ml 50mg/ml
Coriandre | 16+0.05 25<C<50 10+1.02 25<C<50 7+0.01 25<C<50 6 -
Carvi 22+0.0 | 6.25<C<125 | 100.0 25<C<50 40£3.65 | 1.56<C<3.12 25+1.89 12.5<C<25
Cumin 32+0.6 C<1.56 37£1.05 | 3.12<C<6.25 | 37+2.44 | 1.56<C<3.12 36+0.56 C<1.56
Fenouil 160.4 25<C<50 6 - 16+0.58 25<C<50 6 -
Anisvert | 11+0.0 25<CI<50 6 - 11+0.0 25<C<50 12+0.0 25<C<50
Poivre noir | 40+4.25 | 1.56<C<3.12 | 20+0.0 | 6.25<C<12.5 | 35523 | 1.56<C<3.12 25+1.25 6.25<C<12.5
Gingembre | 35t15 C<1.56 30£1.25 | 6.25<C<12.5 | 244054 | 12.5<C<25 40+1.25 C<1.56
Curcuma | 25%1.99 | 3.12<C<6.25 | 20%1.2 | 3.12<C<6.25 | 33+256 | 1.56<C<3.12 38+1.29 C<1.56
Cannelle | 29+1.55 | 3.12<C<6.25 | 23+1.33 | 6.25<C<12.5 | 2240.21 | 6.25<C<I12.5 33+2.60 C<1.56
Noix de 19+0.0 25<C<50 6 - 14+0.45 25<C<50 20+1.05 25<C<50
muscade
Mélange 1 | 20+0.25 | 6.25<C<125 | 12+0.25 | 25<C<50 14+ 24 | 125<C<50 14+2.3 12.55 <C<50
Mélange 2 | 23+3.14 | 6.25<C<125| 16x1.2 | 25<C<50 23+0.07 | 6.25<C<125 20+1.56 6.25<C<12.5
C : CMI (concentration minimale inhibitrice)
Un diamétre égale a 6mm (correspond au diamétre du disque), indique une activité nulle
Pour comparer le pouvoir antimicrobien de nos épices contre les différentes
souches testées, des histogrammes récapitulatifs des diamétres d'inhibition sont traces
et illustrés dans la figure 13.
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Figure 13 : Diamétres des zones d'inhibition des souches testées par extraits brutes
des épices
Pour tous les extraits, I'activité antimicrobienne est dose dépendante, ce qui a

permis de déterminer la fourchette ou se situe la concentration inhibitrice minimale.

Les extraits extrémement actifs contre E.coli (G-), sont ceux du poivre noir, du
gingembre et du cumin, ayant conduit, en contact de cette souche a l'apparition de
grandes zones d'inhibition évaluées respectivement a 40+ 4.25, 35+1.5 et 32+0.6mm.
Les CMI de ces extraits sont comprises entre 3.12 et 6.25 mg/ml pour le poivre noir et
inférieur a 1.56 mg/ml pour le cumin et le gingembre (Fig. 13 et tableau X). Cette
bactérie semble également tres sensible aux extraits de la cannelle, du curcuma et du
carvi ayant provoqué des zones d'inhibition de 29+1.55, 25+1.99 et 22+0.0

respectivement.

L'activité anti E. coli de la noix de muscade, de la coriandre, du fenouil et de
I'anis vert est moins importante que celle des épices deja citées. Des zones d'inhibition
comprises entre 11 et 19mm ont été observées au contact des extraits de ces épices (Fig.
13 et tableau X).

Concernant I'effet des extraits bruts contre P. aeruginosa (G-), il apparait que
I'extrait du cumin est exclusivement le plus inhibiteur de cette souche, formant un halo
a diameétre de 37£1.05 mm avec une CMI située entre 3.12 et 6.25 mg/ml (Fig. 13 et
tableau X). Les extraits bruts de la cannelle et du poivre noir sont aussi trés actifs contre
P. aerugenosa aboutissant a I'apparition des zones d'inhibition a diameétre de 23+£1.33
et 20 £ 0.0 mm respectivement (Fig. 13 et tableau X). Néanmoins, cette souche est trés

79



résistante vis-a-vis les extraits du fenouil, de I'anis vert et de la noix de muscade (Fig.
13 et tableau X).

Le tableau X et la figure 13 montrent que S. aureus se distingue par une extréme
sensibilité vis-a-vis des extraits du carvi, du cumin, du poivre noir et du curcuma. Les
diametres des zones d'inhibition atteignent 40+3.65, 37+2.44, 35+5.23 et 33+2.56 mm
respectivement. Les CMI de ces épices contre cette souche sont comprises entre 1.56
et 3.12 mg/ml. Cette souche semble trés sensible aux extraits de la cannelle et du
gingembre (22 + 0.21 et 24 £ 0.54), moyennement sensible aux extraits du fenouil et
de l'anis vert (16+0.58 et 11+0.0) et résistante a I'extrait de la coriandre (Fig. 13 et
tableau X).

La levure C. albicans est extrémement sensible aux extraits du gingembre, du
curcuma, du cumin et la cannelle, qui conduisent a la formation des halos de diametres
situés entre 40+ 1.29 mm pour le curcuma et 33 + 2.60 mm pour la cannelle, avec des
CMI inférieures a 1.56 mg/ml. Cette levure est trés sensible a I'extrait de I'anis vert, du
carvi et de la noix de muscade et résistante a I'extrait du fenouil et de la coriandre (Fig.
13 et tableau X).

Concernant les mélanges "Ras el hanout" étudiés, il apparait que I'extrait du
deuxieme mélange est plus inhibiteur que celui du premier, et ceci au contact de toutes
les souches testées (Fig. 13 et tableau X). Cette différence est significative (p >0.05)
avec la souche S. aureus, autour de laquelle les diameétres d'inhibition sont de 14 + 2.4
et 23 £ 0.07 mm pour le premier et le deuxiéme mélange respectivement. Cette
différence est également observée avec la levure C. albicans dont les zones d'inhibition
au contact des deux extraits sont de 14 £2.3 et 20 + 1.56 mm (Fig. 13 et tableau X).

Il ressort des résultats obtenus que, les extraits bruts du gingembre, du cumin,
du poivre noir, du curcuma, de la cannelle et du carvi présentent une activité
antimicrobienne plus importante que les autres épices. Cependant, I'efficacité de ces
extraits differe en fonction des souches testées. En effet, I'extrait brut du poivre noir
suivi de celui du gingembre sont extrémement actifs contre E. coli, les extraits du
gingembre et du cumin sont les meilleurs inhibiteur de P. aeruginosa. Au contact de S.
aureus, c'est I'extrait du carvi et du cumin qui sont plus inhibiteurs. La levure C.
albicans est particuliérement sensible aux extraits du gingembre et du curcuma (Fig. 13
et tableau X).
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Discussion

Les résultats obtenus confirment une fois de plus I’efficacité des extraits des
épices et leur pouvoir antimicrobien pouvant rivaliser ou remplacer celui des
antibiotiques. L'efficacité du cumin, gingembre, cannelle, poivre et du curcuma contre
les germes testés corrobore avec la littérature. En effet, Dua et al. (2013) ont signalé un
effet significativement important du cumin envers E.coli, S. aureus et P. aeruginosa.
L'étude de Islam et al. (2014) a aussi signalé un puissant effet antimicrobien du
gingembre contre une gamme de bactéries pathogenes incluant Escherichia coli,
Pseudomonas aruginosa, Staphylococcus aureus. Un criblage antimicrobien évalué par
Mahfuzul-Hoquea et al. (2008) a montré une extréme activité de I'extrait de la cannelle
contre plusieurs germes contaminant les aliments. L'extrait du curcuma est un inhibiteur
par excellence de S. aureus et E. coli et de C. albicans (Qaiser, 2013 ; Mithra et al,
2012).

Beaucoup de métabolites secondaires, en particulier les produits phénoliques
incluant les flavonoides, les tanins et autres, sont connus pour avoir des activités
antimicrobiennes (Cowan, 1999 ; Bernonville, 2009). Les flavonoides, cas de flavan-3-
ol (nommé également flavonol ou catéchine) et des flavones, exemple de I'apégénine
contenu dans le cumin ont été trouvés efficaces contre V. cholerae, S. mutans, C. jejuni
C. perfringes, E. coli, B. Cereus, H. pylori, S. aureus, L. acidophilus, A. naeslundii,
P. oralis, P. gingivalis, P. melaninogenica, F. nucleatum, C. pneumonia (Borris, 1996
: Ahmada et al., 2013). Les acides phénoliques comme I'acide cinnamique contenu dans
la cannelle agissent contre S.aureus, L. monocytogenes, E. coli et P. aeruginosa
(Hinneburg et al., 2006). Les tannins hydrolysable sont efficaces envers Salmonella,
Staphylococcus, Helicobacter, E. coli, Bacillus, Clostridium, Campylobacter Lysteria
et Candida parapsilosis . Les tannins condensés sont des bactéricides de S. mutans, E.
coli, S. aureus. Les lignanes agissent contre les différentes souches de Mycobacterium
tuberculosis (Scalbert, 1991 ; Daglia, 2012).

Lorsqu'on compare la sensibilité des bactéries E. coli et P. aeruginosa, et malgré
qu'elles appartiennent a la méme categorie (Gram négatif), il apparait que les extraits
bruts agissent plus efficacement sur E.Coli que sur P. aeruginosa. Cette derniére est
trouvé complétement résistante a I'extrait brut du fenouil, de I'anis vert et de la noix de
muscade. Par ailleurs, il a été constaté que E. coli (Gram négatif) est plus sensible aux

extraits du gingembre, de la cannelle, du poivre noir, de la noix de muscade, et de la
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coriandre que S. aureus (bactérie a Gram positif). Cette constatation abjure les données
littéraires mentionnant la forte résistance des bactéries Gram négatif par rapport a celles
de Gram positif causée par la différence structurale entre les deux types. Ces paradoxes
pourraient étre interprétés par de nos épices, compte tenu de la diversité de leurs
constituants et plus particulierement, les métabolites secondaires. Cette diversité des
groupes structuraux et fonctionnels permet de se protéger efficacement contre de
nombreux pathogenes tels que les bactéries, les champignons et les virus avec des
mécanismes variés (Jones et Dangl, 2006 ; Gibbons et Coll., 2008; chikhi, 2013).

De plus chaque composé agit spéecifiquement sur un ou plusieurs germes. Une
¢tude effectuée sur plusieurs bactéries signale que 1’apigénine n’a montré une faible
activité que contre Staphylococcus aureus, toutes les autres ont été fortement sensibles
a ce flavonoide. Par contre, la galangine n’a donné une activité que sur Staphylococcus
aureus ; les autres microorganismes se sont aveérés résistants vis-a-vis de cette molécule
(Martini et al., 2004 ; Akroum, 2011).

Plusieurs mécanismes pourraient étre exercés par les métabolites pour tuer les
microorganismes. Du fait que la principale cible de ces composés naturels est la
membrane bactérienne, 1’activité antibactérienne des substances naturelles s’explique
par la lyse de ces membranes. Les flavonoides, les tanins voire méme les alcaloides
pourraient induire une fuite d’ions potassium au niveau de la membrane et par
conséquent des Iésions irréversibles induisant la mort du germe (Rhayour, 2002).

L'ADN bactérien représente également une cible importante. En effet, selon les
travaux de Dadi et ses collaborateurs (2009), la quercétine serait capable d’inhiber la
gyrase bactérienne par deux mécanismes : elle se fixe sur I’ADN au niveau des sites
d’insertion de 1’enzyme, bloquant ainsi son activité, soit elle bloque le site de fixation
de ’ATP ou se trouve I’ADN gyrase. Dans les deux cas, 1’action du flavonoide se
manifeste par le clivage de I’ADN bactérien, désormais incapable de subir les
modifications topologiques nécessaires a son bon fonctionnement.

Mila et Scalbert (1994) et Kebieche (2009), rajoutent que le mécanisme des
effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute trés complexe, vue la complexité
et la diversité structurale de ces molécules, mais parmi les hypotheses avancées;
I’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes ; la séquestration de substrat
nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de métaux tels que le fer et

I’inhibition du métabolisme microbien.
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Cushnie et Lamb, (2005) ; Daglia, (2012) ; Rezaire, (2012) signalent que I'effet
antimicrobien des flavonols et des flavanones est di a leur aptitude a inhiber la
germination des spores, représentés alors comme d’excellents candidats pour lutter
contre les champignons pathogénes chez I’Homme.

La capacité des tanins a créer des complexes avec les protéines par des liaisons
hydrogenes, des liaisons hydrophobes ou des liaisons covalentes, leur permet alors de
désactiver les adhésions microbiennes, enzymatiques et les enveloppes cellulaires

transportant les protéines des microorganismes (Cowan, 1999 ; Daglia, 2012).

6.3. Activité anti-inflammatoire
La figure 14 représente les pourcentages d'inhibition d'hémolyse donnés par les

épices et leurs mélanges ainsi que de control positif "diclofenac” a la concentration de

2mg/ml.
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Figure 14 : Pourcentages d’inhibition de la thermo-hémolyse

Les épices étudiées stabilisent difféeremment la membrane des globules rouges
contre I'effet thermique (Fig. 14).
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La figure 14 laisse apparaitre l'effet topique des extraits du curcuma et du
gingembre sans différence notable entre les deux dans la protection des érythrocytes
(p>0.05), ou ils enregistrent les pourcentages d'inhibition de I'hémolyse de
82.88+6.45% et 80.47+2.15% respectivement. Le pourcentage d'inhibition de ces
épices est cependant inférieur a celui du témoin positif qui s'‘éléve a 95.2%.

La cannelle, le poivre noir et le carvi donnent des pourcentages d'inhibition
compris entre 75.80 £ 5.66 a 71.00+4.02 % respectivement, semblent également
efficaces dans la protection des érythrocytes (Fig. 14).

Des pourcentages d'inhibition de 41.00+1.5, 39.26+2.33, et 35.80+ 1.98% sont
observés en présence de I'extrait brut de la noix de muscade, la coriandre et le cumin
indiquant leur faible effet inhibiteur de I'némolyse (Fig. 14).

Cependant, l'extrait de l'anis vert suivie de celui du fenouil avec leurs
pourcentages d'inhibition de 28.93+2.51 % et 18.78+0.25 % respectivement, sont les
moins efficaces dans la protection des globules rouges (Fig. 14).

L'examen de la figure 14 fait ressortir que les extraits des mélanges "Ras el
hanout" inhibent inégalement I'hémolyse des érythrocytes. Le deuxiéme mélange avec
son pourcentage d'inhibition de 69.54+3.54 % semble le plus efficace que le premier
mélange (50.65+7.66).

Discussion

L’étude in vitro de I’activité anti-inflammatoire des épices par inhibition de
I’hémolyse des hématies induite thermiquement, révelent que les dix épices analysées
et leurs mélanges ont un effet antihémolytique. Cette expérience mime le mécanisme
in vivo en cas des brulures ou d'une fievre prolongée suite a une inflammation,

provoquant ainsi la dilatation des membranes érythrocytaires et leur éclatement.

La destruction des hématies parait étre la consequence d'une fragilité osmotique
et mécanique accrue a cause d'une altération thermique de la spectrine
(protéine fibreuse hétérodimérique du cytosquelette de la membrane des hématies,
reliée a la membrane plasmique), témoigné par la présence de schizocytes dans le frottis
sanguin (Kimber et Lander, 1964).

De nombreuses études in vitro ont montré, I’effet significatif de stabilisation de
la membrane des hématies par des plantes médicinales telles que Persicaria stagnina

(Ahmed et al., 1997), Scoparia dulcis (Ahmed et al., 2001), Polygonum viscosum
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(Datta et al., 2004) et Sida cordifolia (Sutradhar et al., 2007). Ces études ont démontré
que cette activité est due aux sesquiterpenes, diterpénes, glycosides, flavonoides et aux
alcaloides.

Rashid et al., (2011) ont trouve que des flavonoides, tels que la gossypine,
gnaphaline, hespéridine, hibifoline, hypolaetine, oroxindine, et la quercétine ont des
activités protectrices des hématies.

Notre expérience nous conduit & estimer que le curcuma et le gingembre sont
les plus efficaces dans la stabilisation membranaire des hématies par rapport aux autres
épices. Cependant, aucune étude comparative n'est trouvée dans la littérature évaluant
l'activité antiinflammatoire des épices par le test de thermo-déstabilisation des

hématies. Le plus souvent, I'étude de cette activité est menée in vivo sur des souris.

En effet, le curcuma ayant de fortes teneurs en flavonoides et en polyphénols et
une activité anti-inflammatoire remarquable, contient un composé appelé curcumine
qui freine la synthese de 1’acide arachidonique (Grosgogeat et Compper, 2009). Cette
Curcumine inhibe également certaines enzymes et molécules impliquées dans
I'inflammation, telles que la phospholipase, la lipoxygénase, la cyclo-oxygénase-2
(COX-2), les leucotriénes, la thromboxane, les prostaglandines, I'oxyde nitrique, la
collagénase, I'élastase, la hyaluronidase, MCP-1 (monocyte chimoattractant protein 1),
interferon protéine inductible, TNF (facteur de nécrose tumorale) et l'interleukine-12
(Deodhar et al., 1980 ; Chen et al., 2006 ; Rahman et al., 2006).

Les molécules responsables de I'activité antiinflammatoire chez le gingembre
sont le 6-shogaol et le 1-déhydro-6-gingerdione. Ces deux molécules ont été
découvertes et caractérisées structurellement dans les différentes variétés de gingembre.
Le 1-déhydro-6-gingerdione isolé de Zingiber officinale dans la conformation énolique,
se caractérise par la présence d'un groupe carbonyle a effet inhibiteur a proximité du
noyau aromatique, par l'intermédiaire d'une interaction hydrophobe et hydrogénique,
sur l'activité de 1’enzyme cyclo-oxygénase (COX-2) qui provoque I’inflammation
(Aryaeian et Tavakkoli, 2015). Il a été récemment observé un effet synergique du
gingembre avec un traitement anti-tuberculose plus bénéfique que le traitement anti-

tuberculose seul (Kumar, 2013).

L'effet antiinflammatoire de la cannelle a été prouvé par I'étude de Pasupuleti et
Siew (2014), ayant rapporté que le 2-hydroxycinnamaldehyde isolé de I'écorce de la

cannelle, en inhibant I'activation du facteur nucléaire kappa-chaine légere-activateur de
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cellules B (NF-kB), arréte la production d'oxyde nitrique, indiquant ainsi que cette

substance pourrait potentiellement étre utilisé comme agent anti-inflammatoire.

Singh et Duggal (2009) et Tasleem (2014), ont indiqué que la pipérine isolée de
P. nigrum (poivre noir) en inhibant le facteur de nécrose tumorale (TNF- o)) responsable
de D’expression des molécules d'adhésion cellulaire, il bloque l'adhérence des
neutrophiles a I'endothélium au cours des réactions inflammatoire, comme il participe
considérablement a la réduction des cytokines pro-inflammatoires (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor -GMCSF-, interleukine 6 et interleukine 1).

Pour traiter une inflammation, de nombreux médicaments sont couramment
prescrits. On distingue les corticoides et les anti-inflammatoires non-stéroidiens.
Néanmoins, ils peuvent provoquer des effets secondaires a l'origine d'intoxications,
notamment par surdosage ou par interaction avec d'autres médicaments, allant des
nausees, vomissements, diarrhées, pesanteur ou douleurs d'estomac, voire d'ulcére et
d'hémorragie digestive. Ces médicaments peuvent également causer des réactions
allergiques (urticaire et asthme), des céphalées, fatigue, acouphénes et méme
I'nypertension (Capet et al., 2001)

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits de différentes épices
montre que ces plantes possédent un pouvoir antiinflammatoire, ce qui supporte son
usage traditionnel pour le soulagement de diverses affections inflammatoires pour

minimiser l'usage des médicaments antiinflammatoires a effet indésirables.

6.4. Corrélation entres les métabolites doseés et les activités biologiques étudiées

Afin de mettre en exergue les inter-liens métaboliques et physiologiques menés
chez les épices étudiées, une matrice de corrélation globale permet de constater la forte
dépendance entre les teneurs des épices en polyphénols et leur activité antioxydante, le
coefficient de corrélation r est de 0.65 avec p< 0.01. Cette méme activité est faiblement
corrélée avec les flavonoides (r=0.44), mais plus faiblement avec les tanins condensés
(r=0.35) et les tanins hydrolysables (r=0.34) (tableau XI).

Maizura (2011), par une étude sur le curcuma et le gingembre ; Turgay et Esen
(2015), par une étude sur le gingembre, les clous de girofle, la bruyére, la menthe

pouliot, le piment de la Jamaique et le thym de serpolet et Ereifej (2016), par une étude
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sur les clous de girofle, la cannelle, le curcuma, le cumin, le gingembre et la coriandre
ont signalé la forte corrélation des polyphénols avec I'activité antioxydante des especes
cites. Néanmoins, Kahkonen, (1999), par une étude sur 92 plantes, a trouvé une
corrélation non significative entre les polyphénols et I'activité antioxydante.

La faible corrélation entre le contenu des épices en flavonoides et leur activité
antioxydante a également été signalée par Phatak et al., (2015). Le niveau de corrélation
entre le contenu phénolique et l'activité anti-oxydante est un aspect intéressant, mais il
faut prendre en considération que les composes phénoliques répondent différemment
dans la lutte contre I'oxydation, selon le nombre de groupes phénoliques et que les
composés phénoliques totaux n’incorporent pas nécessairement tous les antioxydants
qui peuvent étre présents dans un extrait (Dorman et al. 2003 ; Tawaha et al., 2007).

Au regard des souches testées, leur inhibition semble positivement corrélée avec
les teneurs en composés phénoliques, trés fortement et significativement avec C.
albicans (r=0.67**), mais plus faiblement avec P. aeruginosa (r=10.22).

La matrice révéle une faible corrélation des flavonoides avec l'activité
antimicrobienne. Les coefficients de corrélation varient de 0.29 avec C. albicans a
0.099 avec P. aeruginosa (tableau XI).

Les deux types de tanins doses s'averent faiblement corrélés avec l'activité
antimicrobienne. Pour les différentes souches testées, le coefficient "r" est compris
entre 0.06 et 0.29 pour les tanins hydrolysables et entre 0.04 et 0.29 pour les tanins
condenses (tableau XI).

Entre les activités antimicrobiennes elles-mémes, une forte dépendance
significative est observée, témoignée par leurs coefficients de corrélation allant de
0.56** & 0.82** (tableau XI).

La corrélation globale entre I'activité antimicrobienne et le contenu des épices
en métabolites dosés est faible, ceci pourrait étre expliqué par le fait qu'en plus des
composés phénoliques, les extraits renferment d'autres substances dotées d'activités
antimicrobiennes comme les alcaloides, les terpénoides, les lectines, les polypeptides,
les glucosinolates et autres (Bobbarala, 2012).

L'activité anti-inflammatoire semble fortement corrélée avec les polyphénols
mais faiblement avec les flavonoides. Le coefficient "r" est de 0.77** et 0.39
respectivement. Avec les deux types des tanins, I'activité decrite n'est que faiblement

corrélée avec ces métabolites (tableau XI).
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Les activités anti C. albicans, anti E. coli et anti S. aureus sont fortement
corrélées avec l'activité antiinflammatoire, pour lesquelles les coefficients r sont de
0.78*, 0.65* et 0.58 (tableau XI). La matrice laisse également apparaitre que le pouvoir
anti radicalaire et moyennement lié a I'activite antiinflammatoire (r=0.47).

L'effet antiinflammatoire des épices mis en évidence par leur aptitude a protéger
la membrane des globules rouges de la dégradation thermique, semble étre attribuer
beaucoup plus aux composes phénoliques. En effet et selon la littérature, les coumarines
(callophllolide et daphnetine), les alcaloides (betonicine, glaucine et pépirine -chez le
poivre noir), les monoterpenoids, diterpenoids et les sesquiterpenoids (artabsin,
camphor, linalool-chez la coriandre-), phénylpropanoides (myristicine chez la noix de
muscade et le carvi), des quinones (Aethiopinone), les saponine (arvenoside A) pourrait
exercer des effets antiinflammatoires notables (Perez, 2001).

7. Effet du traitement thermique sur les extraits des épices et leurs mélanges

7.1. Effet du traitement thermique sur le contenu des épices en métabolites
secondaires

7.1. 1. Effet du traitement thermique sur les teneurs en polyphénols

Le dosage des polyphénols chez les extraits traités thermiquement ressort les

résultats présentés dans la figure 15.
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Figure 15 : Effet du traitement thermique sur les teneurs des épices et leurs
mélanges en polyphénols

D'aprés la figure 15, on peut constater que les composés phénoliques des
différentes épices et leurs mélanges sont influencés différemment par le traitement

thermique.

Apres 30 min de traitement, une augmentation significative (p<0.05) en
polyphénols est observée chez les extraits du carvi, du poivre noir, de la cannelle, du
fenouil et de la noix de muscade, allant de 87.70 £ 0.96 a4 122.33+ 6.3, de 73.32 £ 1.01
a 100.67+ 1.95, de 60.38 + 3.03 a 65.62+ 3.69, de 9.37 + 0.47 a 26.21+ 1.50 et de
68.81+ 1.32 a 94.01 £1.17 mgEAGI/QES respectivement. Au-dela de ce temps, les
concentrations baissent progressivement. En effet, on observe que deux heures de
traitement thermique affectent négativement les concentrations phénoliques des épices
citées par rapport aux témoins non traités, a I'exception du fenouil et de la noix de
muscade. Cette diminution est significative (p>0.05) chez le poivre noir et le carvi (Fig.

15).

La température, comme témoigne la figure 14, n'affecte que négativement les
teneurs du cumin, de I'anis vert et du curcuma en polyphénols. Cette diminution est

significative (p>0.05) apreés 30 min de traitement chez 1'anis et le curcuma passant de

24.81+1.7a13.43£0.41 et de 98.79+5.28 2 91.01+ 5.03 mgEAG/QES respectivement.
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(mg EQ/ gES)

Au-deld, la réduction des teneurs en polyphénols est tres faible. Ce n'est qu'apres deux
heures que le traitement thermique affecte négativement les teneurs du cumin en

polyphénol dont la diminution est significative (p<0.05) (Fig. 15).

Les composés phénoliques de la coriandre et surtout du gingembre semblent
thermostables, sachant que chez de la coriandre, une légére augmentation non

significative est observée (p>0.05) (Fig.15).

Le traitement thermique pendant 30 minutes améliore les teneurs des mélanges
"Ras el hanout™ en composés phénoliques. On enregistre une augmentation significative
allant de 23.72+ 2.5 4 30.98+3.40 et de 43.04+3.56 &4 51.93+2.10 mgEAG/QES chez le
premier et le deuxieme mélange respectivement (Fig. 15). Aprés cette durée, les teneurs
en polyphénols de deux mélanges baissent progressivement mais non significativement

jusqu'a la fin du traitement (Fig. 15).

7.1.2. Effet du traitement thermique sur les teneurs en flavonoides

La mise en exergue de l'impact du traitement thermique sur le contenu de
différentes épices en flavonoides montre que ces derniers évoluent difféeremment avec

ce traitement (Fig. 16).
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Figure 16 : Effet du traitement thermique sur les teneurs des épices et leurs
mélanges en flavonoides

Les flavonoides de la majorité des épices étudiées semblent thermostables, ceci
est remarqué chez le curcuma, la cannelle, le cumin, le gingembre, la coriandre et I'anis
vert. Pour lesquelles aucunes modifications significative n'a été observée pendant le
traitement (p> 0.05), les valeurs enregistrées entre les t¢émoins non traités et les extraits
traités pendant deux heures évoluent respectivement de 48.62+1.07 a 47.78+ 0.9, de
13,76+ 1.15 a 14.05+0.97, de 6.31+0.64 a 6.05+0.8, de 4.89+ 0.95 a 4.27+0.6, de
0.77+0.19 2 0.76 +£0.15 et de 3.75+ 0.14 & 4.72+ 0.13 mgEQ/QES (Fig. 16).

En revanche, le traitement thermique affecte positivement le contenu en
flavonoides du carvi et surtout celui du poivre noir. On assiste a une augmentation
significative de ces métabolites chez ce dernier allant de 6.31+ 0.39 pour le témoin a

22.14+ 0.1mg EQ/g ES apres deux heures de traitement thermique (Fig. 16).

Les concentrations en flavonoides exhibent des fluctuations pour la noix de
muscade et le fenouil sous I'action de la température. Toutefois, ces modifications sont

non significatives en les comparant avec celles des témoins non traités (Fig. 16).

Les teneurs en flavonoides varient de la méme facon chez les deux mélanges

"Ras el hanout"”, montrant une diminution non significative apres 30 min de traitement
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thermique a 200°C. Les teneurs baissent de 6.65+ 0.02 a 6.06+ 0.1mg EQ/g ES dans le
mélange 1 et de 11.32+0.1 a 9.41+ 0.33 mg EQ /g ES dans le deuxieme, ensuite, les
teneurs en flavonoides tendent a augmenter mais non significativement jusqu'a la fin de

I'expérimentation (p>0.05) (Fig. 16).

7.1.3. Effet du traitement thermique sur les teneurs en tanins hydrolysables
et en tanins condensés
L'impact du traitement thermique sur le contenu des épices en tanins condenses

est déterminé et présenté dans la figure 17.
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Figure 17 : Effet du traitement thermique sur les teneurs des épices et leurs
mélanges en tanins condensés

L'allure des courbes représentant les teneurs des épices étudiées en tanins
condenses est généralement sinusoidale. Il apparait en début du traitement thermique
de ces épices une diminution de leurs teneurs en ces meétabolites, suivie d'une

augmentation avant de tendre a diminuer a la fin de I'expérimentation pour certaines
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épices et de continuer a augmenter pour la majorité d'entre elles. Les évolutions des
contenus en tanins condensés constatées varient selon les épices (Fig. 17).

Chez la coriandre, le cumin, I'anis vert, la cannelle, la noix de muscade, le carvi
et le curcuma, les teneurs en tanins condenses ont diminuées significativement apres 30
min d'exposition a la température. Ces concentrations passent de 0.07+ 0.01 a
0.027+0.0, de 0.23 +£0.01a 0.12+0.03, de 0.12 + 0.02 a 0.06+ 0.0, de 2.44+0.8 a
1.834£0.02, de 0.47+ 0.03 a 0.16+ 0.05, de 0.18 + 0.02 a 0.09+0.01 et de 0.08+ 0.0 &
0.04 = 0.0mg EC/g ES respectivement. Chez le poivre noir, cette diminution n'est
observée qu'aprés 90 min de traitement thermique (fig. 17).

La figure 17 fait également apparaitre, qu'un traitement thermique prolongé
(deux heures) augmente considérablement le contenu des épices citées a I'exception de
la cannelle et de la noix de muscade. Les concentrations en tanins condenses du cumin,
du poivre noir et du gingembre soumis a 200°C dépassent celles des témoins non traités.
Leurs valeurs sont de 0.46+0.04, 0.72 £ 0.06 et 0.66 = 0.02 mg EC/g ES respectivement
au lieu de 0.23+0.01, 0.29+ 0.01 et 0.4 £0.08 mg EC/g ES dans les mémes épices non
traitées (Fig. 17).

Par ailleurs, 30 min de traitement thermique affecte positivement le contenu du
gingembre en tanins condensés qui passe de 0.4 £0.08 a 0.53+0.07 mg/g ES, suivi d'une
diminution (0.26+ 0.07 mg EC/g ES) aprés 90 min. A la fin du traitement thermique ce
contenu atteint une valeur plus élevée de 0.66+ 0.02mg EC/g ES (Fig. 17).

La teneur du fenouil en tanins condensés diminue progressivement au cours du

traitement thermique sans aucune augmentation (Fig. 17).
Comme pour les tanins condensés, les teneurs en tanins hydrolysables exhibent

une diminution chez toutes les épices étudiées suivie d'une augmentation a la fin du

traitement (Fig. 18).
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Figure 18 : Effet du traitement thermique sur les teneurs des épices et leurs
mélanges en tanins hydrolysable

Aprés 30 min de traitement thermique, une diminution des teneurs en tanins
hydrolysables est observée chez la cannelle, le carvi, la coriandre, le cumin, la noix de
muscade, le gingembre et I'anis vert. Leurs valeurs passent de 8.44+ 1.6 a 4.82 + 0.06,
de 0.08+ 0.02 & 0.04+ 0.0, de 0.13+ 0.03 a 0.08+ 0.0, de 0.37+ 0.03 & 0.22+0.03, de
0.54+0.05 a 0.46+0.06 de 0.46+ 0.02 & 0.40+0.04 et de 0.49+0.04 a 0.33 +£0.06 mg
EAG/g ES respectivement (Fig. 18).

La diminution des teneurs en tanins hydrolysables chez le fenouil, le poivre noir

et le curcuma ne se produit qu'aprés 90 min de traitement thermique (Fig. 18).

Aprés deux heures de traitement thermique, tous les extraits exhibent une re-
augmentation de leurs contenus en tanins hydrolysables. Cette augmentation est
Significative pour le curcuma, le poivre noir et le fenouil dont les concentrations finales
de leurs tanins hydrolysables sont de 0.42+ 0.01, 1.84+ 0.05 et 0.3 + 0.0 mg EAG/ g ES

respectivement (Fig. 18).

Les teneurs des mélanges "Ras el hanout" en tanins condensés et hydrolysables

varient de la méme fagon sous le traitement thermique.

Aprés 30 min de traitement, les deux types de tanins témoignent d'une
diminution. Pendant ce temps, les teneurs en tanins hydrolysables diminuent de 0.44 +
0.01a0.35+0.05 et de 0.69 + 0.09 a 0.42 + 0.03 mg EAG/g ES pour le mélange 1 et le
mélange 2 respectivement. Celles des tanins condensés varient de 0.21+ 0.05 a
0.15+0.01 et de 0.27+0.02 a 0.21 +0.09 mg EC/g ES chez le premier le deuxiéme

respectivement. Cette diminution se poursuit jusqu' a 60 min de traitement pour les
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tanins condensés et 90 min pour les tanins hydrolysables, ou I'on note une diminution
significative de leurs teneurs évaluées a 0.25+0.0 et 0.38 £0.11mg EAG/ g ES en tanins
hydrolysables et 0.11+ 0.0 et 0.16+ 0.0 en tanins condensés pour le premier et le
deuxieme mélange respectivement (Fig. 17 et 18). Cependant, un traitement de deux
heures conduit a une augmentation significative de ces métabolites chez les deux
mélanges (Fig. 17 et 18).

7.2. Effet du traitement thermique sur les activités biologiques

7.2.1. Effet du traitement thermique sur I'activité antioxydante
Le traitement thermique des épices étudiées semble affecter plus ou moins
difféeremment leurs activités antioxydantes (Fig. 19).
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Figure 19 : Effet du traitement thermique sur I'activité antioxydante des épices

et leurs mélanges

Une augmentation de I'activité antioxydante est constatée chez le poivre noir, le
fenouil, la noix de muscade et la noix de muscade, aprés 30 min du traitement
thermique. Cette augmentation est attestée par l'abaissement de leurs ECso de 0.66+0.0
a 0.47+0.11, de 1.95 + 0.12 a 1.05 £+ 0.20 et de 0.16 +0.03 a 0.11+0.02 mg/ml
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respectivement (Fig. 19). Au-dela de 60 min jusqu'a deux heures de traitement, on
observe la stabilisation de I'activité antioxydante pour le poivre noir, une diminution
pour le fenouil. Alors que, chez la noix de muscade cette activité est augmentée
progressivement atteignant une ECsg de 0.04+0.0 mg/ml apres 120 min du traitement
thermique (Fig. 19).

L'activité antioxydante des autres épices representées par la coriandre, le carvi,
le cumin, le gingembre, le curcuma, I'anis vert et la cannelle a évolué négativement sous
I'effet de la température (Fig. 19). Apres 30 min de traitement, la diminution est non
significative chez ces épices a I'exception de la coriandre, chez laquelle, la ECso
augmente de 3.87+£0.13 a 4,52 +0.26 mg/ml (Fig. 19).

L'évolution négative du pouvoir antioxydant des épices citées se poursuit
jusqu'a la fin du traitement de maniére significative chez la coriandre, le carvi, le
curcuma et la cannelle. Les ECsg de ces épices traitées sont plus importantes que celles
des témoins. On note le passage de 3.87 £0.13 a 4.89+0.12, de 1.30+0.17 a 2.42+0.17,
de 0.43 +£0.15 a 1.3+0.21 et de 0.05+0.0 a 0.14+0.02 mg/ml respectivement (Fig. 19).

Le traitement thermique des mélange "Ras el hanout" pendant 30 min conduit a
l'augmentation de l'activité antioxydante du mélange 2 traduite par la diminution de sa
ECso de 0.23 £ 0.09 a 0.12+ 0.0, alors que cette activité connait une diminution dans le
mélange 1 ou l'on assiste a l'augmentation de la ECso qui passe de 0.85+0.25 a 0.94+
0.04 mg/ml (Fig. 19).

Aprés 30 minutes de traitement thermique, on assiste a un renversement de
situation entre les deux mélanges. Le premier témoigne d'une augmentation de son
pouvoir antioxidant, alors que le deuxiéme voit son activité diminuer progressivement
jusqu'a la fin du traitement. Les ECso respectives des deux mélanges évoluent de 0.58+
0.1a0.85+ 0.25mg/ml et de 0.37+0.14 & 0.23+0.09 mg/ml (Fig. 19).

7.2.2. Effet du traitement thermique sur I'activité antimicrobienne
Les extraits bruts des différentes épices et de leurs mélanges portés a 200 °C

pendant des temps différents et déposés ensuite au contact des souches testées
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conduisent a l'apparition des zones d'inhibition de tailles variables (Fig. 20, 21, 22 et

23).
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Figure 20 : Effet du traitement thermique sur I'activité anti E. coli des épices
étudiées et de leurs mélanges

D'apres les résultats de la figure 20, il apparait que le traitement thermique agit
differemment sur le pouvoir inhibiteur des extraits d'épices contre E. coli.

Un traitement thermique de 30 min affaibli significativement (p <0.05) l'activité
anti E. coli de la coriandre et de I'anis vert. Les diametres des halos formés passent de
16+0.05210 £ 0.9mm et de 11+0.0 a 7+0.54 mm respectivement. Cette activité devient
nulle aprés 60 min de traitement thermique (Fig. 20).

Néanmoins, l'activité antimicrobienne des extraits du poivre noir et du carvi
contre E. coli diminue aprés 90 min de traitement thermique. Avec lesquelles les
diamétres d'inhibition baissent de 40+4.25 a 29+ 3.4 et de 22 +0.0 &4 15 + 1.6 mm
respectivement (Fig. 20).

L'examen de la figure 20 ressort également que I'effet inhibiteur initialement fort
de la cannelle, du curcuma, du gingembre et de la noix de muscade envers E. coli est
thermostable pendant les deux heures de traitement thermique.

Cependant, I'activité contre E. coli de I'extrait du cumin est affectée positivement
mais non pas significativement (P>0.05) pendant le traitement thermique, ceci est

certifié par les diamétres d'inhibition variant de 32+0.6 a 34+3.1 mm (Fig. 20).
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Le traitement thermique des extraits de fenouil, de la noix de muscade et de
I'anis vert ne semble pas avoir modifié leur activité anti P. aeruginosa. Cependant, ce
traitement affecte négativement I'efficacité des extraits de la coriandre aprés 30 minutes
et du carvi aprés 90 minutes contre la souche testée (Fig. 21).
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Figure 21 : Effet du traitement thermique sur I'activité anti P. aeruginosa des
épices etudiées et de leurs mélanges.

L'activité antibactérienne des extraits de poivre noir, du gingembre et du
curcuma contre P. aeruginosa augmente apres 30 min de traitement thermique. Les
zones d'inhibition relevées en présence de ces épices évoluent de 20+0.0 a 24+1.0, de
30+£1.5 a 33+2.3 et de 20+ 1.2 a 22 +1.6 mm respectivement. Une diminution non

significative de l'activité antibactérienne de ces extraits est constatée apres les 30
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premiéres minutes de traitement. Cette diminution est plus significative au contact du
poivre noir dont le diamétre de la zone d'inhibition passe de 20 = 1.5 mm chez le témoin
a 15+ 1.5 mm en présence de I'extrait traité pendant 2 heures (Fig. 21).

Le traitement thermique prolongé ne semble pas affecter significativement I'effet

des extraits de la cannelle et du cumin sur la croissance de P. aeruginosa (Fig. 21).

Au contact de S. aureus une réduction progressive de l'activité antimicrobienne
pendant le traitement thermique est observée chez les extraits du carvi, de I'anis vert,
du poivre noir, du gingembre, du curcuma et de la cannelle pendant le traitement
thermique. Cette réduction est significative seulement chez le carvi et le poivre noir
avec lesquels les diameétres d'inhibition varient de 40+£3.65 a 30£1.5 mm et de 35+5.23

a 30+ 3.60 mm respectivement (Fig. 22).
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Figure 22 : Effet du traitement thermique sur I'activité anti S.aureus des épices
étudiees et de leurs mélanges

L'activité inhibitrice de S. aureus des extraits du cumin, de la coriandre, de la noix de

muscade et du fenouil est souvent stable le long du traitement thermique (Fig. 22).
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Daprés la figure 23, on observe que le traitement thermique n'améliore pas

I'activité de la coriandre et de fenouil contre la levure C. albicans.

Néanmoins, l'activité antimicrobienne de I'anis vert, du carvi, de la noix de
muscade, du poivre noir et du gingembre au contact de la levure C. albicans témoigne
une diminution avec le traitement thermique. Cette diminution est apparue aprés 30 min
de traitement chez les extraits du carvi et de la noix de muscade, avec lesquelles les
diamétres d'inhibition baissent de 25 £ 1.89 4 20+ 2.33 et de 20+ 1.05a 17+ 0.7mm et
apres 60 min pour les extraits de I'anis vert, du poivre noir et du gingembre dont les
diameétres varient de 12+0.0 4 9+ 0.01, de 25+ 1.25 a4 18+2.1 et de 40£1.254 30+ 2.4

mm respectivement (Fig. 23).
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Figure 23 : Effet du traitement thermique sur I'activité anti C. albicans des épices
étudiées et de leurs mélanges

L'effet inhibiteur de la cannelle témoigne une augmentation non significative

(p>0.05) apres 60 min de traitement thermique. Chez laquelle les diameétres d'inhibition
varient du 33 +2.6 a 35 £ 4.5 mm, suivie d'une réduction a 30£3.1 mm apres deux
heures (Fig. 23).

Toutefois, les extraits du curcuma et du cumin extrémement inhibiteurs de la
levure C. albicans avant le traitement, ce pouvoir est souvent stable pendant le

traitement thermique (Fig. 23).
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L'activité antimicrobienne des extraits des mélanges "Ras el hanout" est

négativement affectée par le traitement thermique (Fig. 20, 21, 22 et 23).

30 min de traitement diminue significativement seulement I'effet inhibiteur du
premier mélange vis-a-vis E coli, dont le diamétre d'inhibition varie de 20 + 0.25 a
16+0.01 mm. Pendant ce temps, I'effet antimicrobien des deux mélanges est souvent

stable en contact des autres souches (Fig. 20, 21, 22 et 23).

A la fin du traitement thermique, une diminution peu importante (p>0.05) des
diametres d'inhibition des deux mélanges en contact des différentes souches testés est
observée a l'exception des effets inhibiteurs du premier mélange envers E. coli et de
deuxiéme mélange vis-a-vis C. albicans avec lesquelles les diamétres d'inhibition
baissent de 20+0.25 a 13+0.3 et de 20+ 1.56 a 16 = 0.4 mm respectivement (Fig. 20,
23).

Discussion

Les épices sont généralement utilisées dans la cuisson, ce qui conduit a
s’interroger sur le devenir de leurs phytomicronutriments ainsi que leurs activités
biologiques au cours de ce traitement.

Compte tenu de la complexité et la diversité moléculaires des épices, les
informations et les données littéraires ne répondent pas encore certainement aux
interrogations posées sur les mécanismes biochimiques induisant les variations
observées dans les teneurs en métabolites ainsi que les activités biologiques sous
I'action du traitement thermique.

L'étude de Khatun (2006) sur les clous de girofle, le piment de la Jamaique, la
cannelle, la noix de muscade, la moutarde, le cumin, le gingembre, le fenouil, le
fenugrec, le poivre noir, la coriandre, le curcuma et la cardamome a révélé des
fluctuations dans la cinétique du contenu des épices citées en polyphénols et leur
capacité a réduire le radicale DPPH - . Les résultats de cette étude corroborent avec nos
résultats dans la cinétique du contenu phénolique de la cannelle, du fenouil, du cumin,
du gingembre et du poivre noir.

L'augmentation des teneurs du carvi, du poivre noir, de la cannelle, de la noix
de muscade et des deux mélanges "Ras el hanout” en polyphénols au début du
traitement thermique est accompagnée d'une diminution en tanins condensés. Ceci

pourrait étre interprété par la dégradation thermique des tanins condensés nommés
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également proanthocyanidines qui sont des polymeres de flavan-3-ols par clivage de
liaison C-C, conduisant a la formation d'anthocyanes (sous classe des polyphénols). En
milieu chaud, la liaison interflavanique des tanins condenseés, relativement fragile, est
rompue. Sa rupture conduit a la formation d'un carbocation réactif localisé en C(4) de
I'unité flavan-3-ol supérieure (position 4, stabilisée en résonance avec sa forme
méthyléne quinone) et a la libération de l'unité (-)-épicatéchine ou (+)-catéchine
(position 6 ou 8) correspondant a l'unité inférieure (Bate-Smith, 1954).

Les carbocations formés sont des molécules trés réactives qui peuvent s'oxyder
dans le milieu afin de former des anthocyanes. De plus, ces carbocations, peuvent réagir
avec des groupements nucléophiles des protéines, des polysaccharides et des
polyphénols puis former des liaisons exogenes avec la chaine polypeptidique,
polysaccharidique ou des liaisons polyphénol/polyphénol (Beart et al., 1985 ; Renard
et al., 2014). Ces interactions pourraient étre a I'origine de la diminution des teneurs en
polyphénols lorsque le traitement thermique est prolongé. Cette diminution peut
également étre induite par la dégradation des anthocyanes formeés, jugés tres
thermosensibles (Jimenez Elizondo, 2011).

Un traitement a haute température peut aussi provoquer la dégradation des
polyphénols conduisant a la formation d'o-quinones et d'o-semi-quinones, molécules
tres réactives qui peuvent réagir avec des groupements nucléophiles des protéines et/ou
des polysaccharides (O’Connel et Fox, 1999).

Les variations observées dans les teneurs phénoliques des différentes épices au
cours du traitement thermique pourraient étre causées eégalement par la différence de la
thermo-sensibilité des acides phénoliques (sous classe des polyphénols) contenu dans
les épices. En effet, I'acide vanillique, I'acide p-hydroxybezoique, I'acide p-coumarique,
I'acide ferulique, I'acide gentisique montrent une augmentation au cours du traitement
thermique, alors que, l'acide sinapique, l'acide chlorogénique, l'acide cinnamique
diminuent par ce traitement (Jeong, 2004 ; Xu et al., 2007 ; Zoric et al., 2014).

Pendant le traitement thermique, le contenu en flavonoides de la plus part de
nos épices (le curcuma, la cannelle, le cumin, le gingembre, la coriandre et I'anis vert)
s'est révélé thermostables. Cette stabilité est due a la glycosylation de la majorité des
flavonoides, qui les protégent de la dégradation thermique. Exemple, la rutine est plus
thermostable que sa forme non glycosylée (la quercétine) (Takahama, 1986 ; Friedman,
1997 ; Buchner, 2006).
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Mohd-Zainol et al. (2009), par une étude sur I'influence du traitement thermique
sur le contenu de I'extrait de Centella asiatica (le pegaga) en flavonoides, en utilisant
I'HPLC pour I'identification et le dosage de ces molécules avant et apres le traitement,
ont trouvé que le la quercétine, le catéchine, la lutéoline, le kaempférols et I'apigénine
sont thermolabiles alors que le flavan-3-ols catéchine, [I'épicathéchine, le

gallocatéchine, I'épigallocatéchine et la naringine sont thermostables.

L'évaluation de Il'activité antioxydante apres traitement thermique prolongée a
révelé l'augmentation de cette activité chez le poivre noir et la noix de muscade
confirmant les résultats de Paul et Ghost (2012). Cette augmentation pourrait étre due
a la formation des produits des réactions de Maillard (brunissement non enzymatique
résultant d'une réaction chimique entre les sucres et les groupements amine d'une
protéine) (Chandrasekara et Shahidi, 2011 ; Sharma et Gujral, 2011). Sachant que le
méthanol extrait également des sucres et des protéines.

L'activité antioxydante des produits de Maillard peut étre due a la formation de
structures de type phénols et/ou aux propriétés chélatantes des mélanoidines (pigment
brun a haut poids formé apres traitement thermique) (Ames, 1999 ; Cheriot, 2007). Les
expériences de résonance paramagnétique électronique (RPE) montrent clairement que
ces produits piégent plus de 90 % des radicaux hydroperoxyles en captant directement
les radicaux libres mais également peuvent chélater des ions ferreux impliqués dans la

réaction de Fenton (Yoshimura et al., 1997).

Néanmoins, la cannelle, le gingembre, I'anis vert, le cumin, le carvi et la
coriandre ont subi une diminution de leurs activités antioxydantes durant le traitement
thermique. Cette diminution de l'activité antioxydante n'est pas reliée
systématiquement a la dégradation des polyphénols (Buchner et al., 2006). Denre
(2014), par une étude sur le cardamome, le gingembre, le curcuma, le cumin, les clous
de girofle, l'ail, le chili et I'oignon a constaté que la diminution de l'activité
antioxydante est accompagnée de la dégradation thermique de la vitamine C, sachant
gue nos épices citées (la cannelle, le gingembre, I'anis vert, le cumin, le carvi, la
coriandre et le fenouil) renferment des quantités de vitamine C de 3.8, 7, 21, 7.7, 21,
21 et 21 mg/100g respectivement (Charles, 2013). Cette vitamine connue par Ses
puissants effets antioxydants (Sies et Stahl, 1995). Elle est capable de réagir

directement avec les especes reactives oxygénées et azotées, réduire 1’anion
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superoxyde sous forme acide ou basique, limiter la peroxydation lipidique en
réagissant avec les radicaux peroxyle et les complexes oxoferryle, intervenir dans de
nombreuses réactions enzymatiques fer dépendantes en tant que transmetteur
d’¢électrons et elle permet aussi de régénérer la vitamine E (Sekli-Belaidi, 2011).

L'activité antimicrobienne des différentes épices contre les souches testées est
également affectée par le traitement thermique. Il s'agit pour la plus part des épices,
d'une diminution plus ou moins importante. Ces résultats pourraient étre liés aux
thermo-modifications observées dans les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et
en tanins, métabolites connus par leurs effets antimicrobiens.

On estime également que la diminution des activités antimicrobiennes est due a
la dégradation thermique ou a I'éventuelle évaporation des essences volatiles durant le
traitement thermique. Ces essences sont représentées par des terpénoides tels que I'a-
et B-pinéne, contenus dans la noix de muscade, le gingembre, le curcuma et le poivre
noir), B-caryophyllene, trouvés dans la cannelle et le poivre noir, le géraniol, un
composant du gingembre, linalool (coriandre), carvone et carvacrol (carvi), trans-
anethole (fenouil et I'anis vert), o cuminal (cumin) (Zuzarte et Salgueiro, 2015). Ces
molécules et bien d'autres sont caractérisées par une grande efficacité antimicrobienne
(Zengin and Baysal, 2014).

Comme pour les composés phénoliques, les terpénoides sont différemment
thermosensibles. En effet, Romson et al., (2011) ont montré que le p-cymene, le thymol
sont thermolabile alors que, le y-terpinene, le carvacrol, le B-caryophylléne sont

thermostables.

L'enjeu de cette partie d'étude est de savoir I'effet de la cuisson sur le contenu
des épices en métabolites secondaires (phytomicronutriments) et sur leurs effets
biologiques. Mais ces intéréts sont, in vivo, indissociables de leur biodisponibilité
(Borel , 2014).

Devant la multiplicité des facteurs potentiels qui peuvent affecter I’absorption
des phytomicronutriments, West et Castenmiller, (1998) ont proposé un acronyme, «
SLAMENGHI », pour se remémorer ces principaux facteurs. Chaque lettre de
I’acronyme représente un facteur. S «species of phytomicronutrimenty, pour I’effet de
la structure chimique des phytomicronutriments ; L «molecular Linkage» pour ’effet
des modifications chimiques du phytomicronutriment (estérification, conjugaison...) ;

A «Amount consumed in a meal» pour I’effet de la dose de phytomicronutriments
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consommée au cours d’un repas; M «Matrix in which the phytomicronutriment is
incorporated» pour I’effet de la matrice alimentaire ; E «effectors of absorption» pour
tenir compte des autres composés de 1’alimentation qui peuvent moduler 1’absorption
(lipides, fibres, médicaments...) ; N «Nutrient status of the host» pour I’effet du statut
en phytomicronutriments de I’individu qui pourrait rétro-réguler 1’absorption ; G «
Genetic factors » pour les polymorphismes génétiques qui modulent la capacité des
individus a absorber certains phytomicronutriments (Borel, 2012) ; H «Host related
factors» pour les facteurs liés a 1’hote (age, sexe, pathologies...) ; | « Interactions »
pour les interactions entre tous ces facteurs (Renard et al., 2014).

Les phytomicronutriments incluant les polyphénols sont peu biodisponibles et
le sont probablement encore moins quand ils sont adsorbés sur les parois végetales. Par
contre, leurs métabolites coliques sont absorbés (Crozier et al., 2010).

L’amélioration de la biodisponibilité¢ des phytomicronutriments contenus dans
les épices lors des traitements culinaires (cuisson) est liée aux changements du
microenvironnement de ces composés dans la matrice végétale (agit sur le facteur M).
En effet, ces traitements altérent la microstructure végétale et facilitent la libération des
phytomicronutriments « prisonniers » des structures cellulaires (Parada et Aguilera,
2007).

L’amélioration de la biodisponibilit¢ de certains phytomicronutriments
contenus dans les épices par les traitements thermiques pourrait aussi étre liée a
I’isomérisation partielle de ces molécules (agit sur le facteur S). C’est par exemple le
cas des caroténoides dont la biodisponibilité est améliorée par la cuisson car elle
augmente la proportion d’isomeéres cis de caroténoides, lesquels sont plus

biodisponibles que I’isomére trans présent initialement dans les épices (Borel, 2014)

Par ailleurs, les traitements thermiques, en déstructurant la matrice végétale,
peuvent méme augmenter les quantités bio accessibles dans le tractus gastro-intestinal
et donc augmenter les effets bénéfiques de ces molecules (Dufour et al., 2014 ; Gobert
etal., 2014 ; Renard et al., 2014).

8. Effets synergiques des metabolites secondaires et des activités biologiques des

mélanges binaires et équimolaires
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Les teneurs en métabolites et les activités antioxydante et antimicrobienne des

mélanges binaires et équimolaires, ainsi que leurs effets synergiques (ES) sont

déterminés et consignés dans les tableaux XII, X1, XIV, XV et XVI.

Tableau XII : Concentrations des mélanges binaires équimolaires des épices en
polyphénols et leurs effets synergiques

Epices

Coriandre

Noix de m.

Curcuma

Poivre noir

Fenouil

Cumin

Carvi

Cannelle

Gingembre

Anis vert

Coriandre

5.72

Noix de m.

41.68+3.02
ES=1.12

68.81
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Curcuma 11.56+1.2 103.51+7.58 98.8
ES=0.22 ES=1.24
Poivre noir 18.73+0.5 21.17+0.36 35.55+0.36 73.32
ES=0.47 ES=0.30 ES=0.41
Fenouil 4.0£0.01 44.04+0.2 48.68+0.38 16.04+1.021 9.37
ES=0.53 ES=1.13 ES=0.90 ES=0.39
Cumin 18.03+0.2 43.95+3.14 39.59+2.36 18.84+0.54 11.16+0.25 25.27
ES=1.16 ES=0.93 ES=0.64 ES=0.38 ES=0.64
Carvi 8.98+0.3 49.21+3.02 35.33+0.69 20.81+0.88 61.04+4.26 42.26+2.3 87.77
ES=0.19 ES=0.63 ES=0.38 ES=0.26 ES=1.26 ES=0.75
Cannelle 24.22+0.35 127.11+11.2 132.18+5.06 113.73+625 146.51+8.0 76.58+6.4 110.98+6. 5 64.71
5
ES=0.69 ES=1.62 ES=1.65 ES=3.96 ES=1.70 ES=1.46
ES=1.90
Gingembre 34.34+2.5 44.90+0.2 75.41+6.28 23.61+3.02 41.83+2.4 71.08+7.2 61.40+5.2 12481+ 90.93
ES=0.71 ES=0.56 ES=0.79 ES=0.29 ES=0.83 ES=1.22 ES=0.69 ES=1.60
Anis vert 29.11+0.32 78.02+1.54 88.18+5.2 24.27+0.32 14.64+0.1 32.63+2.3 26.42+0.0 138.39+2. 31.54+0.21 24.81
3
ES=1.91 ES=1.67 ES=1.43 ES=0.49 ES=0.86 ES=1.30 ES=0.47 ES=0.54
ES=3.09
Les effets synergiques sont signalés en bleu, les effets antagoniques sont signalés en rouge et les
effets d'indifférence sont signalés en violet
Tableau XIII : Concentrations des mélanges binaires équimolaires des
épices flavonoides et leurs effets synergiques
Epices Coriandre Noix de muscade Curcuma | Poivre noir Fenouil Cumin Carvi Cannelle | Gingembre
Coriandre 0.77
Noix de muscade 5.65+ 0.2 09.02
ES=1.15
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Curcuma 20.18+0. 15 61.61+3.2 48.62
ES=0.82 ES=2.14
Poivre noir 4.5+0.6 11.05+0.2 18.10+ 0.3 6.88
ES=1.18 ES=1.39 ES=0.65
Fenouil 2.21+0.03 6.82+1.3 64.20+ 8.5 5.47+0.3 421
ES=0.89 ES=1 ES=2.43 ES=1
Cumin 3.11+0.9 9.24+ 0.5 | 48.72 +4.68 | 7.29+061 | 7.27+0.21 6.32
ES=0.88 ES=1.20 ES=1.77 ES=1.10 ES=1.38
Carvi 12.08+1.02 16.85+ 1.2 73.84+5.68 17.28+ 15.81+ 15.28+2.35 24.13
ES=1 ES=1 ES=2.03 1.32 0.35 ES=1
ES=1.11 ES=1.12
Cannelle 9.9+ 0.36 | 12.99+1.1 ES= 60.51+2.2 | 16.25+0.9 12.74+0.2 13.3+2.3 21.11+0.21 13.76
ES=1.36 1.14 ES=1.94 ES=1.57 1 ES=1.42 ES=1.32 ES=1.11
Gingembre 9.17+ 1.58 7.40%0.24 72.83+6.23 | 9.05+1.65 | 7.62+0.21 7.71+0.47 15.61+ 2.3 12.07+1.2 4.89+
ES=3.24 ES=1.06 ES=2.72 ES=1.54 ES=1.67 ES=1.38 ES=1.08 ES=1.29
Anis vert 3.68+0.02 7.75+1.2 51.14+1.23 | 8.82+0.21 | 6.60+0.32 14.78+1.32 3.69+0.1 16.68+1.5 5.25+0.2
ES=1.63 ES=1.21 ES=1.95 ES=1.66 ES=1.66 ES=2.94 ES=0.26 ES=1.91 ES=1.22

Les effets synergiques sont signalés en bleu, les effets antagoniques sont signalés en rouge et les

effets d'indifférence sont signalés en violet

Tableau X1V : Concentrations des mélanges binaires équimolaires des épices en
tanins condensés et en tanins hydrolysables et leurs effets synergiques

|}—cvc

Teneurs des mélanges binaires et équimolaires des épices en tanins condensés

108




Epices Coriandre | Noix de Curcuma Poivre noir Fenouil Cumin Carvi Cannelle Gingembre
muscade

Coriandre 0.07 0.45+ 0 0.06+ 0 0.04+0 0.09+ 0 0.08+ 0.12+0 0.97+0.1 0.12+0
0.13 ES=1.67 ES=0.80 ES=0.22 ES=0.67 ES=0.53 ES=1 ES=0.77 ES=0.51

N.de muscade 0.0037+00 0.47 0.26+ 0.35+ 0.56+ 0 0.56+ 0 0.52+ 1.14£0.2 0.35+0.09
ES=0.01 0.54 ES=1 ES=0.92 ES=1.67 ES=1.60 ES=1.60 ES=0.78 ES=0.80

Curcuma 0.07+0 0.21+0.04 0.08 0.16+ 0.31+0 0.81+0 0.66+ 1.43+0.36 0.22+0.02
ES=0.47 ES=0.59 0.17 ES=0.86 ES=2.21 ES=5.23 ES=5.08 ES=1.13 ES=0.92

Poivre noir 0.13+£0.02 0.17+0.02 0.25+0 0.29 0.30+0 0.55+ 0.02 0.35+ 0.02 1.15+ 0.5 2.26x0
ES=0.25 ES=0.23 ES=0.46 0.92 ES=1.22 ES=2.12 ES=1.49 ES=0.84 ES=6.55

Fenouil 0.004+0 0.05+0 0.14+0 0.16+0.1 0.2 0.33+0.01 0.16+0 3.35%1.2 0.28+0
ES=0.03 ES=0.16 ES=1 ES=0.31 0.1 ES=1.53 ES=0.84 ES=2.54 ES=0.89

Cumin 0.05+0 0.25+0 0.24+0 0.08+ 0 0.05+ 0 0.35+0 2.36+0.22 0.54+0.05
ES=0.20 ES=0.81 ES=0.89 ES=0.12 ES=0.21 0.23 ES=1.71 ES=1.77 ES=1.71

0.37

Carvi 0.015+0 0.05+0 0.3+0.01 0.07+0 0.1+ 0 0.18+0 0.18 3.92+ 1.02 0.34+0.01
ES=0.14 ES=0.16 ES=2.40 ES=0.14 ES=1.11 ES=0.8 0.08 ES=2.99 ES=1.17

Cannelle 2.15+0.21 1.44+ 0.09 1.7+ 0.09 1.8+0.2 7.06+0.1 1.21+0.5 5.321.3 2.44 1.07+ 0.02
ES=0.50 ES=0.32 ES=0.39 ES=0.38 ES=1.65 ES=0.27 ES=1.25 8.44 ES=0.84
Gingembre 0.04+0 0.29+ 0 0.25+0 0.20+ 0.0 0.01+0 0.17+0 0.17+0.01 1.89+ 0.05 0.4
ES=0.14 ES=0.58 ES=0.79 ES=0.29 ES=0.04 ES=0.41 ES=0.63 ES=0.42 0.46

Anis vert 0.08+0 0.05+0 0.12+0 0.14+0 0.07+0 0.12+0 0.18+0 0.87+0.01 0.066+ 0
ES=0.26 ES=0.10 ES=0.36 ES=0.20 ES=0.24 ES=0.26 ES=0.63 ES=0.19 ES=0.14

Les effets synergiques sont signalés en bleu, les effets antagoniques sont signalés en rouge et les

effets d'indifférence sont signalés en violet

Tableau XV : Concentrations inhibitrices efficaces (EC50) des mélanges binaires
et éguimolaires des épices et leurs effets synergiques
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Epices Coriandre Noix de muscade Curcuma Poivre noir Fenouil Cumin Carvi Cannelle Gingembre
Coriandre 3.87
Noix de 2.06+ 0.01 0.16
muscade (ES)* =1
Curcuma 2.3+0 1.99+0.0 0.43
(ES)*=1 (ES)* =0.15
Poivre 5.56+0.21 1.52+0.01 0.29+0 0.66
noir (ES)*=0.41 (ES)*=0.27 | (ES)'=1.88
Fenouil 3.11+0.32 2.21+0.03 1.04+0.21 1.41+0.3 1.95
(ES)*=1 (ES)*=0.48 | (ES)'=1.14 (ES)* =1
Cumin 0.97+0.21 0.66+0.02 1.43+ 00 1.36+ 2.25+0.06 1.54
(ES)t=2.79 (ES)'=1.29 (ES)™ =0.69 (ES)* =0.81 (ES)*=0.78
Carvi 0.73+0.1 0.41+0.01 0.88+ 0.06 0.65+ 0.01 0.65+0.02 2.25+0.05 1.30+
(ES)*=3.54 (ES)*=1.78 (ES)*=1 (ES)* =151 (ES)* =25 (ES)=0.63
Cannelle 3.97+£ 0.3 0.28+0 0.18+0 0.32+0.021 0.9+ 0.01 0.25+ 0.01 0.18+0.0 0.05
(ES)™ =0.49 (ES)1=0.38 | (ES)'=1.33 | (ES)'=1.11 | (ES)'=1.11 | (ES)'=3.18 (ES)*
=3.75
Gingembr 0.57+0.1 0.62+0.02 0.38+0 0.78+0.05 0.7+ 0.05 1.78+ 0.03 1.78+0.02 1+0 0.78
e (ES)* =4.08 (ES)*=0.75 | (ES)*=159 (ES)'=0.92 | (ES)'=195 | (ES)'=0.65 (ES) (ES)?
1=0.58 =0.42
Anis vert 1.27+£ 0.02 0.44+0.09 0.6+0.01 0.56+0 0.35+0.03 1.340.1 1.3£0.21 0.27+0.02 0.79+0.05
(ES)1=1.84 (ES) =1.09 (ES)y*=1 | (ES)'=1.85 | (ES)'=3.93 | (ES)'=0.90 (ES)* (ESY (ES)*=1.57
=1.85 1=1.85
Les effets synergiques sont signalés en bleu, les effets antagoniques sont signalés en rouge et les effets d'indifférence sont signalés en violet
Tableau XVI : Diametres des zones d'inhibition des souches testées par les
mélanges binaires et équimolaires et leurs effets synergiques
§ g2 Diameétres des zones d'inhibition de E. coli par les mélanges binaires et équimolaires et leurs effets synergiques
= '8
© o2
_% g €1 Epices ‘ Coriandr ‘ Noix de muscade Curcuma Poivre noir Fenouil Cumin ’ Carvi ‘ Cannelle ‘ Gingembre
Q0T 5 e
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Coriandre 16 20+ 0.22 17+ 0.36 26+0.21 15+ 0.33 28+0.36 15+ 21+ 2410 1€
10 ES=1.14 ES=0.83 ES=1 ES=1 ES=1.17 ES=0.79 ES=0.91 ES=1
ES-
N.de muscade 15£1.02 19 25+ 0.5 25+0.27 20+ 0.25 23+ 0.25 18+0 29+ 0.02 25+0.32 | 22+
ES=1.25 14 ES=1.14 ES=0.85 ES=1.14 ES=0.90 ES=0.85 ES=1.18 ES=1 ES-
Curcuma 12+0.2 21+ 0.58 25 35+2.5 19+3.2 26+ 0.2 20+ 0 32+3.02 28+1.2 | 21%
ES=0.80 ES=1.24 20 ES=1.08 ES=1 ES=0.91 ES=0.85 ES=1.16 ES=1 | ES:
Poivre noir 13+ 0.75 15+0.34 23+1.3 40 26+0 32+2.34 29+2.3 41+3.4 41+3.65 24
ES=0.87 ES=0.88 ES=2.30 20 ES=1 ES=0.89 ES=1 ES=1.17 ES=1.09 |
Fenouil 8+ 0.0 12+ 0.41 14+0.8 15+ 0.22 16 24+ 0 23+0.21 30+0.35 25+ 0.25 :
ES=1 ES=1.20 ES=1.08 ES=1.50 6 ES=1 ES=1.21 ES=1.30 ES=1 E
Cumin 20£1.6 18+ 0.0 19+1.6 19+1.4 12+0.21 26+ 2.3 35+ 0.24 26+ 3.2 24
ES=1.14 ES=0.92 ES=0.84 ES=0.84 ES=0.77 32 ES=1 ES=1.13 ES=0.78 ES-
25
Carvi 12+ 0.2 11+ 0.0 17+ 0.4 14+ 0.0 11+ 0.34 16+ 0.6 30+ 2.1 24+ 1.2 | 24+
ES=1.20 ES=0.92 ES=1.13 ES=1 ES=1.38 ES=0.67 22 ES=1.15 ES=0.84 ES-
10
Cannelle 17+ 0.54 23+0.14 26+0.25 25+ 0.1 14+0.3 28+2.5 20+ 0.47 34+ 0.54 32+
ES=1 ES=1.24 ES=1.21 ES=1.16 ES=1 ES=1.17 ES=1.21 30 ES=1 ES-
23
Gingembre 22+0.58 23+0.2 27+0.54 27+£0.3 17+0.0 24+1.3 22+1.23 30+0.21 35 | 22+
ES=1.10 ES=1 ES=1.08 ES=1.08 ES=1 ES=0.87 ES=1.10 ES=1.13 30 [
Anis vert 12+0.24 13+0.1 17+0.8 15+ 0.6 8+0.0 14+1.01 12+0.26 17+0.2 | 14+0.0 ES=0.78
ES=1.50 ES=1.30 ES=1.31 ES=1.15 ES=1.33 ES=0.90 ES=1.50 ES=1.17
o Diamétres des zones d'inhibition de S. aureus par les mélanges binaires et équimolaires et leurs effets synergiques
2
; Epices Coriandr | Noix de Curcuma Poivre noir Fenouil Cumin Carvi Cannelle Gingembre Anis
5 e muscade vert
E Coriandre 7 1310 19+ 0 24+ 0.2 11+ 0 17+1.3 | 23+0.25 16+ 0 25+0.25 | 28+2.36
= 6 ES=1.24 ES=1 ES=1.14 ES=1 ES=0.77 ES=1 ES=1.10 ES=1.61 ES=3.11
g
$ N.de 15+0.15 14 28+0.14 27+0.25 15+ 0.1 25+ 1.26 27+ 0 21+ 0.0 20+0.25 15+ 0
_% muscade ES=1.15 20 ES=1.19 ES=1.10 ES=1 ES=1 ES=1 ES=1.17 ES=1 ES=1.20
(=
£
w
‘é“a Curcuma 17+0.2 33+2.36 33 32+2.35 28+2.3 38+3.2 3753 31+0.27 33+0.33 | 26+0.21
< ES=0.77 ES=1.14 38 ES=1 ES=1.14 ES=1.09 ES=1 ES=1.13 ES=1.16
)
=% ES=1.18
@ =
% = Poivre noir 18+1.2 27+ 32+0.25 35 27+0.25 39+ 3.54 38+1.6 31+2.58 32+ 0.2 | 27+0.36
s E ES=0.88 ES=1 ES=0.88 35 ES=1.06 ES=1.08 ES=1 ES=1.63 ES=1.08 ES=1.17
g2
g
= Fenouil 6+0 16+0.1 21+0.2 20+0 27 29+ 0.2 21+2.3 23+0.32 | 28+0.25
g @ ES=1 ES=1.23 ES=1 ES=1 16 ES=1 ES=1.11 ES=1.15 ES=2.07
- 6
©
c
:g Cumin 30+0.89 28+0.33 35+ 0.75 35+0.5 21+ 0.2 38+0.18 32+1.26 32+3.2 28+0.3
Q ES=1.36 ES=1 ES=0.92 ES=1 ES=1 37 ES=1 ES=1 ES=1 ES=1.17
= 38
o
g Carvi 14+ 0.1 22+0.33 30+0.2 29+1.5 17+0.5 29+ 0.3 30+1.35 32435 | 21+1.36
5] ES=0.90 ES=1 ES=1 ES=1 ES=1.10 ES=0.92 40 ES=1 ES=1 ES=0.70
8 25
©
w
= Cannelle 18+0.26 31+0.75 38+0.5 42+ 0.1 29+ 0.25 38+0.75 32+05 27+0.2 | 25+2.36
= ES=0.92 ES=1.17 ES=1.07 ES=1.24 ES=1.49 ES=1.07 ES=1 22 ES=1.17 | ES=1.52
.S 33
a



Gingembre

22+0.21
ES=1

29+0.21
ES=1

37£1.25
ES=1

35+2.32
ES=1

20+0.25
ES=0.87

41£1.25
ES=1

32+0.33
ES=1

38+0.25
ES=1

24

40

2023
ES=1.14

Anis vert

13+ 0.0
ES=1.44

25+0.21
ES=1.56

28+0.12
ES=1.12

23£0.2
ES=1

8+0
ES=0.89

27+0.2
ES=1.46

18+ 1.2
ES=1

30+2.3
ES=1

39+ 0.3
ES=1.33

11
12

Les effets synergiques sont signalés en bleu, les effets antagoniques sont signalés en rouge et les
effets d'indifférence sont signalés en violet

8.1. Effet synergique des mélanges en métabolites
8.1.1. Effet synergique des polyphénols

Les teneurs des mélanges binaires et équimolaires des différentes épices en
polyphénols et leurs effets synergiques sont calculés et consignés dans le tableau XII.

Les concentrations en polyphénols des extraits bruts séparés oscillent entre 5.72
mg EQ/g ES pour la coriandre et 98.8 mg EQ/gES pour le curcuma. En mélange
équimolaire, ces valeurs sont comprise entre 4 et 146.51 mg EAG/g ES (Tableau XII).

Parmi les 45 mélanges binaires et équimolaires dosés, 18 mélanges ont montré
une amélioration de leurs teneurs phénoliques, indiquant ainsi des effets synergiques
supérieurs a 1.

Le tableau XII fait ressortir un important effet synergique dans le mélange
binaire cannelle-fenouil. Le ES de ces deux épices est 3.96.

Des améliorations importantes des concentrations en polyphénols sont
également constatées par les combinaisons anis vert — coriandre, anis vert - noix de
muscade, cannelle - noix de muscade, cannelle - cumin, cannelle - curcuma, cannelle -
poivre noir et cannelle — gingembre. Les ES de ces mélanges varient de 1.91 a 1.60
(Tableau XII).

Les effets synergiques obtenus avec les combinaisons : noix de muscade-
coriandre, fenouil-curcuma, curcuma-anis, fenouil-carvi, gingembre-cumin, anis-
cumin et carvi-cannelle sont moins importants. Leurs ES sont compris entre 1.12 et
1.46 (Tableau XII).

Parmi nos mélanges équimolaires, on constate, pour certains une diminution des

teneurs en polyphénols par rapport a celles de leurs extraits constitutifs. Leurs ES
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inférieurs a 1 et varient de 0.90 pour le mélange coriandre-cannelle a 0.22 pour le

mélange coriandre-curcuma (Tableau XII).

7.1.2. Effet synergique des flavonoides

L'ensemble des résultats obtenus sur les teneurs en flavonoides et les effets
synergiques des meélanges binaires et équimolaires des différents extraits sont
enregistrés dans le tableau XIII.

Parmi les 45 mélanges, la majorité, soit 35 affectent positivement les teneurs en
flavonoides, temoigné par leurs ES supérieurs & 1. Cette augmentation est tres fortement
observée chez le mélange de la coriandre avec le gingembre dont le ES est de 3.24.

Les combinaisons du cumin avec l'anis vert, du curcuma avec le fenouil, ou le
gingembre ou la noix de muscade ou le carvi ont également montré une forte
augmentation des teneurs en flavonoides. Leurs ES respectifs varient entre 2.94 & 2.03
(tableau XI11). Cet effet synergique s'est révelé moins important chez d'autres mélanges,
chez lesquels les ES sont compris entre 1.95 (curcuma-anis vert) et 1.11 (carvi-cannelle
et carvi-poivre noir) (tableau XIII).

Peu de mélanges ont montré un ES inférieur a 1. En effet, les mélanges
coriandre- curcuma et cumin — fenouil présentent des teneurs en flavonoides inférieures
a la somme de celles des deux épices constitutives. Les ES respectifs de ces mélanges
sont de 0.82, 0.88 et 0.89. Cet effet d'antagonisme est plus prononcé dans le mélange
carvi- anis vert dont I'ES n'est que de 0.26 (tableau XIII).

Des effets d'indifférence (ES=1) sont constatés dans les mélanges coriandre-
carvi, noix de muscade-carvi, poivre noir-fenouil, cumin-carvi et carvi-gingembre
(Tableau XIII)

8.1.3. Effet synergique des tanins condensés et des tanins hydrolysables
Les teneurs des mélanges binaires et équimolaires en tanins condenses et en

tanins hydrolysables ainsi que leurs effets synergiques sont calculés et consignes dans
le tableau XIV.
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Le tableau XIV fait ressortir que parmi les quarante-cing (45) mélanges dosés,
vingt-deux (22) présentent des teneurs en tanins condensees supérieures a celles de
leurs épices constitutives.

Les effets synergiques les plus importants sont observes dans les mélanges du
poivre noir-gingembre, curcuma-cumin et curcuma-carvi, dont les ES sont de 6.55, 5.23
et 5.08 respectivement (tableau XIV). Viennent par la suite les mélange dont les ES
oscillent entre 2.99 pour le mélange cannelle-carvi et 2.12 pour le mélange poivre noir-
cumin indiquant aussi des effets synergiques intéressants (Tableau XIV). Les autres
mélanges binaires et équimolaires ont révélé des ES compris entre 1.13 pour le mélange
curcuma-cannelle et 1.77 pour les combinaisons du cumin avec la cannelle ou avec
I'anis vert (tableau XI1V).

La majorité des mélanges dont les ES sont inférieurs a 1 présentent des teneurs
en tanins condensées légerement plus faibles que ceux des épices qui les constituent.
Leurs effets synergiques varient entre 0.67 et 0.92 (Tableau XIV). Seul le mélange du
poivre noir avec la coriandre, ayant des teneurs faibles en tanins condensés et un ES de
0.22 révéle un important antagonisme.

Les teneurs en tanins hydrolysables de cing mélanges exhibent un effet
synergique exprimé par des ES comprises entre 1.11 et 2.40 pour les mélanges fenouil-
carvi et curcuma-carvi. Cependant, ces métabolites sont affectés négativement dans la
majorité des autres mélanges. Leurs ES varient entre 0.01 et 0.89. Les valeurs les plus
faibles étant celles des mélanges coriandre-cannelle (0.5) et coriandre-noix de muscade
(0.01) (Tableau XIV).

8.2. Effets synergiques des activités biologiques des mélanges binaires
équimolaires

8.2.1. Effet synergique de I'activité antioxydante des mélanges

Les éventuels synergismes ou antagonismes entre les épices en mélange sur
leurs activités antioxydantes sont déterminés en inversant les valeurs des ES obtenues,
vue que les ECso sont inversement proportionnelles a l'activité antioxydante. Les ECso
obtenues ainsi que les valeurs inversées de leurs ES sont calculés et consignés dans le
tableau XV.

L'assemblage des extraits du gingembre et de la coriandre a révélé un important

effet synergique (ES™) de I'activité antioxydante (4.08), en la comparant avec celles des
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épices separées (tableau XV). Les mélanges fenouil-anis vert, carvi-cannelle, carvi-
coriandre, cannelle-cumin, coriandre-cumin, fenouil-carvi ont également vu leurs
activités antioxydantes s‘améliorer par rapport a celles de leurs constituants. En effet,
les ES™ de ces mélanges sont de 3.93, 3.75, 3.54, 3.18, 2.79 et 2.50 respectivement
(tableau XV).

Un nombre important des mélanges a cependant montré des activités
antioxydantes plus faibles que celles des épices seules, traduites par des ES™ inférieures
a 1. Leurs valeurs sont comprises entre 0.15 du mélange de la noix de muscade avec le
curcuma et 0.92 du mélange du poivre noir avec le gingembre (tableau XV).

Le tableau XV fait ressortir également des effets d'indifférence entre les épices
en mélanges binaires et équimolaires sur I'activité antioxydante, ceci est constaté chez
les mélanges coriandre-noix de muscade, coriandre-curcuma, coriandre-fenouil et

poivre noir-fenouil.

8.2.2. Effet synergique de I'activité antimicrobiennes des mélanges binaires et
équimolaires

Les effets synergiques des différents mélanges binaires et équimolaires, mis en
évidence par la modification ou non des diameétres d'inhibition des souches sont
consignés dans les tableaux XV1I.

La majorité des mélanges testés ont donné des effets synergiques sur l'inhibition
de P. aeruginosa. Le meilleur est observé en présence du mélange curcuma-poivre noir
dont I'ES est de 2.30. Les effets synergiques des autres mélanges ont conduit a
I'apparition de zones d'inhibition dont les ES sont compris entre 1.08 au contact du
mélange poivre noir - curcuma et 1.33 pour le mélange du fenouil avec I'anis vert
(Tableau XVI).

Parmi les 45 mélanges testés, 13 ont révélé des effets antagoniques entre leurs
constituants vis-a-vis de P. aeruginosa. Leurs ES sont compris entre 0.67 pour le
cumin-carvi et 0.92 obtenus avec les mélanges de la noix de muscade avec le cumin ou
le carvi (Tableau XV1).

Des effets d'indifférence (ES=1) sont constatés dans cing mélanges, il s'agit de
fenouil-coriandre, cannelle-coriandre, noix de muscade-gingembre, fenouil-cannelle et

fenouil- gingembre (tableau XV1I).
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L'activité inhibitrice de la souche E. coli est plus importante en présence de 19
mélanges, pour lesquels I'effet synergique le plus élevé ne dépasse pas 1.56 obtenu avec
le mélange de la cannelle avec de I'anis vert, alors que le plus faible est de 1.08 donné
par la combinaison du curcuma avec le poivre noir (Tableau XVI).

Le tableau XVI fait ressortir que 11 mélanges ont des effets synergiques
inférieurs a 1, temoignant d'éventuels antagonismes entre les épices constitutives vis-a-
vis de l'activité anti E. coli. Ces effets synergiques sont compris entre 0.78 et 0.91
obtenus avec les mélanges cumin-gingembre et curcuma-carvi respectivement (Tableau
X1V).

Des effets d'indifférence sont relevés dans 15 mélanges dont le ES=1 signifie
que les zones d'inhibition de E. coli au contact de ces mélanges sont les mémes que
celles au contact de leurs épices constitutives (tableau XV1).

La combinaison binaire et équimolaire des épices ne modifie pas
considérablement I'activité des épices constitutives contre S. aureus (tableau XV1).

Les meilleurs effets synergiques obtenus sont de 2.07, 1.63, 1.61 et 1.52 donnés
par les mélanges du fenouil-anis vert, du poivre noir-cannelle, de la coriandre-
gingembre et de la cannelle-anis vert respectivement. Ces valeurs sont moins
importantes dans 19 autres mélanges. Elles sont comprises entre 1.08 donnée par la
combinaison du cumin avec le poivre noir ou avec le gingembre et 1.24 donnée par le
mélange de la coriandre avec la noix de muscade (tableau XV1).

Les mélanges du cumin avec la coriandre et du carvi avec I'anis vert représentent
les seuls mélanges dont I'activité inhibitrice de la souche S. aureus est inférieure a celles
des épices testées séparément. Leurs ES sont de 0.77 et 0.70 respectivement (Tableau
XVI).

Parmi les 45 mélanges binaires et équimolaires, 17 ont révélés des effets

d'indifférence (ES=1) sur l'activité de leurs épices contre S. aureus (Tableau XV1I).

L'activité anti C. albicans de 15 mélanges s'est révélée meilleure que celles de
leurs épices seules, indiquant ainsi un synergisme entre ces épices. Cet effet est plus
important dans les mélanges anis vert-noix de muscade, anis vert-gingembre, fenouil-
cannelle, anis vert-cumin, anis vert-coriandre, dont les ES sont compris entre 1.6 et 1.44
(Tableau XVI).
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D'autres mélanges dont les ES sont compris entre 0.77 pour coriandre- cannelle
et 0.92 pour coriandre-gingembre présentent des activités anti C. albicans légérement
plus faibles que celles des épices qui les constituent (Tableau XVI).

Le tableau XVI fait apparaitre un effet d'indifférence (ES=1) de 17 mélanges

vis-a-vis de la levure testée.

Discussion

Depuis la découverte des divers effets synergiques et d'antagonismes et leur
importance dans le domaine thérapeutique, les interactions entre les agents

biologiquement actifs sont devenues un sujet important pour la recherche scientifique.

Les études sur la combinaison des épices, sont de plus en plus souvent décrites
dans la littérature. Cette stratégie est en effet d’un grand intérét en vue de potentielles
applications cliniques et culinaires, permettant de réduire les éventuels effets
secondaires en diminuant la dose utilisée (Otunola et Afolayan, 2013 ; Baljeet et al., 2015).

Les épices sont des mélanges complexes par leur nature, représentant un
potentiel pour le développement d’interactions synergiques, additives ou antagonistes.

Les effets synergiques des teneurs en flavonoides et en polyphénols sous I'effet
combinatoire de certaines épices peuvent étre expliqués par les interactions positives
entre les constituants de ces metabolites. En effet, Hajimehdipoor et al., (2014) ont mis
en évidence des effets synergiques entre I'acide gallique avec l'acide rosmarinique,
I'acide rosmarinique avec la quercétine, I'acide gallique avec la rutine et la quercétine
avec la rutine. Ces interactions augmentent considérablement la teneur des mélanges

en polyphénols, mais les mécanismes mis en jeu sont mal élucidés.

Néanmoins, d'autres interactions ont conduit des teneurs des mélanges en
polyphénols, en flavonoides ou en tanins plus faibles. L'effet d'antagonisme provoqué
par certaines associations d'épices pourrait étre bénéfique. En effet, une surdose en
certaines molécules est toxique. De nombreuses études mettent en évidence que les
flavonoides ont des activités biologiques doubles. 1ls peuvent agir en tant

gu'antimutagéne/pro-mutagenes, antioxydant/pro-oxydant, tout dépend des quantités
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consommeées et des conditions physiologiques de l'organisme. Un surdosage peut

entrainer des dommages allant jusqu'a des mutations de I'ADN (Tabart, 2000).

Les epices peuvent différer entre elles notamment par la nature des composés
bioactifs qu’elles contiennent et par les propriétés antioxydantes de ceS COMPOSES.
Souvent, lorsque ces épices sont consommés en méme temps, la capacité antioxydante
totale du mélange peut étre différente de celles des épices séparées. Ceci peut étre due
aux interactions synergiques ou antagonistes entre leurs composants, ce qui peut en

modifier I’action physiologique (Brewer, 2011).

Les effets d'antagonisme observés dans les teneurs en polyphénols totaux et de
ceux de l'activité antioxydante chez certains mélanges pourraient étre provoqués par
des endo-intéractions hydrogenes et électroniques entre les fonctions hydroxyles. Ce
caractéere complexant, diminue la mobilité et I'effet biologique des composés actifs
présents dans les extraits (Ngakegni-Limbili, 2012).

Par ailleurs, Liao et Yin (2000) ont démontré que les combinaisons d'acide
alpha-tocophérol et/ou ascorbique avec l'acide caféique, la catéchine, 1’épicatéchine, la
myricétine, I'acide gallique, la quercétine et la rutine ont une activité antioxydante plus
¢levée que chacun de ces composés pris isolement pour I’oxydation des lipides. Parker
et al. (2010) ont montré des interactions synergiques entre certains mélanges de rutine,
d’acide p coumarique, d'acide abscissique, d'acide ascorbique et un mélange de sucre
en utilisant la résonance paramagnétique électronique (RPE) et la technique ORAC. Le
synergisme des antioxydants semble se produire entre une grande variété de composes
ou d'extraits ; d’ou la nécessité d’une recherche supplémentaire pour explorer les endo-

interactions au sein d’un mélange spécifique

L'effet synergique observé par la combinaison du cumin avec le gingembre sur
I'activité inhibitrice de C. albicans corrobore avec les résultats de Baljeet et al. (2015).
Ces auteurs ont signalés également I'effet synergique du cumin mélangé au gingembre
sur l'inhibition des souches B. subtilus et S. typhi mais sur P. fluroscens, le mélange a
révélé un antagonisme.

La bio activité des métabolites secondaires contre les germes microbiens est
étroitement liée a I'activité des principaux composants (Bajpai, 2012). Par ailleurs, Burt

(2004) ; Bassolé et Juliani (2012) signalent que I'activité antimicrobienne résulte des
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interactions synergiques entre les différents groupements chimiques tels que les
phénols, les aldéhydes, les cétones, les hydroxyles, les esters...etc. existants dans les
différentes classes de métabolites secondaires. Cependant, les composés a structure
chimiques similaires présentent le plus souvent un effet d'indifférence plutét que
synergique (Baljeet, 2015).

Des études sur la combinaison des molécules dotées d'activité antimicrobienne
ont signalé que le thymol combiné a la carvacrol donne un effet d'indifférence contre
les bactéries S. aureus et P. aeruginosa, mais synergique contre E. coli et d'antagonisme
contre B. cerus. Les mélanges du thymol avec I'eugenol et du carvacrol avec I'eugenol
ont des effets synergiques contre E. coli (Pei et al., 2009). Le carvacrol mélangé a la
myrcene donne un effet d'antagonisme contre S. aureus, B. cerus et E. coli (Gallucci,
2009). L'effet synergique du Cinnamaldhyde avce le thymol contre la bactérie E. coli
est signalé par Zhou, (2007). Le Cinnamaldhyde mélangé avec I'eugenol révéele une
indifférence contre S. aureus (Moleyar et Narasimham, 1992).

Les mécanismes impliquées dans la stratégie de la combinaison des composés
bioactifs sur les bactéries n'ont pas bien été élucidés, mais plusieurs hypothéses ont été
posées:

- La synergie observée par la combinaison de l'eugenol avec le carvacrol et de
I'eugenol avec le thymol, est due a la capacité du thymol et du carvacrol a désintégrer
la membrane bactérienne, facilitant la pénétration de I'eugenol et sa combinaison avec
les protéines cytoplasmiques.

-L'eugénol avec le cinnamaldhyde forment un complexe trés inhibiteur des
enzymes bactériennes. Ainsi, la concentration inhibitrice minimale de ce mélange est
50 fois inférieure a celle de ses composeés séparés (Bassolé et Juliani, 2012).

Des effets antagonistes, conduisant a une réduction de 1’activité antibactérienne
ont également été signalés. lls se produisent généralement entre les molécules actives
et les composés non oxygénés, qui reduisent leur solubilité et donc leur efficacité. Par

exemple, la solubilité du terpinene-4-ol est réduite par le y—terpinene (Cox et al., 2001).

Les résultats de cette partie laissent supposer qu’il est important de faire un
choix stratégique en sélectionnant des épices ou en privilégiant un mélange d'épice
favorisant les synergies et en déefavorisant les antagonismes au point de vue de I’activité

antioxydante et antimicrobienne.
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Les etudes déja réalisées ont été menées sur la combinaison des molécules
antioxydantes ou antimicrobiennes individuelles, ce qui laisse la compréhension des
mécanismes biochimiques impliquées entre les épices en mélanges y compris le

mélange "Ras el hanout" encore mal compris.

9. Etude des huiles essentielles des épices de ""Ras el hanout™

9.1. Rendement et caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles des
épices
Les rendements en huiles extraites par hydrodistillation des différentes épices
sont présentes dans la figure 24.
1.8
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1
0.8
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Rendements en HEs (%)

0.4

0.2
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Huiles essentielles des épices

Figure 24 : Rendements d'extraction des huiles essentielles des différentes épices
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Le rendement d'extraction des huiles essentielles (HE) varie selon I'épice
étudiée. Le plus important est celui de la noix de muscade évalué a 1.45+0.23%. Il est
moins important mais non significativement chez le carvi (1.30£0.15%), le cumin
(1.02+0.1%) et le poivre noir (0,98%) (p>0.05). Les plus faibles rendements
d'extraction sont ceux de la cannelle, du curcuma, du gingembre, de I'anis vert, du
fenouil et de la coriandre chez lesquelles les taux d'extraction des HE varient de
0.44+0.01 4 0.06+0.0 (Fig. 24).

Les huiles extraites ont des odeurs trés fortes et caractéristiques de chaque épice.
Celles du poivre noir et de la noix de muscade sont incolores, celles du cumin, de la
cannelle, du carvi, du gingembre, de la coriandre, de I'anis vert, du fenouil sont jaune
pale alors que I'huile du curcuma est de couleur jaune foncée. Toutes les huiles extraites
sont liquides a la température ambiante et a basse température a I'exception de celles de

I’anis verts et du fenouil qui figent a basse température.

Discussion

Les rendements en huiles essentielles extraites des différentes épices étudiées
sont relativement faibles par rapport a ceux cités par la littérature. En effet, les graines
du cumin n’ont permis 1’extraction que 1.02% d’huile essentielle, alors que Bellakhdar
(1997), Chaudhry (2012) et Dossou et al. (2012) ont signalé des taux allant de 2.5 a
10%. Cependant, des rendements comparables ont été signalés par Sultan (2005) sur le
gingembre (0.85 a 2%), par Bahl et al. (2014) sur le rhizome de curcuma (0.5 a 1%), par
Zheljazkov (2014) sur la coriandre (0.25%), par Kasim et al. (2014) sur la cannelle (2.8%)
et par patela (2012) sur le fenouil (0.88%).

Le mode d’extraction des huiles essentielles n‘assure pas toujours de tres bons
rendements (Bruneton, 1999). De plus, la qualité des essences obtenues dépend dans
une large mesure de 1’état de fraicheur du végeétal et du temps écoulé entre la récolte et
la transformation. Un stockage de la plante pendant 24 heures suffit pour induire des
changements sensibles de sa composition pouvant d'ailleurs étre souhaités. Ainsi, au
cours du stockage, la perte des composés les plus volatils peut étre importante. La
disparition de 15% de produits volatils du végétal apres 3 mois de stockage et de 80%
apres neuf ans a aussi été signalée (Bruneton, 1999).
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Seu-Saberno et Blakeway (1984), Bruneton (1999), Olle et Bender (2010),
Aprotosoaie et al. (2010) et Zuzarte et Salgueiro, (2015), ajoutent que la composition
chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant diverses conditions a
savoir, I'environnement climatique, la localisation, le génotype, I’origine géographique,
la période de semis, la date de récolte, les traitements phytosanitaires, 1’emploi
d’engrais, l'irrigation ainsi que les techniques de récolte, le lieu, la durée et température
de séchage, les parasites, les virus et les mauvaises herbes.

D'autres facteurs intrinséques influencent également la composition et le
rendement des huiles essentielles. Notamment, les hybridations, les facteurs de
mutation, la polyploidie (Garnéro, 1991 ; Aprotosoaie et al., 2010 ; Zuzarte et
Salgueiro, 2015) et le polymorphisme chimique «chimiotypes» (Garnéro, 1991; Anton
et Lobstein, 2005).

Il faut mentionner que les traitements survenus avant ou pendant
I’hydrodistillation (broyage, dilacération, dégradation chimique, pression, agitation)
contribuent a la variation du rendement et de la qualit¢ de 1’huile essentielle (EI-

Kalamouni, 2010).

9.2. Indices physico-chimiques des huiles essentielles étudiées
9.2.1. Indices physiques

Des constantes physiques définissant une huile essentielle ont été mesurées, a
savoir la densité et I’indice de réfraction. Les résultats obtenus sont cosignés dans le
tableau (XV1I).

Tableau XVII : Indices physiques des huiles essentielles des épices étudiés

Epices Densité Densité selon| Indice de |Indice de
AFNOR (2000)| réfraction réfraction selon
AFNOR (2000)
Cannelle 1,035+0.02 |1.020-1.030 1,592+0.0 1.568-1.593
Carvi 0.92+0.01 |0.907-0.919 1,484+0.0 1.484-1.488
Coriandre 0,89 +0.0 |0.870-0.885 1,474+0.01 1.463-1.471
Cumin 0,9+0.01 0.905-0.930 1,501+0.0 1.490-1.506
Gingembre 0,93+0.0 0.877-0.886 1,490+0.03 1.489-1.494
Noix de | 0,85+0.0 0.859-0.868 1,479+0.0 1.469-1.472
muscade

122



Curcuma 0,92+0.03 / 1,511+0.01 /
Anis vert 0,97+0.01 / 1,555+0.02 /
Poivre noir 0,91+0.0 |0.873-0.916 1,481+0.03 1.480-1.499
Fenouil 0,98+0.01 |0.965-0.977 1,504+0.0 1.528-1.539

L’examen du tableau XVII révele que I'HE de la cannelle se distingue par sa
densité supérieure a 1, alors que toutes les autres huiles ont des densités comprises entre
0.98 £0.01et 0.85+0.0. Parmi celles-ci, les huiles essentielles du fenouil et de I'anis vert
ont les densités les plus elevées évaluees a 0.98+0.01 et 0.97+0.01 respectivement
(tableau XV1I).

L'huile essentielle de gingembre a une densité de 0.93+0.0 mais reste cependant
plus importante que celles du curcuma (0.92+0.03), du carvi (0.92+0.01), du cumin
(0.9£0.01), de la coriandre (0.89+0.0) et de la noix e muscade (0.85+0.0) (tableau
XVI).

Les indices de réfraction des huiles essentielles, calculés a 20°C sont compris
entre 1.592+0.0 et 1.479+0.0 correspondant a I'HE de la cannelle et celle de la noix de
muscade (tableau XV1I).

Entre ces deux valeurs se situent les indices de I'anis vert (1.555+0.02), du
curcuma (1.511+0.01), du cumin (1.503£0.0) et du fenouil (1.504+0.0) qui semblent
plus important que ceux du gingembre (1.490+0.03), du carvi (1.484+0.0), du poivre
noir (1.481+0.03) et de la coriandre (1.474+0.01) (tableau XVII).

Discussion

La densit¢ d’une huile essentielle constitue un critére trés important pour
évaluer sa qualité. Elle est en fonction de la composition chimique des huiles et de la
température. Elle peut facilement donner un apercu sur la nature du produit ainsi que
les tentatives de fraudes et d’adultération (karleskind, 1992).

Les densités de nos huiles concordent avec les critéres décrites par AFNOR,
(2000), ayant signalé que les densités des huiles essentielles sont comprises entre 0.87
et 0.98 (inférieur a celle de I'eau) avec certaines exceptions, telles que les huiles de la

cannelle, des clous de girofle et de sassafras qui ont des densités supérieurs a 1.
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Les valeurs des indices de réfraction de nos huiles sont en concordance avec les
normes de I'Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, 2000), ayant fixé les
valeurs normales des indices de réfractions des huiles essentielles entre1.45 et 1.59 a
20°C.

L’indice de réfraction représente un critére de pureté de 1’huile comme il est
utilisé pour vérifier la qualité de la distillation, car une distillation lente a température
(AFNOR, 2000).

Cet indice dépend egalement de la composition chimique des huiles.

trop  élevée abaisse l'indice  de réfraction
Généralement, I’indice augmente avec |’instauration ou la présence de produits
secondaires (karleskind, 1992). Il varie essentiellement avec la teneur en monoterpenes
et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un indice élevé
(Boukhatem, 2010).

Kanko et al. (2004) ont montré qu'un faible indice de réfraction de I'huile
essentielle indique sa faible réfraction de la lumiere, ce qui pourrait favoriser son
utilisation dans les produits cosmétiques.

9.2.2. Indices chimiques des huiles essentielles des épices

Les indices d'acide, d'iode et de saponification des huiles essentielles de nos

épices sont calculés et présentés dans le tableau XVIII.

Tableau XVII1 : Indices chimiques des huiles essentielles des épices étudiées.
Epices Indice d'acide Indice de Indice d'iode
saponification

Cannelle 13,46+0.2 13.6+0.75 20.78+1.25
Carvi 4,49+0.3 20.2+0.54 49.79 £1.34
coriandre 2,69+0.35 21.4+0.32 35.20£1.52
Cumin 2,43+0.21 23.6 £0.21 55.50+1.45
gingembre 3,3740.03 9.2+1.32 28.85+1.62
Noix de muscade 1,12+0.33 28+0.31 32.02+0.5

curcuma 8,98+1.24 12.4+0.4 23.78+1.84
Anis vert 4,49+0.69 14.8+0.25 33.29 +0.36
Poivre Noir 1,12+0.09 13.6+1.25 25.20+2.25
Fenouil 2,24+0.34 15+1.3 48.52+3.02
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Les huiles essentielles de nos épices ont des indices d'acides différents. Le
tableau XVI11 laisse apparaitre que I'indice de I'HE de la cannelle, évalué a 13.46 + 0.2
est le plus élevé suivie de celui de I'HE du curcuma qui est de 8.98+1.24. Cet indice
s'est révélé moins important et similaire chez le carvi et I'anis vert.

Cependant, les huiles essentielles du gingembre, de la coriandre, du cumin, du
fenouil, de la noix de muscade et du poivre noir ont les indices les plus faibles. Leurs
valeurs respectives sont de 3.37+0.03, 2.69+, 2.43+0.35, 2.24+0.21, 1.12+0.34 et
1.12+0.33 (tableau XVIII).

L'examen du tableau XVIII fait ressortir que les indices de saponification les
plus importants sont ceux de la noix de muscade suivie du cumin, de la coriandre et du
carvi dont les valeurs sont de 28+0.31, 23.6+£0.21, 21.4+0.32 et 20.2+0.54
respectivement.

Pour les autres HE, cet indice se situe entre 15.00+1.3 et 9.20+1.32
correspondant a I'huile du fenouil et celle du gingembre (tableau XVIII).

Concernant l'indice d'iode, il apparait que les HEs du cumin, du carvi et du
fenouil ont les valeurs les plus élevées qui sont comprises entre 55.50+1.45 et
48.52+3.02 (Tableau XVIII).

Les huiles essentielles de I'anis vert, de la noix de muscade ont également des
indices d'iode importants évalués a 33.29+0.36 et 32.02+0.5 respectivement. Cet indice
est compris entre 28.85+1.62 pour I'huile du gingembre et 20.78+1.25 pour celle de la
cannelle (tableau XVIII).

Discussion

Les caractéristiques chimiques de nos huiles essentielle concordent avec ceux
cités par AFNOR (1998) indiquant que les valeurs des indices d'acide, d'iode et de
saponification d'une huiles essentielle ne dépassent pas en générale 6.5, 101 et 28
respectivement .

L'indice d’acide est un critere de qualité indiquant la quantite d'acides gras libres
présents dans notre huile essentielle et la susceptibilité de ’'HE a subir des altérations
notamment 1’oxydation (Seddik, 2009 et Ouis, 2015).

L'indice d'acide augmente avec la durée de la conservation au cours de laquelle
les huiles essentielles pourraient étre oxydées et dégradées rapidement (Boukhatem et
al., 2010).
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L’indice de saponification indique la quantité d'acides gras pourront étre
entrainée avec les essences pendant I'extraction. 1l dépend du taux des acides gras
existants dans la matiere végétale.

L'indice d'iode est un critere de pureté qui nous informe sur le degré
d’instauration des chaines carbonées des acides gras présents dans l'huile essentielle et
qui facilite leur rancissement.

Au cours de I’hydrodistillation, le milieu aqueux possédant un pH compris entre
4 et 7 (résultant de I’immersion du matériel végétal). Les constituants de 1’essence
native sont soumis aux effets combinés de 1’acidité et de la chaleur, et peuvent subir
des conversions chimiques. L’huile essentielle récupérée est un produit qui différe
sensiblement de I’essence originelle, d’autant plus que 1’ébullition est longue et le pH
faible (Morin et al., 1985).

La matiére chimique présente dans le végétal fait I’objet de réactions chimiques
diverses : hydrolyses, déprotonations, hydratations et cyclisations pouvant étre
catalysées par des métaux présents a 1’état de traces dans la plante, provoquant des
transformations chimiques des constituants (Koedam, 1982).

L’hydrolyse d’esters est souvent la premicre réaction qui se produit durant le
chauffage du végétal. Elle conduit a la formation d’acides organiques qui a leur tour

catalysent les réactions de cyclisation et de déshydratation (Chouitah, 2012).

9.3. Activiteé antioxydante des huiles essentielles des épices etudiées

Les ECso des huiles essentielles des différentes épices et de l'acide ascorbique

utilisé comme témoin positif sont calculées et consignées dans la figure 25.
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Figure 25 : ECsodes huiles essentielles des épices
L'activité antioxydante des HE est inversement proportionnelle a la valeur de
ECso.

L’examen de la figure 25 laisse apparaitre que I'HE du poivre noir présente une
forte capacité a piéger le radical DPPH - avec une ECso de 0.12 +0.01 mg/ml, cette huile
semble plus efficace que le témoin positif dont I'ECso est de 0.19. Vient par la suite I'HE
de la noix de muscade dont la concentration efficace a piéger 50% du radical DPPH -
(ECso) est de 0.89 +0.05 mg/ml.

Les HEs du carvi, du curcuma, de la coriandre, du gingembre et du cumin
présentent des activités antioxydantes plus faibles. Leurs ECso sont de 3.2+0.1,
3.74+0.58, 5.05+0.35, 5.58+0.87 et 5.94 = 0.25 mg/ml respectivement (Fig. 25).

La capacite des HEs des autres épices (I'anis vert, fenouil et cannelle) a piéger
le radical DPPH est de loin la plus faible. Leurs EC50 respectives sont de 13,5+0.36,
13,08+1.2 et 12+0.1mg/ml (Fig. 25).

Discussion

L'effet antiradicalaire des huiles essentielles, selon le test DPPHe est di a leur

capacité donatrice d’un atome d’hydrogéne (Conforti et al., 2006 ; Ho et al., 2010).
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D’apres Kulisic et al. (2004), la méthode DPPHe est indépendante de la polarité du
substrat. Ce test peut étre appliqué aussi bien avec les composés lipophiles (huiles

essentielles) et hydrophiles.

Les résultats de Politeo et al., (2006) sur l'activité antioxydante des huiles
essentielles d’une gamme d’épices corroborent avec nos résultats sur l'efficacité

réductrice des huiles essentielles de la noix de muscade et du poivre noir.

Notre résultat sur I'activité antioxydante de I'huile essentielle de la cannelle est
en accord avec celui de El-Baroty (2010) ayant trouvé une ECso de 11mg/ml, en
revanche, Antunes et al. (2012) ont signalé une valeur de 3.194+0.15mg/ml.

Des ECsp de I'huile essentielle du fenouil variant entre 0.032 et 45.89 mg/ml ont
été données par Anwar (2009), Shahat (2011), Roby et al. (2012), Barkat (2012), El
Ouariachi et al. (2014) et Marin (2016). Pour I'huile essentielle du gingembre, Khalaf
(2008) et El-Baroty (2010) ont trouvé des ECso variant entre 0.065 et 65 mg/ml. Les
ECso signalées par Khalaf (2008) et Zhang et Xu (2015) sur I'huile essentielle du poivre
noir varient entre 0.14 et 1335.8 mg/ml respectivement. Ces grands écarts des ECsp
peuvent étre expliqués par la diversité chimiotypique des huiles essentielles d'une
méme espéce due aux facteurs intrinseques et extrinséques décrits précédemment

(Sadgrove et Jones, 2015 ; Zuzarte et Salgueiro, 2015).

Compte tenu de la composition chimique des huiles essentielles, ces derniéres
représentent des mélanges complexes de composés organiques, possédant des
structures et des fonctions chimiques trés diverses (Lahlou, 2004). Ces constituants
appartiennent a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le
groupe des terpénoides (essentiellement les monoterpénes et les sesquiterpenes) et le
groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup moins
fréquents. Elles peuvent également renfermer divers produits issus de processus
dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatils (Bruneton, 1993 ; Bruneton,
1999 ; Baser et Buchbauer, 2010).

I1 est donc difficile d’attribuer cette activité antioxydante a un composé ou aux
composés totaux de I’huile essentielle. Hussain (2009) a signalé que les effets
antioxydants des huiles essentielles et des extraits des plantes sont principalement dus
a la présence des groupes d'hydroxyle caractéristiques des composes phénoliques qui

peuvent donner un atome d'hydrogene aux radicaux libres, arrétant ainsi la réaction en
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chaine de propagation pendant le processus d'oxydation des lipides (Sanchez-Mareno
et al., 1998).

L'activité antioxydante est également attribuée aux composés terpéniques
oxygeénés. Cependant, ’absence de l'activit¢ antioxydante chez les composés
terpéniques hydrocarbonés est due a leur faible capacit¢ donatrice d’atome
d’hydrogéne. En général, les huiles essentielles riches en compoSés 0Oxygénees
présentent une activité anti radicalaire plus marquée que celles a terpénes

hydrocarbonés (Benov, 1994).

L'activité antioxydante de nos huiles est due au contenu de leurs epices en
métabolites cités tels que la B- caroyphyllene (un monoterpene bicyclique), le limonéne
(monoterpéne cyclique a cétone), a-pinene (monoterpéne bicyclique), p-cymene
(terpéne monocyclique) et Cubenol (sesquiterpénes bicyclique oxygéné) pour le poivre
noir. Le sabinene, le 4-terpinéol, le myristicine, le a-pinene, le limonéne pour la noix
de muscade (Archer, 1988), le myristicine est un composé phénolique a haute activité
antioxydante (Urqulaga et Leighton, 2000). Des molécules comme le carvone, le
limonéne, l'a-pinéne, le cis- carvéol et autres sont responsables de l'activité
antioxydante de I'huile essentielle du carvi. Kintzios et al., (2010), ont rapportés que
I’activité antioxydante de I’huile essentielle du gingembre est due a la présence des
molécules comme le zingibéréne, le géraniol, le sesquiphéllandrene. Les principaux
composants actifs existant dans 1’huile essentielle du curcuma sont le turmérone, le
linalool, le B-ociméne, le cadinol, I'elimicine et la curcumine connus par leurs activités

antioxydantes (Miquel et al., 2002).

Notre étude a révélé que I'huile essentielle du poivre noir présente une bonne
activité antioxydante, mais en examinant les molécules constitutives citées
précédemment de cette huile essentielle, on constate que la majorité de celles-ci sont
des terpenes hydrocarbonés connus par leur faible pouvoir antioxydant. Cette
contradiction pourrait étre interprétée par le fait que l'activité antioxydante des huiles
essentielles est due parfois a I'effet combinatoire de deux composés mineurs ou plus.
Les composés antioxydants fonctionnent synergiquement les uns avec les autres pour
produire une puissante activité (Muckenstrum et al.,1997 ; Freire et al., 2005 ; Bourgou
et al., 2008 ; Marin 2016).
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9.3. Activité antimicrobienne des huiles essentielles des épices

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essenticlles des différents
épices étudiees est réalisee par la méthode de diffusion en milieu gélosé, traduite en
diamétres des halos d’inhibition. La figure 26 illustre quelques aromatogrammes

obtenus.

1. E. coli

5.  E.coli 6. P.aeruginosa 7. S.aureus 8. C. albicans

11. S. aureus 12. C. albicans

15. S. aureus 16. C. albicans
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17.  E.coli 18. P. aeruginosa 19. S.aureus 20. C. albicans

21. E.coli 22. P. aeruginosa 23.  S.aureus

26. P. aeruginosa

29. E. coli 30. P. aeruginosa 31. S.aureus

33. E.coli

37. E.coli 38. P.aeruginosa 39. S.aureus 40. C. albicans

Figure 25 : Photographie de quelques aromatogrammes obtenus avec les différentes souches testées. 1,
2, 3 et 4 pour I'HE de cumin, 5, 6, 7 et 8 pour I'HE du curcuma, 9, 10, 11 et 12 pour I'HE du gingembre,
13, 14, 15,16 pour I'HE de la cannelle, 17, 18, 19 et 20 pour I'HE de la coriandre, 21, 22, 23, 24 pour
I'HE du carvi 25, 26, 27, 28 pour I'HE du poivre noir, 29, 30, 31, 32 pour I'HE du fenouil, 33, 34, 35 et
36 pour I'HE de I'anis vert, et 37, 38, 39 et 40 pour I'HE de la noix de muscade.
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La détermination de la concentration inhibitrice minimale (CMI) est effectuée a
partir des huiles essentielles brutes et leurs différentes dilutions : 400, 200, 100, 50, 25,

12.5 mg/ml. Le tableau XIX englobe les valeurs des diamétres d'inhibition obtenus

avec les huiles brutes et les valeurs des CMI.

Tableau X1X : Diametres des zones d'inhibition des souches testées et CMI des HEs

des épices
Souche E. coli P. aeruginosa S. aureus C. albicans
DZI (mm) | CMI (C) Diamétre | CMI Diamétre CMI Diamétre CMI
avec I'HE (mm) avec (mm)  avec (mm) avec
) B (mg/ml) I'HE B (mg/ml) I'HEB (mg/ml) I'HE B (mg/ml)

Epice
Coriandre | 36215 25<C<50 | 6+0.0 ; 30+1.2 25<C<50 28+0.36 12.5<C<25
Carvi 18+0.05 | 50<C<100 | 6+0.0 ; 44+154 125<C<30 | 34405 12.5<C<50
Cumin 28+13 | 12.5<C<25 | 11202 | 12.5<C<50 | 39+3.6 25<C<50 42+1.66 12.5<C<50
Fenouil 7+0.0 100<C<200 | 620.0 ; 9+0.2 S0<C<100 | 18402 25<C<50
Anisvert | 7+0.01 | 50<C<100 | 6+0.0 ; 10+0.01 S0<C<100 1 1440.69 12.5<C<25
Poivre noir | 46£3.65 | 25<C<50 60.0 ; 35425 125<C<25 | 184123 12.5<C<25
Gingembre | 28+2.1 | 200<C<400 | 10£0.09 | 100<C<200 | 11+0.25 S0<C<100 1 5041 04 12.5<C<25
Curcuma | 12405 | 50<C<100 | 10+0.0 | 200<C<400 | 23+1.26 12.5<C<30 111405 50<C<100
Cannelle | 36+4.33 | 25<C<50 20426 | 25<C<50 | 50+3.0 S0<C<100 | 30412 12.5<C<10
Noix de | 1040.02 | 200<C<400 | 6+0.0 ; 15+0.32 25<C<50 164031 25<C<50
muscade

C : CMI (concentration minimale inhibitrice) / HEB : huile essentielle brute

Un diametre égale a 6mm (correspond au diamétre du disque), indique une activité nulle.

Pour comparer le pouvoir antimicrobien de nos huiles contre les différentes

souches testées, des histogrammes récapitulatifs des diamétres d'inhibition sont tracés

et illustrés dans la figure 27.
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Figure 27 : Diameétres des zones d'inhibition des souches testées par les huiles
essentielles des épices

Le tableau XIX et la figure 27 montrent que E. coli se distingue par une extréme
sensibilité vis-a-vis des HEs du poivre noir, de la coriandre et de la cannelle. Les
diameétres des zones d'inhibition atteignent 46+3.65, 36+1.5, 36+4.33 mm
respectivement. Les CMI de ces HES contre cette souche sont comprises entre 25 et 50
mg/ml. Cette souche semble tres sensible aux HEs du cumin et du gingembre, en
présence desquelles les diamétres d'inhibition sont évalués a 28+1.3 et 28+ 2.1. Elle est
sensible a I'HE du carvi (12+0.5) et résistante aux HEs du fenouil et de I'anis vert
(tableau XI1X et Fig. 27).

Concernant I'effet des HES sur P. aeruginosa, il apparait que I'HE de la cannelle
est la plus inhibitrice de cette souche, conduisant a la formation d'une zone d'inhibition
dont le diamétre est de 20 +2.6 mm avec une CMI située entre 25 et 50 mg/ml (tableau
XIX et Fig. 27).

Les HEs du cumin, du gingembre et du curcuma sont trés faiblement actives
contre cette souche, au contact de laquelle elles forment des halos a diametres de
11+0.2, 10+0.09 et 10£0.0 mm respectivement (Tableau XIX et Fig. 27).

Le tableau XIX et la figure 26 font ressortir que la souche P. aeruginosa est
résistante aux HEs de la coriandre, du carvi, du fenouil, de I'anis vert, du poivre noir et

de la noix de muscade.

La bactérie S. aureus est extrémement sensible aux HEs de la cannelle, du carvi,

du poivre noir, du cumin et de la coriandre qui conduisent a la formation des halos de
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diametres de 50+3.0, 44+4.54, 39+3.6, 35+£2.5 et 30+1.2 mm respectivement avec des
CMI comprises entre 12.5 et 50 mg/ml (Tableau XIX et Fig. 27).

L'huile essentielle du curcuma au contact de cette souche est trés active (23
1.26), celle de la noix de muscade est active (15+0.32), celles du gingembre, de I'anis
vert et du fenouil sont faiblement inhibitrices de la souche S. aureus. Les diameétres
respectifs des halos d'inhibition sont de 11+0.25, 10£0.01 et 9 £0.2 mm (Tableau XIX
et Fig. 27).

Les huiles essentielles extrémement actives contre la levure C. albicans sont
celles du cumin, du carvi et de la cannelle, ayant conduit au contact de cette levure a
I'apparition de larges zones d'inhibition dont les diamétres sont respectivement de
42+1.66, 34+2.5 et 30+£1.2 mm. Les CMI de ces HEs sont comprises entre 12.5 et 50
mg/ml. L'HE de la coriandre est également tres active contre la levure étudiée
(28+£0.36mm) (Tableau XIX et Fig. 27).

Les HEs du gingembre, du poivre noir, du fenouil et de la noix de muscade sont
actives vis-a-vis C. albicans. Elles conduisent a la formation des halos dont les

diametres varient de 20+1.04 a 14+0.69 mm.

Néanmoins, I'huile essentielle du curcuma n'inhibe que tres faiblement la levure
C. albicans (11+0.5mm) (Tableau XIX et Fig. 27).

D'apres les résultats obtenus on peut conclure que les huiles essentielles de la
cannelle, du carvi, du gingembre, du cumin et de la coriandre présentent une activité
antimicrobienne plus importante que les autres huiles essentielles. Cependant,
I'efficacité de ces HEs differe d'une souche a l'autre. En effet, les huiles essentielles du
poivre noir suivi de celles de la cannelle et de la coriandre sont plus actives contre E.
coli, I'huile essentielle de la cannelle est la meilleure inhibitrice de P. aeruginosa. Ce
sont les huiles essentielles de la cannelle, du carvi, du cumin, du poivre noir et de la
coriandre qui se sont avérées les plus actives sur S. aureus. Les huiles essentielles du
cumin, du carvi et de la cannelle sont particulierement efficaces sur la levure C.
albicans (tableau XIX et Fig. 27).

Discussion

Le résultat obtenu sur I'efficacité inhibitrice de I'HE de la cannelle est en accord
avec ceux de Naveed et al (2013), Al-Marri (2014) et Bardaji (2015), qui ont attribué
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I'activité de cette huile essentielle a sa teneur en trans-cinnamaldéhyde, eugénol, vy-

terpinene et autres composes.

Le cinnamaldhyde est tres actif contre de nombreuses bactéries a Gram positif
et a Gram négatif (Staphylococcus, Enterobacter, Pseudomonas, Escherichia...etc.). |l
inhibe I'ATP synthétase bactérienne et provoque une diminution de la production de
I'ATP intracellulaire (Gill et Holley, 2006). Le cinnamaldéhyde se fixe aux protéines
intra-cytoplasmiques de P. aerogenasa et bloque la synthése des toxines par
inactivation des aminoacides décarboxylases. Chez S. aureus, il empéche la formation
compléte des septa de division et entraine une modification de la morphologie cellulaire
(Wendakoon et Sakaguchi, 1995).

L'activité antimicrobienne des huiles essentielles de la coriandre, du carvi, du
cumin et du poivre noir est également confirmée par la littérature (Silva, 2011 ; Seidler-
Lozykowska, 2013 ; Patil, 2016 ; Martinelli et al., 2017). Les terpénoides et les
phénylpropanoides conferent a ces huiles essentielles leurs propriétés antibactériennes.
L’activité de ces molécules dépend, a la fois, du caractére lipophile de leur squelette
hydrocarboné et du caractére hydrophile de leurs groupements fonctionnels. Il est
trouvé que D’activité antimicrobienne de ces groupements est classée selon ’ordre
décroissant suivant : Phénol>alcool>aldéhyde>cétone>oxyde>hydrocarbures>esters
(Tantaoui-Elaraki, 1993).

Selon Wang et ses collaborateurs (2012), I’impact des composés mineurs n’est
pas a négliger. lls ont démontré que les HESs entieres ont une activité antimicrobienne
supérieure a un mélange de composants majeures des mémes huiles essentielles, ce qui

suggere que les composants mineurs peuvent avoir un effet synergique.

Les composes carbonylés, appartenant aux familles chimiques des aldéhydes et
des cétones sont également décrits comme tres actifs. Le cinnamaldéhyde de 1’huile
essentielle de la cannelle et le caravone de I'huile essentielle du carvi font partie de ce
groupe (Fang et al., 2010 ; Liu et al., 2014).

De nombreuses huiles essentielles présentent une forte teneur en alcools telles
que I’huile essentielle de la coriandre riche en linalool, géraniol, a-terpineol et en
terpinene-4-ol, celle du carvi et de la cannelle en eugenol, ou encore celle de curcuma
en t-cadinol. Ces alcools sont légérement moins actifs que les composes phénoliques et

carbonylés. Leur activité antibacterienne est toutefois plus élevée que celle générée par
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les éthers, comme le 1,8 cinéole ou 1’anéthole constitutifs du fenouil et de 1'anis vert

(Moghtader, 2013).

Le role fondamental du groupement hydroxyle dans I’action des phénols a
également été confirmé et sa position relative sur le noyau benzénique influence peu le
degré d’activité (Dorman, 2000 ; Ultee et al., 2002). Ainsi, le thymol (présent dans I'HE
du curcuma) et le carvacrol (présent dans I'HE du carvi), qui ne différent que par la
position ortho/méta du substituant hydroxyle, présentent une activité comparable sur
des souches de Bacillus cereus, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa
(Lambert et al., 2001 ; Ultee et al., 2002).

D’autres groupements fonctionnels, comme les acétates, contribuent a
accroitre I’activité des molécules antibactériennes. Ainsi, I’acétate de géranyle est plus
actif que le géraniol (existant dans la coriandre) contre un grand nombre de bactéries a
Gram® et a Gram™ (Dorman, 2000 ; Toure, 2015).

Les HEs ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la
croissance des bactéries que celles des levures. Elles agissent en empéchant la
multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthése de leurs toxines. Pour les
levures, ces huiles agissent sur la biomasse et la production des pseudo-mycéliums,
alors qu’elles inhibent la germination des spores, 1’¢longation du mycélium, la
sporulation et la production de toxines chez les moisissures (Rhayour, 2003; Faleiro,
2011).

Du fait de la variabilité quantitative et qualitative des composants des huiles
essentielles, il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a

un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Bajpai et

Kang, 2010).

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la
cellule bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de cette derniere,
une perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions K* (Sikkema, 1994 ; Cox et al.,
2000).

Certains composes phénoliques des huiles essentielles interferent avec les

protéines de la membrane des micro-organismes comme 1’enzyme ATPase, soit par
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action directe sur la partie hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la

translocation des protons dans la membrane prévenant la phosphorylation de I’ADP

(Helander ; Faleiro, 2011).

Les huiles essentielles peuvent aussi inhiber la synthese de I'ADN, de I'ARN,
des proteines et des polysaccharides (Mezzoug, 2007 ; Faleiro, 2011). Rhayour (2003),
pense que I’activité inhibitrice de ces composés est due a leur affinité avec les

groupements SH impliqueés dans la division cellulaire.
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES
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Conclusion

Le présent travail vise a rechercher les activités biologiques du mélange "Ras-
el-Hanout" et de ses principales épices. Il nous sera ainsi possible de valoriser ce
mélange a travers ses composants et les interactions pouvant exister entre eux. L’effet
du traitement thermique sur les qualités et les activités de ces épices est également
rechercher.

L'enquéte ethnobotanique réalisée aupreés de la population de Quargla a révélé
I'importance de "Ras el hanout" dans la gastronomie de la région, traduite par sa
connaissance et son utilisation par la quasi-totalité des personnes questionnées.

Les épices constitutives de ce mélange les plus citées sont : la coriandre, le carvi,
le cumin, le fenouil, I'anis vert, le poivre noir, le gingembre, le curcuma, la cannelle et
la noix de muscade. Cependant, une diversité quantitative et qualitative a été relevée
dans la composition de "Ras el hanout” selon les résultats de l'investigation effectuee
chez les herboristes. Sur cette base, le choix s'est porté sur deux mélanges composés
des dix épices les plus citées mais a des proportions différentes.

Le criblage phytochimique des extraits fractionnés effectué par CCM révele la
présence de certains métabolites secondaires tels que les flavonoides, les coumarines,
les tanins et les terpénoides dans toutes les épices, alors que les stéroides ne sont
identifiés que dans le cumin et le gingembre, les stérols dans la cannelle, le poivre noir,
la noix de muscade et le curcuma et les saponines n’ont été révélées que dans la
cannelle, le curcuma, le poivre noir et la coriandre. Les alcaloides ont, eux été détectés
dans le gingembre, le curcuma, le poivre noir, la noix de muscade et la cannelle. Cette
diversité des métabolites secondaires contribuerait a la constitution d’un mélange

regroupant les qualités organoleptiques et méme thérapeutiques des différentes épices.

Le dosage des polyphénols, des flavonoides et des tanins a révélé la richesse du
curcuma en polyphénols et en flavonoides et les fortes teneurs en tanins condensés et
en tanins hydrolysables dans la cannelle. Les épices les moins dotées en ces métabolites
étant la coriandre pour les polyphénols et les flavonoides et le curcuma, la coriandre et

le carvi pour les tanins.
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La détermination des propriétés physicochimiques des huiles essentielles a
savoir la densité, l'indice de réfraction, I'indice d'acide, I'indice d'iode et l'indice de
saponification révélent en générale des valeurs conformes avec les normes de
commercialisation des huiles essentielles établies par AFNOR.

Les deux tests DPPH - et FRAP ont révéle la forte activité antioxydante de la
cannelle et de la noix de muscade. Cependant, le classement des autres épices selon
I'importance de leurs activités antioxydantes differe d'un test a l'autre. En effet, le test
DPPH - a permis de mettre en évidence la faible activité antioxydante de la coriandre,
alors que le test FRAP révéle que c'est le gingembre qui présente I'activité la plus faible.
Ces différences peuvent étre attribuées a la nature des composants et a leurs
concentrations dans chaque épice. Elles peuvent également étre en relation avec la
spécificité des tests.

Les huiles essentielles de certaines épices répondent difféeremment que les
extraits bruts au test DPPH. C'est le cas de celles du poivre noir dont l'activité
antioxydante est forte alors que I'extrait de cette épice n'a présenté qu'une moyenne
capacité a piéger le radical DPPH -. Par ailleurs, les huiles essentielles de la cannelle
ont révélé une faible activité antioxydante, contrairement a son extrait brut.

L’inhibition de la croissance des différentes souches microbiennes testées peut
étre assurée différemment selon 1’épice considérée, soit par aussi bien les extraits bruts
que les HES de certaines épices constituant « Ras el hanout », comme dans le cas du
cumin, de la cannelle et du carvi dont les spectres d'action de leurs extraits et de leurs
HES sont relativement larges. Les extraits bruts d'autres épices montrent une meilleure
activité inhibitrice que celle des HES, c'est le cas du gingembre et du curcuma, dont les
extraits sont extrémement actifs contre toutes les souches testées alors que leurs huiles
essentielles sont nettement moins efficaces. A l'opposé, I'HE de la coriandre est
nettement plus efficace que son extrait brut n'ayant affecté sensiblement que E. coli
alors que son HE a montré un effet inhibiteur sur E. coli, S. aureus et C. albicans.

L'activité antiinflammatoire évaluée suivant le test de thermo-déstabilisation
des érythrocytes a révélé un effet topique des extraits du curcuma, du gingembre, de la
cannelle, du poivre noir et du carvi dans la protection des érythrocytes. Cependant,
I'extrait de I'anis vert et du fenouil sont les moins efficaces.

Les teneurs en polyphénols, en flavonoides, en tanins condensés et en tanins
hydrolysables du mélange 2 de"Ras el hanout" ainsi que ses activités antioxydante,

antimicrobienne et antiinflammatoire sont plus importantes que celles du mélange 1.
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Cette différence est acquise grace a la plus forte proportion des épices riches en
métabolites décrites pouvant étre a 1’origine de leurs bonnes activités biologiques dans
le mélange 2.

L'hypothese initialement proposée sur I'effet du traitement thermique des
extraits, est leur effet négatif sur les teneurs de ces extraits en métabolites et sur leurs
activités biologiques. Or, les résultats trouves montrent Il'inverse dans plusieurs
situations, parmi lesquelles, on rappelle I'augmentation des teneurs en polyphénols du
carvi, du poivre noir, de la cannelle, du fenouil, de la noix de muscade et des deux
mélanges "Ras el hanout”, I'augmentation des teneurs en flavonoides du carvi, du poivre
noir et des deux mélanges "Ras el hanout”, ainsi que l'augmentation de l'activité
antioxydante du poivre noir, du fenouil, de la noix de muscade et du mélange 2 de "Ras
el hanout, lorsque ces derniers subissent un traitement thermique de 200°C de courte
durée (30 min). C'est aussi le cas de I'activité antimicrobienne de I'extrait du cumin et
du fenouil contre E. coli, des extraits du gingembre, du poivre noir et du curcuma traités
contre P. aeruginosa et de I'extrait de la cannelle traité pendant 60 min contre C.
albicans.

Des situations de thermostabilité ont également été observées dans les teneurs
des extraits de la coriandre et du gingembre en polyphénols, les teneurs du curcuma, de
la cannelle, du cumin, du gingembre, de la coriandre et de I'anis vert en flavonoides, de
I'activité antimicrobienne des extraits du gingembre, de la noix de muscade, du curcuma
et de la cannelle contre E. coli, de l'activité de la cannelle et du carvi vis-a-vis de P
aeruginosa, de l'activité anti S. aureus du cumin, de la noix de muscade et du fenouil
et I'activité du curcuma et du cumin contre C. albicans, et ce, pendant les 120 minutes
de traitement.

Cependant, il est important de rappeler que ces expériences ont été menées dans
un systéeme de traitement thermique semi-hermétique qui minimise autant que possible
I'évaporation des composés volatiles. Par conséquent, ces résultats ne peuvent pas étre
géneralisés au systeme de la cuisson ordinaire qui est plus ouvert et conduit ainsi a une
évaporation intense des essences dotés d'activités biologiques importantes.

D'aprés nos résultats et les constats de la littérature, on suggére que le temps
adéquat de la cuisson de "Ras el hanout™ ne doit pas dépasser 30 min. Ce temps permet
de garder la saveur des épices en minimisant la perte des essences, comme il permet la
dépolymérisation des tanins a effet anti-nutritif en anthocyanes, et la dégradation des

saponines a effet hémolytique. Par ailleurs, les traitements thermiques, en déstructurant
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la matrice végétale des épices, peuvent augmenter les quantités bio-accessibles dans le
tractus gastro-intestinal et donc augmenter les effets benéfiques des molécules
contenues dans les épices.

La synergie des métabolites et des activités antioxydante et antimicrobienne
des mélanges binaires et équimolaires des extraits est étudiée afin d'initier a un choix
stratégique dans la préparation du mélange “Ras el hanout"” caractérisé par une richesse
en métabolites et d'activités biologiques importantes.

Les résultats montrent des effets synergiques chez 17 mélanges pour les
polyphénols particulierement dans le mélange cannelle-fenouil, 35 mélanges pour les
flavonoides surtout dans les mélanges gingembre-coriandre et les mélanges du curcuma
avec le carvi, le fenouil ou le gingembre. 4 mélanges pour les tanins hydrolysables et
21 mélanges pour les tanins condensés. Cette synergie est également observée chez 22
mélanges pour l'activité antioxydante, 19 mélanges pour l'activité anti E. coli, 26
mélanges pour les activités anti P. aeruginosa et anti S. aureus et 14 mélanges pour
I'activite anti C. albicans.

L'association des extraits montre également des effets antagonistes. On compte
28 pour les polyphénols, 5 pour les flavonoides, 39 pour les tanins hydrolysables, 18
pour les tanins condensés, 17 pour l'activité antioxydante et 2, 10, 11, 12 respectives
aux activités anti S. aureus, anti C. albicans, anti E. coli et anti P. aeruginosa.

Néanmoins, les interrelations métaboliques conduisant a ces effets, pouvant étre
liges a la diversité structurale et fonctionnelle des métabolites dosés sont encore
méconnues.

On pense a partir des résultats trouvés sur la richesse du mélange 2 en
métabolites et son efficacité antioxydante et antimicrobienne que les teneurs d'un
mélange d'épices en métabolites et ses activités biologiques pourraient étre le résultat
d'un équilibre entre les synergies et les antagonismes produits entre les parametres
décrits. De ce fait, on privilégie le deuxieme mélange "Ras el hanout” et pour améliorer
sa qualite, on suggére d'augmenter sa teneur en curcuma "amie de la santé” et de

minimiser sa teneur en noix de muscade connue par sa toxicité.
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Perspectives

Bien que les épices aient présenté de bonnes propriétés antioxydante,
antimicrobienne et anti-inflammatoire, il serait judicieux pour améliorer ces activités
de:

Faire une étude plus approfondie sur I'identification des composés phénoliques
des épices constitutives de "Ras el hanout” avant et apres le traitement thermique afin
de mettre en exergue les modifications biochimiques provoquées par la cuisson des
épices et de décrire une stratégie conduisant a la stabilité des activités biologique du
mélange au cours de la cuisson.

Elaborer des mélanges équimolaires de plus de deux épices afin de rechercher
les éventuels synergies ou antagonismes pouvant survenir entre un grand nombre
d’épices.

Identifier le profil moléculaire des huiles essentielles des épices constitutives de
"Ras el hanout" vu leur efficacité antioxydante et antimicrobienne.

Evaluer d'autres activités biologiques, surtout I'activité immuno-modulatrice et
anticancéreuse.

Développer des formulations différentes de "Ras el hanout™ en incluant d'autres
épices afin d'innover un mélange "Ras el hanout" de haute qualité biologique et

physiologique (plus biodisponible et moins toxique).
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Biological activities of the constituent spice mixture "'Ras el Hanout' used by the inhabitants of
Quargla

Abstract

This work focuses on the study of biological activities of the constituent mixture of spices "Ras
el Hanout" used by the habitants of Ouargla. This mixture is well known and widely used in the study
area. Two mixtures "Ras el Hanout" Constituted by coriander, Caraway, cumin, fennel, green anise, black
pepper, ginger, turmeric, cinnamon and nutmeg, at different proportions are studied. Phytochemical
screening of spices by TLC revealed the presence of flavonoids, Coumarins, tannins and terpenoids in
all our spices. While the saponins, sterols, steroids and alkaloids are distributed differently among the
different spices. The colorimetric assays have revealed the richness of turmeric in polyphenols and
flavonoids, which the respective contents are 98.8+5.29 mgEAG/gDE and 48.62+1.07 mg EQ/gDS.
While the contents of coriander in these metabolites do not exceed 5.72+0.51 mgEAG/gDS and 0.77+
0.19 mg EQ/gDS respectively. Cinnamon is the spice the most provided with hydrolyzable tannins and
condensed tannins. Their contents are 8.44+1.6 mg EAG/ES and 2.44+0.8 mgEC/DS. The essential oils
extracted from the spices studied were found to comply with the standards established by AFNOR (1998
et 2000). Both DPPH - and FRAP tests are revealed the strong antioxidant activity of the extracts of
cinnamon and nutmeg, Their ECsy according to the DPPH test are 0.05+0.0 and 0.16+0.02mg/ml.
Coriander has the lowest antioxidant activity according to the DPPH test, Its ECso is 3.87£0.15 mg/ml.
Ginger was also found to be weakly active but by the FRAP test. The essential oils of the majority of
spices respond differently than the crude extracts to the DPPH test which reveals the strong antioxidant
activity of the essential oil of black pepper, their ECsg is 0.12 £0.01 mg/ml And the low activity of green
anise, fennel and cinnamon, the respective ECso are 12+0.1, 13.08+1.2 et 13.5+0.36 mg/ml. The
antimicrobial activity of cumin, cinnamon, black pepper and caraway is ensured by their extracts as well
as EOs. The diameters of the inhibition zones of the tested strains reach 40£3.65 and 50£3.0 mm. In the
presence of the crude extracts and the EOs of these spices. The extracts from other spices, such as ginger
and turmeric, show better inhibitory activity than EOs. Indeed, in the presence of these extracts, the
diameters of the zones of inhibition are 25+1. 99 and 35+1.5 mm for E. coli, 20+1.2 and 30+1.25 for P.
aeruginosa, 24+0.5 and 33+2.56 mm for S. aureus, 38+1.29 and 40+1.25 mm for C. albicans. In
contrast, EO of coriander is more effective than its crude extract, it has indeed led to the formation of
halos around E. coli, S. aureus et C. albicans, with which diameters are between 28+ 0.36 and 36x1.5mm.
The anti-inflammatory activity evaluated by the efficacy of the extracts in the protection of the
erythrocytes was strong for the extract of the turmeric and low for the extract of the fennel. Their
percentages of inhibition of hemolysis are82.88+6.45 and 18.78+0.25% respectively. The contents of the
mixture 2 of "Ras el hanout" on polyphenols, flavonoids, condensed tannins and hydrolyzable tannins
and its antioxidant, antimicrobial and antiinflammatory activities are greater than those of the mixture 1.
The heat treatment of the extracts at 200°C affect the contents of the extracts in metabolites and their
biological activities differently. We are observed the thermo-stable, the thermo-labile situations and
sometimes an increase in the parameters described. The results obtained show that in order to preserve
the phenolic compounds and to reduce the content of tannins, described as anti-nutrients, the mixture
"Ras el hanout" must be added at the end of cooking of the foods for a period not exceeding 30 min. The
dosage of metabolites and evaluation of the activities of the binary and equimolar mixtures, Reveal
synergistic effects, antagonism and indifference. Synergistic effects are found in17, 35, 4 and 21 mixtures
for polyphenols, flavonoids, hydrolyzable tannins and condensed tannins respectively, whereas, for these
same metabolites, antagonistic effects are observed in 28, 5, 39 and 18 mixtures. Among the elaborated
mixtures, synergistic effects of the antioxidant activity are noted in 22 Mixtures and antagonistic effects
in 17 mixtures. For anti E. coli, anti P. aeruginosa, anti S. aureus and anti C. albicans activities, synergy
is noted in19, 26, 26 and 14 mixtures, While antagonism is revealed in 11, 12, 2 and 10 mixtures
respectively. These different effects suggest that the contents of a mixture of spices in metabolites and
its biological activities is the result of a balance between the synergies and the antagonisms produced.

Keywords

Ras el hanout, secondary metabolites, biological activities, heat treatment, synergy, essential
oils.
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