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Introduction

Les plantes médicinales font partie de I'histoieetaus les continents. A travers les
siécles, le savoir concernant les plantes s’estrosg, documenté et a été transmis de
génération en génération. Aujourd’hui, le recouls @édecine par les plantes devient

guotidien, sous forme de prévention et n’est phservé au traitement des maladies.

La Cannelle de Chine est une plante médicinaleoetatique connus depuis
longtemps pour son pouvoir bienfaiteur. Elle digpde nombreux composants tels que les
flavonoides, agissants comme des antioxydantsnHisteurs d'enzymes, et des précurseurs
de substances toxiques. En outre, ces composésmgaigues dans la photosensibilisation et
de transfert d'énergie, contrdle de la respiratimsi que la défense contre l'infection .Utilisé
souvent pour la phytothérapie ; dans le processgrdss oxydatif et la lutte contre les
maladies infectieuses, mais la découverte desxaualdmts synthétiques et des antibiotiques a
provoque le déclin de la médecine a base de plabt&sreléguée a un rang secondaire. Ceci
nous a amené a nous pencher sur I'étude de I'sctawtioxydante et antimicrobienne
d’extraits de la Cannelle de Chine en utilisanhithode de macération par solvant.
Différentes techniques ont été réalisé sur I'ek@thianolique afin de prouver la présence de
ces deux activités tels que le piégeage du ralilical H,O,, le pouvoir réducteur, la CCM,

ainsi le test antimicrobien.



Chapitrel
Cannellede Chine



ChapitreI  Cannelle de Chine

1. Généralités

Le terme «cannelle» est apparu au Xikiécle, vient du latiganna, qui signifie
« roseau », probablement par allusion a la formieigkeu que prennent les batons d'écorce de

cannelle en séchant. [2]

La cannelle fait partie des épices exportées Paieht depuis 4000 ans. Réputée pour
sesvertus tantfortifiantes quepurifiantes, sa présence est mentionnée pour la premiere fois

dans un traité attribué a I'empereur Sheng-Nungrégnait en 2700 ans avant Jésus Christ.

[7]

Originaire des régions montagneuses de I'Annangrduanka (anciennement appelé
Ceylan) et des régions de I'Est de I'Himalaya, dardNde I'Inde et du Vietnam, le cannellier
est aujourd’hui cultivé dans tous les pays bordlanéan Indien de méme que dans les

Antilles, au Brésil et en Guyane. [5,7]

2. Description botanique

Le Cannelier de Chine(Cinnamomum aromaticum) est une espéce d'arbre de la
famille desLauraceae (figure 1) ; communément appelée «Cannelle deddey] «fausse
cannelle », « cannelle batarde », « cannelle darRpd, « cannelle de Saigon » ou encore
« cannelle de Cochinchine ». [7,12]

Cet arbre est toujours vert, de 5-7 metre de, laaux grandes feuilles persistantes

entiéres, insérées en hélice, coriaces, possedéconee épaisse et rugueuse. [10,13]

Les inflorescences sont des grappes tres gasifie fleurs jaunes, régulieres et a 6

pétales.

Le fruit est une baie ressemblant a celle drdanoble, de la taille d'une petite olive.
Se cultivant a partir de semis ou de bouturesaihmelier peut atteindre 15 m de haut. En

fonction de son espéce, il devient arbre ou rastésaeau. Ne supportant pas les
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températures inférieures a 15 °C, il ne vit quesdas régions tropicales ou subtropicales.
[11]

Poussant sur un sol riche et [éger, il ne selteépour la premiére fois que six ou sept
ans aprées sa plantation. Les branches sont alopges pour la récolte de I'écorce qui sera
mise ensuite a sécher apres l'avoir dépouilléeodetpiderme. En séchant, elle s’enroule sur

elle-méme, formant des batonnets friables ressernlldes tubes. [4,6]

En plus de I'écorce destinée au marché des épmines; tire une huile essentielle
largement employée en confiserie et en parfumdeienéme que dans les produits
cosmétiques et pharmaceutiques, notamment pourusralsgsaveur de certains
médicaments. A conserver au frais, au sec et & batla lumiéere ; dans un contenant

hermétique pour éviter que la cannelle (batongoudre) perd son arbme.

Figure 1: Partie aérienne de la Cannelle de ch@iarfamomum cassia).
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Tableau 1Classification de la Cannelle de chine. [6]

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Magnoliidae
Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Cinnamomum

Nom binominal

Cinnamomum aromaticum

Noms communs

Cannelle de Ceylan, Cannelle de Chine.

Noms scientifiques

Cinnamomum verum (synonyme :
zeylanicum), Cinnamomum cassia

(synonyme : C.aromaticum) et autres

Nom anglais

Cinnamon

Partie utilisée

Ecorce, feuilles

» Types de Cannelle

Une bonne cannelle doit étre friable, avoir ldeselles fines et étre pleine a I'intérieur,

formant un enroulement de feuilles. [4]

Il ya deux types de Cannelle : la « vraie » nedlie (ou Cannelle de Ceylan) est de couleur
ocre et les batonnets, qui sont faits de fineslvesic’écorce (environ 1mm d’épaisseur), sont
facilement friables. Elle est reconnaissable paudilité, son parfum puissant, doux et chaud

a la fois.
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Et aussi la Cannelle de Chine (ou fausse di@)mmie couleur orange tirant vers le rouge ou
le brun, les batonnets sont plus grossiers etgpass (environ 2 a 3mm d’épaisseur), peu
sucrée voir légérement amere. [5]

Plusieurs espéces de canneliers sont exploitéatefoent pour leur écorce, mais la canr
offerte sur le marché international est généraleroemnie par le cannelier de Ceylan
(C. verum) et le cannelier de Chin€(cassia). [2]

- _ — ——— — L —
e — - _;
?. —

e = ==
Cannelle de Ceyilian

Cannellile de Chins

Figure 2Cannelle de Ceylan et cannelle de chine.

3. Composition chimique
L’écorce du cannelier de chine contient principaatn

» Des fibres: Les épices ne sont pas les premiers alimentgugls on pense quand on
parle de fibres alimentaires ; pourtant les fikmesstituent plus de la moitié du poids
de la cannelle moulue : une portion aussi petie 2|g de cannelle (1 cuillére a thé)
renferme en effet 1,3 g de fibres. [5]
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Antioxydants : La cannelle moulue a été classée au quatriengepami les
50 aliments renfermant le plus d’antioxydants patipn de 100 g. Une autre étude a
démontré que l'activité antioxydante de la cannedlerrait étre augmentée lorsqu’elle

est soumise a la chaleur. [9]

Proanthocyanidines: La cannelle est I'aliment qui contient le plus de
proanthocyanidines par 100 g, apres la feve deoc&aaeffet, les
proanthocyanidines ont démontré certaines proprgdtéioxydantes chez
I’'humain, en protégeant par exemple les globuldssdipides sanguins

contre le stress oxydatif. [9]

Cinnamaldéhyde: La cannelle est tres riche en ce composé ploreli
volatil, au pouvoir antioxydant [1] .Une étude iitr@ sur des échantillons de
sang humain a démontré que la cinnamaldéhyde lawzapacité

de diminuer l'activité de la 5-lipoxygénase, unymne associé a I'apparition
de réactions inflammatoires ou allergiques (comastime, la rhinite
allergique, le psoriasis). La cinnamaldéhyde fe¥gdlement partie des

composés procurant a la cannelle des propriétésiardbiennes.

Manganese La cannelle moulue est une bonne source de masgahe manganese
agit comme cofacteur de plusieurs enzymes quiitexeilune douzaine de différents
processus métaboliques. Il participe égalemenpaéeention des dommages causés

par les radicaux libres.

Fer : La cannelle moulue est une source de fer poonitine. Ce minéral est essentiel
au transport de I'oxygene et a la formation dedugjles rouges dans le sang. Il joue
aussi un réle dans la fabrication de nouvellesuts=d| d’hormones et de

neurotransmetteurs (messagers dans l'influx nejveux

Amidon.
Une quantité notable dmumarine (environ 2 & 4g/Kg de poudre d’écorce).[10]
Eugénol(0,5%).
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» Acétate d’eugényl(2,2%).

. Propriétés thérapeutiques

Antibactérienne trés puissante a tres large spd@otion.
Antivirale et stimulante immunitaire.

Fongicide.

Parasiticide.

Antifermentaire.

Tonique utérine et emménagogue.

Tonique sexuelle et aphrodisiaque.

Stimulante respiratoire et nerveuse.

Hyperémiante.

Anticoagulante, fluidifiante sanguine. [4,6]

Indications traditionnelles

Infections gastro-intestinales d’étiologies variédsarrhées, amibiases, typhus,
dysenteries.

Bronchites, grippes.

Cystites, urétrites, vaginites leucorrhéiques.

Impuissance masculine, frigidité.

Infections tropicales (filariose: provoquée par dess parasites du genre filaire
transmises par les moustiques).

Fatigues profondes, dépression.

Acné, anthrax. [10].
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Les polyphénols constituent aujourd’hui un vasjetsie recherches qui intéressent non
seulement le chimiste, mais aussi les industriesadignentaires par leurs implications, en
particulier sur la flaveur des aliments. Leur iide sur la conservation des produits retient
également l'attention dans le secteur alimentaias aussi dans celui des cosmétiques et de
la pharmacologie. Les propriétés antioxydantesnmuigflammatoires des polyphénols
suscitent également beaucoup d’intérét dans le mhenmaedical par leur caractere préventif a

'égard de diverses pathologies, comme les maladietiovasculaires ou dégénératives. [14]

1. Présentions générale sur les polyphénols

Les polyphenols, dénommés aussi composés phémalisoiet des molécules spécifiques
du regne végétal. On les trouve dans les planggalisl les racines jusqu’aux fruits. Leurs
fonctions ne sont pas strictement indispensablevi@ du végétal, cependant ces substances
jouent un réle majeur dans les interactions dedatp avec son environnement, contribuant
ainsi a la survie de I'organisme dans son écosystgrb]

L'expression de « composés phénoliques » estésilmur toutes substances chimiques
possédant dans sa structure un noyau aromatigaanpan ou plusieurs groupements

hydroxyles. [16]

2. Classification des polyphénols

Les polyphénols sont regroupés en une classsittgre d’environ 8000 composeés.
[17].Ces composés phénoliques peuvent étre reg@soemp de nombreuses classes (tableau 2),
qui se différencient d’abords par la complexitésduelette de base (allant d’'un simple C6 a
des formes trés polymérisées), ensuite par le adbgndodifications de ce squelette (degré
d’oxydation), enfin par les liaison possibles ds ag®lécules de base avec d’autres

molécules(glucide, lipide, protéines...)[19].
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Tableau 2 Principales classes de composés phénoliques [18]

Squelette carbone Classe Exemple Origine (exemple
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses
especes
Ce-C1 Acide hydroxybenzoige P-hydroxybenzoiqugpices, fraise
Ce-Cs Acides hydroxycinnamiques Acide caféique Pomme de terre,
coumarines scopolétine pomme, citrus
Ce-Cs Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C-Cs Stilbenes Resvératrol Vigne
C6.C3-Cs Flavonoides Fruits, légumes,
» Flavonols Quercétine, fleurs
« Anthocyanes cyanidine, Fruit rouge
e Flavanols Catéchine Pomme, raisin
« Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonoides daidzéine soja, pois
(CeCa)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(Ce-Ca)n Lignines Bois, noyaux des
fruits
(Cisn Tanins Raisin rouge, kak

3. Propriétés chimiques des polyphénols

Les propriétés chimiques des polyphénols sesergiellement celles du phénol lui-

méme. Elles sont cependant fortement moduléespaubstituants typique des noyaux

phénoligues, en particulier ceux qui sont capathié®gndre la délocalisation électronique :

substituants a effet mésomere donneur d’électrarattoacteur d’électrons [19].
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Les substitutions les plus rencontrées suphésols des végétaux sont principalement
la méthylation et la conjugaison avec des estale®glycosides, lesquels peuvent étre

acylés. Les polyphénols sont généralement glycesidé@s leur état naturel. [25]

4. Intéréts thérapeutiques des polyphénols

La principale caractéristique des polyphénolgjasls sont des agents antioxydants trés
puissantsin effet, ils sont capables de piéger les radidibwes et d'activer les autres
antioxydants présents dans le corps. Ce princgié atilisé dans la fabrication de plusieurs
médicaments, comme le Daflon produit a base devdies Traitement des symptéomes en
rapport avec l'insuffisance veinolymphatique (jamlmeirdes, douleurs, impatiences du
primo-décubitus).

Parmi les nombreux intéréts qu’offrentpesyphénols a la santé, nous pouvons citer les

suivants [27].

4.1. Activité anticancéreuse

Les substances polyphénoliques sont capables\wBadtis mécanismes naturels de la
défense anticancéreuse. En effet, les premierestilla phase d'initiation cancéreuse
peuvent étre bloqués par la capacité des tissles@kintercepter et a métaboliser les agents
mutagenes.

La catéchine a montré une activité anti-tumordiee telle activité est attribuée a la
capacité de ce flavonoide a inactiver I'actional®iglycoprotéine qui est impliquée dans la
résistance phénotypique des cellules cancérelusesoissance cellulaire peut étre inhibée
également par d’autres mécanismes, a savoir alidisaition du collagene, l'altération de
I'expression des genes et la réduction des radilibres. En effet, la catéchine augmente la
résistance du collagere inhibe I'activité de la collagénase.

Les flavonoides ont montré des effets protectenmsre les cancers de la prostate, du colon et

du poumon [29].
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4.2. Prévention contre les maladies cardiovascul&s

En effet, la consommation des polyphénols faeold protection contre les altérations
cardiaques et vasculaire. Au niveau des artéreanoécules préviennent I'oxydation des
lipoprotéines de faible densité (LDL) évitant aifesthérosclérose (épaississement des
artéres qui contribue a réduire le flux sanguinseett conduire a I'asphyxie des tissus
irrigués). Les polyphénols inhibent aussi 'agrégaplaquettaire impliquée dans le
phénomene de thrombose, qui induit I'occlusionatéares. Ainsi en prévenant
I'arthérosclérose et les risques de thrombosec@eposés limitent les risques d’infarctus du

myocarde [27].

4.3. Prévention contre les maladies hormono-dépennzs

L’exemple le plus important est la préventiomite I'ostéoporose. Ceci en modulant la
réponse aux oestrogenes endogenes. Certains poblplet plus particulierement les
isoflavones ont une affinité remarquable pour &pteurs d’oestrogénes et sont qualifiés
pour cela de phytooestrogénes.

Aussi, les effets bénéfiques des polyphénols (hgsan particulier) dans la prévention de
cancers hormono-dépendants ont été largement dotéisnaes dernieres années par des
études épidémiologiques identifiant une relatiolmeeka présence de lignanes dans la ration
alimentaire et le taux d’incidence de certains eand26]

5. Activités antibactériennes

5.1. Généralités

Dés la naissance, 'homme se trouve en doavac des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanépteux. Pour résister a ces
microorganismes de nombreux moyens sont mis ergjeyneut schématiguement en
distinguer 3 groupes : les barriéres anatomigessnlécanismes de résistance naturelle (ou

innés) et I'immunité acquise. [28]

11
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La thérapeutique des infections bactérienadsase principalement sur 'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échellgagtois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multirésistatitgsl'importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituee source d’inspiration de nouveaux

médicaments a base des plantes. [29]

5.2. Activités antimicrobiennes des polyphénols

Les polyphénols sont doués d’activitésnaictobiennes importantes et diverses,
probablement di a leur diversités structurales sites et le nombre des groupes hydroxyles
sur les groupes phénoliques sont supposeés étiés eeleur relative toxicité envers les
microorganismes, avec I'évidence que le taux d’yglation est directement proportionnel a
la toxicité. Il a été aussi rapporté que plus mapEosés phénoliques sont oxydés et plus ils
sont inhibiteurs des microorganismes [28].

Les flavane-3-ols, les flavonols et les taaront recu plus d’attention du a leur large
spectre et forte activité antimicrobienne par rappox autres polyphénols, a leur capacité de
supprimer un nombre de facteurs de virulence mierote telle que l'inhibition de la
formation de biofilms, la neutralisation des toxarEctériennes ainsi qu’a leur capacité
d’établir une synergie avec certains antibiotiq23}

Les mécanismes responsables de la toxici@algphénols envers les microorganismes
incluent I'inhibition enzymatique par les compos&gdés, probablement via la réaction avec
les groupes sulfydryle ou par les interactions syécifiques avec les protéines.[30]
L’hydrophobicité des polyphénols tels que les flanis est aussi un critére de toxicité qui
leur permet de s’intercaler dans les phospholipmesibranaires et exercer leurs effets
antibactériens a l'intérieur de la cellule. La dédisation de la membrane cytoplasmique et
la rendre perméable, I'inhibition des enzymes baatées extracellulaires, I'action directe
sur le métabolisme bactérien et la privation désats requis pour la croissance
bactérienne, spécialement les micronutriments rainéessentiels comme le fer le zinc (via
la propriété de chélation des métaux) sont des mgroas adaptés par les proanthocyanidines

dans l'inhibition des bactéries [30].
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1. Stress oxydatif

1.1. Espéces réactives de I'oxygene
1.1.1. Définition

Un radical libre est toute molécule ou un fragnnhe molécule possédant un

électron célibataire (non apparié) sur sa couchelpgrique. [32]

Il peut étre formé par une autre espece non radiegbar la perte ou le gain d’électron

au cours d’'une réaction d’oxydoréduction :

Oxydation : R-X ———» RX+e — R+X'+e.
Réduction: R-X +e° —— » RX—» R+X.
Les radicaux sont désignés par le signe (°) reptastl’électron célibataire.

Il peut également étre produit par fission homalyé (rupture symétrique d’'une

liaison covalente) a I'issus de laquelle chaquenatoonserve son électron. [39]

Fission homolytique: R-X___ , R X.

Les radicaux libres sont des especes chimiquemstattles et leurs durée de vie est
généralement trés courte. Le champ magnétiqueparda rotation de I'électron célibataire
n’est pas compenseé par la rotation en sens ingéugeélectron apparié. Cette propriété rend
les radicaux libres aptes a réagir avec différemekecules plus stables pour capter ou céder
des électrons et ils peuvent initier des réactradgcalaires en chaine en engendrant de
nouvelles espéces radicalaires dont I'exempleus pbnnu est celui de la peroxydation des
lipides. [7,42]

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles former dans les cellules, il

convient de distinguer un ensemble restreint deposds radicalaires qui jouent un réle
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particulier en physiologie et que nous appelleradiscaux primaires. Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires, se forment @actron de ces radicaux primaires sur les
composeés biochimiques de la cellule. Ces radicamxgires déerivent de I'oxygéne par des
réductions & un électron tels l'anion superoxyde @t le radical hydroxyle (OM, ou de
l'azote tel le monoxyde d'azote (NOD'autres espéces dérivées de I'oxygéne digses
actives de l'oxygéne, comme l'oxygéne singdtes ) , le peroxyde d'hydrogéne {&) ou le
nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaurdijomais sont aussi réactives et peuvent
étre des préecurseurs de radicaux. L'ensemble dieswx libres et de leurs précurseurs est
souvent appelé&speces Réactives de I'Oxygene « ERO » (en angR3S: Reactive
OxygenSpecies). [33]

Les oxyradicaux ou especes radicalaires dérivééexd@ene peuvent avoir

différentes structures [21] dont les formules sassemblées dans le tableau 3.

Tableau 3.Nature des différentes especes radicalaires inngdis| dans le stress oxydant.

ROS Formule chimique
Radical anion superoxyde ,0
Peroxyde d’hydrogéne 2,
Trioxygene moléculaire (I'ozone) 0
Oxygéne singulet ‘o,
Radical hydroxyle OH
Radical hydroperoxyle HOO
Radical peroxyle ROO
Peroxyde et hydroperoxyde ROGRROOH
Radical alkoxyle RO
Radical oxyde nitrique ‘NO
Peroxynitrite ONOO
Hypochlorite ClO

14
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1.1.2 Origine et régulation des espéces réactives kbxygene in vivo

La majeure partie de I'oxygéne que nous respirobi gne réduction tétravalente
(addition de 4 électrons, réaction (1)) conduisalat production d'eau. Cette réaction est
catalysée par le cytochrome oxydase, accepteumalraiélectrons présents dans le
complexe IV de la chaine de transport des élecsinée dans la membrane interne
mitochondriale. [15,35]

O,+4€é+4H —2H,0 (1)

Toutefois, cette chaine de transport peut laisseir « une certaine proportion
d'électrons qui vont réduire l'oxygene, mais eti@aeulement. C'est ainsi qu'environ 2 % de
I'oxygene subit une réduction monoélectronique i(aaidd'un seul électron, réaction (2))
conduisant & la formation du radical superoxydé Qau niveau de I'ubiquinone (ou

coenzyme Q).

O,+16—5 0, 2)

De méme, la NADH-deshydrogénase située dans la nagmimitochondriale interne,
tout comme la NADPH oxydase présente au niveawelkdes vasculaires endothéliales ,
peuvent conduire & la formation de radicaux.@e radical superoxyde qui présente une
certaine toxicité est éliminé ou tout au moins rein a un niveau de concentration assez bas
par des enzymes appelées superoxyde dismutases (BO&atalysent sa disparition par

dismutation (réaction (3)).

O +0° — D+ O, 3)

L'eau oxygénée (ou peroxyde d'hydrogengHainsi formée n'est pas elle-méme un
radical libre mais une molécule (ayant tous sedrérs périphériques apparies). Sa
production peut également résulter de la rédudiiélectronique de I'oxygene (réaction (4))

en présence d'oxydases (aminoacides oxydases|ajy/oxydase, urate oxydase...) qui se
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trouvent principalement dans des organites cetkgddien individualisés comme les
peroxysomes. Par ailleurs, la membrane mitocholedeiterne renferme une monoamine
oxydase capable de catalyser la désamination axgd#e certaines amines, avec production
simultanée de $D,. [34,41]

Oz+2é+2H+—>H202 (4)

L'eau oxygénée est un intermédiaire réduit de ¢jerg qui est relativement toxique.
Sa concentration est régulée par des enzymes geléeka catalase (présente dans les
peroxysomes) et les glutathion peroxydases (es#lentient localisées dans le cytosol). La
catalase accélére la réaction de dismutation de t&ygénée en oxygene et en eau (réaction
(5)), tandis que la glutathion peroxydase accéd&réaction d'oxydation du glutathion (thiol

peptidique, symbolisé ici par GSH) par I'eau oxygge(réaction (6)).

B2 + HO, — 2H0+ 0O (5)

B, +2GSH— 2 H,0 + GSSG (6)

La majeure partie de la toxicité de I'eau oxygéméeient de sa capacité a générer le
radical hydroxyle OHen présence de cations métalliques [40] tels gtieda CU par la
réaction dd~enton (réaction (7)).

M* + H,0, » MNY*+OH +OH  (7)

(M = Fé" Cu,Ti*",Co

En plus de la réaction de Fenton qui constitu@lace majeure de la production in vivo

du radical OH le radical anion superoxyde®© peut participer & la formation de ce radical &
travers :
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» Laréaction de Haber-Weiss (réaction 8) :

0, + H,0, » OrOH +OH  (8)

» La possibilité de réactions biradicalaires entrealical superoxyde et d’autres
radicaux libres, produisant des produits secongl&meques [39].C’est le cas en
particulier de la réaction de monoxyde d’azote degadical suproxyde qui conduit a
la formation de peroxynitrite, espece connue pearesfets delétére sur 'ADN, les

protéines et les lipides (réaction 9):

0O, +NO ——» ONOOD 9)

Le radical hydroxyle OHest le plus réactif des ROS. Dés qu'il se formattaque les
macromolécules de la cellule, et a cause de sopstelmdemi-vie trés court, il réagit in vivo

quasiment sur le lieu de production. [33]

Au cours du processus d’'inflammation cellulairs, dellules du systéeme immunitaire
produisent une variété de ROS y compris le peroxijobeygéne et le radicaNO. Ce dernier
peut étre aussi produit par plusieurs cellulesréirgiarginine et d’oxygéne par une réaction
catalysé par la NO-synthase. A fort concentratierNlO devient délétére pour les cellules,

notamment en réagissant avec le radical@ur former I'anion peroxynitrite ONOO

Plusieurs ROS peuvent se former dans |'organismventyi comme I'acide
hypochloreux(HOCI), le radical alkoxyle (Rt le radical peroxyle (ROPLes principales
sources endogenes d’especes réactives sont rejgrdsms la figure (5).
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Lumiere UV oxydases

lOZ < 02

Oxygéne

H,0,

\ 4

Oxygéne singulet . Peroxyde d'hydrogénes
’ Superoxyde ’ .

dismutases

Cycles redox myéloperoxidase
NADPH ox

mitochondrie

Arginine

NO’° 0y | HOCI
Fe3+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
v v
ONOO » | OH®
peroxynitrite Radical hydroxyle
/ \ // v
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de Kinases

Figure 3. Origine des différents radicaux libres oxygénésspieces réactives de I'oxygene.
[32]

1.2. Stress oxydatif
1.2.1. Définition

Le stress oxydant est un syndrome résultant d'séqidlibre entre les systémes de
défense antioxydants et la production de radicdugd oxygénés. [31,39]

Cette rupture d'équilibre, lourde de conséqueneat, @voir de multiples origines:
déficit nutritionnel en antioxydant, surproductiemdogene d'origine inflammatoire,
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exposition environnementale a des facteurs pro-axtgl(alcool, fumé,...). Pour y faire face

l'organisme dispose d'enzymes antioxydants codasmpgénome permettant une adaptation a
une dose raisonnable de radicaux de I'oxygene3934,

1.2.2. Effets physiologiques des EROs
1.2.2.1. Dégradation par oxydation de 'ADN

Il est désormais établi que la production d 'EROsduit a la formation d'un large
spectre de modifications de ’ADN. Les modificatotes bases puriques et pyrimidiques, les

cassures simple et double-brin, et les sites abesj{7,34,36] oxydés ou non, constituent les
catégories principales de dommages oxydatifs deNA

\/'.
' .Coupuu" de A eero
N >= chaine simple a\! p H
k l 0 brin = &
HN N \ A HN ly=oAe
~
8 oxo guanine v Fapy=guanine
NH. pontage H R
i ADN-protéine &}‘ "“
L | }0 modification de la 0 Y d
NN base 0 0
- Ackde oxalurique
§ oxo ndénine
M Adduit de dérivé ' s
J\ d'oxydation [ kn | ‘
¥ lipidique N }“
§ HO methyl uracile Jformation
’ . de site abasique Malonaldehy de=d(;
coupure de
chaine double W
CH, brin W o
: H '))'\(:( ;
*' OH e HLM
O N H \Sj
Thymine glveol

Lysino d guanosine

Figure 4Liaisons de ’ADN formées par attaque radicaldinepatrimoine
génétique des cellules. [33]
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1.2.2.2. Oxydation des protéines

Dans les conditions physiologiques, les ciblesennrags des EROs sont les acides
aminés soufrés, les acides aminés basiques (agglggine) et les acides aminés
aromatiques (phénylalanine, tyrosine). Les pro®medifiées par oxydation perdent
leurs propriétés biologiques et deviennent beauptugpsensibles a I'action des
protéases. Certains acides aminés comme la cy$&yuse sont particulierement
I'oxydation via leur groupement thiol. La cystéimee fois oxydée conduit a plusieurs
composeés comme l'acide cystéique, ou génére dds gmulfures. Ceux-ci peuvent étre
aisément régénérés en fonction thiols, in vivolpalutathion réduit ou la thiorédoxine
réduite. L’oxydation réversible de la cystéine jaurerdle important dans I'activation ou
I'inactivation de certaines protéines. [41]

1.2.2.3. Peroxydation lipidique

Les lipides et principalement leurs acides gragipsaturés sont la cible
privilégiée de l'attaque par le radical hydroxyégpable d'arracher un hydrogene sur les
carbones situés entre deux doubles liaisons, pooref un radical diéne

conjugué, oxydé en radical peroxyle. Ce phénomsnka g@eroxydation lipidique. [33]

Parmi les acides gras polyinsaturés, I'acide éitple est le plus abondant dans
les tissus des mammiferes. La position d’un ouielus groupements méthyléne entre
deux double-liaisons les rend particulierement ibdegs a I'oxydation par les EROs.

Ainsi, la peroxydation des acides gras polyinsatles rend plus hydrophiles, ce qui tend
a altérer la structure des membranes cellulairagetturber le fonctionnement de ces
membranes, notamment leur réle de barriere depoainst de récepteur. Les mécanismes
d’oxydation des composeés insaturés biologiqueseptést trois phases principales
(Tableau 4) :

- Une phase d'initiation capable d’arracher unrega’hydrogene.

- Une phase de propagation : le radical form mdéie, donnant un radical peroxyl
ROOe , qui va a son tour arracher un atome d’hy&negsur la chaine insaturée voisine
pour générer un hydroperoxyde ROOH instable etauveau radical R assurant la
propagation du processus.
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- Une phase de terminaison, ou se recombinerdrdiifs radicaux form des composés

stables.

Tableau 4: Différentes phases de la peroxydation lipidigngrésence d’EROs et leurs

réactions chimiques. [41]

Phase d’oxydation lipidique Réaction(s) chimique(s)
Initiation RH+OH ——»  RHO
Propagation R +0, — ROO

ROO + RH——» ROOH+R

R +R —— RR
Terminaison
ROO + R—— ROR

ROO +ROO___, ROOR+9
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1.2.3. Prise en charges des EROs
1.2.3.1. Systemes anti-oxydants enzymatiques

Les EROs sont des molécules capables de modiiese¢mble des composants
cellulaires et de perturber ainsi leur fonctioredt donc important que les EROs ne
s’accumulent pas en grande quantité dans la cellalproduction d’EROs est maitrisée
par l'intervention d’enzymes spécifiques et de pigg de radicaux libres. Le
métabolisme cellulaire répond aux attaques desaaslilibres par une voie enzymatique
avec notamment les superoxydes dismutase (SODQ@P et la catalas€es enzymes
constituent ainsi la premiere ligne de défenseredatstress oxydant. Il existe en paralléle
une voie non enzymatique telle que le glutathiolfeetde L-ascorbique qui captent les
radicaux libres. Les molécules limitant la quantitROs dans la cellule sont désignées
par le terme d’antioxydants et désignent « toubsisunce présente a faible concentration
par rapport a celle du substrat oxydable, qui detau inhibe significativement

I'oxydation de ce substrat ». [41]
* Le superoxyde dismutase

Le superoxyde dismutase est une des rares enzapakle d’avoir un radical comme
substrat, en I'occurrence I'anion superoxyde. Lgesoxyde dismutase transforme les
radicaux superoxydes §O en peroxyde d’hydrogéne £8,), ce dernier étant beaucoup

moins réactif. Le peroxyde d’hydrogene produit serauite détoxifié par la catalase.
* La catalase

Cette enzyme retrouvée spécifiqguement dans lexygssmes et les hématies, permet la
dismutation de I' HO, en eau et en oxygene. La catalase est un honmatacomportant 4
sous-unités protéiques, chacune contenant un greemiehéminique avec Felié au site
actif. Chague molécule a habituellement une moédaINADPH qui lui est liée, la
protégeant ainsi d’une éventuelle inactivationlpareroxyde d’hydrogéene. La dissociation
des sous-unités résulte en une perte de I'actait@lase. Le 3-amino-1,2,4-triazole en
présence de peroxyde d’hydrogéne est un inhibiteuia catalase. La catalase peut étre

inactivée par le peroxyde d’hydrogéene a des conaons supérieures a 100 uM.
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* La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme ggalecapable de prendre en charge
le peroxyde d’hydrogene et d’autres hydroperoxytlesgine lipidique. Son substrat est
le glutathion (GSH) mais d’autres peroxydases ertsttilisant le cytochrome c et le NADH.

Il existe 5 isoenzymes de la glutathion peroxyddmz les eucaryotes, dont la
plus abondante est la glutathion peroxydase 1gjuéxprimée dans la plupart des cellules.
Toutefois, il faut noter que la GPx n’est pas siigue du HO,, mais plutét du glutathion.
Toutes les GPx sont inhibées d’une facon irreviersbr les cyanures quand le GSH est

absent du milieu et par I'iodoacétate. Elles sgati@ment inhibées par les ions superoxydes.

1.2.3.2. Systemes anti-oxydants non enzymatiques
» Le systeme glutathion

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamiqystéine-glycine) impliqué dans de
nombreux processus métaboliques, parmi lesquetsiletien des communications
intercellulaire et la prévention de I'oxydation dgsupements thiols grace a son pouvoir
réducteur. Il constitue le thiol majoritaire au@awu intracellulaire (concentration de I'ordre
del0-4 a 10-3 mol/L), ou il est présent essentradiet sous forme réduite. Au cours du
vieillissement, un déplacement de cette équililbteesforme thiol et forme disulfure a été mis
en évidence et pourrait étre impliqué dans desodigsionnements cellulaires observés avec
l'age. [41]

Le glutathion, un chélateur hydrophilique direstrouvé dans pratiquement tous les
compartiments cellulaires, constitue un cofactewrpa GPx et permet de régénérer les
vitaminesC et E dans leur forme active. La détoxification des ER@meés de facon
continue au cours du métabolisme oxydatif est dimperative. Le glutathion peut chélater
les ions cuivreux et ainsi limiter les réactiongyjge Fenton. En tant qu’antioxydant, le
glutathion peut donc intervenir par deux types @eanismes : la capture d’especes

radicalaires et la participation a I'activité d’gmzes anti-oxydants.
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» Autres anti-oxydants

Les antioxydants non-enzymatiques incluent I'a@sieorbique (vitamine C) ow¥
tocophérol (vitamine E). La vitamine E est le ck&la le plus efficace afin de contrecarrer les
radicaux peroxyl dans la bicouche de phospholipdemsbranaires. Cependant, un des

produits finaux de i-tocophérol (LOOH) est réactif et doit par la suére neutralisé par la
glutathion peroxydase.
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Matériels & Méthodes

1. Matériels

L’étude expérimentale a été effectuée au ktooe de chimie pharmaceutique de
département de chimie de TUMMTO.

1.1. Matériel végétal

La matiere végétale (cannelle baton , origieehine), a été broyée par un mortier. La

poudre obtenue est utilisé pour la préparatioriekérait éthanolique des polyphénols totaux.

1.2. Réactifs

Les réactifs chimiques utilisés dans cettd@gont représenté dans le tableau 5.

Tableau 5: Réactifs chimiques utilisés.

Nom chimique Formule brute
Ethanol GHgO
Chloroforme CHJd
Acide sulfurique HSO,
Ferricyanide de potassium {Re(CN)]
Chlorure ferreux FeGl
Hydrogénocarbonate de sodium NaHCO
Méthanol CHOH
Chlorure d’aluminium AlC]
Acide acétique CKCOOH
Réactif de folin-Ciocalteu
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2. Méthodes

» Techniques d’extractions
Maceération : consiste a laisser s€journer un corps solide datigwide ou dans un milieu
humide,pour extraire certains principes actifs otritifs de ce corps ou pour obtenir une

modification de celui- ci ,état d’'un corps soumisedte action.

Hydrodistilation : est un procédé tres ancien permettant de sépasutistances d'une
mixture liquide. En chauffant le liquide, les cahsints se vaporisent selon leur température
d'ébullition respective. Un condenseur permet éeicer ces vapeurs afin de récupérer ces

substances dans des récipients appropriés.

Infusion : Préparation liquide buvable, obtenue par l'actiedieau bouillante sur une
substance (souvent une plante) dont les principlebles actifs se diffusent dans I'eau par

macération.

Décoction :est une méthode d'extraction des principes aatidsl des ardbmes d'une
préparation généralement végétale par dissolutims deau bouillante. Elle s'applique

généralement aux parties les plus dures des plardemes, graines, écorce, bois.

2.1. Préparation de I'extrait éthanolique

Pour extraire les polyphénols de broyat dealanelle de chine par macération, nous avons
opté pour le protocole décrit par Romani et al [43] y apportant quelques modifications (on

a utilisé I'’éthanol comme solvant d’extraction sulde méthanol).

Un poids de 25g de la poudre de la canneltepssen macération dans 100ml d’éthanol
96% pendant 24h.Cette opération est réalisée 8426g de la poudre X 4 et 100ml
d’éthanol X 4). Apres filtration avec papier waham le filtrat obtenu dans les 4 opérations
est mélangé dans un erlenmayer puis évaporé axbBaile d’'un évaporateur rotatif de type
HEIDOLPH. Le résidu d’évaporation est I'extrait qeslyphénols totaux, qui a été utilisé
dans cette étude. Cette méthode d’extraction eeatésé 3 fois afin d’obtenir la quantité

suffisante d’extrait pour les expériences a efféctu
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Poudre seche de la cannelle }

Filtré

A

25g de la poudre dans 100ml d’éhan

Phase liquide

(4 macération successives)

v

Filtrat

Evaporation a 45°C

A

(éthanol)

A 4

Résidu=extrais des polyphénols totauﬁ

Figure 5: Procédure expérimentale d’extraction des polgplgtotaux de la cannelle.

2.2. Testes chimiques d’identification des constiants végétaux

2.2.1. Tests pour les flavonoides

Deux tests ont été utilisés pour déteemla présence de flavonoides dans I'extrait des

polyphénols.

Préparation aqueuse

» 5 ml d'une solution d'ammoniaque diluée sont agsité une portion du filtrat d’'une

solution aqueuse de I'extrait. L’'observation dedaleur jaune, et sa disparition apres
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I'addition de quelques gouttes de I'acide sulfueiquncentré, indique la présence des

flavonoides dans I'extrait [43].

» Quelques gouttes d’'une solution d’aluminium (Al&L%) sont ajoutées a une
portion du filtrat aqueux de I'extrait. L’'observati de la couleur jaune indique la
présence des flavonoides dans I'extrait [43].

2.2.2. Test pour les tanins hydrolysables

0.250g d’extrait éthanolique sont &§sua 10 ml de I'eau distillée dans un tube a
essai, puis porté a ébullition puis filtré. Quelsjg@uttes du chlorure ferreux sont ajoutées au
filtrat. L'observation de la couleur vert-marroarftns catéchiques) ou bleu nuit (tanins
gallique), indique présence des tanins hydrolysathéms I'extrait [43].

2.2.3. Test pour les tanins condensés

Déposition d’'un précipité rouge quand urrakaqueux est porté a ébullition avec
I'acide chlorhydrique aqueux (HCl a 1%) [43]

2.2.4. Test pour les saponines

Pour mettre en évidence la présence des s@mmous avons introduit 10 ml de I'extrait
agueux dans un tube a essai. Le tube est agit@peh8l secondes puis laissé au repos
pendant 15 min. Une hauteur de mousse persisgmérieure a 1 cm indique la présence des

saponines [35].
2.2.5. Test pour les terponoides

5 ml de solution aqueuse de I'extrait soautgs a 2 ml du chloroforme, aprés une simple
agitation, nous avons ajouté quelques gouttes,8©H44]. 2 phases ont été formées :

Une phase de couleur bleu-vert en haut qui indigypeésence des terponoides
Une deuxiéme phase en bas : ayant la méme cowddiaxtrait é&thanoique.
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2.2.6. Test pour les glycosides
1 ml d’acide acétique glacial, quelques gautte FeGlet bSO, concentré sont
meélangées.

Un précipité vert-bleu indique la présenceglgsosides [44].

2.2.7. Test pour les stéroides
1 ml de I'extrait des phénols totaux estangé avec 2 ml de chloroforme. Une réaction
de précipitation est observée. Apres filtrationy:mavons obtenu une couleur marron violacé

qui indique la présence des stéroides [44].

2.3. Dosage des polyphénols totaux
La détermination quantitative des phénatigux dans I'extrait préparé est réalisée par la

méthode de McDonald et al [45] basé sur le rédetiFolin-Ciocalteu .

Principe

Le dosage des polyphénols totaux est basé sup#it@ de ces derniers a étre oxydeés
par un mélange d’acides phosphotungstiqueRW:, O40) et phosphomolybdique
(H3PMo0,2040) appelé couramment réactif de Folin-Ciocalteu. @asiers sont réduits en
oxydes de couleur bleu dont le maximum d’absorptisina 760 nm. Cette réduction se fait en
deux étapes ; une phase rapide de 30 min cond@idartouleur bleu suivie d’une phase plus
lente pendant laquelle la couleur évolue versée fibncé. La concentration en composés
phénoligues se détermine a la fin de la phase&agid’exprime en équivalent acide gallique
[47].

Mode opératoire

0.125 ml d’'une solution méthanolique detrait (0.1 mg/ml), sont mélangé avec un
volume de 1.250 ml du réactif de Folin-Ciolteu (tbis dilué par I'eau distillée). Apres
agitation on ajoute 1 ml de B4CO; aqueux a 1M. Le mélange obtenu est agité puisfighau
a 45°C pendant 15 minutes dans un bain Marie. biddasce du mélange réactionnel est
mesuré a 760 nm a 'aide d’un spectrophotometreZ(Z2PECTROPHOTOMETE)V-
4211/s0)Contre un blanc préparé dans les mémes condittongmplacant le volume de

I'extrait par le méme volume de I'eau distillée.
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Une courbe de calibration se préparladnéme facon a celle de I'échantillon, par la
préparation de différentes concentrations de degallique dans I'éthanol-eau (50 :50 , v/v)
allant de 0 a 250 mg/l.

2.4. Dosage des flavonoides totaux

Le contenu des flavonoides totaux dansraitpréparé a été déterminé par la méthode

colorimétrique du chlorure d’aluminium (Alg}lde chang et al [46].

Principe
Le chloroforme d’aluminium Alglorme des complexes acides stables avec le groupe
cétone en position (4) et I'un des deux groupesdyyde sur la position C3 et C5 chez les
flavones et les flavonols, comme il forme aussic@aplexes acides labiles avec les groupes
ortho-dihydroxyls dans les deux cycles A et B dagdnoides. Ces complexes sont

caractérisés par la longueur d’onde d’absorptiogenoe de 415 nm.

-~
J'

2 4

1

7 0)
2 5’

C

3
. O
4

Figure 6 : Liaison possible d’AlGJavec le noyau flavone.

Mode opératoire

0.250 ml de la solution méthanolique (@gd/ml) de I'extrait est séparément mixé avec
0.75 ml du méthanol, 50 ul de AlGiqueux a 10%, 50 ul d’acétate de potassiumQTEK)
aqueux (1M) et 1.4 ml d’eau distillé. Apres incubata température ambiante pendant 30
minutes, les absorbances du mélange réactionneirsesurées a 415 nm avec le
spectrophotométre (ZUZI SPECTROPHOTOMETE, UV-420/S
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Le volume du chlorure d’aluminium aqueux a 108tseibstitué par le méme volume d’eau
distillée dans I'échantillon blanc.
Une courbe de calibration est préparédla d@&me maniere a celle de I'échantillon, par
la préparation de différentes solutions méthanekqie la quercetine allant de la
concentration de 25 a 100 pg/ml

2.5. Activité antioxydante
2.5.1. Piégeage du radical peroxyde d’hydrogéne 8,

Le piégeage du radical peroxyde d’hydrogéne aé&tgrahiné par la méthode de

Cheng et al.

Quatre solutions de I'extrait & différentes concatiins ont été préparées selon le
tableau (6).

Tableau 6Solutions a différentes concentration préparé erait éthanolique.

Solution 1 2 3 4
Concentration 50 100 150 200
(mg/ml)

Une solution de;B, a une concentration de 2 mmol/L a été préparéeldaampon
phosphate (pH 7,4). Un volume de 0.6 ml de chaqligisn de I'extrait a été mélangé avec 10
ml de la solution de ¥D,. D’autre part, on prépare un blanc dans les mé@wmeditions sans la
présence de l'extrait (antioxydant).

Aprés 10 min, I'absorbance de peroxyde d’hgédre a été mesuré a 230 nm [58].
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% de piégeage HO,=[(A- - A;)/A-]/100.
Telle que :

A : représente I'absorbance sans I'antioxydant.

A1 : représente I'absorbance en présence d’antantyd

2.5.2. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur de I'extrait méthanolique @€lnnelle est déterminé selon la
méthode d'Oyaizu et al [56,59]. Différentes concatibns d’extrait (50 - 200 mg/ml) sont
mélangés avec 2.5 ml de tampon phosphate (0.2 M, @Het 2.5 ml de ferricyanide de
potassium [KFe(CN)] (1%). Le mélange est incubé a 50°C pendant 20 emsuite
I'absorbance est lue a 700 nm a l'aide de spectriophetre.

2.5.3. Etude chromatographique de I'extrait préparg CCM)
Principe

La chromatographie sur couche mince (C@&galement appelée chromatographie
planaire est une méthode qui permet I'analyse dergposition d’'un mélange par la
séparation de ses constituants, I'analyse de ktéet/ou I'identification d’'une substance par

comparaison avec la substance de référence. [88)49,

Cette méthode physique est basée surféaatiice d’affinité de substances vis — a — vis
d’'une phase stationnaire et d’'une phase mobil@vBment, quelques gouttes d’'un mélange
ou d’'une substance pure solubilisés dans un sobaaritdéposées sur un support solide
(phase stationnaire, adsorbant). Ensuite la base dapport est placée dans une cuve remplie
de la phase mobile qui peut étre soit un solvaijuensoit un mélange de plusieurs solvants.
La phase mobile ou éluant migre vers le haut ghénéese stationnaire par capillarité en
entrainant avec elle les substances déposéesulhgsusces migrent a une hauteur qui dépend
de leur affinité avec le solvant mais aussi de #&finité avec la phase stationnaire. Elle nous
permetd’avoir les empreintes du contenu polyphénoliguitaebnoique de I'extraif51,

53,54]
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Les conditions chromatographiques adesppdur la réalisation de cette technique

sont :

Phase stationnaire

Plaque chromatographigpeé-étalées de gel dédice.

Phase mobile

Mélange de solvant : n-butanol — acide acétiquau-(8V/2V/1V) [53].

Echantillon
Extrait préparé des flavonoides totaux.
Révélation
Apres développement, les plagues sont wéssr.
*Dans le visible et sous la lumiere UV a 365 nm.

*Dans le visible aprés pulvérisation par une solutie KMNQ, a 0.01M.

Les couleurs observées sur les plaques dafisitie et sous la lumiére UV a 365 nm,
apportent des informations sur la nature des granei constituants de I'extrait, ensuite le

rapport frontal des deux extraits est évalué. [61]

2.6. Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne de I'extragueux de la Cannelle est évaluée par la
technique de diffusion sur disque selon la méttdeteite par Falleh et al [60] vis-a-vis de

guatre souches bactériennes.

Principe

La méthode de diffusion sur disqueuest technique qualitative permettant de
déterminer la sensibilité des microorganismes wssal’'une substance réputée

antimicrobienne (figure 9) .
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Préparation de |
I'inoculum :

Dépobt des disques

Figure Principe de la méthode de diffusion sur disque.

Le principe de cette méthode reposédespouvoir migratoire de I'extrait aqueux a
I'intérieur d’'une boite de Pétri contenant un mile culture nutritif [57].

Le Protocol d’évaluation de I'activaé@timicrobienne est le suivant [50,55] :

Les germes qui ont été testés poueldétactivité antibactérienne de la Cannelle ont
tous été fournis par le laboratoire de microbiatodyii I'université Mouloud Mammeri de Tizi

Ouzou et sont les suivants :
-Staphylococcus aureus, Bacillus cereus : bacténam+.
-Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa : bast&iam -.

1. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude estileeu Muller-Hinton préparé
comme suit :
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Dissoudre 38 g de la gélose Mueller-Hinton dan$ttend’eau distillée. Faite bouillir avec
agitation jusqu'a dissolution complete, puis vedsars des flacons et autoclaver pendant 15
minutes a 121°C. Lors de l'utilisation, plonger flezons dans un bain mari (pour avoir la

gélose a I'état liquide) et verser le contenue dhiassboites de Pétri dans une zone stérile.

2. Stérilisation du matériel
L’eau distillée, le milieu de culture, les tubesssai utilisés dans la préparation des
solutions bactériennes et les disques en papignvdat(6 mm de diamétre) enrobés dans du

papier aluminium ont été stérilisés par I'autoclavE21°C pendant 15 minutes.

3. Préparation des dilutions d’extraits de la Canlee
L’extrait de la Cannella été dissous dans I'eau distillée pour prépasediféérentes
concentrations avec des dilutions successivesnd/inl ; 0.125mg/ml ; 0.250mg/ml ;

0.5mg/ml.

4. Repiquage

Faite couler dans une zone stérile ; environ 1@earlh gélose nutritive dans des boites
de Pétri et laisser a température ambiante jusgli@ification du milieu

A l'aide d’'une anse de platine ; on racle quelqr@enies de chaque souche
bactérienne puis on les étale a trois reprisefassurface entiére de la gélose, en tournant la
boite a environ 60°C apres chaque application pbtenir une distribution égale de
inoculum. Enfin, les boites sont incubées a 3pEddant 24 h pour optimisé leur

croissance.

5. Préparation de I'inoculum
On racle a I'aide d’'une anse de platine ; quelgqésnies bien isolées de chacune des

souches bactériennes a tester. Décharger I'ansel@aml d’eau physiologique.

Apres avoir bien homogénéisé la suspension baotérjda densité optiqu®Q) est
mesureée a l'aide d’un spectrophotométre (BIOTECHGENEERING MANAGEMENT
CO.LTD. (UK) VIS-7220G). Elle doit étre entr@.08 & 0.10 a 625 nniL’inoculum peut étre
ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il egpti@ible, ou bien de I'eau physiologique stérile
s'il est trop fort.
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6. Ensemencement et dépot des disques

Un écouvillon est trempé dans la suspension bactéei, puis I'essorer en pressant
fermement sur la paroi interne du tube. L’écounvilest frotté sur la totalité de la surface
gélosée Mueller-Hinton de haut en bas en strigge®rL'opération est répétée deux fois en
tournant la boite de 60° a chaque fois. L’enseraprent est fini en passant I'écouvillon une
derniere fois sur toute la surface gélosée. L’'étlmmvest rechargé a chaque fois qu’'on
ensemence plusieurs boites de Pétri avec la méambesd_es disques imprégnés d’extraits
sont déposés délicatement sur la surface de lagy&laeller-Hinton inoculée a I'aide d’'une

pince stérile.

Finalement, les boites de Pétri sont incubées meridaa 24 heures a 37°C.

7. Lecture des antibiogrammes
La lecture des antibiogrammes a éteé fzr la mesure des diametres des halos

translucides d’inhibitions autour des disques @éal’'une regle (exprimé en mm).

La sensibilité des différentes souches vis-a-vexlait étudié est classée selon le

diametre d’inhibition (tableau 7).

Tableau Bensibilité des souches vis-a-vis d’extrait.

Diamétre d’inhibition « D » Sensibilité
<8 mm Non sensible (-)
Compris entre 9-14 mm Sensible (+)
15-19 mm Trés sensible (++)
>20 mm Extrémement sensible (+++)

2.7. Analyse spectroscopique

» Spectroscopie ultra-violet /vis (UV/Vis)

Principe

La spectroscopie ultraviolet-visible ou spectromeétiftraviolet-visible est une
technique de spectroscopie mettant en jeu les phatont les longueurs d'onde sont dans le
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domaine de l'ultraviolet (100 nm — 400 nm), dulisi(400 nm — 750 nm) ou du

proche infrarouge (750 nm -1 400 nm). Soumis dayomnement dans cette gamme de
longueurs d'onde, les molécules, les ions ou leyptExes sont susceptibles de subir une ou
plusieurs transition électronique(s). Les substiatlysés sont le plus souvent en solution,

mais peuvent également étre en phase gazeusseapment a |'état solide.

Le spectre est le plus souvent présenté comméungon de I'absorbance en
fonction de la longueur d'onde. Il peut aussi ptésenté comme le coefficient d'extinction

molaire en fonction de la longueur d'onde.

Les échantillons de I'extrait éthanolique ontdigsouts dans I'eau distillée a*1M1
et les mesures d’absorbance ont été enregistréedespectrophotometre (ZUZI
SPECTROPHOTOMETER UV-4211/S0O) allant de 200 a 800 (haboratoire de Chimie

pharmaceutique de I'Université Mouloud Mammeri d&-Duzou).
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Résultats et discussion

Résultats

1. Calcul de rendement

Les quatre macérations de 25 g g@lalre dans 100 ml d’éthanol ont données 6,70

g d’extrait de couleur brune foncée.

R = (©mg)*100
R : rendement de I'extraction
Mo : masse initiale de broyat de la cannelle a extraire.
Mg, : masse de I'extrait brut éthanolique obtenu.

Le rendement d’extraction éthanoliges droyats de la cannelle est :
R= (6.70/100)*100
R=6.70%

Le rendement d’extraction éthanolique de la poutieda cannelle étudiés est de

6.70% montre que la cannelle est riche en polypkéno

2. Tests chimiques d’identification

Les résultats des tests chimiquiekedtification des constituants de I'extrait

donnent le tableau suivant :
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Tableau 8: Résultats des tests chimiques d’identificaties donstituants de la cannelle de

I'extrait.
Test pour Résultats
Test 1 +
Flavonoide
Test 2 +
Les tanins hydrolysables +

Les tanins condensés -

Les saponines -

Les terponoides +
Glycosides -
Stéroides +

(+) = présence du constituant dans I'extrait.

(-) = absence du constituant dans l'extrait.

3. Dosages spectrophotométrique

3.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans I'extrajpgméd réalisé par la méthode

spectrophotométrique de McDonald et al [51] a ddesé&ésultats suivants :
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Figure 8. Droite d'étalonnage de I'acide gallique dans ladegle Folin-Ciocolteu.

L’équation de la courbe de calibration prépardel’acide gallique est :
Y=3.954x+0.120, R=0.910
Y : absorbance mesuré par le spectrophotometre.
X : concentration de la solution de I'acide galliqoey/l) dans I'éthanol-eau (50/50, v/v).

La concentration des phénols totaux dangrbéxexprimée comme acide gallique

equivalant (AGE), est calculée par I'équation pderdge comme suit :
C=x= (y-0,120)/3,954 (mg/ml)
Y : absorbance de la solution analysée de I'extrasurée par le spectrophotometre.

C : concentration recherchée des phénols totauxldawdution analysée de I'extrait,

exprimée comme (AGE) en (mg/ml).
L’absorbance de notre échantillon e d=38
C =x=(0.538-0.120)/0.395.—> C =0.11 mg/ml

C =0.11 mg AGE/ml (extraity = ——=, C=DgAGE /g d'extrait.
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3.2. Dosages des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux réaliséapaéthode spectrophotométrique de Chang
et al a donné les résultats suivants :

L’équation de la courbe de calibration préparédaguercetine est :

y =0.0067 x + 0.0132 ; R2=0.990efficient de corrélation)

y : absorbance mesurée par le spectrophotometre.

X : concentration de la solution éthanolique dedercgetine (pg/ml).
C =x=(y-0.0132)/0.0067 et y=0.08

C=9,97ug/m  ——> C =99,7 mg QIg Hd'extrait.

4. Activités antioxydantes

4.1. Piégeage du radical peroxyde d’hydrogéne (B,)

Tableau 9Résultats de I'activité antiradicalaire de I'exrais-a-vis de HO, .

[C] (mg/mi) Blanc 50 100 150 200

Abs 0.139 0.108 0.195 0.251 0.285

Tableau 10Résultats de pourcentage d’oxydations.

Solutions Blanc 50 100 150 200

%
d’oxydation 0.000 0.002 0.004 0.008 0.010
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Figure 9: Activité antiradicalaire de I'extrait éthanoligde Cannelle vis-a-vis du radical
peroxyde d’hydrogéne @@z2).

4.2. Pouvoir réducteur

Les résultats montrent que I'extrait possedpaunvoir réducteur remarquable, et qui sont
regroupé dans le tableau suivant:

Tableau 1Reésultats de pouvoir réducteur de I'extrait étligne.

[Clextrait Blanc 50 100 150 200
(mg/ml)
Abs 0.045 0.096 0.300 0.413 0.512

Tableau 12Résultats de % de réduction.

Solutions Blanc 50 100 150 200
% de
réduction 0.000 0.011 0.056 0.081 0.103
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Figure 10.Pouvoir réducteur de I'extrait éthanoliqueCennellea 700 nm.

4.3. Etude chromatographique de I'extrait préparé

» Chromatographie sur couche mince analytique (CCM)

La chromatographie sur couche mince effectuéeesuextraits éthanolique (tache 1)
et méthanolique (tache 2) ; avec un systeme sob@nposé de n-butanol — acide acétique -
eau (5V/2V/1V)[6] et une phase stationnaire dedgesilice, a donné les résultats représentés
dans le tableau (11) et la figure (13).

Tableau 13Principales couleurs observeés sur le chromatoge@@M des extraits

éthanolique et méthanolique dans le visible et '&/865 nm.

Couleur dans la lumiére | Couleur dans la lumiére U\

visible a 350 nm

Taches Jaune orangé trés pale bleue
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Figure 11 Chromatogramme CCM des extraits éthanolique etanélique dans la phase
mobile de n-butanol - acide acétique - eau (5VI2N /et une phase stationnaire de gel de
silice.

(A) Dans le visible.
(B) Dans 'UV a 365 nm.

Calcul du rapport frontal Rs

fF% =h/H

h  distance parcourue par I'extrait (cm).
H distance entre la ligne de dépét jusqu'adetfdu solvant =7.9 cm.

R¢ rapport frontal (%).
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Tableau 14.Valeurs des rapports frontales des extraits étltareet méthanolique.

Extrait éthanolique Extrait méthanolique
h (cm) h,=7.5 h=7.4
R (%) Rf1=0.95 R.=0.94

5. Activité antimicrobienne

A partir d’une solution agueuse dg €1 mg/ml de I'extrait, les dilutions suivantes

sont préparer est :
C1:=0.1 mg/ml,

C.=0.125 mg/ml,
C 3=0.250 mg/ml,

C4=0.5 mg/ml,

Les résultats obtenus sont représenté dans latabRet la figure 14.

Tableau 1Résultats de I'activité antimicrobienne.

] Co Cs Cs
Bcillus 6 6 7 7
E.coli 7 7 7 8
Diamétre
(mm) Pseudo 8 9 10 12
Staph 8 8 9 12
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Figure 12Résultats de I'activité antibactérienfiisque d’inhibition).

6. Analyse spectroscopique

Spectroscopie ultra-violet /vis (UV/Vis)

Tableau 16Résultats d’analyse spectroscopique UV/Vis.

A (nm) 200 300 400 500 600 700 800

Absorbances| 1.856 1.474 0.091 0.043 0.031 0.029 0.023
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Figure 1Spectre UV/vis du I'extrait aqueux &10/ .
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DISCUSSION

1. Préparation de I'extrait de la cannelle

Il est a noter que I'éthanol est un bolvant d’extraction des polyphénols, car il a
'avantage de solubilisé correctement des comppisésoliques moyennement polaires et
peut entrainer aussi des substances lipophileduedkgs et I'un des solvants le plus utilisés
pour une haut récupération de composeés phénoleu@btention d’'une meilleure activité
antioxydante.

L'utilisation de la poudre a pour butmh@iorer I'extraction du fait de rendre
I'échantillon plus homogene, augmenter la surfaceahtact avec le solvant et faciliter sa
pénétration a I'intérieur des cellules qui ne qua détruites apres le broyage, encore les
solvants alcooligue sont capables d’augmenterda@abilité des parois cellulaires en
facilitant I'extraction d’un plus grand nombre delécules. De plus le déroulement de la
maceération pendant un temps étalé (24h) et a tatypérambiante permet respectivement,
d’extraire au maximum les différents composés gmladre et la prévention de leur altération

ou modification probable par la température élevée.

2. Tests chimiques d’identification
Les deux tests d’identification des flagades et les tests chimiques d’identification des
(tanins hydrolysables, saponines, stéroides)rétpissitifs. Cependant les tests chimiques

d’identification des tanins condenseés, glycosgtmg négatifs.
3. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les composeés phénoliques ont un grandénparce qu’ils sont des antioxydants
naturels et certaines d’entre eux sont des comug#sicrobiens. Par conséquent, il est
nécessaire de déterminer la quantité totale dgpipéhols et des flavonoides dans I'extrait de

la cannelle étudié.

Le dosage des polyphénols totaux est &itgpméthode de Folin-Ciocalteu. Cette
meéthode est considérée comme la meilleure méthedé@rmination du taux des
polyphénols totaux des extraits de la cannelleaglonnée la valeur d&,1 mg AGE/g

d’extrait.
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Les flavonoides comme composés les plus intéresdastpolyphénols sont aussi
déterminés dans ce travail par la méthode du tniahgé d’aluminium. Le dosage a donné une
valeur de0,0916 mg QE/ g d’extraitmontrant aussi la présence des flavonoides enitpiant

importante dans I'extrait.

4. Activité antioxydante in vitro

4.1. Piégeage du radical peroxyde d’hydrogéne (B,)

L’activité anti-radicalaire est trés importantealilrole délétere des radicaux libres dans
les systemes biologiques. La méthode du radictl,@g, utilisée dans le présent travail, est
une procédure commune dans laquelle I'activitéoagtiante de I'échantillon étudié est

estimée par I'absorbance de(4.

D’apreés les résultats obtenus et qui soptiee sous forme de graphe, on remarque
gue I'absorbance de peroxyde d’hydrogéene croit #sagmentation de la concentration
des solutions en extrait de la poudre de la camn@htioxydant).Le pourcentage d’oxydation
croit avec 'augmentation de la concentration dest®ons préparés.

4.2. Pouvoir réducteur

Nous avons obtenu une courbe croissante proposdilena la concentration de
I'extrait. On observe 2 étapes : une premiere mpgid correspond a la réduction directe de
Fe** (CN)s en une forme ferreuse FECN)s qui évolue dans la deuxiéme étape en un
complexe plu stable ayant une forte absorptionGrifd qui est le complexe (B [F€*
(CN)els.

4.3. Etude chromatographique de I'extrait préparé
» Chromatographie sur couche mince analytique (CCM)
L’'analyse par CCM montre la présence de deux tadhas les deux extraits
éthanolique et méthanolique, ce qui peut étre gupli par la probabilité de présence des
acides phénols et de coumarine dans les deuxitextra qui explique la tache bleue qui est

apparue dans le chromatogramme sous la lumiere 886am [1]. La confirmation est
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réalisée par I'ajout de permanganate de potas#iMiNQO,) a 1% qui provoque le
changement de la couleur des taches obtenuesalegy des rapports frontales éthanolique
et méthanolique respectiveméRt ;= 0.95), R¢> = 0.94) sont voisin de 1 ce qui explique la

solubilité du 'extrait dans I'’éthanol et le métiohn

5. Activité antimicrobienne

Les résultats de I'activité antimicrobienne dedtrait aqueux de la Cannelle obtenus
montre que les germes Escherichia coli et Bacd&rsus ne sont pas sensible a I'extrait avec
un D =6 -7 mm, alors que Staphylococcus aurewsjd®snonas aeruginosa ont un effet
contre I'extrait agueux avec un D = 8 -12 mm .pbews, I'inhibition de la croissance
bactérienne décroit avec I'abaissement de la cdratem de I'extrait aqueux. Plusieurs
parameétres peuvent influer la détermination ddil’gé antimicrobienne tels que : le type des
micro-organismes ciblés, la méthode d’évaluatiotiadgivité antimicrobienne, le type de
I'extrait et particulierement la concentration dapres les résultats obtenue plus la

concentration de I'extrait est élevée plus le pauninibiteur est important

6. Analyse spectroscopique

e Spectroscopie ultra-violet /vis (UV/Vis)

L’échantillon a été dissous dans I'ealid M, puis en faisant un balayage sur un
intervalle de 200 a 800 nm. Nous avons obtenugawhg qui montre I'apparition de deux
bandes ; une gqaibsorbe entre 200 et 230 nm et l'autre entre 236%tprobablement en

faveur de présence des flavonoides.
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Conclusion

La cannelle de chine en tant que source d’antiaxyplaénolique est utilisé dans le
traitement de diverse pathologie tells que lesciides gastro-intestinal, bronchites, grippe est
infections tropicales.

Notre étude a montrée que I'extrait éthanoliquéadmnnelle de chine est riche en
composés phénoliques tell que les flavonoidesnsamydrolysables, terponoides, stéroides.de
cette étude ressort que la macération par I'éthestda meilleur technique d’extraction des
polyphénols totaux et des flavonoides.

A cause de sa composition polyphénolique, nos téatsés ont montrés que I'extrait
possede une activité antioxydante importante o &t une inhibition tres importante vis-a-
vis du radical HO,, un excellent effet inhibiteur de la peroxydatigdique et un pouvoir
réducteur important.

En outre, I'extrait éthanolique de poudre de lanedle de chine a montré une activité
antibactérienne remarquable vis-a-vis les quatnelsss bactériennes.

De méme il serait intéressant d’envisagé I'utilmade la cannelle en phytopharmacie
afin de lutter contre les maladies infectieuserévenir le stress oxydatif.

D’autres études concernant l'identification desypbEnols et le pouvoir antioxydant
de la cannelle peuvent étre réalisées par I'HPLORRH, ainsi que I'activité antibactérienne
des huiles essentielles de cette plante et desitsxtis-a-vis d’autres souches bactériennes
sont nécessaire.
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Résumé

Ce travail a eu pour objectif d’évaluer I'activaétioxydante et antimicrobienne de I'extrait alégoé

de la Cannelle de chin€ifinamomum aromaticum). L'extraction a été réalisée par macératiom
rendement d’extraction éthanolique des broyatadahnelle est estimé a 6.70%. L’activité
antioxydante a été évaluée par le dosage@® &t le pouvoir réducteur. Par ailleurs, l'activité
antimicrobienne a été évaluée par la méthode fiesih en milieu gélosé. L'analyse qualitative des
extraits par la chromatographie sur couche min€&MCa indiqué la présence des acides phénols et
de la coumarine. L'estimation de la concentratiea phénols totaux a été réaliser par la méthode de
Folin-Ciocalteu avec une valeur de 1g AGE/g d’daktet celle des flavonoides par la méthode
calorimétrique de AICiet donné une valeur de 99.7 mgQE/g d’extrait .L&sayorganismes
examineés (Staphylococcus aureus, Pseudomonasraesagiont révelés une sensibilité vis-a-vis de

la Cannelle avec un D = 9-12mm. L’étude peut éramgémenter par le test de DPPH et HPLC.

Mots clés: Cinnamomum aromaticum ; extrait alcoolique ; flavonoides ; activité anigrobienne ;
activité antioxydante.

Abstract

This work aimed to evaluate the antioxidant andéhaintobial activities of alcoholic extract of
China Cinnamon (Cinnamomum aromaticum). The extraavas carried out by maceration. The
ethanol extraction yield of cinnamon shredded iBreted at 6.70%. The antioxidant activity was
evaluated by the HO, titration test and the reducing power. Furthermtire antimicrobial

activity was evaluated by the Agar diffusion methQdalitative analysis of extracts by thin layer
chromatography (TLC) indicated the presence of plheacids and coumarin. The estimate of the
concentration of total phenols was achieved byFtia-Ciocalteu method with a value of 1g AGE
/ g of extract, and the flavonoids by the calorincetethod of AIC} and given a value of 99.7
mgQE / g of extract .The microorganisms testedp8tlncoccus aureus, Pseudomonas aeruginosa)
have revealed a sensitivity against Cinnamon with=a9-12mm. The study can be complement
by the DPPH test and HPLC.

Keywords: Cinnamomum aromaticum; alocoholic extract; flamois; antimicrobial activity;
antioxidant activity.



