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Abstract

Spices and herbs are recognized as sources of natural antioxidants, and therefore play an
important role in the chemoprevention of disease and aging.

Piper cubeba is one of them, which has been known for its medi-chemical properties for
decades.

Various biological activities are associated with its extract and phytocompounds. In this
study, we performed antioxidant activity based on P. cubeba fractions.

The extracts are obtained by maceration of the seeds of the plant in methanol and by a
decoction in distilled water. The polyphenol content was determined by the Folin-Ciocalteu
method. Total flavonoids and flavonols are determined by aluminum trichloride.

The antioxidant activity of the extracts was done by two methods. DPPH free radical
scavenging and iron reduction (FRAP).

The yield of EAgq and Met of P. cubeba was 18.5%; 6.4% respectively. The results
obtained show the richness of EMet in polyphenols, the content of which is 235.9 + 13.33 ug
EAG / mg of extract. Whereas in the EAq is 185.3 + 3.66 ug EAG / mg of extract. The
content of flavonoids in EAqQ and Met is in the order of 47.27 + 0.82; 35.44 + 1.30 ug EQ /
mg extract.

Antioxidant activity methods show that all extracts of the plant studied exhibit
antioxidant properties at different levels. The IC50 values including the aqueous fraction and
the methanolic fraction are 1C50 = (89.26 + 8.82; 63.56 + 1.51 mg / ml) respectively. While
that of witness BHT (Butylhydroxytoluene): (21.36 + 0.25 mg / ml).

The evaluation of the scavenging power of the extracts with respect to DPPH confirms that
the methanolic extract is the most active, with an 1C50 of the order of 148.62 + 0.93 mg / ml
and for the EAQ is (155.93 + 2.12 mg / ml), with respect to ascorbic acid which is estimated
by this value (70.77+ 3.73).

Key word: phenolic content, Piper cubeba, antioxidant activity




Résumé

Les épices et les herbes sont reconnues comme des sources d'antioxydants naturels et
jouent donc un role important dans la chimioprévention des maladies et du vieillissement.
Piper cubeba est I'un d'entre eux et connu pour ses médi-propriétés chimiques depuis des
décennies. Diverses activités biologiques sont associées a son extrait et phytocomposés. Dans
cette étude, nous avons effectué l'activité antioxydante basée sur les fractions de Piper
cubeba.

Les extraits sont obtenus par une macération des graines de la plante dans le méthanol
et par une décoction dans I’eau distillée. La teneur en polyphénols a été déterminée, par la
méthode de Folin-Ciocalteu. Les flavonoides totaux et les flavonols sont déterminée par le
trichlorure d’aluminium. L’activité anti oxydante des extraits a été faite par deux méthodes.
Le piégeage de radical libre DPPH et la réduction du fer (FRAP).

Le rendement de ’EAq et ’EMet de P. cubeba étaient 18.5% ; 6.4% respectivement.
Les résultats obtenus montrent la richesse de I’EMet en polyphénols dont la teneur est 235.9 +
13.33 pg EAG/mg d’extrait. Tandis que dans I’EAq est 185.3 = 3.66 ng EAG/mg d’extrait.
La teneur en flavonoides dans I’EAq et I’EMet est de ’ordre de 47.27 + 0.82 ; 35.44 + 1.30
pg EQ/mg d’extrait.

Les méthodes de I’activité antioxydante montrent que tous les extraits de la plante
étudiée présentent des propriétés antioxydantes a différents niveaux. Les valeurs des IC50
dont la fraction aqueuse et la fraction méthanolique sont IC50 = (89.26 + 8.82 ; 63.56 + 1.51
mg/ ml) respectivement. Alors que celle du témoin BHT(Butylhydroxytoluene) est de : (21.36
+ 0.25mg/ ml).

L’évaluation du pouvoir piégeur des extraits vis-a-vis le DPPH confirme que 1’extrait
méthanolique est le plus actif, avec un IC50 de I’ordre de 148.62 + 0.93 mg/ml et pour ’EAq
est (155.93 + 2.12mg/ml), par rapport au acide ascorbique qui est estimer par cette valeur
(70.77+ 3.73).

Mots clés : Piper cubeba, Polyphénols, activité antioxydante
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales étaient connues depuis longtemps et utilisées pour améliorer
et guérir la santé de I’homme, aujourd’hui elles sont exploitées a tous les niveaux, beaucoup
plus au niveau thérapeutique (Aref et Heded, 2015).

Les substances naturelles issues des vegetaux ont des intéréts multiples mis a profit
dans I’industrie, en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on
retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. Beaucoup des plantes médicinales contiennent un large spectre des substances
phytochimiques qui sont des sources des antioxydants naturels tel que les alcaloides, les
terpenes, les stéroides, et les composée poly phénoliques (Bahorun ,1997).

Le stress oxydatif, défini comme le désequilibre entre processus biochimiques
conduisant a la production de réactifs les especes oxygénées (ROS) et la cascade antioxydante
cellulaire, provoque des dommages moléculaires qui peuvent conduire a une défaillance
critique de fonctions biologiques et finalement la mort cellulaire (Sayre et al., 2001).

Les antioxydants suppriment la formation et neutralisent la ROS .lls peuvent produire
leur effet via différents mécanismes, ils peuvent éliminer ou réduire les radicaux libres,
neutraliser les ROS ou leur précurseur par piégeage, en inhibant la voie enzymatique
nécessaire a la génération de ROS, etc. (Zahin et al., 2018).

Le Piper cubeba de la famille des Piperaceae est une espéce végeétale utilisée dans la
médecine traditionnelle, possédants diverses propriétés biologiques. Les propriétés
thérapeutiques de ’espéce Piper cubeba ont été mises en évidence in vitro, elles sont dues a
des métabolites et dérivés tels que les polyphénols, flavones, lignanes (Ann et Rukayadi,
2019).

Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail de recherche dont I’objectif essentiel
consiste a vérifier ’activité antioxydante des extraits de Piper cubeba connue en Algeérie sous
le nom de kababa et Habb-ul-Uruus. Dans ce présent travail nous avons fixé les objectifs
suivants : Le dosage des polyphénols totaux, flavonoides totaux et le dosage des flavones et
flavonols, ainsi que la préparation des extraits bruts pour la détermination de l'activité
antiradicalaire de cette plante par la technique de piégeage du radical DPPH" et le pouvoir

réducteur des ions ferriques.
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1. Propriétés biologiques
1.1. Généralités

Le poivre a queue ou Piper cubeba, également connu sous le nom de Kankol est une
plante cultivée pour son huile essentielle et ses baies de la famille des Piperaceae (Nahak et
Sahu, 2010); elle compte plus de 700 espéces réparties dans les régions tropicales et
subtropicales du monde (Nirmala Nithya et Sai Nandhini, 2019). Cette plante a été utilisées en

médecine traditionnelle et en préparation culinaire (Chitnis et al., 2007).
1.2. Classification

En dessous une classification scientifique de Piper cubeba selon (Okafor, 2015).
Kingdom: Plantae
Unranked: Angiosperm
Unranked: Mangolids
Order: Piperales
Family: Piperaceae
Genus: Piper

Species: Piper cubeba
1.3. Description botanique

Piper cubeba, Linn. (Kabab Chini) de la famille des Piperaceae ressemblant a une liane
(chatterjee et Pakrashi1 ,1991), c’est une plante vivace (Fig. 1), a tiges et des branches grimpantes
portant une couleur grise cendrée enracinées aux articulations. Pubescentes et glabrescent, et la
plante mesure environ 5-15 m de haut, feuilles ovales-oblongues avec une base arrondie ;
plusieurs nervures et un pédicule épais. La face inférieure de ces feuilles lisses et pointues est
densément pourvue de minuscules glandes en creux. Elles sont entieres, marginées, coriaces et
peuvent atteindre 15 cm de long et 6 cm de large, fleurs unisexuées, petites, disposées densément
sur le pédoncule, sans périanthe. Elles sont disposées en épis écailleux lisses mesurent environ 4
cm de long et possédent 2 ou 3 étamines. Celles qui sont femelles sont souvent courbés et
constitués d'environ 50 fleurs individuelles dont la plupart sont constituées d'un ovaire oblong
composé de 4 carpelles fusionnés avec 4 stigmates sessiles. L'infructescence mesure 4-5 cm de
long. La floraison a lieu pendant la saison des pluies. On peut savoir qu’elle est mature quand la

base de I'ovaire se transforme en une tige cylindrique. Les fruits sont pédonculés, plus ou moins
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apiculés et sub-globuleux d'un diameétre de 6-8 mm. La partie supérieure du fruit cubique est
globulaire, d'un diametre de 3-6 mm de diamétre et recouverte d'un péricarpe brun grisétre
réticulé qui se prolonge a la base en un pédoncule droit. lls possédent une odeur épicée,
aromatique et un godt un peu amer et acre. De la paroi du fruit qui se brise sort une seule graine
sous-globuleuse lisse et de couleur brun foncé. D’une largeur de 3-4 mm, qui contient un

minuscule embryon, dans une petite cavité a I’apex (Ahmad et al., 2012).

Figure 2: Piper cubeba (Kohler's Medicinal Plants, 1887).
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1.4. Caractéristiques microscopiques du fruit

Le péricarpe est constitué d'un épiderme sous lequel se trouve une rangée interrompue de
petites parois épaisses cellules. Au sein de celui-ci, le parenchyme est composé de cellules
contenant de I'amidon et de I'huile, dans ce dernier, des faisceaux de cristaux en forme d'aiguilles
de Cubebin peuvent étre observés, enfin la couche la plus interne du péricarpe est formé de
plusieurs rangées de cellules étendues tangentiellement contenant de I'huile essentielle. La noix
est jaune et cassante. La graine, lorsqu'elle est présente, contient des cristaux de Cubebin. La
section transversale du fruit montre une couche externe d'épiderme, recouverte a l'extérieur
d'épais cuticule, fleche de 2 a 5 petites cellules écrasées, brunes et a paroi épaisse en dessous,
meésocarpe composé de grandes cellules parenchymateuses a paroi mince, de cellules & huile et
de faisceau vasculaire, endocarpe de multi scléréides stratifiés fortement lignifiés avec lumiere
étroite, testa et gegman composes de cellules allongées, cellules tegmen, cellules hyalines et

noyaux de couleur grisatre (Qazi et al., 2017).

@

®

Figure 3 : Description du tissu en poudre : Cubeb (Piper cubeba) (Qazi et al., 2017), 1.
Fibre lignifi¢e, 2. Périsperme, 3. Périsperme a paroi mince, 4. Grains d’amidon, 5. Spermoderme
en vue de surface, 6. Petits prismes d'oxlate de calcium, 7. Spermoderme en coupe 8. Paroi brun

jaunatre.



Partie | : Synthése bibliographique Piper cubeba

1.5. Nomenclature

En dessous des désignations de Piper cubeba en plusieurs langues, En Arabe : Kabaaba,
Kababah, (Khan et Asma, 2002) "Habb-ul-Uruus». En chinois : Biji, Bicheng gie Czech.En
Anglais : Jawa peppercorn, Jawanese Pepper. En francais : Cubébe, Poivre a queue, Poivre de
Java, Poivrier Cubébe, Quibebes En Hindi : Kabab-chini, Sital chini. En indonésien : Cabé jawa,
Kamukus.En japonais : Kubeba, Kubebu. En Coréen : Chaba huchu, Jaba huchu, Kubepu
Kyubebu (Lim, 2012).

1.6. Répartition géographique

Le Kabab Chini est originaire de Java sous le nom de de " Java Peepers "', Sumatra, le sud
de Bornéo et d'autres fles de I'océan Indien. Dans certains pays africains, le poivre cubebe est
exporté. Il est sophistiqué dans certaines des iles des Antilles. Le cubebe peut étre cultivé
simplement en le plantant au pied des arbres lugubres dans les plantations de café et de noix. Les
fruits sont récoltés a maturité mais encore verts et séchés au soleil lorsqu'ils deviennent noirs et
ridés (Alam et al., 2013).

2. Utilisations Médicinales

IIs sont des épices et possédent diverses propriétés médicinales (AlSaid et al., 2015). En
médecine traditionnelle, elles sont utilisées comme stimulants, apéritifs, stomachiques et
expectorants. Le fruit du cubeba est également utilisé pour soulager les douleurs gastriques,
I'entérite, la diarrhée et comme agent anti-inflammatoire. En outre, le fruit du cubeba est connu
pour sa capacité a réduire la douleur et lI'inflammation chez les animaux de laboratoire, ce qui est

attribué a I'activité antioxydant de certains produits chimiques isolés (Choi et Jae-Kwan, 2003).
3. Utilisation Culinaire

Cette épice rare est traditionnellement utilisée dans la cuisine indonésienne et nord-
africaine. Chez la cuisine marocaine, la Piper cubeba est fait partie du mélange d'épices
marocain Ras el-Hanout la saveur mentholée du poivre cubébe est souvent utilisée dans la
cuisine pour le riz, les légumes, les fruits de mer, le poisson, I'agneau et ainsi sa fraicheur

citronnée est appliquée pour faire les desserts comme les glaces, les sorbets (Ganz, 2016).
4. Importance Economique

D'un point de vue économique, Piper cubeba est important en tant que source de poivre

(les baies séchées) pour les pays en voie de développement. Source de poivre (les baies séchées)
5
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pour le marché mondial des épices, des parfums, des conservateur, les boissons alcoolisées, les
cosmetiques, colorants, propriétés nutritionnelles et aussi comme plantes de jardin (Al-lraqi et
Abdullah, 2012).

5. Composition Chimique

Les composés bioactifs des espéces de Piper ont joué un réle important comme agents
thérapeutiques dans la découverte de médicaments (Barh et al., 2013). Les especes de Piper sont
caractérises par la production de composés phytochimiques typiques (Fig. 3) tels que les acides
benzoiques, les amides et les chromeénes, ainsi que des terpenes, des phénylpropanoides, des
lignanes, d'autres composés phénoliques et une série d'alcaloides (Jensen et al., 1993 ; Wu et al.,
1993). La pipérine est un alcaloide abondant dans la barriere de cette espece (Yaffe et al.,2013).
L’huile de Piper cubeba est composé essentiellement de sabinéne, le B-élémene et le cubébol.
(Bos et al., 2007). Les fruits séchés en poudre de P. cubeba contiennent de I'huile essentielle
monoterpenes, sabinene, a-thuyene, B-élémene, caréne, 1, 4-cinéol et 1, 8-cinéol ; sesquiterpénes
: b-caryophylléne, copaéne, a- et B-cubébéne, d-cadinéne, cubébol et germacéne ; et quelques
lignanes dont la lignine dibenzylbutyrolactone « cubébine » (Parmar et al., 1997 ; Alam et al.,
2013). Un profil de lignine de P. cubeba d'Indonésie a reconnait la présence de 13 lignanes dans
les fruits, 15 dans les feuilles et seulement cing dans la tige. Vingt-quatre lignanes ont été
signalés jusqu'a présent chez Piper cubeba. (Prabhu et al., 1985 ; Badheka et al., 1986 ; Badheka
etal., 1987 ; Koul et al., 1996 ; Usia et al., 2005).

Les structures chimiques des lignanes sont tres diversifiées et comprennent des lignanes
de type furanofurane qui se trouve dans le genre Piper comme la cubébine, I'hinokinine, la
yatéine, l'isoyatéine, et des néolignanes a la structure curieuse, comme la kadsurine A et la
pipérénone (Prabhu et Newand, 1985 ; Pradeep ,2021). Les autres constituants chimiques de
I'huile essentielle de Piper comprennent I'allo, I'aromadendréne, I'a-muuroléne, I'a-phellandréne,
I'o-pipéne, l'o-terpinene, [l'o-terpinéol, l'asrone, le B-pinéne, le p-bisabolene, le
bicyclosesquiphellandréne, la calamine, la césarone, l'acide cubébique, le cubénol, le
cubebinolide, I'épicubénol, le g-humuléne, le g-terpinéne,gomme, ledol, limonene, myrcéne,
linalol, nerolidol, ocimeéne, résinoides, sabinol et safrole (Prabhu et Newand, 1985 ; Alam et al .,
2013, Prabhu et Newand) ont isolés quelques lignanes de Piper cubeba, et des néolignanes ont
éteé isoles (Badheka et al ., 1986, Badheka et al ., 1987).
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Figure 3 : Structure chimique de quelque lignanes de Piper cubeba (Ashok et Shashi
Kant, 2018).

6. Activités pharmacologiques

L’extrait de P. cubeba a démontré une activité anti-inflammatoire, anti-allergique, antioxydante,

antimicrobien, génotoxique, antinéoplasique, molluscide (Rezende, 2012).

7. Applications Dans la Sécurité Industrielle et Alimentaire

7.1. Propriétés nutritionnelles

Les épices comme le Piper cubeba ne sont pas seulement consommé pour leur saveur,
leur couleur et leur goQt, ils sont aussi utilisés pour aider a augmenter l'appétit, stimuler et
maintenir une bonne habitude digestive. Ainsi I'élégance des adjuvants alimentaires utilisés en

cuisine permet une meilleure alimentation du corps (Singh et Bhatnagar, 2019).
7.2. Activité insecticide

La présence d'insectes dans lI'alimentation entraine a la fois une des contaminations et des
dommages économiques importants surtout pendant la période chaude de I'été. Des études
expérimentales ont montré que le Piper cubeba produit environ 90% d'activité insecticide

lorsqu'il est utilisé correctement (Al-Iragi et Abdulla, 2012).
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7.3. Les aliments conservateurs

Les études expérimentales ont proposé des activités antimicrobiennes du Piper cubeba en
raison de la présence d’huiles essentielles et d’autres métabolites secondaires comme les

alcaloides et les lignanes (Al-Tememy, 2013).
7.4. Propriétés cosmétiques

Les extraits aqueux de Piper cubeba produisent une activité antibactérienne avec pour
recommandation de I’ajouter aux matériaux cosmétiques pour inhiber la croissance des bactéries
des mains contaminées appliquées sur les contenants de cosmétiques, en plus de leurs avantages
de la beauté de la peau (Akrayi, 2012).
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1. Stress oxydant

1.1. Généralité

Derniérement, le domaine de la biologie et de la médicine a connu une nouvelle
concept qui s’appelle le stress oxydant , et qui signifie un déséquilibre entre la manifestation
systémique des espeéces d’oxygeéne réactives et la capacité d’un systéme biologique a
désintoxique facilement les intermédiaires réactifs ou a réparer les dommages qui en résultent
elle est potentiellement impliquée dans de nombreuses maladies comme facteur déclenchant
ou associé a des complications lors de leur évolution comme dans le cas du diabete, le cancer,

les maladies cardiovasculaires et neurodégénérative (Moon et Shibamoto, 2009).

1.2. Définition

Le stress oxydatif est causé par un deséquilibre entre le systeme de défense
antioxydant et la production des radicaux libres. Ce déséquilibre peut étre causé par une
nutrition insuffisante en antioxydants, une surproduction endogéne ou une exposition

environnementale a des facteurs pro-oxydants (Collard, 2014).

Ce déséquilibre peut endommager les macromolécules, les cellules, les tissus, les
organes et tout le corps. Une fois ces macromolécules endommagées, leurs fonctions de base
dans le métabolisme cellulaire changeront, conduisant a la manifestation de nombreuses
maladies (Kumar et al., 2017).

1.3. Origine de stress oxydant

Il peut y avoir de nombreuses raisons aux conséquences graves du manque
d'antioxydants ou de la production excessive de radicaux libres. Le corps humain peut devoir
faire face a une production trop élevée pour étre contrélée, ce qui sera observé dans les
intoxications aux métaux lourds, les radiations, I'ischémie / reperfusion aprés thrombose. La
rupture de I'équilibre peut étre causée par la malnutrition ou l'insuffisance d'un ou plusieurs
antioxydants (tels que des vitamines ou des oligo-éléments) apportés par la quantité limitée de
nutriments dans I'alimentation. Une mauvaise adaptabilité peut conduire a des anomalies
génetiques, conduisant a des antioxydants enzymatiques mal codes, ou a la synthése
d'antioxydants (comme la y-glutamine synthétase produisant du glutathion), ou a la

régénération d'antioxydants, ou au couplage de la défense avec I'énergie (comme le G6PD),
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ou les promoteurs de ces mémes genes, des mutations les empécheront de réagir avec trop de

radicaux libres (Favier, 2003).

1.4. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules ou atomes qui possédent un ou plusieurs électrons non
appariés sur leur couche externe. Cet état leur confére une instabilité énergétique et cinétique
Ils apparaissent soit au cours de la rupture symétrique d’une liaison covalente (fission
homolytique) pendant laquelle chaque atome conserve son électron, soit au cours d’une
réaction redox avec perte ou gain d’électrons a partir d’un composé non radical. Du fait de
leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance a revenir immediatement a un état
stable en donnant un électron ou en prenant une a une autre molécule : ils peuvent donc étre

réducteurs ou oxydants (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

1.5. Les espéces réactives de I’oxygene (ERO) et de I’azote (ERA)

L’oxygene est un élément important dans la survie de I’organisme. Le métabolisme
énergétique aérobie dépend de la phosphorylation oxydative au niveau de mitochondrie avec
une enzyme multicomposante, au cours de ces réactions les métabolites partiellement réduits
et hautement réactifs de I'02 peuvent se former des especes réactives oxygénées. Les
principaux ERO physiologiques sont les intermédiaires métaboliques entre 1’oxygene et I’eau
(radical superoxyde (¢O2-), peroxyde d’hydrogéne (H202) et radical hydroxyl (¢OH)), ainsi
que le monoxyde d’azote (NOe¢) et son dérivé : le peroxynitrite (ONOO-) (Thannickal et
Fanburg, 2000).

Oxygéne moléculaire  Anion superoxyde Peroxyde d’hydrogéne Radical hydroxyle
(biradical, (monoradical, (non radicalaire, (monoradical,
état Ian( I} état dnuhlcl) état singulet) état dauhlrl)
. ¢ l"r"
: > H,0, *OH > H,0
(ur\dau s) l\()l)) h-nlun
H,0 H*
(monoradica cr
),
état doublet) (\U\\nlhuw) (MPO)
LOO" "= ONOO" hydroxylations,

(radical lipoperoxydations
peroxyle) I\A oXy dallons 10,

\

oxydations,
lipoperoxydations

N()_
NO,” "OH +°NO,
) v <
lipoperoxydations hydroxylations nitrations

Figure 4 : Principales espéces réactives oxygénées (Debydupont et Lamy, 2002).
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1.6. Mécanisme de production des radicaux dans I’organisme

Les especes réactives de I'oxygene peut former dans 1’organisme ou ils sont formés par
des facteurs externes, il y a donc deux sources (endogéne et exogéne) de formation de

radicaux libres.
1.6.1. Source endogene

Les ERO sont constitués en grande majorité chez les mammiferes de sources d'origine
enzymatique, dans lequel la mitochondrie représente I'une des plus grandes sources endogenes
de production de radicaux libres (Finaud et al., 2006), ils parmi la monoamine oxydase, le
cytochrome b5 réductase, complexe | et 111, le succinate déshydrogénase, le glycérophosphate
déshydrogénase sont la cause de neuf enzymes mitochondriales. Toutefois la production des
ROS dépend des tissus et des especes. (Andreyev et al., 2005). Aussi, ce qui produit une
source importante de radicaux libres sont les peroxysomes, les microsomes et les
macrophages (Zou Y. et al., 2008). Un systeme NADPH-oxydase a la capacité de produire
des anions superoxydes (O2-°) (Finaud et al., 2006).

NAD(P)H + 20, —+ NAD(P)" + H' + 20,

Dans la chaine respiratoire, 95 a 99% de I'oxygene consommé est réduit en eau H202

réduction tétravalente cat-électron, catalysée par le cytochrome P450

O2+4e+4H — 2 H0

Le dioxygene préfere recevoir un électron a un temps et le convertit en un ion
superoxyde (O2  -). Suite a ce processus, 2 a 5% de la consommation d'oxygéne (VO' 2) est

converti en O2 ¢ -.

Oz+1e — 02"

Le stress psychologique et I'inflammation (infection, maladies chroniques) sont les
causes des facteurs endogénique (Moller et al.,1996). L’obésité provoquant des inflammations
chroniques, de I'nyperglycémie, de I'hyperlipidémie et des défenses antioxydants inadéquates

favorise la création de radicaux libres.

11
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1.6.2. Source exogéne

L'alimentation composé d'antibiotiques, d'alcool, daliments riche en protéines et/ou en
lipides et/ou a indice glycémique élevé, ainsi que la faible consommation d'antioxydant, est
un facteur exogene responsable & I'aggravation et/ou a la diminution de I'élimination des
radicaux libres (Hu et al.,, 2006). De méme pour les Le dioxyde de carbone (CO,)
atmosphérique et les polluants tels que fumée de cigarette, pollution atmosphérique (dioxyde
de soufre et d’azote (SO2, NO2) les hydrocarbures) (Valko et al., 2005). Et les métaux lourds
ayant une attirance particuliére avec les groupements sulfohydryles car les antioxydants

contenant du souffre sont aisément inactivés (Houston, 2007).
1.7. Conséquence de stress oxydant

La surproduction des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), ainsi des Iésions
secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés lors de
I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces composés anormaux en
produisant des anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant

une troisieme vague d'attaque chimique (Ré et al., 2005 ; Boots et al., 2008).
1.8. Effets sur les lipides

Parmi les cibles les plus susceptibles a I’action des ROS sont les acides gras
polyinsaturés. L'obstruction d’un atome d’hydrogéne a partir d’'une molécule d’acide gras
polyinsaturé initie le processus de la peroxydation lipidique. Un atome d’hydrogene est
récupéré d’une deuxiéme molécule d’acide gras polyinsaturé résultant en un nouveau radical
libre (Ahsan et al., 2003). A cause de ces radicaux, une chaine de réactions de peroxydation
au niveau des acides gras des phospholipides membranaires peut déclencher en conduisant a
I’altération de la membrane et la perte de I’organisation de sa structure de bicouche lipidique

qui est nécessaire a la fonction des enzymes liées et des récepteurs (Evans, 2000).
1.9. Oxydation de ’ADN

C'est la base de Toute la composition biochimique des étres vivants est mémorisee au
sein de I'ADN qu'il s'agit d'une molécule tres sensible a I'attaque par les radicaux de I'oxygeéne
(Cadet, Jean, et al. 2002). Les radicaux hydroxyles (OH°) réagissent avec tous les composants
moléculaires de I’ADN (Koechlin-Ramonatxo, 2006), en arrachant un atome d’hydrogéne

d’un substrat organique RH :
12
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OH°+R-H — R’ +Hy0

En s’additionnant sur les doubles liaisons :

N / N |
OH° + C=C——» (C° —C —©H
/ \ / |

Cing grandes classes de dommages oxydatifs a médiation hydroxyle peut étre généré
parmi elles, les bases oxydeées, les sites abasiques, des adduits intracaténaires, des cassures de
brins et des pontages ADN-protéines (Fig. 4) (Cadet et al., 2002).

coupure de
chaine simple
brin

pontage
ADN protéine

modification de la

Adduit de dérive
d'oxydation
lipidigue

forrmma tioon

de site abasigue
coupure de

chaine double
brin

Figure 5 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire (Cadet et al., 2002).

1.10. Oxydation des protéines

Les structures (primaire, secondaire et tertiaire) et les fonctions des protéines sont
aussi altérées par les ROS. Les protéines les plus impacter aux attaques radicalaires sont celles
qui comportent un groupement sulfhydryle (SH). Comme les enzymes cellulaires et protéines
de transport qui vont ainsi étre oxydées et inactivées. Les produits de la peroxydation
lipidique réagissent avec le groupement sulfhydryle de la cystéine ou avec les acides aminés

basiques (histidine, lysine) affectant leurs caractéristiques.

13
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Figure 6 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature

des produits terminaux formés (Cadet et al., 2002).

Le dommage oxydatif des protéines peut affecter la fonction des récepteurs, des
enzymes et des protéines de transport peut étre affecter par le dommage oxydatif des protéines
qui peut méme générer de nouveaux antigenes qui provoquent des réponses immunitaires
(Favier, 2003). Les produits du dommage oxydatif des protéines peuvent provoquer un
dommage secondaire comme I’inactivation des enzymes de réparation de I’ADN et la perte de
fidélité des ADN polymérases (PhD, 1999).

2. Les antioxydants
2.1. Définition

Dans un systeme biologique, un antioxydant est défini comme toute substance qui, si
elle présente une faible concentration compareée a celle du substrat oxydable, I'oxydation de ce
substrat sera retardée ou empéchée d'une maniere significative (Helliwell, 1995 ; Helliwell et
Gutteridge, 1999). En ce qui concerne les aliments, les antioxydants peuvent étre définis
comme toutes les substances capables de retarder ou d'empécher la croissance du rancidité ou
toute détérioration de la saveur des aliments due a l'oxydation. Les antioxydants retardent
I'apparition des mauvaises odeurs en prolongeant la période d'induction. L'ajout
d'antioxydants apres cette période a tendance a étre inefficace pour retarder le développement
de rancidité (Gdlgin, 2011).

14
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2.2. Les antioxydants enzymatiques

Il existe différentes méthodes préventives d'antioxydants en raison de la variété des
initiateurs d'oxydants disponibles. La désintoxication des ERO est un moyen essentiel de
prévenir I'oxydation, principalement transporté par des systémes antioxydants endogenes
enzymatiques. La superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase et la catalase (Laguerre et
al., 2007).

superoxyde dismutase

20,7 +2H > H,0,+0,

catalase

2 H,0, H,0 + 0,

Y

glutathione peroxydase

1,0, +2 GSH 2 H,0, + GSSG

Y

2.3. Les antioxydants non enzymatiques :

Les protéines (transferrine, ferritine) ainsi que les molécules antioxydants (glutathion,
acide urique, bilirubine, ubiquinone), composent les systemes de défense et permettent la
régulation de la production physiologique d'EOA (Espéce oxygénée activée). De plus les
systemes secondaires de défense formés de phospholipases, d'’ADN endonucléases, de ligases
et de macroxyprotéinases permettent d’empécher 1’accumulation dans les cellules de lipides,
d’ADN et de protéines oxydés et prend part a la destruction de leurs fragments toxiques
(Pincemail et al., 2002).

2.4. Les antioxydants exogenes

Pour prévenir la rancidité des aliments. On utilise les antioxydants exogenes comme
additif car ils sont reconnus pour leur efficacité, leur colt abordable, ainsi que pour leur
disponibilité sur le marché. Néanmoins la sécurité de ces additifs est remise en cause car ils
produisent un besoin de recherche comme matieres de substitution comme antioxydants de la
nourriture (Wang et al., 2003).

La vitamine E, l'acide ascorbique, la B-carotene, les flavonoides, les composes
phénoliques sont plusieurs matiéres pouvant agir en tant qu'antioxydants in vivo. En réduisant
leur perméabilité elles peuvent affermir les membranes et peuvent aussi lier les acides gras
libres (Kcechlin, 2006).

15
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Tableau | : Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associées
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Principaux nutriments
. Sources alimentaires
Antioxydants

Vitamine C Agrumes, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou, poivron

Huile : de tournesol, de soja, de mais
Vitamine E _
Beurre, ceufs, noix.

p-caroténe Légumes et fruits orangés, et vert foncés
Sélénium Poissons, ceufs, viande, céréales, volaille
Viande, pain complet, légumes verts, huitres, produits
Zinc
laitiers
Flavonoides Fruits, légumes, thé vert
Acides phénoliques Céréales compleétes, baies, cerises
Tanins Lentilles, thé, raisins, vin
Métabolisme de Caséine, Lactalbumine (petit-lait), produits laitiers
cystéine, glutathion Brocoli, chou ceufs, poissons, viande

2.5. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers en recueillant de 'oxygene
singulier, en rendant inactif les radicaux par réaction d'addition covalente, en abaissant les

radicaux ou les peroxydes ou encore la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
2.6. Technique d’évaluation

Pour évaluer l'activité antioxydant des aliments et des systemes biologiques, nous
pouvons procéder par plusieurs méthodes (S.S et al., 2008). Ces méthodes utilisent soit le
transfert d'atome d'hydrogéne ou soit la du transfert d'un simple électron. Parmi celles-ci, nous
pouvons évoquer, La méthode d’ORAC (Capacité d’absorbance du radical de I’oxygéne), La
méthode d’ABTS (2,2-azinobis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonate) ou TEAC(Capacité
antioxydant équivalente de Trolox), La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques
d’antioxydants), La méthode du radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), La méthode
de DMPD (Balayage du radical cation N, N-diméthylphénylene - diamine), La méthode
TOSC (Capacité du piégeage des oxy -radicaux totaux), La méthode TRAP (Parametre du

piégeage du radical total).
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2.7. Implications pathologiques du stress oxydatif

Le stress oxydatif peut amener a déclencher de nombreuses pathologies ou & en étre
associé. Il est source de complication a l'athérosclérose, a I'asthme, larthrite, la
cataractogénése, I’hypoxie, I’hépatite, 1’attaque cardiaque, les vasospasmes, les traumatismes,
les accidents vasculaires cérébraux, les pigments d’age, les dermatites, les dommages de la
rétine, les parodontites et les cancers (Cohen et al., 2000 ; Packer et Weber, 2001). Cependant
les maladies résultant au stress oxydant deviennent plus courantes avec l'age car le
vieillissement réduit les défenses antioxydants et accroit la production mitochondriale des

radicaux.

Gastro-intestinale (Fil Peau Coour
- Hepatite . Cataractogénese . Dermatites . Attaquedu cceur
- Dommage hépatique . Dommage rétinal . Pigments d'ige
' 3 T CR—— o S Articulations
Dents o Espéces réactives oxygénées —»
. Parodontite l ‘ l . Arthrite
Vaisseaux Défaillance multiorgane Cerveau Poumons
. Athérosclérose . Cancer . Traumatisme . Asthme
\ . Vasospasmes . Accident vasculaire . Hyperoxie /
cérébrale /

Figure 7 : Les pathologies associées aux espéces réactives oxygénées (Lee et al., 2004).
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Partie Il : Expérimentale Matériel et Méthodes

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Dans la présente étude, les graines de P. cubeba guise de matériel ou d'organe vegétal.
IIs ont été achetés au mois de Mars 2021 sous forme séché, chez un herboriste dans la
commune de M’sila, wilaya de M’sila. Les graines ont été prises dans un sac propre et a l'abri

de la lumiere pour étre servi plus tard a I'extraction.
1.2. Appareillage

Balance de precision (Kern), Rotavapeur (Bichi), Spectrophotométre (type spectronic
20 Genvsis TM), Etuve, Agitateur vortex, Centrifugeuse (SIGMA 1-6), Bain-marie
(memmert, type SV 1422), PH metre.

1.3. Réactifs

Acide gallique, Réactif de Folin-Ciocalteu, Quercétine, BHT, DPPH (Sigma),
Carbonate de sodium, Acétate de sodium, Trichlorure d’aluminium (AICI3), TCA acide
trichloracétique, Ferricyanure de potassium (K3Fe), Ethanol, Méthanol, Chlorure de fer
(FeCl3), Acide ascorbique, Eau distillée, NaHPO4 et ’Na2HPOA4.

2. Méthodes D’analyses

2.1. Préparation des extraits

Avant de commencer 1’extraction, les graines séches subissent un broyage a 1’aide

d’un broyeur ¢lectrique, jusqu’a obtention d’une poudre fine.
2.1.1. Extrait aqueux

L'extrait aqueux de P. cubeba a été obtenu par décoction de 20 g du broyat des graines
dans 500 ml d'eau distillée pendant 10 min sous agitation magnétique. La solution est laissée
reposer sur la plaque chauffante pendant 15 minutes. Le mélange est filtré grace au papier
Whatman (n°3) déposé sur un buchner. Des aliquotes du filtrat sont placées dans une étuve a
40 °C pour sécher. L’extrait sec est conservé au réfrigérateur a 4 °C jusqu’a son utilisation

ultérieure (Benslama et al., 2017).
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2.1.2. Extrait méthanolique

Une quantité de 50g de la poudre des graines de fenouil préalablement broyee, est
mise a macérer dans 200 ml de méthanol, a ’ombre et & la température ambiante pendant 24
heures, avec un maximum d’agitation. Ce mélange est filtré a 1’aide d’un papier Whatman
(n°3) déposé sur un buchner. Le méthanol est éliminé du filtrat a sec et sous vide au
Rotavapeur “BUCHI” a 40 - 50 °C. Le résidu obtenu est caractérisé par une couleur brun
foncé, qui est considéré comme étant I’extrait brut, puis les aliquotes du filtrat sont placées
dans une étuve a 40 °C pour sécher. L’extrait sec est conservé au froid a 4 °C (Benslama et

al., 2017).
2.2.  Analyse chimique

2.2.1. Détermination du rendement des extraits

Le rendement de la plante soumise a I'extraction est le rapport obtenu entre sa masse
initiale et sa masse finale résultante, suite a son évaporation. On exprime ce résultat en
pourcentage et il se calcule de la maniére suivante : R (%) = M / MO0 x 100.

M désigne la masse a son état final etMOla masse de graines de cubeba. Les deux

grandeurs s'expriment en gramme.
2.2.2. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réalisé par la méthode
de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999).

2.2.2.1.Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un assemblage d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et de phosphomolibdique (H3PMo012040), il est réduit par
les phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdene
(M08023), (Ribéreau-Gayon et al., 1972), Cette coloration bleue dont I’intensité est
proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu donne un

maximum d’absorption a 760 nm.
2.2.2.2.Protocole

Verser 20 pl de chague extrait de P. cubeba dans des tubes a essais ; Ajouter 1.58 ml
d’eau distillée et 100 ul de réactif de Folin-Ciocalteu dilué dans de I'H20 distillée (v/v) dans
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chaque tube ; Remuer fermement puis laisser agir 6 min avant de verser 300 pl de carbonate
de sodium a 7.5%.

Lire les absorbances a partir du spectrophotometre UV-visible a 760 nm, aprés avoir
attendu durant 2 heures 1’incubation a température ambiante et a I’abri de la lumiére, Réaliser
l'opération égale pour I’acide gallique a différentes concentrations en introduisant 20 ul de ces

derniéres dans une succession de tubes et ajout des autres reactifs.
2.2.3. Dosage des flavonoides

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de P. cubeba

est réalisée par la méthode de Bahorun et al. (1996).
2.2.3.1.Principe

On peut obtenir un complexe coloré avec le chlorure daluminium, avec des
flavonoides qui possédent un groupement hydroxyle libre, en position 5. Par désintoxication
du fer ou de I'aluminium, les flavonoides forment des complexes jaunatres. En effet, le métal

éjecte deux élections pour s'attacher a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique.
2.2.3.2.Protocole

Verser 1 ml d’extrait de P. cubeba dans un tube a essai ; Ajouter 1 ml de solution
méthanolique de chlorure d’aluminium a 2% ; Attendre l'incubation pendant 15 min a
température ambiante. Lire les absorbances a partir du spectrophotometre UV-visible
(Spectronic 20 Genysis TM) a hauteur de 430 nm.

Refaire la méme opération pour la quercétine a différentes concentrations, mais cette
fois ci en implémentant 1 ml pour chaque concentration dans une chaque tube et en ajoutant 1
ml d’AICI3 a 2%.

Le blanc est représenté par I’éthanol ajouter a 1’AICI3, tous les traitements sont
réalisés en triplicata. Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de P.
cubeba sont évalués en se basant sur la courbe d’étalonnage obtenue en se servant de la
quercétine comme standard, les résultats sont exprimés en mg équivalent en quercétine/ g de

matiere fraiche.
2.2.4. Dosage des flavones et flavonols

Pour estimer le taux de flavonols on peut utiliser la méthode celle décrite par (Kosalec
et al., 2004).
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2.2.4.1.Protocole

Mettre 0.50 ml d’extrait de P. cubeba dans un tube a essai ; ajouter 1.5 ml d’éthanol,
0.1 ml de solution méthanolique de chlorure d’aluminium a 10 % puis 0.1 ml d’acétate de
Sodium et 2.8 ml d’eau, laisser incuber 30 min a température ambiante.

Lire les absorbances a partir du spectrophotomeétre UV-visible (Spectronic 20 Genysis
TM) a 415 nm. Toutes les opérations sont realisees en triplicata. La concentration des
flavones et flavonols contenus dans les extraits de P. cubeba est calculée en se référant a la
courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard. On utilise pour

exprimer les résultats le mg équivalent en quercétine/ g de matiére fraiche.
2.2.5. Test de piégeage du radical libre DPPH
2.2.5.1.Principe

Le DPPH(2,2-Diphényl-1-1picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a hauteur de 517nm. Le radical DPPH est réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl
hydrazine, en présence de composés anti radicalaire ce qui entraine I’apparition d’une
coloration jaune. A 517 nm, les absorbances relevées servent a calculer le pourcentage
d’inhibition du radical DPPH., qui est proportionnel au pouvoir anti radicalaire de

I’échantillon (Benslama et Harrar, 2016).

N G ROYS
l.
N +

N
l .
pon e NH + A
O,N OzN NO
2 i X NO2 Antioxydant ! | N !
- P
NO, NO,
Forme libre DPPH (violet) Forme réduite DPPH-H (jaune)

Figure 8 : Mécanisme de réduction du radical DPPH par un antioxydant AH.
(Grupiv’s, 2016).

2.2.5.2.Protocole

La méthode suivante est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
(Que et al., 2006). Un volume de 500 pul de différentes concentrations de chaque extrait est

additionné a 500 ul de la solution éthanolique du DPPH (0.1mM) récemment préparée. Pour
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ce qui est du controle négatif, celui est préparé en paralléle en combinant 500 pl d’éthanol
avec 500 pl de la solution éthanolique de DPPH.

Apreés avoir attendu dans I'obscurité pendant 30 min et a température ambiante,
I'incubation, le relevé des absorbances est effectué a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotometre,
contre un blanc qui contient 1 ml d’éthanol.

Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité antiradicalaire en calculant le
pourcentage d’inhibition des radicaux libres (I %) par la formule suivante :

I % = [(Ac — At) /Ac] x 100
Ou : I % : pourcentage d’inhibition
At : Absorbance du test effectué

Ac : Absorbance du contréle
2.2.6. Test de la réduction du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur a été déterminé selon la méthode Un volume de 100 pL de
(Benslama et Harrar, 2016).

2.2.6.1.Principe

Un extrait a un pouvoir réducteur qui est associé a son pouvoir antiradicalaire. Ce test
se base sur la réduction de fer ferrique présent dans le complexe K3Fe6 en fer ferreux ce qui,
en présence d’un antioxydant capable de donner des électrons, donne une coloration bleue
vert (Fig. 9). L absorbance du milieu réactionnel est évaluée a 700 nm. Une accentuation de

I’absorbance correspond a une accélération du pouvoir réducteur des extraits testés

(rjv g (1('5/()

A /N ~ZN

LA

HO G

Fe’* 4+ reducing antioxydant —————» Fe2* (intense blue-green at 700 nm)

Figure 9 : Schéma sur la réaction de test FRAP, Fe2+ : lons ferreux, Fe3+ : lons ferriques
(Huang et al., 2005).
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2.2.6.2.Protocole

Un volume de 300 uL dextrait de P. cubeba de diverses concentrations (10-1000
pMg/mL) a eté mélangé avec 300 puL de tampon phosphate (0,2 mM, pH 6,6) et 300 pL de
K3Fe (CN)6 (1%). Le mélange a été chauffé a 50°C pendant 20 minutes. Ensuite, 300 pL de
TCA (10%) ont été ajoutés et la solution a été centrifugée a 3000 rpm pendant 10 min. Le
surnageant (400 uL) a été mélangé avec 400 pL de H20 et 80 pL de FeCl3 (0.1%). Aprés 10
min a température ambiante.

L’absorbance a ét¢ mesurée a 700 nm. Pour chaque échantillon, trois tests ont été

effectués. Les résultats sont exprimés en pg acide ascorbique équivalent/mg d’extrait.
2.3.  Analyse statistique

Les résultats expérimentaux ont été exprimés en moyenne + SD de trois répétitions (n =
3), l'analyse statistique a été effectuée par une analyse de la variance (ANOVA) grace au
logiciel (Graph Pad Prism version 9).

Les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification des résultats de
I’activité antioxydante des différents extraits sont faites par le test ANOVA, les différences
sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05 (P <0,05), ainsi que les droites

d’étalonnage sont réalisees par régression linéaire.
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1. Résultats et discussion

1.1. Extraction et rendement

Les deux extraits : agueux et méthanolique ont été obtenu grace a deux solvants : I'eau
et le méthanol qui ont permis l'extraction. Le rendement représente la masse de 1’extrait par
rapport a la masse de la plante fraiche et s'exprime en pourcentage. On le détermine par la
formule signalée dans la partie matériels et methodes (Tab. I1). En observant les résultats
obtenus, nous pouvons en conclure, la richesse de P. cubeba en molécules polaires ainsi le fait
que le rendement de 1’extrait aqueux est supérieur a celui de I’extrait méthanolique (Fig. 10),
ceci nous permet donc de dire que les molécules existantes sont fortement polaires. L’extrait
aqueux est celui avec le rendement le plus haut qui est de 18,5 %, tandis que I’extrait
méthanolique a un rendement de 6.4 %. Il est important de mentionner que les travaux de
Ahirrao et al., 2020 sur la méme espéce originaire d’inde, ont obtenu 6,37 % de I’extrait
méthanolique pour 50g de matiere fraiche, nous pouvons donc en conclure que nos résultats
sont similaires.

Tableau Il : Résultats et rendement d’extraction des deux extraits.

Extrait Poids de résidus Poids de I’extrait sec (aspect, couleur) Rendement
Aqueux 209 3.7g (cristallin, brune fonceé) 18.5%
Méthanolique 509 3.2g (poudre fine, brune foncé) 6.4%
18.5 %

6.4 %

e
S

Figure 10 : Histogramme du rendement de I’extraction.
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1.2. Composition chimique

1.2.1. Teneur en polyphénols totaux

La méthode de Folin Ciocalteu permet de définir la teneur en polyphénols totaux des
deux extraits, en se référant a la courbe d’étalonnage de I’acide gallique servi comme
standard. On exprime les teneurs en pug qui est équivalent a de 'acide gallique/mg d’extraits
(Mg EAG/mg d’extraits) par 1’équation de type : y = 0,001617 x - 0,01159 sachant que R2 =
0,9855 (Fig. 13).

D'aprés la courbe d’étalonnage, la concentration des polyphénols totaux dans EMet est
de 235.9ug EAG/mg d’extraits, représente une forte tenure par rapport a I'EAq qui est de
185.3ug EAG/mg d’extraits. La différence des teneurs entre EAq et 1’extrait EMet peut étre
attribué¢ a I’affinité et la solubilité sélectives des polyphénols entre le méthanol et I’eau, les
composés ayant un haut degré d’affinité et une forte solubilité vis-a-vis du méthanol,
représentent la fraction la plus élevée.

Ces résultats obtenus sont nettement supérieurs au résultat trouvé par Ahmed et al.,
2017, qui a montré que les graines de P. cubeba de la Malaisie extrait par trempage dans I'eau
et le méthanol durant 72 heures se caractérisent par des teneurs en polyphénols de 91.26 et

22.14 mg EAG/g d’extrait pour EAq et EMet respectivement.
1.2.2. Teneur en flavonoides

1.2.2.1. Teneur en flavonoides totaux

La méthode de trichlorure d’aluminium a permis la détermination des teneurs en
flavonoides totaux des deux extraits en se basant sur la courbe d’étalonnage de la quercétine.
La teneur est exprimée en ug qui est 1'équivalent de quercétine/mg d’extrait (ug EQ/mg
d’extrait).et ont été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage qui suit une équation de type : y
=0,03493 x + 0,2252 sachant que R? = 0,9966.

Les résultats montrent que I'EAg a un taux plus élevé en flavonoides que I'EMet
(47.27pg EQ/mg d’extrait pour 'EAQ et 35.44 pg EQ/mg d’extrait pour I’EMet). Ahmed et
al., 2017 ont montré que les graines de P. cubeba se caractérisent par des teneurs en

flavonoide de 59.65 et 49.78 mg EAG/g d’extrait pour EAq et EMet respectivement.
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1.2.2.2. Teneurs en flavones et flavonols

La quercétine a été utilisée comme étalon a diverses concentrations, on exprime en
milligramme, d'équivalent quercétine par gramme d'extrait (mg EQ/g d’extrait) la teneur en
flavones et flavonols. Le taux des flavones et flavonols des quatre extraits ont été obtenus
grace a une courbe d’étalonnage qui suit une équation de type : y = 0.02327x + 0,04389
sachant que R2 = 0,9934. Les teneurs en flavones et flavonols des extraits méthanoliques ont
un taux plus élevé comparés aux extraits aqueux 82.83 mg EQ/g et 100.1 mg EQ/g matiére
fraiche respectivement.

A notre connaissance, les résultats de la détermination des flavonoides et des flavonols
n'ont pas encore été déterminés pour comparer nos résultats. Mais on peut comparer ces
résultats avec une autre plante du méme genre de Piper cubeba.

Seal et Chaudhuri ,2015 ont travaillé sur le P. pedicellatum. Ils ont obtenu
298.03+£2.78 mg/g d’extrait de flavones et flavonols. Des études ont montré que plusieurs
éléments sont aptes a influencer la teneur en composés phénoliques tels que les facteurs
géographiques, climatiques, environnementaux (Ebrahimi et al., 2008), génétiques ainsi que
le degré de maturation de la plante, la période de récolte et aussi la méthode d’extraction et
quantification (Aganga et Mosase, 2001 ; Pedneault et al., 2001 ; Miliauskas et al., 2004 ;
Fiorucci, 2006).
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Figure 12 : Histogramme de la teneur en polyphénols des deux extraits.
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Figure 13 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 14 : Histogramme de la teneur en flavonoides des deux extraits.
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Figure 15 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavones et flavonols.
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Figure 16 : Histogramme de la teneur en flavones et flavonols des deux extraits.

Tableau 111 : Teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux des deux extraits.

Extrait polyphénol flavonoides flavonols
Extrait aqueux 185.3 £ 3.662 47.27 + 0.827 83.82 £ 3.389
Extrait méthanolique 235.9 £13.33 35.44 +£1.301 100.1 £ 5.066

1.3. L’activité antioxydante et anti radicalaire :

1.3.1. Test anti-radicalaire

L'évaluation de I’activité antioxydante des extraits étudiés et du BHT par piégeage du
radical DPPH, a été déterminé par un passage de la couleur violette a la couleur jaune, en
mesurant au spectrophotomeétre a hauteur de 517 nm. La capture du radical DPPH est basée
sur la détermination de l'abaissement de I’absorbance d’une solution éthanolique de DPPH a
hauteur de nm. Les résultats obtenus ont permis de tracer des courbes d'apparence
exponentielles avec une phase stationnaire de 100 % d’inhibition. La réduction est déterminée
par La diminution de I’absorbance induite par des substances anti-radicalaires. La réalisation
de la cinétique de cette activité permet de déterminer les pourcentages d’inhibition maximale
ainsi que de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition, la valeur d’IC50
la moins ¢€levé coincide a I’efficacité de I’extrait la plus €élevée. L observation de ces résultats,

nous pouvons en déduire que tous les extraits émettent un pouvoir anti-radicalaire dose
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dépendant, avec des profils de ressemblance exponentiels, suivie d’une phase stationnaire

présentant le pouvoir maximal.

Les extraits EMet et EAq aboutissent a un pouvoir maximal de 1’ordre de 77,71-
74,70% respectivement a la concentration de 150 pg/ml. Ces profils sont a celui du BHT qui
atteint un pouvoir maximal de 70.79 % a la concentration de 150 ug/ml. Le rapprochement
des résultats des 1C50. Nous permettons de déduire que, 1’extrait Emet posséde une meilleure
aptitude de piégeage du radical DPPH (IC50 = 63,56 pg/ml) a l'inverse de I’extrait EAQ qui
révéle un faible pouvoir de piégeage du radical DPPH (IC50 =89,26 pg/ml), ces résultats sont
confirmés statistiquement par 1’existence d’une différence hautement significative au seuil de

5 % entre les extraits et le BHT et entre les extraits eux-mémes.

Muchandi et al., 2018, ont trouvé une valeur proche de notre résultat sur des graines
de P. cubeba ; qui a été soumis a une extraction en continu au méthanol par 1’utilisation de
I’appareil de Soxhlet pendant 48 h. I’extrait de la plante a présenté une valeur d’IC50 de
I’ordre de 58,75 pg/ml.

L’étude réalisée par Ramal et Hameed sur I’extrait des fruits de P. cubeba par
bidistillation ont montré que I’extrait aqueux présente des valeurs d’IC50 de 1’ordre de 70,36
mg /ml.
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Figure 17 : Variation du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la concentration
du BHT et des deux extraits.
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Figure 18 : Histogramme des IC50 des deux extraits de P. cubeba et du BHT.

Tableau 1V : Pouvoir antiradicalaire des deux extraits EAq et EMet des graines de P. cubeba
vis-a-vis le radical DPPH.

Extrait % d’inhibition maximal (concentration d’inh max pg/ml) IC50 (ng/ml)

EAq 74.70 (150) 89.2 £ 68.82
EMet 77.71 (150) 63.5+61.51
BHT 70.79 (150) 21.3 +60.25

1.3.2. Test de la réduction du fer (FRAP) :

Dans 1'objectif d’évaluer la capacité de réduction des ions métalliques tels que le fer, le
relevé du pouvoir réducteur des graines de P. cubeba a été faite par la méthode de FRAP, en

mesurant la réduction du fer ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe2+ et la capacité des composés a
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transmettre des électrons par I'accroissement de la densité de la couleur verte dans le milieu
réactionnel a hauteur de 700 nm. Cette activité réductrice est évaluée par la concentration
efficace (EC50) qui correspond a une absorbance égale a 0,5 acquis par extrapolation de la

courbe de régression linéaire.

L’acide ascorbique a été servi comme controle positif. Les résultats recus nous ont
permis de dessiner des courbes d’absorbances en fonction des concentrations pour chacun des
extraits. On observe que la diminution du fer Il est proportionnelle a la concentration des
échantillons. L’extrait EMet (EC50 = 148.62ug/ml) entraine un pouvoir réducteur proche que
celui de I’extrait EAq (EC50 = 155.93ug/ml), confirmé par 1’absence d’une différence
hautement évocatrice au seuil de 5 % entre les deux extraits mais il existant entre les extraits
et I’acide ascorbique (Tab. V). Cela prouve leur propriété de donation d’électrons et donc
I'affectation au contréle du nombre des radicaux libres. Le pouvoir réducteur des extraits de la
plante est possiblement di a l'existence de groupement hydroxyle dans les composés
phénoliques qui peuvent servir comme transmetteur d’électron. Tamuly et al., 2014 a
mentionné que les extraits méthanolique des graines de P. WIlichii présent un pouvoir
réducteur du Fe avec une EC50 de I’ordre de 41.7 pg/ml.

2.5
® Acide Ascorbique
£
£ 2.0 B EAqQ
= ®
~ o A& EMet
© 1,54 -
&
c
S 1.0 E * s
e
5 .- o
2051 :
< .3 :
L 1
D.O#I;IIIIIII]lllll'lll'l[l'llll'lflll
0 100 200 300
[C] ug/ml

Figure 19 : Pouvoir réducteur des extraits aqueux et Méthanolique de P. cubeba et de I’acide
ascorbique.
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Figure 20 : Histogramme des EC50 des extraits et de 1’acide ascorbique.

Tableau V : Pouvoir antioxydant total des deux extraits et d’acide ascorbique.

Extrait Teneurs (ug EAA/mg E)
Méthanolique 70.77 £ 3.73

Aqueux 155.93+2.12

Acide ascorbique 148.62 £ 0.93
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Conclusion

Conclusion

Beaucoup de travaux ont été menés en Algérie afin de découvrir des molécules
naturelles a activité antioxydante a partir de plantes médicinales. Les extraits naturels venant
des plantes comportant une variété de composés phéenoligues et des flavonoides auxquels on
confére le pouvoir antioxydant, ces molécules naturelles de nature phénolique sont trés
désirées en phytothérapie vu les effets secondaires des médicaments.

La teneur totale en phénol a été ajustée selon la méthode de Folin-Ciocalteu. Les
résultats montrent que les extraits sont riches en composeés polyphénoliques dans le méme
temps, les flavonoides et les flavonols sont quantifiés par la méthode du trichlorure
d'aluminium ce qu’il contient une quantité considérable des flavonoides et important de
flavones

Dans cette étude, I’activité antioxydante d’extrait méthanolique et aqueux de Piper
cubeba a été déterminé par deux méthodes : le test de réduction de radical libre DPPH et le
test de pouvoir réducteur de fer (FRAP). Les résultats ont montré que les deux extraits aqueux
et méthanolique possedent une activité antioxydante et antiradicalaire importante, grace a leur
constituants (composés polyphénolique), Pour le premier et le deuxieme test les
aboutissements ont montré que l'activité antioxydante est élevée dans 1’extrait méthanolique,
par contre elle est peu €levée pour 1’extrait aqueux.

Ces résultats consolident le maniement de cette espéce en médecine traditionnelle en
accordant a la médecine occidentale un potentiel qui peut étre valorisé dans différents

domaines comme les industries pharmacologiques.
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