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Résumé

La cannelle de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum) est une plante appartenant a la famille des
Lauracees, originaire du Sri Lanka et du sud de I’Inde. Elle occupe une place cruciale en tant
qu’épice et comme un remede naturel efficace utilisé dans le traitement de diverses maladies.

La présente étude a pour but d’extraire le(s) colorant(s) naturel(s) de la cannelle par des
méthodes chromatographiques (CCM, et colonne), de réaliser des tests phytochimiques et de
doser les composés phénoliques sur des extraits bruts préparés de I’écorce de la cannelle de
Ceylan (C. zeylanicum), ainsi que de rechercher leurs activités antioxydantes (test de piégeage
du radical libre (DPPH) et test de réduction du fer (FRAP)).

L’¢étude phytochimique réalisée sur les différents extraits a montré la richesse de 1’écorce de
Cinnamomum zeylanicum en composés bioactifs, dont les flavonoides, les alcaloides, les
tannins, les terpénoides, les quinones libres et les composés réducteurs.

Les dosages spectrophotométriques des polyphénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu et
des flavonoides en milieu alcalin par le trichlorure d’aluminium, ont révélé que I’extrait brut
hydro-méthanolique préparé par decoction est le plus riche en polyphénols totaux avec une
teneur de l’ordre de 556,4 + 54 pg EAG/ mg ES. Tandis que, I’extrait brut hydro-
méthanolique préparé par macération est le plus riche en flavonoides, avec une teneur
mesurée a 174 + 3 ug EC/ mg ES.

Les extraits bruts étudiés ont présenté une activité antioxydante. L’extrait brut hydro-
méthanolique préparé par décoction a enregistré la meilleure capacité du piégeage du radical
libre DPPH avec une valeur de CI50 de I’ordre de 169,68 pg/ml. Alors que, I’extrait brut
hydro-méthanolique préparé par macération a montré le meilleur pouvoir réducteur du fer
avec une A0,5 de I’ordre de 208,33 pg/ml. Cette activité reste faible par rapport a celle de
I’acide ascorbique, qui a enregistré une CI50 de I’ordre de 116,59 pg/ml et une A0,5 de
I’ordre de 66,66 pg/ml.

La séparation de I’extrait hydro-acétonique par chromatographie sur colonne a permis de
récupérer 4 tubes de différentes couleurs jaunes et marron. Chaque tube, apres séparation sur
couche mince, a présenté différentes taches dont deux sont fluorescentes.

En conclusion, la cannelle est riche en composés phytochimiques, y compris les composes
phénoliques. Ces derniers conférent a cette plante une meilleure activité antioxydante. De
plus, la cannelle peut produire des colorants qui peuvent étre utilisés pour remplacer les
colorants synthétiques.

Mots clés : Colorants naturels, Cinnamomum zeylanicum, composés phénoliques, activité

antioxydante, chromatographie.



Summary

Ceylon cinnamon (Cinnamomum zeylanicum) is a plant belonging to the Lauraceae family,
native to Sri Lanka and southern India. It holds a crucial place as a spice and an effective
natural remedy used in the treatment of various diseases.

This study aims to extracts natural dye(s) from cinnamon using chromatographic methods
(TLC and column), conduct phytochemical tests, quantify phenolic compounds in crude

extracts prepared from Ceylon cinnamon bark (C.zeylanicum) , and investigate their
antioxidant activities (DPPH free radical scavenging test and FRAP assay) .

The phytochemical study conducted on the various extracts showed the richness of
Cinnamomum zeylanicum bark in bioactive compounds, including flavonoids, alkaloids,
tannins, terpenoids, free quinones, and reducing compounds.

Spectrophotometric assays of total polyphenols using the Folin-Ciocalteu reagent and
flavonoids in an alkaline medium using aluminum chloride revealed that the hydro-
methanolic crude extract prepared by decoction is the richest in total polyphenols, with a
content of approximately 556.4 + 54 ug GAE/mg DE . Meanwhile, the hydro-methanolic
crude extract prepared by maceration is the richest in flavonoids, with a content of 174 + 3 ug
QE /mg DE.

The crude extracts studied showed antioxidant activity. The hydro-methanolic crude extract
prepared by decoction recorded the best DPPH free radical scavenging capacity with an 1C50
value of approximately 169.68 pg/ml .Meanwhile, the hydro-methanolic crude extract
prepared by maceration showed the best iron-reducing power with an A0.5 value of
approximately 208.33 pg/ml.

The separation of the hydro-acetonic extract by column chromatography allowed the recovery
of 4 tubes of different yellow and brown colors. Each tube, after separation on thin-layer
chromatography , presented different spots, two of which were fluorescent.

In conclusion, cinnamon is rich in phytochemical compounds, including phenolic compounds.
These confer better antioxidant activity to this plant. Additionally, cinnamon can produce
dyes that can be used to replace synthetic dyes.

Keywords: Natural dyes, Cinnamomum zeylanicum, phenolic compounds, antioxidant
activity, chromatography .
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Nous évoluons dans un monde ou tout est coloré : nos vétements, nos aliments ainsi que nos
produits cosmétiques et pharmaceutiques (Adjaoud, 2018).

Les premiéres traces d’utilisation de colorants remontent & la préhistoire, ou les hommes
utilisaient des pigments minéraux comme 1’ocre, I’oxyde de manganese ou 1’oxyde de fer
pour représenter leur monde a travers des dessins dans les grottes (Guindo, 2019).

Un colorant est défini comme un produit qui peut teindre une substance de maniere durable.
Ces produits sont des composés organiques capable d’absorber des ondes électromagnétiques
du domaine visible (380-700nm), gréace a la présence de groupes chromophores (groupement
possédant des doubles liaisons conjuguées ou des noyaux aromatiques) et auxochromes
(groupement donneurs ou accepteurs d’électrons tel que -OH,-COOH, -Br ...) (Witold et al.,
2008) .

Les colorants peuvent étre classes selon divers parameétres tels que la solubilité, la nature, la
structure chimique, la couleur et I’application. Cependant, la classification la plus courante se
base généralement sur leur origine (Guindo, 2019). On distingue ainsi les colorants naturels,
obtenus a partir de sources veégetales (comme 1’indigo, le safran, etc.), animales (comme la
cochenille, le pourpre de coquillage, etc.) et minérales (comme le sulfate ferreux, ocre et
I’argile) (Figure 1). En paralléle, il existe les colorants synthétiques, entierement fabriqués a
partir de réactions chimiques (Chengaiah et al., 2010).

/o T 38 A base de plantes
¥, Py EE ) (indigo, curcuma,
i } racine )

—~

Bleu

A base animale/
insecte
(cochenille,laque)

Les sources
naturelles de
colorants

Rouge

) A base minérale
{charbon,argile)

Figure 1 : Les principales sources de colorants naturels ( Ragab et Hassabo , 2021).

Ces derniers temps, I’intérét pour I’usage des colorants naturels a considérablement
augmenté, motiveé par les normes strictes environnementales imposées par de nombreux pays.
Ces normes sont une réponse aux réactions toxiques et allergiques liées aux colorants
synthétiques (Susmita et al., 2022).

Actuellement, la teinture naturelle est principalement artisanale dans la plupart des pays,
tandis que les colorants synthétiques dominent les processus de teinture commerciale
(Susmita et al., 2022).
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Cependant, avec la préoccupation croissante a 1’échelle mondiale pour I’utilisation de
matériaux écologiques et biodégradables, I’intérét pour les colorants naturels connait un
regain. Leur demande s’accroit non seulement dans 1’industrie textile, mais aussi dans les
secteurs cosmétiques et pharmaceutiques (Susmita et al., 2022).

La demande croissante de colorants naturels s’explique par plusieurs facteurs :

> Les préoccupations concernant la toxicité averée et les dommages environnementaux des
colorants synthétiques ont incité les industries a se tourner vers les colorants naturels, en
particulier ceux issus des plantes (Shamsia et al., 2023) ;

> Les plantes tinctoriales découvertes présentent des propriétés colorantes et physico-
chimiques prometteuses, offrant ainsi des applications polyvalentes et ouvrant de
nombreux marchés (Shamsia et al., 2023) ;

> Les consommateurs expriment une préférence accrue des colorants naturels dans les
aliments biologiques (Rymbai et al., 2011) ;

» Dans ’industrie cosmétique , les colorants naturels sont largement utilisés en raison de
leurs innocuités , de leurs protections contre les rayons ultraviolets et de leurs propriétés
anti-age (Chengaiah et al., 2010) ;

» Dans l’industrie pharmaceutique, les colorants naturels les plus utilises incluent le
caramel, la riboflavine, les anthocyanines, le rocou et la curcumine. L’ajout de ces
colorants dans la formulation des medicaments permet :

v' D’améliorer Dattrait du produit et donc son acceptabilité, notamment chez les
enfants (Sulekova et al., 2017) ;

v" De faciliter I’identification des médicaments pour les patients utilisant plusieurs
produits, en particulier les personnes agées qui peuvent avoir des difficultés a
mémoriser ou a lire (Guindo, 2019) ;

v De surveiller la conservation des médicaments, car un changement de couleur
pendant le stockage peut indiquer une altération possible du principe actif (Guindo,
2019).

En Inde, selon Chengaiah et al., (2010), il existe plus de 450 plantes qui peuvent produire
des colorants. En plus de leurs propriétés colorantes, certaines de ces plantes possedent
également des valeurs médicinales. Par exemple, le curcuma, qui est I’un des colorants
jaunes, est également un puissant antiseptique qui revitalise la peau.

Les pigments végétaux offrent un potentiel considérable pour remplacer de nombreux
colorants synthétiques. Les chlorophylles, les caroténoides, les anthocyanes et bétalaines
représentent des catégories étendues de colorants naturels qui enrichissent les aliments de
nuances de couleurs variées ( Sigurdson et al., 2017).

De nombreuses herbes et épices, généralement utilisées pour aromatiser les plats, sont une
excellente source de composes phénoliques et sont réputées pour leur bonne activite
antioxydante (Abeysekera et al ., 2013).



Synthése bibliographique

La cannelle est parmi les épices les plus renommées et anciennes, offrant une saveur
distinctive ( Gul et Safdar , 2009). Son importance économique est significative pour les
pays exportateurs principalement situés en Asie (Tableau 01) (Lallemand et al., 2000).

Tableau 01 : Les principaux pays exportateurs de cannelle (Rakotoarijaona, 2010).

Pays Exportations (tonnes)
Chine 41 036
Indonésie 34 166
Sri Lanka 10 837
Singapour 6 854
Viet Nam 4 526
Brésil 2942
Pays-Bas 2 150

La cannelle se décline en plusieurs especes avec des variations d’odeurs, de gouts et de
couleurs, selon la région ou le pays d’origine. Les plus importantes sont le Cinnamomum
zeylanicum, connu sous le nom de cannelle de Ceylan, et le Cinnamomum cassia, 1’espéce
chinoise. Bien que les deux espéces partagent des caractéristiques similaires, avec un gout
parfumé, sucré et chaud, la cannelle de Ceylan offre une saveur plus raffinée et subtile (Gul et
Safdar, 2009).

La cannelle commerciale de Ceylan est 1’écorce interne séchée de 1’arbre Cinnamomum
Verum (syn. Cinnamomum zeylanicum) appartenant a la famille des Lauraceae ( Muhammad
et al., 2021). Sa classification botanique est la suivante (Ankita et al., 2023) :

» Régne : Plantae

» Sous regne : Tracheobionta

» Embranchement : Magnoliophyta

» Sous embranchement : Magnoliophytina
» Classe : Magnoliopsida

» Sous classe : Magnoliidae

» Ordre : Laurales

» Famille : Lauraceae

» Genre : Cinnamomum

» Espéce : Verum

La cannelle de Ceylan est originaire du Sri Lanka ( principal pays producteur de la cannelle
au monde, représentant 60 % du commerce mondial de la Cannelle) et du sud de I’Inde
(Parthasarathy et al., 2008).

C’est un petit arbre a feuilles persistantes qui peut atteindre jusqu’a 10 métres de hauteur et
dont toutes ses parties sont aromatiques (Vaibhavi et al., 2010) :

> Elle posséde une saveur spécifique chaude et piquante provenant de son écorce.

> Elle a des branches lisses et brunatres lorsqu’elles sont jeunes (Haddi et al., 2017) ;
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> Les feuilles, opposées, 1égerement décussees et persistantes, sont grandes, (environ 15 cm
de long sur 4 ou 5 cm de large), glabres, lisses et brillantes sur la face supérieure, tandis
qu’elles sont mates et glauques sur la face inférieure. Leur limbe est ovale, avec trois
nervures nettement visibles, convergentes au sommet, et elles dégagent une odeur de clou
de girofle lorsqu’on les froisse (Figure 2) ;

> Les inflorescences se présentent sous forme de grappes de cymes, a ramification opposéee
et décussee (Figure 2) ;

> Les fruits sont des baies en forme de glands, chacune portant le réceptacle et les restes du
périanthe (Marie-Pierre, 2003) ;

Figure 2 : Les différentes parties de cannelle de Ceylan (Marie-Pierre, 2003).

» La multiplication de la plane s’effectue a partir de grains, avec une germination d’une
durée de 2 a 3 semaines. Les jeunes plantes doivent étre protégées du soleil et arrosées en
période de sécheresse ;

> Le développement des plantes donne d’excellents résultats sur des terres d’alluvions trés
sableuses ou dans des sols quartzeux, auxquels du fumier de vache est ajouté ;

» Une meilleure qualité d’écorce est obtenue avec des arbres implantés dans des zones
ensoleillées, avec une température annuelle moyenne d’environ de 30° ;

> La récolte a lieu tous les deux ans, pendant la saison des pluies (en mai et en octobre).
Lorsque les tiges sont gorgées de séve et se décortiquent plus facilement.
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La cannelle de Ceylan est I’écorce des jeunes tiges de 1’arbre. Lors de la récolte, les rejets
sont effeuillés, I’écorce est incisée jusqu’au bois (tissus conducteurs de seves), a la base des
entre-nceuds, puis d’un entre-nceud a I’autre. En tapotant avec un baton sur la tige, I’écorce se
souleve et se détache entre les deux incisions. Les bandes d’écorce sont séchées pendant 24
heures, puis raclées avec un couteau spécial pour enlever les couches externes (liege ou
suber). Les parties restantes, souvent cassantes, sont de fines lames de parenchyme cortical et
de liber, riches en glandes a essence. Elles sont alors coupées en troncons, puis séchées
d’abord a I’ombre, ensuite au soleil.

Au fur et a mesure qu’elles se desséchent, les écorces s’enroulent sur elles-mémes. Elles se
présentent alors sous forme de tuyaux emboités les uns dans les autres, les deux bords
longitudinaux étant enroulés en dedans. Elles sont de couleur fauve pale vers 1’extérieur,
parfois sillonnées de lignes blanches, alors que I’intérieur est souvent brun rougeatre. L’odeur
est franche et suave (Marie-Pierre, 2003).

La cannelle de Ceylan est une plante contenant une huile essentielle précieuse,
principalement concentrée dans son écorce. Cette derniére renferme également des
flavonoides, des diterpénes, des tanins, de I’amidon et de mannitol. L’huile essentielle extraite
de I’écorce est principalement composée d’aldéhyde cinnamique, d’eugénol, de carbures et
d’alcools terpéniques (Tableau 02) (Muhammad et al., 2021).

Tableau 02 : Constituants chimiques de 1’écorce de Cinnamomun zeylanicum (Barbier, 2016).

Familles de constituants chimique Constituants chimique
Dérivés phénylpropaniques : E-cinnamaldéhyde (65 a
Huile essentielle (0,5 a 2,5% 80%), eugénol (jusqu’a 10%), O-
contenant 45 constituants) méthoxycinnamaldéhyde, benzoate de benzyle,
acetate de cinnamyle, monoterpenes, sesquiterpenes
Flavonoides Quercétine, kaempferol, quercitrine
Diterpénes pentacycliques Cincassiols, cinnzeylanine

Oligoméres proanthocyanidoliques | Oligomeres proanthocyanidoliques triméres,
(tanins condensés) tétrameres de type A

Amidon, mucilages (alpha-D-glucanes), mannitol,

Glucides .
arabino-xylane

La cannelle est largement utilisée depuis 1’antiquité dans les cuisines europeennes et
maghrébines (Marie-Pierre, 2003). Elle trouve sa place dans les industries des ardmes et des
essences en raison de son parfum unique, pouvant étre incorporé a une variété de produits
alimentaire, de parfums et de medicaments (Vaibhavi et al., 2010).

Outre son role d’épice et agent aromatisant, la cannelle est également présente dans les
chewing-gums aromatisés pour ses effets rafraichissants en bouche (Gul et Safdar , 2009).
De plus, elle est considérée comme un remede naturel efficace utilisé dans le traitement de
diverses maladies, notamment le diabete, les maladies digestives chroniques, des troubles
cardiaques, les nausées, les vomissements, la diarrhée, les menstruations excessives et les
troubles de I’'utérus (Muhammad et al., 2021).
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La cannelle agit également comme coagulant en prévenant les saignements et favorise la
circulation sanguine dans 1’utérus, contribuant a la régenération des tissus.

La cannelle occupe une place cruciale en tant qu’épice, mais ses huiles essentielles et autres
constituants également ont des activités biologiques importantes (Muhammad et al., 2021),
notamment :

» Une activité anti-inflammatoire: grace a sa teneur en cinnamaldéyde, acide
cinnamique, aldéhyde aromatique, acide benzoique et benzaldéhyde présents dans sa structure
(Moreno et al., 2022).

» Troubles neurologiques : ’extrait aqueux de Cinnamomun zeylanicum peut réduire
I’agrégation de la protéine tau et la formation de filaments, deux principales caractéristiques
de la maladie d’Alzheimer (Pasupuleti et Siew ,2014).

» Une activité antidiabétique : une étude comparant les effets insulino-potentiels de
nombreuses épices a révélé que 1’extrait aqueux de cannelle était 20 fois plus élevé que celui
des autres (Pasuplueti et Siew, 2014).

De méme, I’extrait aqueux de C.zeylanicum contient des composés bioactifs tels que I’acide
benzoique, le cinnamaldéhyde, ’acide trans-cinnamique et I’eugénol qui sont associés a
I’inhibition de 1’alpha amylase et de 1’alpha glucosidase, enzymes hydrolysant les glucides
dans le tractus digestif (Suriyagada et al., 2021).

» Une activité antimicrobienne : Matan et al., (2006) ont rapporté les effets des huiles de
cannelle sur différentes bactéries, fongiques et levures, indiquant que la cannelle est un agent
antimicrobien naturel.

» Une activité antioxydante : une étude menée sur des rats a révélé que I’administration
de poudre d’écorce de Cinnamomun verum (10 %) pendant 90 jours a entrainé une
augmentation des activités antioxydantes. Dans une autre étude comparative portant sur 26
épices, la cannelle a démontré la plus forte activité antioxydante, suggérant qu’elle pourrait
étre utilisée comme antioxydant dans les aliments (Pasupuleti et Siew, 2014). Le
cinnamaldéhyde, 1’eugénol et 1’acide cinnamique sont les principaux composants
responsables de ’activité antioxydante de la cannelle ( Sharma et al .,2016).

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un
nouveau concept : celui du «stress oxydant », c’est-a-dire une situation ou la cellule ne
contréle plus la présence excessive de radicaux oxygéenés toxiques ( Favier , 2003).

La découverte des especes chimiques radicalaires présents dans 1’organisme a bouleversé
notre compréhension des mécanismes biologiques (Favier , 2003).

Ces radicaux libres sont des molécules ou des atomes ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui les rend extrémement reactifs (Abdelaziz et al., 2014). Ils sont produits par
divers mécanismes physiologiques en faible quantité et cette production est parfaitement
maitrisée par des systemes de défense antioxydants. Dans ces circonstances normales, on dit
que la balance antioxydants/pro oxydants est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce soit
par déficience d’antioxydants ou par une surproduction énorme de radicaux libres, I’exces de
ces radicaux est appelé « stress oxydant » (Favier , 2003).
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La production excessive de ces radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides et des glucides) ainsi que des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique des métabolites libérés (Favier , 2003).

Cependant, les antioxydants sont molécules capables de neutraliser les radicaux libres en
acceptant ou en donnant un électron pour éliminer 1’état non apparié ( Rani et al., 2010).

Ces antioxydants peuvent se diviser en antioxydants enzymatiques et antioxydants non
enzymatiques (Favier.2003) :

» Antioxydants enzymatiques : ce sont des enzymes produites par le corps humain, telles
que le superoxyde disulmase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase, qui agissent pour
neutraliser les radicaux libres et protéger les cellules contre les dommages oxydatifs.

» Antioxydants non enzymatique : contrairement aux enzymes antioxydants, la plupart
de ces composants ne sont pas synthétisés par 1’organisme et doivent étre apportés par
I’alimentation. Ils incluent une grande variété de composés, notamment :

> Vitamines : comme la vitamine C (acide ascorbique), la vitamine E (tocophérol) et la
vitamine A (béte-caroténe).

» Minéraux : comme le sélénium, le zinc et le cuivre.

> Polyphénols : présents dans les fruits, les légumes, les grains entiers, le thé vert et
d’autres aliments. Exemples : les flavonoides, les catéchines et les anthocyanes.

> Caroténoides : tels que le lycopéne (tomates pastéques) et la lutéine (épinards).

Cependant, les épices sont souvent riches en composes phytochimiques, y compris des
antioxydants naturels tels que les composés phénoliques. Ces composés conferent aux épices
de meilleurs propriétés antioxydantes (Muhammad et al., 2021). De plus, les plantes
médicinales sont considérées comme capables de produire une variété de pigments de couleur
afin qu’ils puissent d’étre utilisées comme colorant naturel (Getta et Sumathy ,2013).

En tenant compte des informations exposées précédemment, notre étude avait pour objectif :

» D’extraire le(s) colorant(s) naturel(s) de la cannelle par des méthodes
chromatographiques (CCM, et colonne).

> De réaliser des tests phytochimiques et de doser les composés phénoliques sur des
extraits bruts préparés de 1’écorce de la cannelle de Ceylan (C. zeylanicum)

» De rechercher I’activité antioxydante des extraits bruts préparés par macération et
décoction de I’écorce de C. zeylanicum (Test de piégeage du radical libre (DPPH) et Test
de réduction du fer (FRAP)).
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Le travail a été réalisé dans le laboratoire de recherche: « Antibiotiques Antifongiques :
physico-chimie, synthése et activité biologique », département de biologie, faculté des
sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre et de 1’Univers, Université
Aboubekr BELKAID, Tlemcen.

1. Materiel végeétal

L’écorce de la cannelle de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum) (originaire de 1’Inde) a été
acquis aupres de I’herboriste situé dans la wilaya de Tlemcen (Figure 03 (a)). La cannelle a
été soumise a un processus de broyage a I’aide d’un broyeur électrique (Figure 03 (b)).

(a) : Ecorce (B) : Ecorce broyés

Figure 03 : La cannelle de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum) (LapSab, 2024).

2. Préparation des extraits

A partir de I’écorce de la cannelle de Ceylan broyée, nous avons préparé deux extraits bruts,
I’un hydro-méthanolique et 1’autre hydro-acétonique, par macération ainsi qu’un extrait brut
hydro-méthanolique par décoction.

2.1. Préparation des extraits hydro-méthanolique
2.1.1. Décoction

» Dans un ballon rodé surmonté d’un réfrigérant, mélanger 10g de la matiére végétale avec
200ml du melange eau-méthanol (20/80 : v/v) ;

» Placer I’ensemble sous reflux dans une chauffe ballon agitatrice pendant 45 min (Figure
04) ;

» Filtrer le mélange a I’aide d’un papier filtre et récupérer le filtrat ;

» Evaporer le méthanol du filtrat a I’aide d’un évaporateur rotatif a 60° C (Figure 05) ;
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» L’extrait obtenu (EBD-m) est ensuite mis dans une étuve jusqu’a séchage a 37°C pour
obtenir un extrait sec, ce dernier est conservé dans des tubes Eppendorf jusqu’a son
utilisation pour les tests phytochimiques, dosage des polyphénols totaux et des flavonoides
ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante.

Sortie d’eau

Réfrigérant

Entrée d’eau

Ballon
contenant la
matiére
végétale et le
mélange solvant

La rampe :
chauffe ballon

Photo 01 : Montage décoction sous-reflux (LapSab, 2024).

2.1.2. Macération

» Dans un Erlenmeyer, mélanger 10g de la matiere végétale avec 150ml du mélange eau-
méthanol (20/80 : v/v) ;

» Laissé macérer le mélange a température ambiante pendant 48 heures.
> Filtrer le mélange a I’aide d’un papier filtre ;

» Evaporer le méthanol du filtrat a I’aide d’un évaporateur rotatif a 60° C (Figure05) ;
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» L’extrait obtenu (EBM-m) est ensuite mis dans une étuve jusqu’a séchage a 37°C pour
obtenir un extrait sec, ce dernier est conservé dans des tubes Eppendorf jusqu’a son
utilisation pour les tests phytochimiques, dosage des polyphénols totaux et des flavonoides
ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante.

Robinet de
mise sous vide

Réfrigérant

Entrée d’eau

Moteur

Ballon de
récupération

Ballon contenant
le mélange a
traiter

Bain-marie
thermostat

Photo 02 : Montage d’un évaporateur rotatif (LapSab ,2024).

2.2. Préparation d’extrait hydro-acétonique
2.2.1. Macération

» Dans un Erlenmeyer, mélanger 10g de la matiere végétale avec 150ml du mélange eau-
acétone (20/80 : v/v) ;

» Laissé macérer le mélange a température ambiante pendant 48 heures ;
> Filtrer le mélange a I’aide d’un papier filtre ;

L’extrait brut hydro-acétonique préparé par macération (EBM-a) est ainsi récuperé et stocké a
I’abri de la lumiére jusqu’a son utilisation pour les tests phytochimiques et la séparation des
colorants par méthodes chromatographiques.
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2.3. Calcul des rendements

Le rendement des extraits bruts hydro-méthanoliques de 1’écorce de la Cannelle de Ceylan,
préparés par macération et décoction est définit comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait sec obtenu et la masse du matériel végétal. Ce rendement est calculé via 1’équation
suivante :

R (%) = (M1/M0) x 100
R (%) : rendement exprimé en pourcentage.
M1 : masse en gramme « g » de I’extrait sec obtenu aprés évaporation du solvant.
MO : masse en gramme « g » du matériel végeétal.
3. Tests photochimiques

Afin de démontrer la présence des métabolites secondaires dans les extraits de 1’écorce de la
cannelle de Ceylan préparée par maceration et décoction, nous avons entrepris une analyse
qualitative basée sur des réactions de coloration, de précipitation et d’observation sous
lumiére ultraviolette.

Les protocoles analytiques utilisés ont été conformes aux techniques décrites par Trease et
Evans, (2002) et Harbone (1998).

3.1. Les composés azotés
» Les alcaloides

Dans deux tubes a essai, déposer 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu en
introduisant quelques gouttes de HCL (1%). Puis, incorporer 0,5 ml de réactif de Mayer dans
le premier tube et 0,5 ml de réactif de Wagner dans le second tube. L’observation d’un
précipité blanc ou brun, respectivement, témoigne de la présence d’alcaloides.

3.2. Les composés phénoliques
» Les tanins

Dans un tube a essai, ajouter 1ml de I’extrait a analyser, suivi de 1’incorporation de 0,25 ml
d’une solution aqueuse de FeClz (1%). Incuber le mélange pendant 15 minutes a température
ambiante. La présence des tanins est révélée par 1’apparition d’une coloration verdatre ou bleu
noiratre

> Les flavonoides

Dans un tube & essai, verser 1ml de I’extrait a analyser et ajouter 1ml de HCL concentré
ainsi que quelques copeaux de magnésium. La formation d’une coloration rose, rouge ou
jaune témoigne de la présence des flavonoides.
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» Les quinones libres

Dans un tube a essai, introduire Iml de I’extrait a analyser et mélanger avec 1ml
d’hydroxyde de sodium (NaOH a 10 %). L’observation d’un changement de couleur vers le
jaune, le rouge ou le violet indique la présence de quinones libres.

» Anthraquinones

Dans un tube a essai, déeposer 1ml d’extrait a analyser puis ajouter 1ml de NH4OH (10%),
suivi d’une agitation. L’apparition d’une coloration violette signale la présence
d’anthraquinones.

> Les coumarines : Fluorescence UV

Dans deux tubes a essai, verser 1ml de I’extrait a analyser. Utiliser le premier tube comme
témoin et ajouter a I’autre 0,1 ml de NH4,OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et
observer sous lumiére UV a 366nm. La présence de coumarines est révélée par une
fluorescence intense.

3.3. Les composés terpéniques
» Les saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, verser 10ml de I’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes, puis
laisser le mélange reposer pendant 15minutes. Une hauteur de mousse persistante dépassant
1cm indique la présence de saponines.

» Terpénoides

Test de Slakowski : dans un tube & essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser, ajouter
0,4ml de chloroforme et 0,6ml d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et
une couleur marron a I’interphase indique la présence des terpénoides.

3.4. Les composés réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml réactif B)
a 1ml d’extrait a analyser et incuber 1’ensemble 08min dans un bain marie bouillant.
L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.

4.  Dosage des composés phénoliques
4.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols constituent 1’un des groupes de métabolites secondaires les plus larges et
les plus répondus du régne végétal. Ils sont caractérisés par la présence de plusieurs groupes
phénoliques en un ou plusieurs cycles aromatiques avec des groupements hydroxyles (-OH)
attachés directement a ces cycles (Muhammad et al.,2021).

Les polyphénols totaux ont ét¢ quantifiés a 1’aide d’une méthode spectrophotométrique,
conformément au protocole détaillé par Vermerius et Nicholson (2006).

» Principe
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Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (HsPW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM;12040). Il est réduit
lors de I’oxydation des phénols en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne
ayant une absorption maximale a 700nm dont 1’intensité de la couleur est proportionnelle & la
quantité de composés phénoliques présents dans 1’échantillon (Vermerius et Nicholson,
2006).

» Mode opératoire

0,1 ml d’extrait (Img/ml) est mélangé avec 2 ml de la solution de carbonate de sodium
(Na,CO3 a 2%). L’ensemble est agité par un vortex et incubé pendant 5 minutes. Puis, 0,1 ml
du réactif Folin-Ciocalteu 1N est ajouté. Le mélange final est incubé a une température
ambiante et a I’abri de la lumiere pendant 30 minutes. La lecture est effectuée contre un blanc
a I’aide d’un spectrophotomeétre a 680nm (Tableau 03).

Dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage est réalisée en parall¢le en
utilisant I’acide gallique comme étalon (contrdle positif) a partir d’une solution mére de 0,5
mg/ml (Tableau 03).

Les resultats obtenus sont exprimés en microgramme Equivalent d’acide gallique par
milligramme d’extrait sec (Ug EAG/ mg ES).

Chaque essai est répéte 3 fois.

Tableau 03 : Dosage des polyphénols totaux.

Extrait
. . . (Img/ml)
La gamme d’étalon (acide gallique) M. | EBD.
m m
[Acide
gallique] B 50 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500 - -
pg/mi
Acide
gallique - o1/01(011|01|01|01]011]|011]|011]|0,1 - -
(ml)
Eau distillé
(ml) 011 - - - - - - - - - - - -
Extraits i i i i i i i i i i i 0,1 0.1
(ml)
N3.2C03
(2%) ml) 2 |2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 |2 2
Agitation et incubation pendant 5 min
Folin-
Ciocalteu 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1] 01 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(IN) (ml)

Incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 30 min

Mesure de I’absorbance a 680nm
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4.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides appartiennent a la grande famille des polyphénols. Ils sont constitués d’un
méme élément structural de base formé par deux cycles benzéniques (cycles A et B ), reliés
par une chaine linéaire a trois carbones qui forme un hétérocycle oxygené ( cycle C) ( Cook
et Samman , 1996).

La teneur en flavonoides totaux est déterminée par le test de trichlorure d’aluminium selon
la méthode décrite par Zhichen et al., (1999).

» Principe

Le principe de cette méthode se repose sur 1’oxydation des flavonoides en milieu alcalin par
le nitrite de sodium (NaNO,) et le chlorure d’aluminium (AICl3) en composant de couleur
rose absorbant a 510nm.

» Mode opératoire

250 pl de I’extrait (1mg/ml) est mélangé avec 1ml d’eau distillée et 75 pl d’une solution de
nitrite de sodium (NaNO; a 15%). Aprées une incubation de 6 minutes a température ambiante,
75 ul de chlorure d’aluminium (AICl; a 10%) est ajoutés. Aprés 6 minutes, 1 ml d’hydroxyde
de sodium (NaOH & 4%) est incorporé, et le volume total est ajusté a 2,5 ml avec I’eau
distillée. Le mélange est agité puis laissé a incuber a température ambiante, a 1’abri de la
lumiére, pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée au spectrophotométre a 510nm contre
blanc (Tableau 04).

Dans des conditions opératoires similaires, une courbe d’étalonnage est établie en paralléle
en utilisant la catéchine comme contr6le positif a un intervalle de concentrations de 50 a 500
pug/ml (Tableau 04).

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme équivalent catéchine par milligramme
d’extrait sec (ug EC /mg ES).

Tableau 04 : Méthodes de dosage des flavonoides.

Extraits
(Img/ml)
La gamme d’étalon (catéchine) EBM- | EBD-
m m
nghme B |50 | 100 | 150 | 200 | 250 [ 300 |350 | 400 | 450 | 500 | - -
(C;SCh'”e - | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | - -
Extrait (ul) - - - - - - - - - - - 250 | 250
Eau distillé
wh 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
NaNO2
() uy | 5| 75| 5| 75| 75| 75 | 75| 75| 75 | 75| 75 | 75 |75
lere incubation pendant 6 min a température ambiante
AICI3
0%y | 75 |75 |75 |75 |75 |75 |75 |75 |75 |75 |75 |75 |75

2éme incubation pendant 6 min a température ambiante
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(N4?)/(0))|a_1|) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000
Eau
distillée 100 | 100 | 100 |100 |100 | 100 |100 |100 |100 |100 | 100 |100 | 100
() |

3°™ incubation a I’obscurité pendant 30 min

Mesure de I’absorbance a 510nm

5.  Evaluation de activité antioxydante

La mise en évidence de I’activité antioxydante des extraits bruts hydro-méthanoliques,
obtenus par macération et décoction de I’écorce de la cannelle de Ceylan, a été effectuée en
utilisant le test de piégeage du radical libre 2-2-diphényle-1-picryl-hydrazyle (DPPH) et le
test de réduction du fer (FRAP).

5.1. Test de piégeage du radical libre (DPPH)

Le DPPH est un composé radicalaire stable largement utilisé pour évaluer ’activité de
piégeage des radicaux libres (Wijewardhane et al., 2019).

» Principe

Le DPPH (2-2-diphényle-1-picryl-hydrazyle), est un radical libre stable de couleur violet
qui absorbe a 517 nm. En présence de composés antiradicalaires, le radical DPPH de couleur
violet est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées servent a
calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir
antiradicalaire de 1’échantillon ( Atoui et al., 2005).

» Mode opératoire

L’effet de chaque extrait sur le DPPH est évalué en suivant la procédure décrite par Atoui et
al., (2005) :

Pour chaque extrait, des volumes de 50 pl contenant différentes concentrations en mg/ml
ont été ajoutés a 1950 ul d’une solution méthanolique fraichement préparée de DPPH (0,025
mg/ml).

Simultanément, des tubes blancs ont été préparés en mélangeant 50 pl de chaque
concentration d’extrait avec 1950 ul de méthanol.

Un témoin négatif a été préparé en ajoutant 50 ul de méthanol a 1950 pl de DPPH.

Les séries des tubes ont été conservées a 1’abri de la lumiére a température ambiante
pendant 30 minutes, puis 1’absorbance a ét¢ mesurée a 520 nm par spectrophotometre, en
utilisant un blanc comme référence.

Un contr6le positif comprend de I’acide ascorbique a été préparé dans les mémes conditions
expérimentales a différentes concentrations.

» Expression des résultats

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH. Le pourcentage de piégeage du radical libre est calculé selon 1’équation suivante :
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Le % d’inhibition : [(Abs 1 — Abs 2) / Abs 1] x 100
Abs 1: Absorbance de la solution DPPH (contrdle négative).
ADbs 2 : Absorbance de 1’extrait.

L’CI50 (concentration inhibitrice a 50 %) permet de calculer la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH. Elle est calculée
graphiquement par la régression logarithmique des graphes tracés, pourcentage d’inhibition
en fonction de différentes concentrations d’extrait.

5.2. Le test de réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)
Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant (Hama et al.,2019).
» Principe

Cette technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe**) présent dans le complexe KsFe(CN) ¢ en fer ferreux (Fe **). Cette réduction se traduit
par ’apparition d’une couleur verte qui absorbe a 700 nm dont I’intensité est proportionnelle
au pouvoir réducteur (Topcu et Goren, 2007).

» Mode opératoire

100 pl de I’extrait a différentes concentrations ont été mélangés avec 250 ul de solution
tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 250 pl de solution de ferricyanure de potassium
K3Fe(CN) s (1%). Le mélange a été incubé & 50°C pendant 20 minutes dans une étuve, puis
refroidi. Par la suite, 250 ul d’acide trichloracétique TCA (10%) ont été ajoutés. Apres
centrifugation pendant 10 min a 3000 rpm, 500 ul de surnageant ont été combinés avec 500 pl
d’eau distillé et 100 pl d’une solution aqueuse de chlorure de fer FeCls (0,1%).

La lecture des absorbances du milieu réactionnel a été faite a 700 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre, en utilisant un blanc préparé en remplacant 1’extrait par de 1’eau distillé.

Pour chaque concentration, le test est répété 3 fois.

Le contréle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les extraits dans
différentes concentrations.

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés.

» Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en A0.5 et déterminées a partir des courbes des régressions
linéaires d’absorbance en fonction de différentes concentrations de chaque extrait.

6.  Séparations chromatographiques

La premiére séparation de ’extrait brut hydro-acétonique préparé par macération a été
effectuée par chromatographie sur colonne puis les fractions obtenues sont ensuite examinés
par chromatographie sur couche mince.
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6.1. Chromatographie sur colonne

La chromatographie sur colonne est une méthode préparatoire qui permet de séparer et
d’isoler les constituants d’un mélange.

La phase stationnaire, le plus souvent silice remplissant une colonne.
L’¢échantillon est déposé en haut de la colonne.

La séparation des composants résulte de 1’écoulement continu d’un éluant, traversant la
colonne par gravité.

Les molécules sont entrainées vers le bas a des vitesses variables selon leur affinité pour
I’absorbant et solubilité¢ dans I’éluant.
» Mode opératoire

Dans une pipette pasteur contenant une quantité de gel de silice et fermée a I’extrémité
inférieur par un coton, on ajoute 1’¢luant qui est le dichlorométhane, puis on y introduit une
quantité d’extrait.

L’extrait est fractionné avec un gradient de couleur, et a chaque fois, les fractions sont
recueillies dans des tubes en verres.

Les fractions collectées sont soumises a une chromatographie sur couche mince.
6.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une technique chromatographique largement
utilisée pour séparer les constituants d’un mélange, vérifier ’identité et la pureté d’un
composé, ainsi qu’analyser les fractions obtenues a partir de la chromatographie sur colonne
(Li Cai, 2014).

Les principaux éléments d’une séparation CCM sont :

v' La cuve chromatographique : fermée par un couvercle étanche.

v' Phase mobile (éluant, solvant de migration): dichlorométhane.

v' Phase stationnaire (adsorbants) : le gel de silice.

v' L’échantillon est mis en solution.

v Développement de la plaque : consiste a faire migrer le solvant sur la plaque.

v' Révélation: noter les positions des taches colorées naturellement ou par des
révélateurs.

» Mode opératoire

Une petite quantité d’extrait brut hydro-acétonique est déposés sur la plaque
chromatographique.

La plaque préparée a été séchée, puis introduite dans une cuve chromatographique contenant
la phase mobile : dichlorométhane

La plaque a éte révélée par lampe UV a 366nm.
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» Calcul de RF (rapport frontal)

Le comportement d’un composé individuel en chromatographie sur couche mince est

caractérisé par une quantité appelée : rapport frontal (Archana et Anubha ,2011). Ce RF est
calculé via I’équation suivante :

RF = Distance parcourue par la substance depuis la position d’origine / Distance parcourue
par le solvant (front du solvant).

7. Analyses statistiques

Les calculs statistiques sont souvent utiles aux biologistes pour la détermination des valeurs
normales ou plus exactement des valeurs de référence.

Tous les tests ont été réalisés en triplicate.

7.1. La moyenne

7.2. L’écart-type
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Les plantes médicinales aromatiques représentent un intérét économique dans les
domaines de I’industrie : pharmaceutique, agroalimentaire et cosmétique (Bruneton, 1999).
En effet, elles sont douées non seulement des qualités aromatiques et culinaires, mais aussi de
vertus médicinales variées grace aux différents principes actifs qu’elles contiennent. Elles
constituent un réservoir inépuisable de remedes populaires les plus efficaces et représentent la

source naturelle de médicaments la plus utilisée (Beloued, 1998).

Les épices sont des parties seches des herbes qui sont couramment utilisées comme agents
aromatisants dans les aliments et peuvent également exercer des effets physiologiques

bénéfiques pour la santé.

La cannelle de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum) est 1’une des épices les plus anciennes et
les plus savoureuses, utilisées dans le monde entier, non seulement dans la cuisine, mais aussi
dans la médecine traditionnelles et modernes. Elle appartient au genre Cinnamomun de la

famille des Lauraceae.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a réaliser des tests phytochimiques et des
dosages des composés phénoliques sur des extraits bruts hydro-méthanoliques préparés par
maceération et décoction de 1’écorce de la cannelle de Ceylan (C. zeylanicum), ainsi de
rechercher leurs activités antioxydantes par le test de piégeage du radical libre (DPPH) et le
test de réduction du fer (FRAP). Par ailleurs, nous réalisons une extraction de (s) colorant(s)
naturel(s) de la cannelle par méthodes chromatographiques (CCM, et colonne).

1. Rendement d’extraction

Les rendements d’extractions des extraits bruts hydro-méthanoliques préparés par
macération et décoction a partir de 1’écorce de la cannelle de Ceylan (Cinnamomum
zeylanicum) ont été calculés apres évaporation du solvant. Les résultats obtenus sont illustrés

dans le tableau 05.

Tableau 05 : Rendement d’extraction des différentes préparations de 1’écorce de la cannelle

de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum)

Extraits Masse végétale initiale (g) | Rendement (%0)
EBM-m 10 3,47
EBD-m 10 6,05

EBM-m : Extrait brut macération- eau-méthanol ; EBD-m : Extrait brut décoction- eau-méthanol.
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D’apres les résultats indiqués dans le tableau 05, nous avons noté que 1’extrait brut préparé
par décoction présente le rendement le plus élevé, avec un taux de 6,05 %, comparé a 1’extrait

brut préparé par macération, qui présente un rendement de 3,47 %.

Ces résultats soulignent clairement que la méthode de décoction est la plus efficace pour
extraire les composés actifs de I’écorce de la cannelle de Ceylan, offrant ainsi le rendement

d’extraction le plus élevé.

Sung et al., (2012) et Sudan et al., (2013) ont rapporté des rendements de 19,93 % et

18,92% de I’extrait méthanolique de Cinnamomum zeylanicum, respectivement.

Singh et al ., (2020) ont indiqué que les rendements d’extraction par la méthode de soxhlet
pour les extraits méthanolique, éthanolique et d’acétone de Cinnamomum zeylanicum étaient
de 21 %, 19 % et 12 %, respectivement.

Ces différences de résultats peuvent s’expliquer par le fait que le rendement d’extraction
dépend de plusieurs paramétres qui peuvent influencer les performances de 1’extraction, tels
que la méthode et le temps d’extraction, le pH, la température, le degré d’agitation et la
polarité du solvant (Gulcin et al., 2019).

2. Caractéristiques des extraits

Le tableau 06 présente un résumé des caractéristiques des extraits bruts hydro-
méthanoliques obtenus par macération et décoction a partir de I’écorce de la cannelle de

Ceylan (Cinnamomum zeylanicum).

Tableau 06 : Caractéristiques des différents extraits préparés de 1’écorce de cannelle de

Ceylan.
Extraits Aspect Couleur Solubilité
EBM-m Poudre Marron foncé Méthanol
EBD-m Poudre Marron foncé Méthanol

EBM-m : Extrait brut macération- eau-méthanol ; EBD-m : Extrait brut décoction- eau-méthanol.

Selon les données du tableau 06, les extraits issus de la macération et de la décoction de
I’écorce de la cannelle de Ceylan ont été récupérés sous forme de poudre de couleur marron
foncé et avec une meilleure solubilité dans le méthanol.
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3. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de métabolites
secondaires existants dans la partie étudiée de la plante par des réactions qualitatives de
caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de

coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés.

Les résultats des tests phytochimiques des diverses préparations des extraits de 1’écorce de

cannelle de Ceylan sont répertoriés dans le tableau 07 :

Tableau 07 : Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les différents extraits étudiés de
I’écorce de la cannelle de Ceylan (C. zeylanicum).

Mé li L
ctabolites Réactifs EBM-m EBM-a EBD-m
secondaires
Mayer +++ +++ +++
Alcaloides
Wagner +++ +++ +++
Tannins FeCls +++ +++ +++
Flavonoides HCL, Mg2+ +++ +++ ++
Quinones libres NaOH (1%) +++ + +
Anthraquinones NH40H (10%) - - -
Coumarines Fluorescence UV - - -
Saponines Indice de mousse - - ,
Terpénoides Test de +++ +++ ++
P Slakowski
Composés Liqueur de
‘ . ++ ++ ++
réducteurs Fehling

EBM-m : extrait brut macération-eau-méthanol. EBM-a : extrait brut macération —eau-acétone ;
EBD-m : extrait brut décoction- eau-méthanol ; +++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ;
+ : Faiblement positif ; - : Négatif.

D’apres les résultats obtenus, nous avons noté que 1’écorce de la cannelle de Ceylan est
particulierement riche en tannins, en alcaloides, en flavonoides et en terpénoides. De méme,
nous avons enregistré la présence de quinones libres et des composés réducteurs dans les

différentes préparations d’extraits bruts (EBM-m, EBM-a et EBD-m).

Par contre, la présence de coumarines, de saponines et des anthraquinones ont été négatifs sur

les différents échantillons étudiés.
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Ces résultats vont dans le méme sens que d’autres études menées par Liyanarachchi et al.
(2020), Mazimba et al. (2015), Bernard et al., (2014), Madhushika et bulugahapitiya,
(2022) et Paranagama et al. (2020), ou ils ont révélé une forte présence des alcaloides, des
flavonoides, des tannins et des terpénoides. Par contre, ils ont marqué la présence de

coumarine et de saponine qui sont notés absents sur nos extraits.

De plus, I’analyse phytochimique des extraits méthanolique, éthanolique et d’acétone de
I’écorce de Cinnamomum zeylanicum, réalisée par Singh et al., (2020), a révélé la présence

des glycosides, de flavonoides, d’alcaloides, de saponines, de tannins et de terpénoides.

L’étude d’Khalisyassen et Taha (2021) a montré que la détection qualitative des composés
phytochimiques dans I’extrait d’écorce de Cinnamomum zeylanicum révele la présence des
saponines, des stéroides, des phénols, des coumarines, des résines, des tannins, des

flavonoides et des alcaloides.

Cependant, la composition ainsi que la quantité des métabolites secondaires d’un extrait
peuvent étre influencées par plusieurs facteurs tels que le mode et le temps d’extraction, la
température, la nature du solvant, ainsi que sa polarité qui permet de solubiliser et d’extraire

les composés de polarité similaire au solvant (Ncube et al.,2008).
4. Dosage des composés phénoliques

4.1. Dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits bruts hydro-
méthanoliques, préparés a partir de 1’écorce de Cinnamomum zeylanicum par maceration et

décoction, a été effectuée en utilisant la méthode du réactif Folin-Ciocalteu.

Apres I’ajout de la solution de carbonate de sodium monohydraté et du réactif de Folin-
Ciocalteu, une coloration bleue est observée. Cette coloration varie en fonction de la

concentration en polyphénols de 1’extrait de la cannelle.

Les résultats obtenus sont exprimés en ug équivalent d’acide gallique par mg de 1’extrait sec
(Mg EAG/mg ES), en se reférant a la courbe d’étalonnage tracée de 1’acide gallique (y =
0,0013x) avec un coefficient de détermination Rz égal a 0,9916 (Figure 06).
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Figure 04 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 05 : La teneur en polyphénols totaux (ug EAG / mg ES) des extraits préparés
d’écorce de la cannelle de Ceylan.

Les résultats présentés dans la figure 07, indiquent une faible variation des concentrations
de polyphénols totaux entre les deux extraits bruts hydro-méthanoliques préparés par

macération et décoction.
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La teneur la plus élevée de polyphénols totaux a été mesuré dans I’extrait brut hydro-
méthanolique préparé par decoction (EBD-m), avec une valeur de 556,4 + 54 pg EAG /mg
ES, comparée a I’extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération (EBM-m) ou une

teneur de 492,3 + 13 pg EAG /mg ES a été enregistrée.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la littérature dans les travaux de
Hayward et al., (2019) qui ont enregistré une teneur en polyphénols de 1’ordre de 436 pg
EAG /mg ES.

Selon les données rapportées par Dam et al., (2023), 1’écorce de C. zeylanicum collectés a
Galle et au Sri Lanka a présenté des valeurs en polyphénols totaux dans la plage de 188,95 a
204,71 mg EAG /g.

Sudan et al., (2013) et Walimuni et al., (2019) ont montré que la teneur de polyphénols
totaux dans 1’écorce de la cannelle de Ceylan est de 1’ordre de 210 + 0,81 mg EAG /g
d’échantillon et 215,07 + 1,98 mg EAG/g d’échantillon, respectivement.

Les travaux d’Khalisyassen et Taha (2021) ont indiqué une large gamme de compose
phénolique, ou le cinnamaldéhyde et 1’eugénol ont présenté les concentrations les plus élevées
dans les extraits d’écorce de cannelle de Ceylan. Ces deux composés sont considérés comme
des phénols antioxydants dans la cannelle et jouent un réle important dans ces applications

thérapeutiques.

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a I’autre,

cela peut étre attribué a plusieurs facteur (Bentabet et al.,2014) :

» Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol,

agressions et maladies, etc ;

» Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la

plante ;
» La méthode d’extraction et la méthode de quantification.
4.2. Dosage des flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides des différents extraits bruts hydro-
méthanoliques, préparés a partir de 1’écorce de la cannelle de Ceylan par macération et
décoction, a éteé effectuée par le test de trichlorure d’aluminium en utilisant comme standard

la catéchine.
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Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent de la catéchine par mg d’extrait sec
(ug EC/mg ES), en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage
tracée de la catéchine (y = 0,0027x) avec un coefficient de détermination R2 égal a 0.9915

(figure 08).
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Figure 06 : La courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 07 : La teneur en flavonoides (ug EC / mg ES) des extraits préparés d’écorce
de la cannelle de Ceylan.
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Les résultats présentés dans la figure 09, indiquent une légere différence de teneur en
flavonoides entre les deux extraits bruts hydro-méthanoliques, préparés par macération et

décoction.

L’extrait brut hydro-méthanolique obtenu par macération a présenté une valeur supérieure
en flavonoides, mesurée a un taux de 174 + 3 ug EC / mg ES, tandis que 1’extrait brut hydro-
méthanolique préparé par décoction a affiché une teneur de 1’ordre de 170,3 £ 3 ug EC / mg
ES.

Les études réalisées par Walimuni et al.,( 2019) et Nawaz et al.,(2023), ont estimé que la
teneur totale en flavonoides dans les extraits d’écorce de la cannelle de Ceylan était de 45,01+

0,56 mg E Quercétine/g d’échantillon et 429,19+0,17 mg EC /1009 respectivement .

Dans une analyse de la teneur totale en flavonoides réalisée par Singh et al.,(2020), I’extrait
d’acétone de C. zeylanicum a enregistré la teneur la plus élevée (634,2mg QE/g) , suivie des

extraits méthanoliques (142,5mg QE /g) et éthanolique (117,5mg QE/g ) de C. zeylanicum.

Les variations des méthodes d’extraction, des méthodes d’analyses, ainsi que les conditions
de croissance telles que le climat, le type de sol et I’intensité lumineuse, peuvent toutes
influencer le contenu bioactif du matériel vegétal et expliquer les variations observées dans la
littérature (Hayward et al., 2019).

5. Evaluation de activité antioxydante

La recherche de nouveaux antioxydants naturels via le screening de sources végétales, en
particulier des plantes médicinales a abouti a la découverte d’un grand nombre de ces
composés utiles qui commencent a jouer un rble majeur dans le traitement de nombreuses

maladies humaines ainsi que dans I’industrie alimentaire.

C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés a €valuer I’activité antioxydante de

1’écorce de Cinnamomum zeylanicum.

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits bruts hydro-méthanoliques,
obtenus par macération et décoction de 1’écorce de la cannelle de Ceylan (Cinnamomum
zeylanicum), a été réalisée par deux méthodes a savoir le test de piégeage du radical libre 2-2-
diphényle-1-picryl-hydrazyle (DPPH) et le test de réduction du fer (FRAP).
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5.1. Test de piégeage du radical libre (DPPH)

Le DPPH est un radical stable largement utilisé pour évaluer 1’activité de piégeage des
radicaux libres, il présente une absorbance maximale a 517 nm et subit un changement de
couleur de violet a jaune lorsqu’il est réduit par un composé antioxydant (Wijewardhana et

al., 2019).

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction des concentrations des extraits et de standard (I’acide ascorbique). Les CI50
obtenues ont été calculées a partir des équations des régressions logarithmiques des courbes

tracées (Figure 10, 11 et 12) et les résultats sont représentés dans le tableau 08.

100 -+
90 - y =42,07In(x) - 150,2
80 - R*=0,9972
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -+
0 T T T T T T T !
0 50 100 150 200 250 300 350 400

[ Acide ascorbique] en pg/ml

% d'inhibition

Figure 08 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de
I’acide ascorbique.
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Figure 09: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de différentes
concentrations de 1’extrait brut hydro-méthanolique préparé par décoction.
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Figure 10 : Pourcentage d’inhibition du radical libore DPPH en fonction de différentes
concentrations de I’extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération.

Les résultats du pouvoir antioxydant obtenus pour différentes concentrations des extraits
bruts hydro-méthanoliques préparés par macération et décoction de 1’écorce de la cannelle de
Ceylan, ont montré que le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH augmente en

fonction de différentes concentrations des extraits.

Cependant, I’extrait brut hydro-méthanolique préparé par décoction montre un pourcentage
d’inhibition plus élevé que celui préparé par macération. Pour une concentration 500 pg/ml,
I’extrait préparé par décoction a atteint un pourcentage d’inhibition de 90 % (Figure 11). A
cette méme concentration, I’extrait préparé par macération a enregistré un pourcentage
d’inhibition de 70% (Figure 12).

L’acide ascorbique a présenté la meilleure activité antiradicalaire par rapport aux extraits,
ou la concentration de 300 pg/ml a enregistré un pourcentage d’inhibition de 90% (Figure
10).

Singh et al., (2020), ont constaté que 1’extrait méthanoliques de C. zeylanicum a montré
I’activité de piégeage des radicaux libres la plus ¢€levée parmi les différents extraits testés. A
une concentration de 1000 pg/ml, cet extrait a enregistré une activité de 94,97+0,25%. Tandis

gue, a cette méme concentration, 1’extrait d’acétone et d’éthanol ont montré des valeurs de

I’ordre de 92,32+0,69% et 87,33+0,42 %, respectivement.
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Tableau 08 : Les CI50 des différents extraits de 1’écorce de Cinnamomum zeylanicum
obtenus par méthode de DPPH.

Plantes Standard/Extraits CI50 (ng/ml)
Acide ascorbique 116,59
L’¢écorce de la cannelle de EBD-m 169,68

Cinnamomun zeylanlcum EBM-m 189,59

EBM-m : Extrait brut macération- eau-méthanol ; EBD-m : Extrait brut décoction- eau-méthanol.

Le CI50 et I’activité antiradicalaire des extraits testés sont inversement proportionnelles
(Bentabet et al., 2014).

D’apres les résultats présentés dans le tableau 08, la meilleure capacité de piégeage du
radical libre DPPH a été enregistrée avec l’extrait brut hydro-méthanolique préparé par
décoction avec une valeur de CI50 de I’ordre de 169,68 pg/ml, comparativement a 1’extrait
préparé par maceration, ou nous avons enregistré une concentration de CI50 égale a 189,59
pg/ml.

De méme, la CI50 obtenue pour I’acide ascorbique (116,59 pg/ml), utilisé comme référence,

est légerement inférieur a ceux des extraits préparés par décoction et macération.

Ces résultats confirment ceux obtenue par Wijewardhana et al., 2019 qui ont noté que la

cannelle peut étre une source d’antioxydants naturels .

Une étude réalisée par Sudan et al.,(2013) , a montré que I’extrait de la cannelle de Ceylan
présente une CI50 de I’ordre de 111,5 £0,62 mg/ml.

Les travaux de Priyanga et al., (2013) ont constaté que 1’écorce de la Cannelle de Ceylan

s’est révélée puissant dans I’activité de piégeage des radicaux libres, notamment contre les

radicaux libres DPPH.

Cependant, des composés vegétaux majeurs tels que les polyphénols et les flavonoides
pourraient étre responsable de 1’activité anti radicalaire observée (Khalisyaseen et Taha
,2021).
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5.2. Le test de réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

Le test de réduction du fer, également connu sous le nom de FRAP, est une méthode rapide,
facile et reproductible utilisée pour évaluer la capacité des extraits a réduire le fer ferrique
(Fe**) en fer ferreux (Fe?*). (Bentabet et al.,2014).

Les valeurs des absorbances en fonction des différentes concentrations des extraits ou
d’étalon ont permis de tracer des courbes de régressions linéaires (Figure 13, 14 et 15) et de
calculer ainsi A0.5 (Tableau 09) a partir des équations des courbes correspondantes.
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Figure 11: Pouvoir réducteur de fer en fonction des concentrations de 1’acide ascorbique.
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Figure 12 : Pouvoir réducteur de fer en fonction de différentes concentrations de I’extrait
brut hydro-méthanolique préparé par décoction.
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Figure 13 : Pouvoir réducteur en fonction de différentes concentrations de [’extrait brut
hydro-méthanolique préparé par macération.

D’aprés les résultats trouvés, nous avons remarqué que la réduction de fer est
proportionnelle avec les concentrations des extraits étudies.

Tableau 09 : Les A0,5 (Hg/ml) des différents extraits de 1’écorce de la cannelle de Ceylan
ainsi de ’acide ascorbique, obtenues par méthode de FRAP.

Plante Standard/Extraits A0,5 (pg/ml)
Acide ascorbique 66,66
EBD-m 216,41

L’écorce de la cannelle de
Ceylan EBM-m 208,33

EBM-m : Extrait brut macération- eau-méthanol ; EBD-m : Extrait brut décoction- eau-méthanol.

L’extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération a montré un pouvoir réducteur du
fer avec une A0,5 de I’ordre de 208,33 pg/ml, supérieur a celui de I’extrait brut hydro-

méthanolique préparé par décoction, ou nous avons enregistré une A0,5 égale a 216,41 pg/ml.

Ces résultats sont largement faibles par rapport au standard (acide ascorbique) d’ou nous

avons noté une A0,5 de I’ordre de 66,66 pg/ml.

Dans une étude portant sur 1’écorce de cannelle Ceylan menée par Abeysekera et al.,
(2013), deux méthodes d’extraction ont été comparées. L’extrait méthanolique préparé par

macération a présenté un pouvoir réducteur de fer de 44,63 +1.85 mg FeSO, /g d’échantillon,
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tandis que ’extrait éthanolique obtenu par la méthode de soxhlet, a révélé un pouvoir de
73,02 £2,81 mg FeSO, /g d’échantillon.

6. Séparations des colorants par méthodes chromatographiques

La toxicité avérée et les nuisances environnementales causes par les colorants synthétiques
ont motive les industries a se tourner vers les colorants naturels, notamment ceux issus des
plantes (Shamsia et al., 2023).

Les plantes médicinales sont considérées comme capables pour produire une variété de
pigments de couleur afin qu’ils puissent étre utilisées comme colorant naturel (Getta et
Sumathy ,2013).

Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés a extraire le (s) colorant (s) naturel (s) de
I’écorce de Cinnamomum zeylanicum. Pour ce faire, nous avons procédé a une premiere
séparation de 1’extrait brut hydro-acétonique préparé par macération par une chromatographie
sur colonne, puis les fractions obtenues ont été examinées par chromatographie sur couche

mince.

6.1. Chromatographie sur colonne

Les résultats de la séparation par chromatographie sur colonne sont présentés dans les
photos 01 et 02.

4

Photo 03 : Chromatographie sur colonne de 1’extrait brut hydro-acétonique préparé
par macération
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Photo 04 : Les tubes récupérés apres séparation par chromatographie sur colonne.

La séparation de [I’extrait brut hydro-acétonique, préparé par macération, par
chromatographie sur une colonne de (10 cm) contenant le gel de silice (adsorbant) et le
dichlorométhane (éluant) a permis de récupérer 4 tubes de différentes couleurs jaune, jaune
claire et marron clair (photo 01 et 02)

6.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les résultats d’analyse par chromatographie sur couche mince des fractions obtenues par
chromatographie sur colonne, ainsi que les valeurs des Rf de chaque fraction sont présentés
dans la photo 03 et le tableau 10 respectivement.
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extrait brut hydro-acétonique. 1 : la premiere fraction récupérée par chromatographie sur colonne.

E:
2 : la deuxieme fraction récupérée. 3 : la troisiéme fraction récupérée 4 : la derniére fraction récupéreée.

Photo 05 : Chromatographie sur couche mince de I’extrait brut hydro-acétonique d’écorce de

la cannelle de Ceylan apres révélation sous ’UV avec le dichlorométhane.

Tableau 10 : Les valeurs des rapports frontaux de chaque tache obtenus de I’extrait brut-

hydro-cétonique de la cannelle de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum).

Couleur de Rf1 Rf 2 Rf 3 Rf 4

tube (tache 1) (tache 2) (tache 3) (tache 4)
Tube 1 Transparent 0,15 0,54 0,79 0,94
Tube 2 Jaune 0,17 0,58 0,81 0,94
Tube 3 Jaune clair 0,20 0,64 0,81 0,94
Tube 4 Marron clair 0,25 0,66 0,79 0,94
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L’observation du chromatogramme obtenu sous UV aprés migration par CCM dans le
dichlorométhane, a permis de souligner 4 taches pour chaque tube.

D’apres les résultats illustrés dans la photo 03 et le tableau 10, nous avons constaté que
chaque tube contient plus ou moins quatre taches avec des Rf différents. Cependant, les taches
numero 2 dans tous les tubes (1, 2, 3,4) présente une forte fluorescente avec des RF égale a
0,54; 0,58; 0,64 et 0.66 cm respectivement.

De méme, la présence de migration dans le dichlorométhane, nous a permis de constater les

propriétés apolaires de molécules isolées.

Malheureusement, on n’a pas de résultats équivalents de ce test dans d’autres études qui

pourront nous permettre d’évaluer correctement ces résultats.
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Les hommes ont toujours eu recours aux plantes médicinales pour résoudre certains

problémes de santé.

Les épices sont considérées comme des éléments indispensables a la vie humaine et sont
utilisés aux différents niveaux comme colorants, conservateurs grace a leurs propriétés

antioxydantes et des agents aromatisants.

La cannelle de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum) est 1’une des épices les plus anciennes et
les plus savoureuses, utilisées dans le monde entier, non seulement dans la cuisine, mais aussi
dans la médecine traditionnelle et moderne. Elle appartient au genre Cinnamomun de la

famille des Lauracées.

Notre travail a pour objectif d’extraire le(s) colorant(s) naturel(s) de la cannelle par des
méthodes chromatographiques (CCM, et colonne), de réaliser des tests phytochimiques et de
doser les composés phénoliques sur des extraits bruts préparés de 1’écorce de la cannelle de
Ceylan (C. zeylanicum), ainsi que de rechercher leurs activités antioxydantes par le test de
piégeage du radical libre (DPPH) et le test de réduction du fer (FRAP).

Les résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :

v' Le meilleur rendement d’extraction de I’écorce de Cinnamomum zeylanicum est
enregistré avec 1’extrait brut hydro-méthanolique préparé par décoction de 1’ordre de
6,05% ;

v' L’analyse phytochimique qualitatif réalisée sur les différents extraits a montré la richesse
de I’écorce de Cinnamomum zeylanicum en composés bioactifs, dont les flavonoides, les

alcaloides, les tannins, les terpénoides, les quinones libres et les composés réducteurs ;

v’ L’analyse quantitatif des extraits, a montré des résultats importants pour le dosage des
polyphénols totaux et des flavonoides L’extrait brut hydro-méthanolique préparé par
décoction est le plus riche en polyphénols totaux avec une teneur de 556,4 +54 ug EAG
/mg ES. Tandis que, I’extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération est le plus

riche en flavonoides, avec une teneur de 1’ordre de 174 = 3 ug EC / mg ES.

v L’extrait brut hydro-méthanolique préparé par décoction a enregistré la meilleure
capacité de piégeage du radical libre DPPH avec une valeur de CI50 de 1’ordre de 169,68
pg/ml. Alors que I’extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération a montré le

meilleur pouvoir réducteur du fer avec une A0,5 égale a 208,33 pg/ml.

39



Conclusion et Perspectives

v’ La séparation de I’extrait hydro-acétonique par chromatographie sur colonne a permis de
récupérer 4 tubes de différentes couleurs jaunes et marron. Chaque tube, apres separation

sur couche mince, a présenté différentes taches dont deux sont fluorescentes.

Afin de compléter ce travail, d’autres études approfondies seront nécessaires et se résument

dans les points suivants :

v' Utiliser d’autres techniques d’extraction et utiliser d’autres solvants afin d’optimiser le

rendement des extraits en composeés bioactifs.

v’ Approfondir I’évaluation de I’activité antioxydante en utilisant d’autres tests tels que
piégeage du radical ABTS (2,2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate), CAT

(capacité antioxydante totale), piégeage de 1’anion super oxyde ...

v’ Tester différents solvants et systtmes chromatographiques pour améliorer la séparation et
I’identification des composés présents dans D’extrait d’écorce de Cinnamomum

zeylanicum.

v' Identifier les principes actifs de cette plante par des méthodes de couplage

chromatographiques et spectroscopie de masse.
v Augmenter les dimensions de la colonne utilisée lors de la chromatographie sur colonne.

v" Etudier d’autres activités biologiques de 1’écorce de Cinnamomum zeylanicum comme

I’activité antidiabétique, antimicrobienne, anti-inflammatoire. ..
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