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Résumé

La cardamome, Elettaria cardamomum, une épice de la famille des Zingibéracées, est connue pour
ses propriétés aromatiques et médicinales. Ses graines renferment des composés qui lui conférent un
arobme distinctif et des bienfaits pharmacologiques, incluant des effets antioxydants et anti-

inflammatoires.

Ce travail s’intéresse a 1’étude des propriétés phytochimiques, le dosage des composés phénoliques
(Polyphénols totaux et flavonoides), et 1’évaluation de 1’activité antioxydante in vitro par le test du
piégeage du radical libre DPPH, et le test du pouvoir réducteur de fer FRAP, des extraits bruts
hydrométhanoliques préparées par décoction et macération, et I’analyse chimique de I’huile extraite, &

partir des graines d’E. cardamomum.

Les résultats de criblage phytochimique des extraits bruts hydrométhanoliques préparés par décoction
ou macération ont révélé la présence d'alcaloides, de tanins, de quinones libres, de terpénoides, ainsi

que de composés réducteurs.

Les dosages des composés phénoliques ont montré la présence des flavonoides et des polyphénols
dans les deux extraits étudiés, avec des quantités variables d’un extrait a I’autre. La teneur la plus élevée
en polyphénols a été enregistrée pour I’extrait brut préparé par macération de 1’ordre de 140 + 0,005 pg
EAG/mg ES. Tandis que, la teneur la plus elevée en flavonoides, a été révélée pour I’extrait brut préparé
par décoction de I’ordre de 7 + 0,00115pug EC/mg ES.

Les études de ’activité antioxydante réalisées a 1’aide des tests DPPH et FRAP, ont montré que
I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération, a révélé une CI50 de (0,15 mg/ml). Cette
valeur est proche de celle obtenue pour le standard, I'acide ascorbique (0,12 mg/ml). Pour le test FRAP,
les deux extraits hydrométhanoliques ont montré des valeurs d'EC50 tres similaires, variant entre
(2,27mg/ml) pour I’extrait (EBD), et (2,79 mg/ml) pour I’extrait (EBM), Ces résultats restent faibles
par rapport au standard utilisé, I’acide ascorbique (0,06 mg/ml).

Quant a I'huile extraite a partir des graines d’E.Cardamomum par Soxhlet, sa teneur en polyphénols
totaux était de ’ordre de 100+0,005 ug EAG/mg ES. Ainsi que les résultats de I'analyse chimique ont

été conformes aux normes du Codex Alimentarius.

Mots clés : Elettaria cardamomum, criblage phytochimique, composés phénoliques, Activité
antioxydante, DPPH, FRAP.



Abstract

Cardamom, Elettaria cardamomum, is a spice belonging to the Zingiberaceae family, known for its
aromatic and medicinal properties. Its seeds contain compounds that give it a distinctive aroma and
pharmacological benefits, including antioxidant and anti-inflammatory effects.

This study focuses on investigating the phytochemical properties, quantifying phenolic compounds
(total polyphenols and flavonoids), and evaluating in vitro antioxidant activity using the DPPH free
radical scavenging assay and the FRAP iron reducing power assay, of hydromethanolic crude extracts
prepared by decoction and maceration, alongside chemical analysis of the extracted oil from E.
Cardamomum seeds.

Phytochemical screening of the hydromethanolic crude extracts prepared by decoction or maceration
revealed the presence of alkaloids, tannins, free quinones, terpenoids, and reducing compounds.

Phenolic compound quantification demonstrated the presence of flavonoids and polyphenols in both
extracts studied, with varying quantities between extracts. The highest polyphenol content was recorded
for the maceration-prepared crude extract, approximately 140 £ 0.005 ug EAG/mg ES, while the highest
flavonoid content was found in the decoction-prepared crude extract, around 7 £ 0.00115ug EC/mg ES.

Antioxidant activity studies using the DPPH and FRAP assays showed that the hydromethanolic crude
extract prepared by maceration exhibited an IC50 value of 0.15mg/ml, This value is close to that
obtained for the standard, ascorbic acid (0.12mg/ml). For the FRAP assay, both hydromethanolic
extracts showed very similar EC50 values, ranging from 2.17mg/ml for the decoction-prepared extract
(EBD) to 2.79mg/ml for the maceration-prepared extract (EBM), which were lower compared to the
standard, ascorbic acid (0.06mg/ml).

As for the oil extracted from E. Cardamomum seeds by Soxhlet, its total polyphenol content was
approximately 100 + 0.005 pg EAG/mg ES, Also the results of the chemical analysis were compliant
with Codex Alimentarius standards.

Keywords: Elettaria cardamomum, phytochemical screening, phenolic compounds, antioxidant
activity, DPPH, FRAP
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Introduction

La phytothérapie puise ses racines dans les origines les plus anciennes de 1’art de soigner (Sophia,

2015).

Dans les grandes civilisations qui ont marqué I'humanité, se trouve une bonne partie de I'histoire de
I'utilisation des plantes en tant que reméde (Elhaci., 2015). Avec le développement de la science
moderne, il a été démontré que les effets phytothérapeutiques des plantes sont liés a des composés

biologiguement actifs nommés métabolites secondaires (Kralova et Jampilek., 2021).

Parmi ces métabolites, on distingue les terpénes, les composés phénoliques (acides phénoliques,
flavonoides, tanins, ...), et les alcaloides (ou composés azotés). Ces molécules possedent plusieurs
activités biologiques, telles que D’activité antioxydante, antidiabétique, anti-inflammatoire, et

antimicrobienne (Vermerius et Nicholson, 2006 ; Zillich et al., 2015).

Dans l'organisme, divers mécanismes biochimiques peuvent étre activés en réponse a des facteurs
environnementaux tels que la pollution, le tabagisme et I'exposition aux rayons UV. Ces mécanismes
entrainent la production d'especes réactives de I'oxygéne (ERO), qui peuvent rapidement surpasser les
défenses antioxydantes. Un exces de ces ERO ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut
perturber I'équilibre entre les processus pro-oxydants et antioxydants. Cette perturbation provoque des
dysfonctionnements directs des biomolécules tel que I’oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides
et des glucides (Belaich et al., 2015; Boujraf et Belaich, 2016).

Les composés antioxydants naturels, jouent un réle important dans la réduction du stress oxydatif, et
dans l'amélioration de la fonction immunitaire en piégeant les radicaux libres, ce qui contribue a la

prévention des maladies (Tan et al., 2018).

La cardamome (Eletteria Cardamomum), couramment appelée « Reine des épices », est une plante
qui appartient a la famille des Zingibéracées. C’est une des épices les plus utilisées au monde et la
troisieme épice la plus chére aprés le safran et la vanille (Sharma et al., 2011). Les graines de
cardamome sont reconnues comme un remede officiel dans la pharmacopée ayurvédique et sont
commercialisées sous le nom de «GreaterCardamomsx»(Bisht et al., 2011). Elles contient des composés
phytochimiques tels que ; les phénols, amidon, tannins, terpénoides, flavonoides, protéines et stérols
(S.Sharma et al., 2011).

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés a 1’ évaluation de I’activité antioxydante, des graines

d’E. cardamomum.



Introduction

Ce manuscrit est développé en deux parties :

» La premiere partie est consacrée a une synthese bibliographique qui repose sur deux chapitres :
généralités sur la plante étudiée Elettaria Cardamomum, le stress oxydant, et les méthodes

d’¢évaluation de I’activité antioxydante.

» La deuxiéme partie est une partie expérimentale basée principalement sur les différentes

techniques et méthodes réalisées, les différents résultats obtenus, interprétés er discutés

» Enfin, une conclusion générale qui résume notre travail.
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Bibliographique
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La plante etudiee :

Elettaria cardamomum



Chapitre | : La plante étudiée : Eletarria cardamomum

La cardamome, Elettaria cardamomum : est une plante qui appartient a la famille des Zingibéracées,
couramment appelée « Reine des épices ». Originaire des foréts tropicales du Sud de I'Inde et du Sri
Lanka (Sengupta et al., 2005), C’est l'une des épices les plus utilisées au monde et la troisiéme épice
la plus chére apres le safran et la vanille (Sharma et al., 2011).

|  Historique

Selon « les Vedas » livres sacrés de I’hindouisme, les essences étaient déja exploitées au moins
1600 ans avant J.-C. la cardamome est citée dans ces écrits sacrés. Les Indiens en connaissaient tres
bien ses propriétés médicinales, ils s’en servaient pour les soins médicaux et pour le bien-étre du corps,
le plus souvent en massage. Elle était particulierement recommandée pour lutter contre les hémorroides

et la jaunisse (Boullard.,1997)

En chine, les premiers écrits chinois sur la cardamome datent de 1I’an 720. Selon la pharmacopée
chinoise, cette épice est reconnue comme une panacée pour le traitement des troubles intestinaux, des

dysenteries et des diarrhées (Teuscher et al ., 2005)

La cardamome mot a passé dans toutes les langues de I’Europe, Dans le passé, cette épice a joué un
role déterminant dans des événements historiques significatifs. Les épices indiennes, dont la
cardamome est la reine, ont été la principale motivation derriere la décision de Christophe Colomb de
I'Espagne de chercher a atteindre I'Inde, conduisant finalement a la découverte de I’Amérique. La
cardamome indienne, ainsi que d'autres épices, ont provoqué les peuples romains et grecs, contribuant
a l'invasion historique de I'Inde par Alexandre le Grand. Au cours des siécles suivants, cette précieuse
épice a attiré I'attention des Arabes, des Portugais, des Hollandais et des Anglais, qui ont entrepris des
voyages maritimes vers I'Inde pour rapporter la cardamome avec eux (Arunachalam et
Wimpelupessey, 2005).

Il Noms vernaculaires

Les dénominations internationales du mot cardamome contiennent une racine commune :

= En Inde : elaichi, elettari (Christine Poirel, 2017).
= En anglais : Cardamon, Cluster Cardamom, Lesser Cardamom, Malabar Cardamom,
= En arabe : Hhabb EI Hal, Habbu Al Hal, Hhamama4, Habbu Al Han (Lim, 2013)
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La cardamome a beaucoup d’autres noms vernaculaires qui la décrivent, tels que : La " rein des
épices ", La " graine des anges ", Les ” graines du paradis ", L’amome, La "petite ” ou la "grande

" cardamome ( Teuscher et al., 2005).

11 Classification
Selon la classification botanique de Cronquist de 1981 (classification classique des

angiospermes) ; E. cardamomum suit la classification suivante (Cronquist., 1981).

*= Reégne : Plantae

= Division : Magnoliophyta
= Classe : Liliopsida

= Ordre: Zingiberales

= Famille : Zingiberaceae

= Genre: Elettaria

= Espece : Elettaria Cardamomum

IV Description botanique

La cardamome est une plante vivace de taille généralement comprise entre 2 et 3 métres. Elle
posseéde un rhizome long, charnu et noueux, a partir duquel émergent de multiples tiges portant
des feuilles alternes, étroites et pointues, dotées d'un pétiole qui entoure la tige. Les fleurs de la
cardamome se regroupent en trois ou quatre épis peu denses. Le fruit de la plante se présente sous
forme d'une capsule ronde ou ovale, de couleur jaune, verdatre ou brune. Cette capsule s'ouvre
par trois valves et contient de nombreuses petites graines brunes au parfum tres aromatique (Fig.
01) (Devaux et Polese., 2001).
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Figure 1: Feuilles d’Eltteria cardamomum

(www.jardinierparesseux.com , consulté le 02/04/2024)

e Lesfleurs:

Les fleurs de la cardamome atteignent de 3 a 3,5 cm de long. Elles sont de couleur blanche ou
vert pale, striées de violet ou de bleu, elles sont zygomorphes et construites (Fig. 02) (Arvy et
Gallouin.,2015).

Figure 2: La fleur de cardamome

(www.mccormickforchefs.com , consulté le 01/06/2024)
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e Lesgraines:

La graine de cardamome est de couleur brun foncé a noir, d'environ 4 mm de long et 3 mm de
large, irrégulierement anguleuse, ridée transversalement, mais non piquée. Elle a une odeur

caractéristique et un godt fortement aromatique (Fig. 03) (Singarvel Sengottuvelu, 2011).

Figure 3: Capsules et graines de cardamome

(www.cardamomdaysfood.com , consulte le 02/04/2024)

V Composition chimique

Des recherches portant sur la composition chimique de la cardamome révélent sa richesse en
divers composants, dont la teneur varie en fonction du climat, les conditions géographiques et les
méthodes d'extraction. Le fruit séché de la cardamome contient des huiles essentielles (Tableau
1), Cires, stérols, des pigments, des protéines, la cellulose, les sucres, I'amidon, I'oxalate de
calcium, et des minéraux (Ravindran et Madhusoodanan, 2003 ; Nair, 2006 ; Sharma et al.,
2011).

Ils contiennent aussi des composants phénoliques et des flavonoides comme la quercétine, le

kaempferol, la luteoline et la pelargonidine (Sultana et al., 2010 ; Vishwakarma et al., 2014).

Le principal composant de la graine est I'amidon, représentant jusqu'a 50%, tandis que la cogue
de fruit contient jusqu’a 31% de fibre brute. La teneur en huile volatile dans les graines peut
atteindre 8%. Cette derni¢re contient environ 1,5% d‘a-pinéne, 1,2% de B-pinene, 2,8% de
sabinéne, 1,6% de myrcene, 0,2% d'a-phellandrene, 11,6% de limonéne, 36,6% de 1,8-cinéol, 0,7%
de y-terpinéne, 0,5% de terpinéol, 31,3% d'acétate d'a-terpinyle, 0,3% Citronellol, 0,5% nerolidol,
0,5% de gerniol, 0,2% de méthyl eugénol et 2,7% de trans-nerdilol. L'ardme de cardamome basique
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est produit par une combinaison des composants principaux, du 1,8- cinéol et de l'acétate d'a-

terpinyle (Panda, 2003 ; Aggarwal et Kunnumakkara., 2009).

Tableau 1: Variation de teneur en huile essentielle des graines de E.cardaomme

(Bertile et al., 2001).

Durée et condition de conservation % D’huile essentielle
Graines extraites a la récolte 4,8
Graines extraites de capsules stockées a 1’air 14 mois 2.9
Graines extraites a la récolte conservées6 semaines en I’air 2,4
Graines extraites a la récolte et conservées 14 mois a ’air 1,0

V1 Utilisation traditionnelle

VI.1 Phytothérapique
Les graines de cardamome sont reconnues comme un remede officiel dans la pharmacopée
ayurvédique et sont commercialisées sous le nom de « Greater Cardamomy. Elles sont utilisées

comme antidote contre les piqdres de scorpion et les morsures de serpent (Bisht et al., 2011).

En Egypte, la cardamome était largement utilisée dans I'Antiquité pour la fabrication de parfums
ainsi que pour traiter de nombreux troubles digestifs tels que l'indigestion, les flatulences, les
problemes gastro-intestinaux, les troubles stomacaux, les résolutions, les retentissements et les
nausées (Marongiu et al., 2004 ; Sereshti et al., 2012).

VI.2 Culinaire

La cardamome est un ingrédient couramment utilisé dans la préparation de divers mélanges pour
pains d'épices, certaines patisseries orientales, tartes aux fruits, garnitures de créeme et riz au lait.
Elle est particulierement appréciée dans les pays arabes, ou elle est ajoutée au café selon un rituel
symbolisant I’hospitalité locale (Nair, 2006 ; Iserin et al., 2007 ; Botineau, 2010)

VIl Activités biologiques de la cardamome
Des différentes études ont déterminé plusieurs vertus pharmacologiques et thérapeutiques d'E.
cardamomum :

VIL.1  Activité anti-inflammatoire
Les extraits éthanolique et aqueux des graines de la cardamome ont démontré une activité anti-

inflammatoire. Des doses de 100 mg/ml et 200 mg/ml de ces extraits ont été examinées pour evaluer
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leur efficacité anti-inflammatoire contre I'eedéme de la patte induit par la carraghénane chez les
rats. Les resultats ont montré que les deux extraits présentaient une activité anti-inflammatoire
dose-dépendante, comparable a celle du médicament standard, le diclofénac sodique a une

concentration de 100 mg/ml (Alam et al., 2011).

VII.2 Activité antidiabétique

L'extrait hydroacétonique des graines d'E. cardamomum présente une richesse en flavonoides et
en tanins, deux composés reconnus pour leur capacité a inhiber les enzymes métabolisant les
glucides, les amylases et les glucosidases. De maniére similaire, I'extrait aqueux de cette plante a
démontré une activité antidiabétique prometteuse, suggérant la présence de meétabolites
biologiqguement actifs. En outre, cet extrait aqueux a également révélé une forte capacité
d'inhibition de I'alpha-amylase in vitro (Ahmed et al., 2017 ; Mehrotra et al., 2019 ; Al-Yousef
et al., 2021).

VIL.3 Activité anticancéreuse :
Une suspension aqueuse des graines de cardamome a montré une inhibition significative de la
formation de foyers de cryptes anormaux (ACF) induite par I'azoxyméthane (AOM), un agent
carcinogéne, chez des souris albinos suisses. Les ACF sont largement reconnus comme des lésions

pré-neoplasiques précoces (Bhattacharjee et al., 2007)

VIIL.4 Activité antibactérienne
Les extraits d'éther de pétrole issus des graines d'E.cardamomum ont démontré une activité
antimicrobienne en inhibant la croissance de Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa. De méme, les extraits acétoniques, méthanolique et éthanolique de cette
plante ont présenté une activité inhibitrice contre Staphylococcus aureus, Candida albicans et

Saccharomyces cerevisiae (Kubo et al.,1991 ; Aneja et Joshi., 2009).

VIL.5 Activité cardioprotective
La cardamome offre une protection significative au niveau du muscle cardiaque et exerce des
effets cardio-protecteurs en éliminant les radicaux libres et en déployant des activités
antioxydantes. De plus, le traitement a l'extrait de cardamome entraine une inhibition
significative de l'accumulation plaquettaire, un facteur souvent impliqué dans les crises

cardiaques (Suneetha et Krishnakantha, 2005)
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VIL.6 Activité hépato-protective
Le principe actif impliqué dans la protection hépatique est le 1,8-cinéole. Des études ont révélée
que le 1,8-cinéole contenu dans des graines de la cardamome protege contre les Iésions
hépatiques induites par la galactosamine et le lipopolysaccharide chez les souris. lls ont
démontré qu'un prétraitement avec du 1,8-cinéole (a 400 mg/kg, par voie orale) administré 60
minutes avant I'exposition a la galactosamine-lipopolysaccharide confere une protection

compléte contre le choc mortel causé par les dommages hépatiques (Santos et al., 2001)

VIL.7 Activité anti ulcéreuse
L’extrait méthanolique brut des fruits d’E. cardamomum présente une activité antiulcéreuse.
Parallelement, I'huile essentielle de cardamome inhibe de maniére significative la formation
d'ulcéres gastriques, réduisant de 60,91% les ulcéres induits par I'éthanol et I'aspirine (Jafri et
al., 2001 ; Jamal et al., 2005).

VIL.8 Activité anti-oxydante
L’acide protocatéchuique, le1,8-ceineoil et alphaterpineol et le protocatechualdehyde présent
dans les graines de E. cardamome ont montré une activité antioxydante (Kikuzaki et al., 2001),
et ont présenté des avantages potentiels pour la santé en inhibant la peroxydation lipidique
(Jessie et Krishnakantha., 2005). La cardamome posséde des propriétes antioxydantes et peut
augmenter les niveaux de glutathion et d'enzymes anti-oxydantes dans le corps (Verma et al.,
2010 ; Bisht et al., 2011 ; Das et al., 2012).

VIl L’huile fixe des graines d’E.cardamomum

L'huile fixe des graines de cardamome est principalement composée des acides oléique,
palmitique et linoléique. Elle contient également d'autres acides gras en quantités moindres.
Elle se caractérise par des proportions élevées d'acides gras mono-insaturés et d'acides gras
saturés, De plus, elle renferme différents tocophérols, tels que 1'a-tocophérol, le y-tocophérol
et le 8-tocophérol, qui possédent une activité antioxydante. Ces composées sont connus pour
leurs bienfaits potentiels pour la santé, notamment en réduisant le risque de certains cancers et
de cataractes liées a I'age. Ainsi, cette huile de cardamome pourrait jouer un réle important dans

la prévention des maladies et la promotion de la santé (Ashokkumar et al ., 2019)
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| Introduction

L’oxygéne, molécule indispensable pour la vie, peut induire des dommages cellulaires significatifs
en générant des derivés oxygénés activés, communément appelés radicaux libres. De nombreuses
études épidémiologiques et cliniques ont établi le lien entre ces especes réactives de I'oxygene (ERO)
et divers processus pathologiques, tels que le cancer. Pour contrer les effets néfastes de I'oxygeéne,
I'organisme a mis en place des mécanismes de défense antioxydants comprenant des enzymes, des
vitamines, des protéines, etc. Dans des conditions physiologiques normales, ces systémes antioxydants

sont capables de réguler efficacement la production des ERO (Pincemail et al ., 2002)

Il Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, molécule ou atome, capable d’avoir une existence
indépendante en contenant un ou plusieurs électrons non appariés (électron célibataire). Le radical
libre a la propriété d’étre instable, trés réactif avec une durée de vie trés courte. Pour devenir stable, il
aura toujours tendance a capter un électron dans son orbitale, par 1’oxydation d’un autre composé
(Goudable et Favier ., 1997).

La production excessive des radicaux libres entraine une oxydation des composants cellulaires,
notamment de I'ADN, des protéines, des lipides et des glucides, ce qui provoque des lésions
directes.Les conséquences biologiques de ces dommages varient considérablement en fonction de la

dose de radicaux libres et du type cellulaire exposé a cette toxicité(Favier .,2003).

11 Le stress oxydatif

Le stress oxydant se définit comme un état pathologique résultant d'un déséquilibre redox significatif,
ou les réactions prooxydantes prévalent sur les processus antioxydant (Pincemail et al., 2002). Ce
phénomene peut découler de déficiences ou de défaillances dans les systemes enzymatiques
antioxydants, de dysfonctionnements dans la biosynthése ou la distribution des antioxydants
endogenes, ou encore d'une surproduction de radicaux libres et de composés réactifs oxygenés
(Brenneisen et al., 2005).

Le stress oxydatif est un des facteurs qui amplifient le risque de développer des maladies

multifactorielles (Tableau 02).
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Tableau 2: Exemples de pathologies liées au stress oxydatif (Bensakhria .,2018)

Maladies ou le stress Maladies oule stress Maladies entrainantes un
oxydatif est la cause oxydatifest le facteur stress oxydatif
primordiale déclencheur secondaire
Cancers Maladie d’Alzheimer, Diabete sucreé,
Auto-immunité, Stérilité masculine, Insuffisance rénale,
Cataracte. Rhumatismes, Maladie de Parkinson.
Athéromes, asthmes.

IV Systeme antioxydant

Pour se protéger contre une production excessive d'espéces radicalaires, notre organisme dispose
d'un systeme complexe de défense antioxydante, qui opére a la fois a l'intérieur et a I'extérieur des
cellules (Pincemail et al.,2002). Des études ont révélé I'implication des facteurs nutritionnels, dans la

modulation du stress oxydatif (Berger .,2006).

Les antioxydants sont des substances capables d'atténuer, d'inhiber ou de prévenir I'oxydation des
substrats oxydables en neutralisant les radicaux libres, réduisant ainsi le stress oxydatif (Kim et Lee.,
2004).

Les substances antioxydantes peuvent étre classées en deux catégories distinctes : les antioxydants

enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques.

IV.1 Les antioxydants enzymatiques
Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la 1ére ligne de défense contre le stress

oxydant (Haleng et al., 2007), principalement représentée par :

- La super oxyde dismutase (SOD) : elles accélére la dismutation de 1’anion super oxyde en

peroxyde d’hydrogéne (Zelko et al .,2002)

- La catalase : présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD puisque son role et d’accélérer la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en

eau et en oxygene moléculaire (Sorg.,2004)

- La glutathion peroxydase et réductase : elles sont localisées dans le cytosol et les mitochondries.
La glutathion peroxydase joue un role tres important dans la detoxification du peroxyde

d’hydrogene et d’autre hydro peroxydes résultant de I’oxydation du cholestérol et des acides gras.
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Le rdle de La glutathion réductase est de régénérer le GSH (glutathion réduit) a partir du GSSG
(glutathion oxyde) tout en utilisant le NADPH comme un cofacteur (Martinez 1995 ;Sorg.,2004)

IV.2 Les antioxydants non enzymatiques
Ce sont des substances qui ont la capacité de préserver la cellule des attaques des (ERO).

Ces molécules ne sont pas fabriquées par les cellules elles-mémes, mais doivent étre obtenus a

partir de I’alimentation ou de suppléments (Frei et stocker.,1990).

Parmi les antioxydants non enzymatiques, on retrouve diverses molécules aux propriétés anti-

radicalaires. Certaines sont des vitamines comme :

- La vitamine C : est une petite molécule hydrosoluble, qui protége les cellules en piégeant diverses

especes réactives de I'oxygeéne (Car et maggini.,2017).

- Lavitamine E : est un antioxydant liposoluble, qui préserve les cellules des dommages oxydatifs
causés par les ERO (Azzi et Stocker.,2000)

- Flavonoides : ce sont des antioxydants puissants, ils sont présents dans les végétaux (manach et
al.,2004).

V Techniques d’évaluation de I’activité antioxydante

Les méthodes et outils utilisés pour mesurer I'activité des antioxydants ont considérablement évolué
au cours des derniéres décennies. Les premieres méethodes mesuraient I'efficacité des antioxydants
contre la formation de certaines espéces de produits d'oxydation et étaient donc basées sur la mesure
de l'oxydation des lipides. A ce jour, diverses analyses chimiques couplées a des technologies de
détection hautement sensibles et automatisées sont employées pour évaluer l'activité antioxydante
selon des mécanismes spécifiques, tels que l'activité de piégeage contre certains types de radicaux
libres ou d'espéces réactives de I'oxygene (ERO), le pouvoir réducteur et la chélation des métaux, entre
autres. Les substrats d'oxydation ou les sondes cibles ont également été étendus des systemes modeles
alimentaires a des composés chimiques, des matériaux biologiques, des lignées cellulaires, voire des
tissus vivants (Shahidi et Zhong .,2015)

Les différentes méthodes pour évaluer la capacité antioxydante se répartissent en trois catégories
distinctes : la spectrométrie, les analyses électrochimiques et la chromatographie pour le dosage des

composeés phénoliques (Moharram et Youssef .,2014) , parmi ces tests :
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V.1 Méthodes spectrophotométriques

Les méthodes d‘évaluation de 1°activité antioxydante in vitro peuvent étre divisées en deux grandes
catégories suivant les réactions: les tests basés sur le transfert d’un atome d‘hydrogéne
(HAT :Hydrogen Atom transfer), et les tests basés sur le transfert d‘un simple électron (SET : Single
Electron transfer) (Prior et al.,2005). Ces tests reposent sur la mesure de changements de couleur, et
donc d’absorbance, suite a des réactions d'oxydo-réduction entre l'antioxydant et un substrat

chromogene.

V.1.1 Tests basés sur le transfert d‘un atome d‘hydrogéne (HAT)

Ces tests mesurent la capacité d’un antioxydant a éliminer les radicaux libres en donnant un atome
d'’hydrogéne. Les mécanismes HAT (transfert d'atome d'hydrogéne) de l'action antioxydante sont
prouvés dans la réaction suivante ou I'atome d'hydrogéne (H) d'un phénol (ArOH) est transferé a un

radical peroxyle (R1) (Apetre et Munteaunu., 2021) :
R1: ROO* + AH/ArOHZ2 ROOH + A*/ArO*

Des exemples typiques de tests basés sur le HAT sont les essais de capacité d'absorption des radicaux
oxygeénés (ORAC), le parametre antioxydant de piégeage total des radicaux peroxyles (TRAP) et la
capacité de piégeage totale des radicaux oxygénes (TOSC) (Cekic et al.,2013).

V.1.2 Tests basés sur le transfert d’un électron (SET)
Ces tests détectent la capacité d'un antioxydant a transférer un électron afin de réduire les ions

métalliques, les groupes carbonyles et les radicaux libres (Wright et al.,2001).

L'action antioxydante dans ces tests est souvent simulée avec un échantillon fluorescent ou coloré

approprié au lieu de radicaux peroxyles.

Les tests SET spectroscopiques, incluant le test du pouvoir antioxydant de réduction du fer (FRAP),
et les tests de capacité antioxydante de réduction du cuivre (CUPRAC), mesurent la capacité d'un
antioxydant a réduire un oxydant, qui change de couleur lorsqu’il est réduit. Le degré de changement
de couleur est corrélé avec la concentration de la capacité antioxydante totale (Apetre et Munteaunu.,
2021).

V.1.3 Tests en mode mixte HAT/SET
Les tests en mode mixte reposent sur 1’élimination des chromophores stables comme le DPPH,

impliquant a la fois les mécanismes HAT (transfert d'atome d'hydrogéne), ET (transfert d’électron) et
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PCET (transfert d'électron couplé au proton) (Siddeeg et al.,2021), Les principaux exemples de ces

tests sont le test de neutralisation des radicaux DPPH, et le DMPD.

V.2 Méthodes électrochimiques

Parmi les méthodes électrochimiques récentes pour évaluer I'activité antioxydante, la voltammeétrie
cyclique est devenue une alternative intéressante aux tests chimiques classiques. Cette technique
mesure la capacité de donation d'électrons (potentiel redox) des antioxydants par balayage
voltammétrique. Le voltammogramme cyclique obtenu indique le potentiel d'oxydation et la
concentration des composés antioxydants, généralement des groupements phénoliques. L'activité
antioxydante est déterminée par le courant de pic anodique, le potentiel de pic d'oxydation et l'aire

sous la vague anodique, qui refletent la facilité a donner des électrons (Ragubeer et al., 2010).
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MATERIEL ET METHODES

Notre étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de recherche « Antibiotiques,
antifongique, physico-chimie, synthése et activité biologique », département de biologie, faculté des
sciences de la nature et de la vie, des sciences de la terre et de I’univers, université Abou BekrBelkaid

, Tlemcen.

L'objectif de cette étude est d'étudier la composition phytochimique, de doser les composés
phénoliques et d'évaluer l'activité antioxydante des extraits bruts hydrométhanoliques et de I’huile,

préparés a partir des grains d'E.cardamomum.
L’étude comporte deux parties :
e Partie 1 : Extraction du matériel végétal a partir des graines d’Elettaria cardamomum

e Partie 2 : Evaluation de I'activité antioxydante in vitro des extraits d’E. cardamomum

| Materiel végetal
Les graines d’E.cardamomum « Hab el Hal », objet de cette étude, ont été acquises sous forme séche,
broyeées jusqu’a I’obtention d’une poudre fine, et tamisés pour éliminer leurs coques chez un herboriste

a Maghnia, wilaya de Tlemcen. Ces graines ont été importées d’inde.

Il Extraction et préparation des extraits
II.1 Extraction d’huile

Une quantité de 25g de poudre des graines de cardamome broyés a été insérée dans une cartouche
en cellulose puis dans un siphon a Soxhlet, surmonté d’un réfrigérant, et monté sur un ballon contenant
200ml d’hexane. Le solvant est chauffé a 1’aide d’un chauffe ballon, a une température de 45°C

pendant 4 heures (fig. 04).

Afin d’¢liminer le solvant et obtenir une huile fixe, le mélange d’extraction obtenu est passé¢ dans un

Rotavator a 60°C, pour la concentration d’extrait..
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Condensateur

Cartouche
contenant la
poudre végétale

Tube siphon

Solvant d'extraction
(200ml d'hexane)

| Chauffe ballon

A

Diagramme technique Equipement de laboratoire

Figure 4: Extraction d’huile par I’appareil de Soxhlet (Photo LAP SAB, 2024)

Le rendement en huile est calculé a I’aide de la formule suivante :

R (%) = (P1—P2/P3) x 100

v

v

v

v

R (%) : Rendement exprimé en pourcentage
P1 : poids du tube rempli
P2 : poids du tube vide

P3 : poids de la matiére végétale insérée dans la cartouche

1.2 Extraction liquide- liquide de I’huile obtenue

A partir de ’extrait évaporé, une extraction liquide-liquide a été réalisée a 1’aide d’une ampoule a

décanter, pour pouvoir quantifier les composés phénoliques :

>

Dans I’ampoule a décanter, 1’extrait a été dilué dans un mélange de 20ml méthanol, eau
distillée (80/20 ; v/v), et 20ml de chloroforme.
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» Le mélange a été vigoureusement agité, dégazé, puis laissé a décantation.
» Apres séparation des deux phases, la phase hydrométhanolique a été récupérée.
> La phase a été séchée dans une étuve a 37°C

L’extrait brut hydrométhanolique préparé a partir de 1’huile (EBH) est ainsi récupéré et conserve a

I’abri de lumiére.

II.3  Préparation d’extrait brut hydrométhanolique par macération
» Dans un Erlenmeyer, 10g de la matiere végétale broyée et dégraissée sont mélangés avec 150ml
du mélange eau-méthanol (20/80 ; V/V).

» La préparation est laissée macérer a tempeérature ambiante pendant 72 heures a 1’abri de la

lumiére.

» Apreés filtration par papier Whatman, I’extrait hydrométhanolique récupéré est concentré a I’aide

d’un Rotavapor a 60°C et séché a sec dans une étuve a 37°C (fig. 05)

L’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération (EBM) est ainsi récupére et conserve a

[’abri de lumiére.
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Processus d’extraction par macération

1 0g poudre végétalc‘

Solution hydro -

7

méthanolique f E
(20/80; v/v)

V=150ml

Elimination de la
phase aqueuse dans
I’étuve
T :37°C

"’-'-aﬂll!.‘ N

Macération sous agitation

A 4
N
Filtration

Elimination de la
phase organique par
rotavapor
T :60°C

—

Extrait brut hydrométhanolique
(E.B.M)

Figure 5: Schéma récapitulatif pour la préparation d’extrait brut hydrométhanolique par macération

(Photos LAP SAB, 2024)

I1.4 Préparation d’extrait brut hydrométhanolique par décoction

» Dans un ballon rodé surmonté d’un réfrigérant, 10g de la matiére végétale broyée et dégraissée

est mélangée avec 150ml d’un mélange eau-méthanol (20/80).

» Le mélange est placé sous reflux dans une chauffe ballon a une température d’ébullition stable

pendant 45min (Fig. 06)
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> La préparation est filtrée par papier Whatman

» Le filtrat est concentré dans un Rotavapor afin d’évaporer le méthanol, a une température de

60°C. puis séché a sec dans une étuve a 37°C (Fig. 07).

L’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction (EBD) est ainsi récupéré et conservé a 1’abri

de lumiére.

Réfrigérant

10g matiére végétale

+

150 ml solution

Chauffe ballon
(Température
d’éhullition stahle)

Y

Diagramme technique Equipement de laboratoire

Figure 6: Montage d’une décoction sous-reflux (photo LAP SAB, 2024)



MATERIEL ET METHODES

[ Processus d’extraction par décoction ]
10g poudre végétale p N
Sous reflux
Solution hydro - ( Température
méthanolique d’ébullition stable)
(20/80; v/v) Q — Durée :45min
V=150ml
Filtration
- -
) :
Elimination de la
phase organique par
( Elimination de la B rotavapor
phase aqueuse dans I:60°C

I’étuve

T :37°C

]
3
Extrait brut hydrométhanolique
(E.B.D)

Figure 7: Schéma récapitulatif pour la préparation d’extrait brut hydrométhanolique par décoction
(Photos LAP SAB, 2024)

Le rendement obtenu a partir des extraits bruts préparés par macération et décoction est calculé a

I’aide de la formule suivante :

R (%) = (M1 / M0) x 100

v" R (%) : rendement exprimé en pourcentage ;
v' M1 : masse en gramme « g » de 1’extrait sec obtenu ;

v" MO : masse en gramme « g » du matériel végétal.
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11 Tests phytochimiques

Une analyse qualitative a été effectuée sur les extraits bruts (EBD et EBM) des graines d’E,
Cardamomum obtenus. Elle est basée sur des réactions de coloration, de précipitation et d’observation
sous lumiere ultra-violette, afin de mettre en évidence la présence des différents métabolites

secondaires.

Ces tests ont été menés selon les techniques de caractérisation qualitatives décrites par Bruneton,
(1999) Harbone (1998).

III.1 Composeés azotes
» Les alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par quelques
gouttes de HCI (1%) et ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et 0,5ml de réactif de
Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc ou brun, respectivement, révele la

présence d’alcaloides.

1.2 Les composés phénoliques :
» Les tanins

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,25 ml d’une solution aqueuse
de FeClsz (1%). Le mélange est incubé pendant 15 min a température ambiante. La présence des tanins

est indiquée par une coloration verdatre ou bleu noiratre.
» Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de HCI concentré et quelques
copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune prouve la présence des

flavonoides.
» Les quinones libres

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,1 ml d’hydroxyde de sodium
(NaOH a 1%). L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des

quinones libres.
» Anthraquinones

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1ml de NH4OH (10%) puis agiter.

L’apparition d’une coloration violette indique la présence des anthraquinones.
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» Les coumarines (Fluorescence UV)

Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser, prendre le premier comme témoin et
ajouter a ’autre 0,1 ml de NH4OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la

lumiére UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des coumarines.

IT1.3 Composés terpéniques
» Les saponines (test de mousse)

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de I’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et laisser le
mélange au repos pendant 15min. Une hauteur supérieure a 1 cm de mousse indique la présence de

saponines.
% Terpénoides (Test de Slakowski)

Dans un tube a essai, introduire 1 ml de 1’extrait a analyser, ajouter 0,4ml de chloroforme et 0,6 ml
d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marronne a I’interphase

indique la présence des terpénoides.

II1.4 Les composés réducteurs
Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml réactif B) a 1 ml
d’extrait a analyser et incuber 1’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant. L apparition d’un

précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.

IV Dosage des composes phénoliques

IV.1 Dosage des polyphénols totaux
% Principe

Les polyphénols totaux ont été dosés par méthode spectrophotométrique suivant le protocole décrit

par Vermerius et Nicholson (2006).

Le principe fondamental de cette méthode repose sur I'emploi du réactif "Folin-Ciocalteu™,
caractérisé par sa teinte jaune et constitué d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (HsPMo01204). Ce réactif induit I'oxydation des composés phénoliques, favorisant
la formation d'un complexe bleu impliquant les ions tungstene (Wsg0O23) et molybdéne (MogO23). La

mesure de I'absorbance se réalise spécifiguement a une longueur d'onde de 680 nm.
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% Mode opératoire

0,1 ml d'extrait {1 mg/ml) est combiné avec 2 ml d'une solution de carbonate de sodium Na,COs a

2%. Cette solution est ensuite agitée et incubée pendant 5 minutes. Par la suite, 0,1 ml de réactif Folin-

Ciocalteu a 1N est ajouté, et le mélange est incubé a I'abri de la lumiére et a une température ambiante

pendant 30 minutes. L'absorbance est alors mesurée a une longueur d'onde de 680 nm en comparaison

avec un blanc (tableau 03).

Parallelement, une gamme d'étalonnage est préparée dans les mémes conditions, en utilisant de

I'acide gallique a différentes concentrations a un intervalle de 50 a500ug/ml, afin de permettre une

quantification des composés phénoliques présents dans les extraits testés (tableau 03)

Les résultats sont exprimés en en microgramme Equivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait sec (ug EAG/ mg ES).

Tableau 3: Méthode de dosage des polyphénols totaux

Extraits (1mg/ml)

La gamme d’étalon (acide gallique)
EBH | EBM | EBD

[gz'gle gallique] | 5|50 | 100 | 150 |200 |250 |300 |350 |400 |450 |500 |- - -
(Anfl')de gallique | _ ol |01 |01 |01 |01 |01 |01 |01 |01 |01 |- - -
Eau distillée (ml

D P e T P e T D T
Extraits (ml) - - - - - - - - - - - 0l |01 |o1
Na,COs (2%) ml) | 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 |2 |2 2 2
Augitation et incubation pendant 5 min
Folin-Ciocalteu | 59 191 o1 |01 |01 |01 |01 |01 |01 o1 |01 |01 |01 |01
(AN) (ml)

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

Mesure de 1’absorbance a 680 nm

EBH : L’extrait brut hydrométhanolique préparé a partir de I’huile ; EBM : L’extrait brut hydrométhanolique préparé

macération ; EBD : L’extrait brut hydrométhanolique préparé décoction ;

28




MATERIEL ET METHODES

IV.2 Dosage des flavonoides totaux

s Principe
La teneur en flavonoides totaux est déterminée par la méthode décrite par Zhichene et al., (1999).

Le principe de cette méthode se repose sur I’oxydation des flavonoides en milieu alcalin parle nitrite
de sodium (NaNOy) et le chlorure d’aluminium (AlCl3) en composant un complexe de couleur rose

absorbant a 510 nm.
% Mode opératoire

250 pul de I’extrait (1mg/ml) est mélangée avec 1 ml d’eau distillée et 75ul du nitrite de sodium
(NaNO2a 15 %). Apreés 6 min d’incubation a température ambiante, 75ul de chlorure d’aluminium
(AICI3 a 10%) sont ajoutés. Apres 6 min de repos a température ambiante, 1 ml d’hydroxyde de sodium
(NaOH a 4%) est apporté au mélange. Le volume total est complété a 2,5 ml d’eau distillée. La solution
finale est bien mélangée et gardée a I’obscurité pendant 30 min. L’absorbance est mesurée au

spectrophotométre a 510nm contre un blanc (Tableau 04).

Une gamme d’étalonnage est préparée dans les mémes conditions avec la catéchine a différentes

concentrations de 50 a 500ug/ml (Tableau 04).

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

Tableau 4: Méthodes de dosage des flavonoides

Extraits
La gamme d’étalon (catéchine) (Img/ml)
M D
[Catéchine] B 50 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 |350 | 400 |450 |500 |- -
pg/mi
Catéchine (ul) | - 250 | 250 | 250 | 250 | 250 [ 250 [ 250 [ 250 |250 [250 | - -
Extrait (ul) - - - - - - - - - - - 250 250
(ES‘IL)’ distillée | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 2000 | 1000 | 1000 | 1000
NaNO2
5 (75 |75 75 75 75 75
(15%) (ul) 75 75 |75 |75 |75 |75 |7
1% incubation pendant 6 min a température ambiante
AlC(10%) () [75 |75 [75 [75 |75 |75 |75 |75 |75 |75 |75 |15 |75
2™ incubation pendant 6 min a température ambiante
NaOH(4%) (ul) | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000
(ESIL)’ distiliée | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100

3me incubation & 1’obscurité pendant 30 min

Mesure de ’absorbance a 510 nm
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V Recherche d’activité antioxydante

V.1 Piégeage du radical libre DPPH
s Principe

Le test repose sur la capacité de l'extrait a reduire le radical libore DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl), ce qui induit un changement de couleur de violet foncé a une couleur jaunatre lors de
la réaction de réduction. Cette décoloration est quantifiable par spectrophotométrie (Fig. 08) (Brand-
Williams et al.,1995).

NO, NO,
. H
O;N N—N + A-H > O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure 8: Réduction du DPPH violet en DPPH-H jaune

(www.chimactiv.agroparistech.fr , consulté le 25 /04 /2024)

% Mode opératoire
Le test de DPPH a été réalisé suivant la méthode décrite par (Bektas et al.,2005) :

Une série de concentration des extraits étudiés est préparée dans 1’eau distillée. 50ul de chacune sont

ajoutés a 1950ul d’une solution méthanolique de DPPH.

Pour chaque concentration d’extrait, un blanc est préparé, en mélangeant 50ul de chaque

concentration avec 1950ul de I’eau distillée.

Un témoin négatif est aussi préparé, en ajoutant a 50ul méthanol, 1950ul d’une solution
méthanoliques de DPPH.

Dans les mémes conditions, un témoin positif est préparé en utilisant I’acide ascorbique a différentes

concentrations.
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Aprés une période d’incubation de 30 min, I’absorbance est mesurée a 517nm.
Chaque essai est répété 3 fois.

% Expression des résultats de C150

L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (I %) est calculée de la maniere suivante :

I % = [(A blanc — A échantillon) / A blanc] x 100.

Une courbe de régression logarithmique des concentrations de 1’extrait en fonction de I % a été tracée
pour déterminer la CI50, défini comme la concentration d’extrait nécessaire pour diminuer la
concentration du DPPH initiale de 50%.

V.2 Test du pouvoir réducteur de fer (FerricReducingAntioxidantPower; FRAP)
s Principe

Le pouvoir réducteur d'un extrait est corrélé a son activité antioxydante. Cette technique permet
d'évaluer la capacité des extraits examinés a catalyser la conversion du fer ferrique (Fe **) contenu
dans le complexe K3[Fe(CN)6]en fer ferreux (Fe2+)(Karagozler et al., 2008)

% Mode opératoire

250ul de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 250ul d’une solution tampon
phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 250ul d’une solution de ferricyanure de potassium KzFe(CN)es (1%) ;

» L’ensemble est incubé a 50°C pendant 20 minutes dans 1’étuve ;
» Apreés refroidissement des tubes, 250ul de I’acide trichloracétique TCA (10%) est ajouté ;
» L’ensemble est centrifugé pendant 10min (en cas de précipitation) ;

» 500 pl de surnageant est combiné avec 500ul d’eau distillée et 100ul d’une solution aqueuse de
chlorure de fer FeCls (0,1%) ;

» L’absorbance est mesurée a I’aide d’un spectrophotométre a 700 nm contre un blanc (préparé en

remplacant I’extrait par de I’eau distillée) ;
Pour chaque concentration, le test est répété 3fois.

Le contréle positif consiste en une solution d'un antioxydant standard, I'acide ascorbique, dont

I'absorbance est mesurée dans des conditions identiques a celles des extraits.

Une augmentation de 1’absorbance est indicative a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits examinés.
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*

s Expression des résultats d’EC50

L'EC50, ou concentration efficace a 50%, représente la concentration de I'extrait ou la réponse
biologique atteint la moitié de sa valeur maximale. Pour calculer I'EC50, on trace des courbes de dose-
réponse en tracant les absorbances en fonction des différentes concentrations d'extraits. Cette analyse

permet d'identifier I'extrait le plus efficace, caractérisé par la plus faible valeur d'EC50.

VI Analyse chimique d’huile

VI.1 Indice d’acide
 Principe

L'acidité est un indicateur chimique clé de la qualité des huiles. L’indice d’acide consiste a neutraliser

les acides libres par une solution alcoolique hydroxyde de potassium (Benosman et Mamchaoui,
2005).

¢+ Mode opératoire
Selon le protocole expérimental stipulé dans la réglementation CEE/2568/91 :
» Une prise d’essai d’huile de 0,5g est dissoute dans 2,5ml d’un mélange d’éthanol.

> Le mélange est titré a 1’aide d’une solution KOH éthylique (0,1 N) en présence de

phénolphtaléine a 2% jusqu’a I’apparition d’une couleur rose ;
» Un témoin a été réalisé dans les mémes conditions ;
+ Expression des resultats

L’acidité est exprimée en pourcentage d’acide oléique qui se détermine :

Acidité (AC)% (d’acide oléique) = (V-V0) *(N*M/10*m)

V : volume en millilitre de KOH nécessaire pour neutraliser I’échantillon ;
VO : volume en millilitre de KOH nécessaire pour neutraliser le blanc ;
N : normalité de I’hydroxyde de potassium ;

M : masse molaire (g/ml) d’acide oléique qui est égale a 282g/ml ;

NN

m : masse en gramme de la prise d’essai.
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VI.2 Indice de saponification
L'indice de saponification représente la quantité de milligrammes de potasse requise pour saponifier
les acides gras présents dans un gramme de matiére grasse. Cette mesure augmente

proportionnellement a la diminution du poids moléculaire des acides gras (AFNOR, 2013).
+¢* Principe

En exposant un ester a une solution concentrée et chaude de potasse, nous favorisons une réaction
totale ou l'alcool est régénéré, formant ainsi le sel de potassium de l'acide, et générant de nouveau

l'ester.
¢ Mode opératoire
» Dans un ballon, 0,5g d’huile est mélangé avec 12,5 ml de KOH ethylique (0,5 mol/l) ;
» Porter le mélange a 1’ébullition a reflux pendant 45 min,
> Laisser refroidir et ajouter des gouttes de phénolphtaléine a 2% ;
» Titrer par I’acide chlorhydrique de 0,5 mol/l ;
» Agiter jusqu’au virage a I’incolore de la phénolphtaléine
» Déterminer le volume V 1 de la neutralisation de 1’échantillon

» Réaliser un témoin (1 ml d’eau distillée +25 ml de KOH éthylique), dans les mémes conditions

de I’échantillon, pour déterminer le volume V 0 du titrage.

¢ Expression des résultats

Calcul de I’indice de saponification IS (mg de KOH/g huile)

_ Mgon X (Vp_V3) X Cyq
m

IS

V 0 : Volume de neutralisation de témoin en ml ;
V 1 : Volume de neutralisation de I’échantillon en ml ;
CHci : concentration de la solution d’acide chlorhydrique en mol/1(0,5mol/ 1) ;

Moy : masse molaire du KOH en g/mol (56,1g/mol)

NANEE NI NN

m : masse d’huile pesée en g (0 ,5Q).
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V1.3 Indice d’ester

L'indice d'ester (IE) représente la masse en milligrammes de KOH requise pour la saponification des
glycérides contenus dans un gramme de matiere grasse. Il n'est pas directement mesurable, mais plut6t
calculé a partir des deux indices IS (indice de saponification) et IA (indice d'acidité). Plus
specifiquement, I'lE est déterminé comme la différence entre I'indice de saponification et I'indice
d'acidité (IE = 1S - 1A) (Tchouar et al., 2014)

VI.4 Indice de peroxyde
L’indice de peroxyde représente la quantité des substances de I’échantillon (exprimée en

milliéquivalent d’oxygene actif par kilogramme), qui oxydent I’iodure de potassium.
¢ Principe

Le principe de ce test repose sur le titrage par une solution de thiosulfate de sodium des molécules
d’iode libérées par oxydation des iodures par les hydroperoxydes de 1’échantillon solubilis¢ dans un

mélange acide acétique/chloroforme.
¢ Mode opératoire
Le protocole établi par le reglement CEE2568/91a été adopté pour la détermination de cet indice :

» 0,5g d’huile sont mis en solution dans 5 ml de chloroforme,7,5ml d’acide acétique glacial et

0,5ml d’une solution saturée d’iodure de potassium
» Apres incubation pendant Smin a 1’obscurité, 37,5ml d’eau distillée sont ajoutés

> Le mélange est titré par une solution de thiosulfate de sodium (NazS20za 0,01 N) en présence

d’empois d’amidon comme indicateur.
Un essai témoin (sans matiére grasse) est réalisé dans les mémes conditions.
O

«+  Expression des résultats

L’indice de peroxyde IP (m Eq/kg) est déterminé selon la formule :

IP (m Eg/kg) =V—-V0 /mx1000xN

v" N : Normalité NaS,03
vV : Volume en ml de Na2S203 nécessaire pour le titrage de 1’échantillon
v Vo: le volume de thiosulfate de sodium requis pour titrer le blanc

v" m : masse en gramme de la prise d’essai
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VI11Analyses statistiques
Dans le but d’obtenir des résultats fiables et significatives pour les différents échantillons collectés,

il est important de tenir compte les analyses statistiques suivantes :

VII.1 Moyenne
(n) n

X =

VII.2 Ecart type

S=V [T (xi- X) 2/ n-1]
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RESULTATS ET INTERPRETATION

| Rendement d’extraction

Le rendement des extraits bruts hydrométhanoliques préparés par macération et décoction, ainsi que
celui de I'huile extraite, des graines d'Elettaria cardamomum, a été déterminé par calcul apres
évaporation a sec, par rapport a la masse initiale seche de la matiere végétale. Les résultats obtenus
sont présentés dans le tableau 5 :

Tableau 5: Rendement des extraits bruts hydrométhanoliques et de I'huile fixe extraite des graines
d'Elettaria cardamomum

Meéthode d'extraction Masse végétale initiale (g) | Rendement (%)
EBM 10 5,04
EBD 10 10,16
Huile 75,85 19,86

EBM : L’extrait brut hydrométhanolique préparé macération; EBD : L’extrait brut hydrométhanolique préparé
décoction ;

L'analyse des rendements des extraits bruts hydrométhanoliques et de I'huile extraites des graines
d'’E. Cardamomum révele des variations significatives en fonction des méthodes d'extraction. La
décoction, avec un rendement de 10,16 % pour les extraits bruts hydrométhanoliques, surpasse la
maceration, qui n'a produit qu'un rendement de 5,04%, malgré I'utilisation d'une masse végétale initiale
identique. Par ailleurs, I'extraction d'huile a généré un rendement notablement plus élevé, atteignant
19,86%.

Il Caractéristiques des extraits
Les caractéristiques des extraits bruts hydrométhanoliques préparés a partir des graines d Elettaria

cardamomum sont résumés dans le tableau 6 :

Tableau 6: Caractéristiques des extraits bruts hydrométhanoliques

Extrait Aspect Couleur Solubilité
EBM Pateux Marron foncé Eau distillée
EBD Pateux Marron foncé Eau distillée

Fluide,
Huile légérement Jaune doree Méthanol
visqueuse
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EBM : L’extrait brut hydrométhanolique préparé macération ; EBD : L’extrait brut hydrométhanolique préparé
décoction ;

Suite a I'analyse des résultats, il est notable que les deux extraits bruts hydrométhanoliques, obtenus
par macération et décoction a partir des graines de cardamome, ont été récupérés sous forme de pate
présentant une teinte marron foncé. De plus, ils ont exhibé une solubilité compléte dans I'eau distillée.
Quant a I’huile obtenue, elle présentait un aspect fluide, 1égérement visqueux, couleur dorée, et elle

s’est révélée soluble dans le méthanol.

11 Tests phytochimiques

Afin de mettre en évidence la présence des différents métabolites secondaires, une analyse qualitative
a été effectuée sur les extraits bruts (EBD et EBM) des graines d’E,Cardamomum obtenus, basée sur
I’intensité de coloration ou de précipitation ou observation sur lumiere UV . Cette intensité est
proportionnelle a la quantité de la substance recherchée. Les résultats obtenus sont présentés dans le
tableau 7 :

Tableau 7: Résultats des tests phytochimiques des graines d’Elettaria cardamomum

Métabolites secondaires | Réactifs EBM EBD
Alcaloides Mayer i i
Wagner + +
Tanins FeCls + I
Flavonoides HCI + Mg2+ - -
Quinones libres NaOH (1%) F +
Anthraquinones NH4OH (10%) - -
Saponines Indice de mousse - -
Terpénoides Test de Slakowski +++ +++
Composés réducteurs Liqueur de Fehling + +
Coumarines Fluorescence UV - -

EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ; EBD : extrait brut hydrométhanolique préparé par
décoction ; (+) : présence ; (-) : absence.

D'apreés les résultats du tableau 7, nous avons observeé la présence d'alcaloides, de tanins, de quinones
libres, ainsi que de composés réducteurs, et une forte indication de la présence de terpénoides, suggérée
par la formation d'un anneau marron, dans les différentes preparations d'extraits bruts (EBM et EBD)
des graines de cardamome. En revanche, les anthraquinones, les saponines, les flavonoides et les

coumarines ont été absents dans I'ensemble des extraits.
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IV Dosage des composés phénoliques

IV.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode spectrophotométrique a I'aide du réactif
de Folin - Ciocalteu. Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents d'acide gallique par
milligramme de matiere seche d'extrait obtenu (ug EAG / mg ES), en utilisant I'équation de régression

linaire (y=0,0013x ; R?=0,997) dérivée de la courbe d'étalonnage tracée d’acide gallique ( fig.09)
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Figure 9: La courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits bruts hydrométhanoliqgues (EBM et EBD)

et de I’huile (EBH), des graines d’Elettaria cardamomum sont présentées dans la (fig.10) :
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EBM : extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ; EBD : extrait brut hydrométhanolique préparé par
décoction ; EBH : extrait brut hydrométhanolique préparé a partir de I’huile

Figure 10: La teneur en polyphénols totaux des extraits bruts hydrométhanoliques et de I’huile, des
graines d’Elettaria cardamomum

Le dosage des polyphénols totaux a révélé que I'extrait préparé par macération (EBM) présente la
teneur la plus élevée, mesurée a 140 + 0,005 pg EAG/mg. Suivie d’extrait brut hydrométhanolique
préparé a partir de I’huile (EBH) et I'extrait hydrométhanolique préparé par décoction (EBD), qui ont
montré des teneurs respectives de l'ordre de 100+0,005 pg EAG/mg ES et 50+ 0,005 pg EAG/mg ES.

IV.2 Dosage des flavonoides
Les flavonoides ont été quantifies en utilisant la méethode spectrophotométrique, qui repose sur

I'oxydation des flavonoides en milieu alcalin en présence de trichlorure d'aluminium (AICls3).

Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent de catéchine par mg de maticre végétale seche
(ug EC/mg MS) en utilisant 1’équation de la régression linéaire (y=0,0027x ; R?=0,997) de la courbe

d’étalonnage tracée de la catéchine (fig.11) :
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Figure 11: La courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits hydrométhanolique des graines d’Elettaria cardamomum sont

présentées dans la (Fig.12) :

Teneurs en Flavonoides (pug EC/mg MS)
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EBM : extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ; EBD : extrait brut hydrométhanolique préparé par
décoction.

Figure 12: La teneur en flavonoides des extraits hydrométhanolique des graines d’Elettaria
cardamomum
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L’extrait brut préparé par décoction (EBD) a enregistré une teneur en flavonoides de 1’ordre de 07 +
0,00115 pg EC/mg, supérieure par rapport a celle obtenue de I'extrait brut préparé par macération
(EBM), qui a enregistré une teneur de I’ordre de 05+ 0,00152 pg EC/mg ES). Cependant, les deux

extraits ne présentent pas une richesse notable en flavonoides

V Recherche d’activité antioxydante
V.1 Piégeage du radical libre DPPH

Les figures (13), (14), (15) représentent respectivement le pourcentage d’inhibition du DPPH en
fonction des différentes concentrations d’acide ascorbique, de I’extrait brut hydrométhanolique
préparé par macération (EBM), et de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction (EBD),

des graines d’Elettaria cardamomum :
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Figure 13: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH enfonction des différentes concentrations
d’acide ascorbique
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Figure 14: Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations de I’extrait

(EBM)
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Figure 15: Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des différentes concentrations de I’extrait
(EBD)

Les valeurs des CI50 de I'extrait brut hydrométhanolique préparé par maceration (EBM) et de I'extrait

brut hydrométhanolique préparé par décoction (EBD), ainsi que celle de la substance de référence
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acide ascorbique, ont été calculées a partir de I'équation des courbes de régression logarithmique des
figures (13), (14), (15).

Les résultats des CI50 sont présentés dans la (Fig.16), Cette analyse permet d'identifier I'extrait le

plus efficace, caractérisé par la plus faible valeur de CI50.

4.77

C1 50 en mg/ml
w RS

N

0.12 0.15

Acide ascorbique EBM EBD

EBM : extrait brut hydrométhanolique préparé par macération ; EBD : extrait brut hydrométhanolique préparé par
décoction.

Figure 16: Les valeurs des CI50 de I’acide ascorbique et des extraits bruts (EBM) et (EBD) en
mg/ml, des graines d’Elettaria cardamomum.

A partir de la (fig.16) la valeur de la CI150 de I'extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction
(EBD) est 40 fois supérieure a celle du standard (l'acide ascorbique), tandis que celle de I'extrait brut
hydrométhanolique par macération (EBM) est 1,25 fois plus élevée. Cela indique que I'extrait (EBD)
présente une activité antioxydante significativement plus faible que celle de I’extrait (EBM), qui

montre une activité Iégerement supérieure, moins efficace que I'acide ascorbique.

V.2 Test du pouvoir réducteur de fer (FRAP)
Les figures (17), (18), (19) représentent respectivement les résultats du pouvoir réducteur du fer,
déterminés a partir des absorbances mesurées en fonction des concentrations d’acide ascorbique, et de

I’ensemble des extraits bruts hydrométhanolique (EBM) et (EBD) des graines d’Elettaria

cardamomum :
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Figure 17: Pouvoir réducteur du fer d’acide ascorbique
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Figure 18: Pouvoir réducteur du fer de 1’extrait brut (EBM)

45



RESULTATS ET INTERPRETATION

EBD
y =0.1979x + 0.073
17 R2=0.9838
0.8 -
1S
S
S 0.6 -
3+
D
2
S 04 -
o
38
<
0.2 -
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Concentration (mg/ml)

Figure 19: Pouvoir réducteur du fer de 1’extrait brut (EBD)

Les valeurs d'EC50 de I'extrait brut hydrométhanolique préparé par macération (EBM) et de I'extrait
brut hydrométhanolique préparé par décoction (EBD), ainsi que celle de la substance de référence
I’acide ascorbique, ont été calculées a partir de 1'équation des courbes régressions linéaires des figures
(17), (18), (19), elles sont présentées dans la (fig.20) :

3 2.7947

2.1675

EC50 (mg/ml)

0.0666

Acide ascorbique EBM EBD

Figure 20: Les valeurs des EC50 du pouvoir réducteur du fer de I’acide ascorbique et des extraits
bruts (EBM) et (EBD) en mg/ml, des graines d’Elettaria cardamomum.
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Les résultats obtenus ont montré que la capacité des extraits a réduire le fer est largement inférieure
a celle de I’acide ascorbique. Dans l'extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction, le pouvoir
réducteur est plus prononcé, avec une valeur de EC50 de I’ordre de 2,17 mg/ml), comparativement a

l'extrait brut hydrométhanolique préparé par macération, qui a présenté une valeur d’EC50 de I’ordre

de 2,79mg/ml.

VI L’analyse chimique d’huile

Afin d’évaluer les résultats de 1’analyse chimique de notre huile extraite des grains
d’E.cardamomum, nous nous appuyons sur les normes générales établies par le Codex Alimentarius
(CODEX-STAN 210-1999) concernant les propriétés des huiles végétales raffinée.

Etant donné que I'extraction par solvant a été réalisée a chaud, il est envisageable que les résultats

puissent étre altérés lors d'une extraction a froid (ultrasons, presse, enzymatique).
Les résultats des différents indices sont présentés dans le tableau 08 :

Tableau 8: Résultats de I’analyse chimique de I’huile extraite des grains d’E. cardamomum

Indice Valeur obtenue Normes (CODEX-STAN 210-1999)

Indice d’acide 0,0423 mg KOH/g d’huile | <0,6 (mg KOH/g)

Indice de saponification | 190,74 mg KOH/g d’huile | 189-195,2 (mg KOH /g)

Indice d’ester 186,51 186-187,94

Indice de peroxyde 0 m Eq/kg <10 (m Eg/kg)

Tous les indices se situent tous dans les plages normales définies par les normes CODEX-STAN
210-1999, indiquant globalement une bonne qualité de I'huile. Notamment, I'indice de peroxyde, qui
reflete le degré d'oxydation de I'huile, et qui peut indiquer sa fraicheur et sa stabilité, une valeur de 0
est excellente et bien en dessous de la norme de 10 m Eq/kg, ce qui suggere que I'huile est fraiche et

non oxydeée.

47



Discussion



DISCUSSION

Dans notre étude, nous avons réalisé une recherche visant a analyser les composants phytochimiques
des extraits bruts hydrométhanoliques des graines d'Elettaria cardamomum, obtenus par décoction et
maceération apres extraction de leur huile fixe obtenue par méthode Soxhlet. Nous avons mesuré les
teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides dans ces extraits, ainsi que leur capacité a piéger les
radicaux libres DPPH et a réduire le fer ferrique en fer ferreux, afin d'évaluer leur activité antioxydante.
De plus, nous avons procédé au dosage des polyphénols de I’huile extraite et a une analyse chimique

de celle-ci en utilisant les indices d'acide, de saponification, d'ester et de peroxyde.

Les rendements des extraits bruts hydrométhanoliques préparés par macération et décoction obtenus

dans cette étude étaient respectivement d’ordre de 10,16% et 5,04%.

Le rendement d’EBM est supérieur a ceux obtenus dans I’¢tude menée par (Bhatti et al., 2010) sur
différents extraits méthanoliques des graines d’E.cardamomums obtenus par macération (30%
méthanol, 50% méthanol, 70% et méthanol absolu). Les rendements ont varié de 7,9 % a 9,4 %, le

meilleur résultat étant obtenu avec 1’extrait méthanolique a 70 %.

Par ailleurs, nous avons enregistré un rendement d’extraction d’huile fixe par Soxhlet en utilisant

I’hexane comme solvant d’extraction d’ordre 19,86%.

Shabana Ban, (2016), a enregistré un rendement de 43,76%, apres extraction par Soxhlet d’huile

des graines d’E.cardamomum provenant d'Inde en utilisant du méthanol.

Par contre, Razborsek et al., (2021), ont note seulement un rendement de 3,74% d'huile des graines
d’E.cardamomum provenant du Guatemala, par ultrasons, en utilisant trois solvants d'extraction :

méthanol a 80%, éthanol a 80% et de I'eau.

Les tests phytochimiques que nous avons réalise sur les deux extraits bruts hydrométhanoliques
obtenus par décoction (EBD) et macération (EBM) des graines d’Elettaria cardamomum ont révélé la
présence d'alcaloides, de tanins, de quinones libres, ainsi que de composeés réducteurs, et une forte
indication de la présence de terpénoides. En revanche, les anthraquinones, les saponines, les

flavonoides et les coumarines étaient absents dans I'ensemble des extraits.

L’analyse phytochimique faite par Shaban et al .,(2016) sur I’extrait hydrométhanoliquedes graines
d’E.cardamomum venants d’Inde, a montré aussi une forte présence de terpénoides, ainsi que de
flavonoides. Cependant les tests pour les alcaloides, lestanins, les quinones libres, les saponines, et les

polyphénols étaient négatifs.

Les travaux réalisés par Ardakania et al., (2017) ont montré que I'extrait méthanoliquedes graines

venantes d’Iran, contient les tanins et les flavonoides. Tandis que les alcaloides et les saponines sont
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absents. En outre, de plus grandes quantités de kaempferol, de rutine et la quercétine ont été observées

en utilisant la chromatographie sur couche mince.

Les analyses phytochimiques quantitatives effectuées sur les grains d'E. cardamomum ont permis de
déterminer les teneurs en composés phénoliques. Pour I'extrait brut méthanolique (EBM), une teneur
élevée en polyphénols totaux de I’ordre de 140 £ 0,005 pg EAG/mg ES a été quantifiée. L'extrait brut
(EBD) a réve¢lé une teneur inférieure de 50 + 0,005 pg EAG/mg ES. Concernant les flavonoides, une
teneur de 1’ordre de 7 £ 0,00115 pg EC/mg ES a été obtenu pour I'EBD, tandis que I'EBM a présenté
une teneur de ’ordre de 5 + 0,00152 pg EC/mg ES.

Cependant, ces teneurs sont différents de ceux rapportés précédemment dans la littérature. En effet,
Ninfali et al., (2005) et Souri et al., (2008) ont signalé des concentrations respectives de 148 mg/100g
MS et 84,19 mg/100g MS pour les polyphénols totaux pour des extraits méthanoliques de la méme
espece végétale. De plus, une étude menée par Ho et al.,(2008) a révélé une teneur trés élevée en

flavonoides de 226 + 29,8 mg EC/g MS pour un extrait méthanolique.

Les travaux de Chaleshtor et Chaleshtori., (2017) sur I'extrait éthanolique des fruits d'E.
cardamomum rapportent des valeurs de 19,27 + 0,02 mg EAG/g MS pour les polyphénols totaux et 18
+ 0,021 mg ER/g MS pour les flavonoides. D'autre part, I'étude de Kandikattua et al., (2017) sur
I'extrait hexanique de ces grains a montré des teneurs de 24 + 1,88 mg EAG/g MS pour les polyphénols
totaux et 13 + 1,14 mg EC/g MS pour les flavonoides. Les teneurs des polyphénols sont inférieurs a
celles obtenues dans notre étude, En revanche, les concentrations en flavonoides déterminées par ces

auteurs sont supérieures aux résultats issus de notre travaille.

Les niveaux de composés phénoliques varient en fonction de I'origine géographique de la plante, des
méthodes d'extraction et de la polarité des solvants (Djeridane et al., 2013 ; Gao M et Liu C Z.,
2005).La génétique, le climat, la période de récolte et les conditions de stockage influencent également
ces teneurs (Podsedek.,2007 ; Falleh et al., 2008). Dans notre étude sur la cardamome, le faible taux
de composés phénoliques totaux pourrait s'expliquer par le fait que la diosmine, son composé
phénolique majoritaire (Feng Y et al.,2020) est pratiqguement insoluble dans I'eau et peu soluble dans
les solvants organiques polaires comme I'éthanol ou le méthanol (Anwer et Shakeel.,2015). Nous
pouvons aussi suggérer que certains de ces composés pourraient avoir été retenus dans I'huile apres

son extraction par Soxhlet.

Le potentiel antioxydant de nos extraits a été évalue par deux méthodes : le test au DPPH pour
mesurer la capacité de piégeage des radicaux libres, et le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant

Power) pour déterminer la capacité réductrice équivalente en fer ferreux.
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Concernant le test au DPPH, les valeurs des concentrations inhibitrices médianes (C150) déterminées
graphiquement pour chaque extrait présentent des écarts notables. Alors que I'extrait EBD affiche une
CI50 de 4,77 mg/ml, traduisant une capacité antiradicalaire relativement faible, I'extrait EBM a révélé
une CI50 de 0,15 mg/ml. Cette derniere valeur est proche de celle obtenue pour I'acide ascorbique
(0,22 mg/ml), ce qui suggére un pouvoir piégeur de radicaux libres DPPH tres élevé pour I'extrait
EBM.

Nos résultats différent des données antérieures rapportant des CI50 de 167,29 + 1,72 pg/ml (Souri
et al., 2008), 217,431 ug/ml (Sultana et al.,2010), 681,5 + 8,4 ug/ml, (Khalaf et al., 2008) et 464 +
28,3 ng/mL(Kandikattua et al., 2017) pour les extraits de graines d'E. cardamomum obtenus par
macération. Bien qu’inférieures a notre extrait brut hydrométhanolique obtenu par décoction (4,77
mg/ml). Ces valeurs restent largement supérieures a la C150 de 0,15 mg/ml obtenue pour notre extrait

(EBM), indiquant un meilleur pouvoir antiradicalaire pour ce dernier.

Pour le test FRAP, les résultats indiquent que la capacité des extraits a réduire le fer est nettement
moindre que celle de I'acide ascorbique, molécule de référence (EC50 = 0,06 mg/ml). Cependant, les
deux extraits hydrométhanoliques ont montré des valeurs d'EC50 trés similaires, variant entre
2,17mg/ml pour (EBD) et 2,79mg/ml pour (EBM).

Ces résultats restent inférieurs a celui obtenu par Deepa G et al., (2013), ou ils ont enregistré une

EC50 de 4,6 + 0,08 mg/g pour extrait méthanoliquedes graines d'E. cardamomum.

La teneur en polypheénols totaux enregistrée pour notre huile extraite par Soxhlet était de 100+£0,005
ug EAG/mg ES. Cette valeur dépasse nettement les résultats obtenus par Molaveisi et al.,(2020), qui
ont noté une valeur de polyphénols de I’ordre de 214,35 mg EAG/ 100 g MS), dans I’huile des graines
d'E. cardamomum, préparées par hydro-distillation, ainsi que les résultats de Imtara et al.,(2022) qui
ont enregistré des teneurs variables en polyphénols des huiles des graines d'E.cardamomum, preparées
par I’hydro-distillation, en utilisant différents solvants : 33.45 + 0.35pour I’extrait éthanolique, 31.06

+ 2.10 pour I’extrait méthanolique, et 20.36 + 1.25 mg GAE/g ms pour 1’extrait chloroformique.

Ces résultats mettent en évidence le potentiel antioxydant notable de notre huile, souligné par ses

niveaux élevés de polyphénols totaux.

En outre, des études récentes ont été menées sur I'huile de cardamome en raison de ses bienfaits
potentiels, cependant, des interrogations subsistent quant a son utilisation dans 1’industrie alimentaire.
Les résultats de I'analyse chimique de I’huile extraite a partir des graines d'E. cardamomum, ont été
conformes aux normes du Codex Alimentarius. Ils confirment la qualité d’huile. En particulier, I'indice

de peroxyde, un indicateur crucial du degré d'oxydation et de la fraicheur de I'huile, qui a noté une
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valeur de 0, largement inférieur a la norme de 10. Ce résultat indique une fraicheur et une stabilité
remarquables de I'huile, ce qui conforte sa qualité globale. Par conséquent, les résultats obtenus

valident l'utilisation de cette huile dans l'industrie alimentaire.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail de recherche a permis d'évaluer le potentiel antioxydant et de caractériser le profil
phytochimique des extraits bruts hyrométhanoliques des graines d'Elettaria cardamomum, ainsi que
de I'huile extraite par Soxhlet. Les résultats obtenus mettent en exergue des propriétés antioxydantes

prometteuses.

Les analyses phytochimiques réalisées sur les extraits bruts hydrométhanoliques obtenus par
décoction (EBD) et macération (EBM) des graines ont révélé la présence d'alcaloides, de tanins, de
quinones libres, de composeés réducteurs ainsi que de terpénoides. L'extrait brut méthanolique (EBM)
s'est révélé riche en plyphénols totaux par rapport a I’extrait préparé par decoction, avec une teneur de
140 + 0,005 pg équivalents d'acide gallique/mg d'extrait sec. Cet extrait a démontré une activité
antiradicalaire puissante lors du test au DPPH, affichant une (C150) de 0,15 mg/ml. Cette valeur est
comparable a celle de I'acide ascorbique utilisé comme contrdle positif (0,12 mg/ml), ttmoignant ainsi

d'une remarquable capacité de piégeage des radicaux libres.

Quant a I'huile extraite par Soxhlet, sa teneur en polyphénols totaux de 100+0,005 pg EAG/mg ES
témoigne d'un potentiel antioxydant notable, semble étre a I’origine de I’indice de peroxyde de 0

obtenu, qui confirme sa fraicheur et sa stabilité exceptionnelles, garantissant ainsi sa qualité.

Ces résultats ouvrent des perspectives prometteuses pour I'exploitation des graines de cardamome et
de leur huile comme sources naturelles dantioxydants dans divers domaines, notamment
I'agroalimentaire, la cosmétique et la pharmacie. Des études supplémentaires seraient pertinentes pour
approfondir I'identification structurale précise des composeés phytochimiques responsables de I'activité
antioxydante observée. Leur innocuité et leurs mécanismes d'action antioxydants spécifiques
mériteraient également d'étre investigues. Par ailleurs, des essais in vivo permettraient d'évaluer leurs
éventuels bénéfices sur la santé, comme des propriétés anti-inflammatoires, anticancéreuses ou de
prévention des maladies liées au stress oxydatif. Enfin, I'optimisation des procédés d'extraction visant
a augmenter les rendements en molécules bioactives constituerait une piste intéressante pour valoriser

pleinement le potentiel de cette épice.
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