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RESUME

Le présent travail a pour objectif d’évaluer [’activité anti-oxydante par le biais de
deux méthodes : la méthode de blanchissement du [-caroténe et la méthode au DPPH et de
tester [’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion en milieu gélosé, des
extraits (EBr, EAcOEt et En-BuOH) des graines de cumin.

Dans le test de blanchissement du p-caroténe, I’En-BuOH du cumin a montré
Dactivité anti-oxydante la plus élevée (36.56%), de méme dans le test au DPPH avec une
activité anti-radicalaire (94.55%) plus élevée que celle du BHT (92.91%).

Les résultats de [’activité antimicrobienne ont montré [l'inefficacité des extraits
contre la plupart des souches testées.

Mots clés: cumin, polyphénols, activité anti-oxydante, activité antimicrobienne
ABSTRACT

This work aims at evaluating the antioxidant activity by the means of two methods:
the p-carotene bleaching method and DPPH assay as well as testing the antimicrobial
activity by the Agar-well diffusion method, of the extracts (EBr, EAcOEt and En-BuOH) of the
seeds of cumin.

In the p-carotene bleaching test, the En-BuOH of cumin displayed highest
antioxidant activity (36.56 %), well in the DPPH assay with an radical-scavenging activity
(94,55%) overpassing that of the BHT (92,91%).

The results of the antimicrobial activity showed the inefficiency of the extracts
against most of the tested strains.

Keywords: cumin, polyphenols, antioxidant activity, antimicrobial activity
INTRODUCTION

Les propri¢tés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont
connues depuis I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20°™ siécle pour que
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les scientifiques commencent a s’y intéresser (Yano et al., 2006). Récemment, I’attention
s’est portée sur les herbes et les épices comme source d’antioxydants, qui peuvent étre
employés pour se protéger contre les effets du stress oxydant (Mata et al., 2007).

Le cumin (Cuminum cyminum L.) est une petite plante herbacée de la famille
Ombelliféres (Apiacées) (Bézanger-Beauquesne et al., 1986), d’une hauteur de 30 cm (Vican,
2001), a feuilles parfumées, finement divisées, ses petites fleurs blanches ou roses en
ombelles fleurissent en été (Bremness, 2002). Le cumin est utilisé généralement comme
additif (Saiedirad et al., 2008), mais également il a une variété de propriétés médicinales
connues depuis I’antiquité telles qu’anti-oxydantes, diurétiques, astringentes et
hypoglycémiantes (Dhandapani et al., 2002).

Une grande partie des recherches actuelles porte sur I’étude de molécules
anti-oxydantes et antimicrobiennes comme les vitamines, les caroténoides et les
polyphénols. Il a semblé donc intéressant d’inscrire ce travail dans ce contexte de recherche.
Le but de cette étude est d'évaluer ’activité anti-oxydante par le test de blanchissement du f3-
Caroteéne, I’activité anti-radicalaire par le test au DPPH et I’activité antimicrobienne par la
méthode de diffusion en milieu gélosé de I’extrait brut du cumin et ses deux fractions. Cette
évaluation est reliée au contenu phénolique des ces extraits.

MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal et préparation des extraits

L’extraction des flavonoides est réalisée selon le schéma présenté par Lebreton et
al. (1967) .

Les graines de cumin sont soumises a macération pendant une nuit a température
ambiante, dans un mélange hydro-alcoolique méthanol-eau (7:3 V/V). Apres filtration et
évaporation du solvant, D’extrait brut obtenu est épuisé successivement par 2 solvants
(I’acétate d’éthyle et le n- butanol). La série d’extraction a permis d’obtenir I’extrait brut
hydro-méthanolique (EBr), la fraction d’acétate d’éthyle (EAcOEt), la fraction du n-butanol
(En-BuOH) et la fraction aqueuse (EAq) résiduelle.

Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon la méthode cité par (Wong ef al., 2006).

Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium (AICl5) citée par (Djeridane et al., 2006) est
utilisée pour quantifier les flavonoides dans ces extraits.

Analyse qualitative par HPLC

L’analyse qualitative des flavonoides est réalisée par HPLC (VP Shimadzu liquid
chromatograph). Pour cela, 20 pl de chaque extrait ont été injectés sur une colonne de
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type phase inverse C18, de dimensions égales a 125 x 4.6 mm. La phase mobile est constitué¢e
de trois €luants : 1’eau distillée, le méthanol et I’acide acétique (50 : 47 : 2.5) (V/V /V). Le
gradient d’¢élution appliqué est de type isocratique étalé sur 10 min. Le débit est de 1 ml / min
(Amarowicz et al, 2005). La détection a été effectuée par un détecteur UV-Vis a une
longueur d’onde égale 254 nm.

Activité anti-oxydante
Test de blanchissement du - caroténe

Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par la mesure de
l'inhibition des composés organiques volatils et les hydro-peroxydes conjugués diéne résultant
de I’oxydation de I’acide linoléique (Tepe et al., 2006). Briévement 2 mg de 3 - caroténe ont
été dissous dans 1 ml de chloroforme. La solution obtenue a été introduite dans un ballon
contenant 2 mg d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40.

Apres évaporation du chloroforme, 100 ml d’eau distillée saturée en oxygeéne ont été
ajoutés avec agitation vigoureuse. De cette nouvelle solution 2.5 ml sont transférés dans des
tubes, et 350ul de chaque extrait (2g/1) et du témoin BHT sont ajoutés.

L’absorbance a ét¢ immédiatement mesurée pour le BHT a 490 nm.

D’autres lectures sont mesurées a différents intervalles de temps (2h, 4h, 6h, 12h, et
48h) (Tepe et al., 2006).

L’activité anti-oxydante relative aprés 48 heures est calculée selon la relation
suivante : AAR = (AbS gepaniition/ AbS gut) X 100
ou :
AAR : activité anti-oxydante relative ;
ADbS Eepanglion : absorbance de 1’échantillon apres 48 heures ;
Abs pyr : absorbance du BHT apres 48 heures ;

Test au DPPH

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphenyl 1 picryl
hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune
(Maataoui et al., 2006).

L’activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par
(Lopes-Lutz et al., 2008).  Dans des tubes on introduit 2.5 ml de chaque extrait (0.1mg/ml)
et Iml de la solution méthanolique au DPPH (0.3 mM), aprés agitation par un vortex, les
tubes sont placés a 1’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est
effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm.

Les résultats peuvent é&tre exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou
I’inhibition des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :
% = [1 - (AbS Echantillon — Abs Contrdle négatif)] x 100
ou



Lebanese Science Journal, Vol. 11, No. 1, 2010 72

% : pourcentage de I’activité anti-radicalaire ;
ADS {haniillon - absorbance de 1’échantillon ;
ADbS Conrole negatif - absorbance du controle négatif ;

Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion
en milieu gélosé cité par (Celiktas et al., 2007) et (Sacchetti et al., 2005).

Huit souches bactériennes ont été testées : (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Entérobacter
sp (CHN+BLSE), Entérobacter sp, Serratia sp, Klebsiella pneumoniae sp (BLSE) et
Streptocoque sp) et 3 souches fongiques : (2 levures : Candida albicans et Candida kefyr et
un champignon : Aspergilus niger).

Des colonies bien isolées ont été transférées dans des tubes contenant de 1’eau
distillée stérile afin d’avoir des suspensions microbiennes ayant une turbidité voisine a celle
de McFarland 0.5 (106 UFC/ml). Par la suite la surface entiere de la gélose (Gélose Mueller
Hinton pour les bactéries non exigeantes ; Gélose Mueller Hinton qui contient 5% de sang de
cheval pour les bactéries exigeantes ; Sabouraud pour les levures) a été établie par cette
suspension microbienne. Pour le champignon la gélose sabouraud est inoculée par cette
suspension.

Les disques stériles imprégnés de concentrations croissantes d’extraits repris avec le
Dimethyl sulfoxyde (DMSO) a raison de 10 pl par disque, ont été déposés stérilement sur la
surface de la gélose. Les boites ont été incubées 24 h a 37 °C en atmosphére normale pour les
bactéries non exigeantes, et dans une atmosphére contenant 5% de CO, pour les bactéries
exigeantes. Les levures ont été incubées pendant 48 h a 37 °C, tandis que le champignon a été
incubé 10 jours a 27 °C en atmosphére normale.

L’activité antimicrobienne a ¢été déterminée a l’aide d’une régle mesurant le
diamétre de la zone d’inhibition.

Etude statistique

L’étude statistique a été réalisée par le logiciel statistique Graph Pad Prism.

Toutes les expériences ont été réalisées en triple. Les résultats sont exprimés en
moyenne * SD. Les résultats sont analysés par le test Anova univarié suivi du test
Dunnet /Tukey pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification.
Les valeurs de p<0.05 sont considérées statistiquement significatives.

RESULTATS ET DISCUSSION
Teneur en polyphénols
Toutes les plantes de la famille Ombelliféres étudiées par (Wojdylo et al., 2007)

présentent une teneur trés basse en polyphénols. Ceci est en accord avec les résultats
présentés dans le Tableau 1.
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TABLEAU 1

Teneur en Polyphénols des Extraits du Cumin Exprimée en Mg d’Equivalent d’Acide
Gallique par Gramme d’Extrait

Extrait Teneur en polyphénols
EBr 28.99 + 1.67

EACOEt 19.39 + 1.89

En-BuOH 595.45 +4.54

On remarque que la teneur d’EBr ne présente pas une similitude avec celle de Ho et
al, (2008) : 75 £ 1 mg GAE /g. Cette différence résulte vraisemblablement du fait que le
dosage par le réactif Folin-Ciocalteu n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de
composés peuvent réagir avec ce réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha
et al., 2007).

Le contenu phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinséques et extrinséques (Falleh ez al., 2008).

Teneur en flavonoides

La raison principale pour la quelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside
dans le fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec
plus de 5000 composés déja décrits (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Les résultats du dosage des flavonoides sont représentés dans le Tableau 2.

TABLEAU 2

Teneur en Flavonoides des Extraits du Cumin Exprimée en Mg d’Equivalent de la
Quercétine par Gramme d’Extrait

Extrait Teneur en flavonoides
EBr 17.39 £2.71

EAcOEt 5421 +2.82

En-BuOH 20.11 +£5.80

D’aprés les résultats de Ho et al. (2008), 1’extrait méthanolique du cumin est riche
en flavonoides (243.1 + 0.00 mg EC/g (équivalent de la catéchine par gramme d’extrait)) et
pauvre en polyphénols (75 £1 mg EAG/g). On peut dire que ces résultats viennent corroborer
ceux de Ho et al. (2008). Les teneurs rapportées par Ho et al. (2008) sont trés élevées par
rapport a ces résultats, cette différence trouve probablement son explication dans la différence
du standard utilisé pour le dosage des flavonoides.

Bilusic Vundac et al. (2007) ont démontré une corrélation négative (R = -0.26) entre
la teneur des polyphénols totaux de 7 espéces de Stachys taxa et celle des flavonoides. Un
coefficient de corrélation (R* = 0.197) exprime ’absence d’une corrélation entre la teneur des
polyphénols et des flavonoides des extraits du cumin.
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Analyse qualitative par HPLC

Les chromatogrammes d’HPLC des standards et des différents extraits
représentés ci-dessous.
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Figure 1. Chromatogramme d’HPLC d’EBr du cumin.
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Figure 2. Chromatogramme d’HPLC d’EAcOEt du cumin.
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Figure 3. Chromatogramme d’HPLC d’En-BuOH du cumin.
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La comparaison des temps de rétention (Tableau 3) des standards avec ceux
enregistrés dans les différents chromatogrammes (Tableau 4), permet  l'identification

probable de certains flavonoides dans ces extraits (Merken & Beecher, 2000).

TABLEAU 3

Temps de Rétention des Flavonoides Standards

Temps de rétention Le flavonoide
(min) standard
1.8 Quercétine
34 Rutine
2.0 Catéchine
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TABLEAU 4

Temps de Rétention des Flavonoides Présents dans les Extraits du Cumin

Temps de rétention (min)
Le flavonoide probable
EBr EAcOEt En-BuOH
1.7 0.8 0.9 -
2.2 1.7 1.3 -
2.5 22 1.7 -
2.7 2.7 2.1 -
3.1 3.1 3.0 -
34 34 34 Présence de la rutine
4.0 4.0 39 -
5.4 53 5.3 -
6.9 8.0 7.9 -
8.5 9.4
9.5
9.8

Les résultats montrent la présence de la rutine et I’absence de la quercétine et la
catéchine dans les 3 extraits du cumin.

Activité anti-oxydante
Test de blanchissement du f-caroténe
Le changement d'absorbance a différents intervalles de temps (Figure 4) du (-

caroténe a montré que I’En-BuOH du cumin semble étre le meilleur inhibiteur d’oxydation de
I'acide linoléique.

0.81

—— EBr
—#— E AcOEt
E 0.6-
2 E n-BuOH
z —¥— Controle négatif
8 0.49 BHT
<
O
g
e .
2 0.2
00 T T 1
0 20 40 60

Temps (h)

Figure 4. Changement d'absorbance du f - caroténe a 490 nm en présence des extraits
du cumin, BHT et le contréle négatif.
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Les résultats (Figure 5) ont indiqué que les extraits du cumin ainsi que le BHT
inhibent d’une maniére significative (P<0.001) 1’oxydation couplée de 1’acide linoléique [-
caroténe par rapport au contrdle négatif. L’inhibition la plus élevée a été fournie par I’En-
BuOH (36.56%) suivie par ’'EAcOEt (25.41%) et en dernier lieu par I’EBr (21.97%). Ces
deux derniers ne présentent pas une différence significative dans leur activité (P<0.05).

Malgré cette inhibition 1’activité des trois extraits du cumin reste significativement
inferieure (P<0.001) par rapport au controle positif BHT.
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Les barres avec des lettres différentes indiquent des activités significativement différentes (P<0.05).

Figure 5. Activité anti-oxydante relative des extraits du cumin, BHT et le contrdle
négatif.

On constate aussi que les extraits de la plante se sont avérés des antioxydants
modestes, par rapport aux données de la littérature, ce résultat est probablement da a la haute
spécificité de I’essai du blanchissement du B - caroténe pour les composés lipophiles
(Gachkar et al., 2007).

Le coefficient de corrélation entre la teneur des extraits du cumin en polyphénols et
Iactivité anti-oxydante est fortement significatif (R > = 0.816), indiquant que 81% de la
capacité anti-oxydante d'extraits, est due a la contribution des composés phénoliques et qu’ils
sont les antioxydants dominants dans ces extraits. Ces résultats sont conformes aux résultats
de certains groupes de recherche, qui ont rapporté une telle corrélation positive entre le
contenu phénolique total et l'activité anti-oxydante (Wong et al., 2006 ; Tawaha et al., 2007 ;
Turkmen et al., 2007 ; Wojdylo et al., 2007 ; Djeridane et al., 2006).

Le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et 'activité anti-oxydante est
un aspect intéressant, mais il faut prendre en considération que les composés phénoliques
répondent différemment dans l'analyse, selon le nombre de groupes phénoliques et que les
composés phénoliques totaux n’incorporent pas nécessairement tous les antioxydants qui
peuvent étre présents dans un extrait (Tawaha et al., 2007).
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Test au DPPH

Les résultats exprimés en tant que pourcentage de I’activité anti-radicalaire (Figure
6), révelent que tous les extraits testés ainsi que le BHT pris comme référence sont des anti-
radicalaires. L’En-BuOH du cumin a présenté I’activité anti-radicalaire la plus élevée
(94.55%), suivie par ’EAcOEt (58.11%) et en dernier I’EBr (54.16%). Ces deux derniers ne
présentent pas une différence significative dans leur activité (P<0.05).

L’activité anti-radicalaire de ’EAcOEt et de I’EBr du cumin reste significativement
inférieure (P<0.001) par rapport au controle positif BHT (92.91%).
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Les barres avec des lettres différentes indiquent des activités significativement différentes (P<0.05).
Figure 6. Activité anti-radicalaire des extraits du cumin et le BHT.

On constate que L’En-BuOH a présenté une activité plus élevée que celle du
contrdle positif (BHT). Cette activité pourrait étre liée a sa richesse en polyphénols.

La teneur des polyphénols totaux des extraits du cumin s’est corrélée
significativement (R*=0.977) avec leurs activités anti-radicalaires. Ces résultats corroborent
ceux déja mentionnés auparavant (Wong et al., 2006; Tawaha et al., 2007; Turkmen et al.,
2007; Wojdylo et al., 2007; Djeridane et al., 2006).

Selon (Turkmen et al., 2007) les polyphénols semblent étre des donateurs efficaces
d'hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale.

Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient pas étre négligés, par ce que
la synergie entre les différents produits chimiques devrait étre prise en considération dans
I'activité biologique (Bourgou et al., 2008).

Hinneburg et al. (2006) ont constaté que 1’hydrodistillat du cumin a une activité
anti-oxydante, qui varie selon le type d’essai utilisé. De méme, Gachkar ef al. (2007) ont
constaté aussi que 1’activité anti-oxydante différe selon le test utilisé. L huile essentielle du
romarin est meilleure que celle du cumin dans le balayage du radical libre DPPH, tandis que
celle du cumin est meilleure dans 1’essai de blanchissement du B — caroténe. L’activité est
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meilleure pour les deux types d’huiles dans le test de blanchissement du f§ - caroténe. Cette
hiérarchie observée dans l'activité anti-oxydante a été également constatée dans ces résultats
qui révelent une meilleure activité anti-oxydante de tous les extraits dans le test au DPPH. Le
test au DPPH est simple, trés rapide, et indépendant de la polarité des échantillons (Kartal et
al., 2007) ce qui peut expliquer cette hiérarchie.

Activité antimicrobienne
Pour I’évaluation du potentiel antimicrobien de ces extraits, on a préféré de les
tester contre plusieurs cibles, car chacune d’elles posséde des structures cellulaires et un

métabolisme particulier. Les résultats présentés dans le tableau ci-dessous montrent que :

L’EAcOEt et ’En-BuOH du cumin se sont avérés inactifs contre ’ensemble des
souches testées, seul I’EBr est actif contre Staphylococcus aureus ATCC.

TABLEAU 5

Diameétre de la Zone d’Inhibition de ’EBr du Cumin

Diameétre de la zone d’inhibition *(mm)

Les souches bactériennes les dilutions de ’EBr du cumin

1/4 1/8 1/16 1/32
Escherichia coli ATCC - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC - - - -
Staphylococcus aureus ATCC 16.33+0.58 | 14.33+0.58 | 12.67+0.58 | 9.67 +£1.53

Entérobacter sp

Entérobacter sp BLSE+CHN

Klebsiella pneumoniae BLSE

Serratia sp

Streptocoque sp

L’hypersensibilité de la souche Staphylococcus aureus ATCC peut s’expliquer par
la probabilité¢ de la sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux
externes, tels que la température, le pH, et les extraits naturels due a l'absence de la membrane

externe (Balentine et al., 20006).

Streptocoque sp une bactérie Gram (+), s’est révélée résistante aux extraits testés.

Certaines études ne révélent aucune activité antimicrobienne sélective vis-a-vis les

bactéries Gram (+) ou Gram (-) (Guesmi & Boudabous, 2006). La résistance de la souche
Streptocoque sp peut étre attribuée a la capacité de 1’agent antibactérien de diffuser
uniformément dans 'agar (Hayouni et al., 2007).

La méthode utilisée pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne influe aussi sur
les résultats. (Natarajan ef al., 2005) et (Fazeli et al., 2007) ont constaté que la méthode de
diffusion a partir des puits sur gélose est plus adaptée pour étudier I’activité des extraits
aqueux et organiques de 1’Euphorbia fusiformis et hydro-éthanoliques de Rhus coriaria et
Zataria multifora, que la méthode de diffusion en milieu gélosé.
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Les polyphénols, tels que les tannins et les flavonoides comme 1’épigallocatéchine,
la catéchine, la myricétine, la quercétine, (Shan et al., 2007) et lutéoline (Askun et al., 2009)
sont des substances antibactériennes importantes. L’HPLC a révélé 1’absence, dans tous les
extraits, de la quercétine et de la catéchine deux flavonoides doués d’activité antibactérienne;
ce qui peut expliquer ’inefficacité des extraits de cette plante.

On a constaté qu’il n’ya pas une corrélation entre le contenu phénolique de I’EBr du
cumin et I’activité antibactérienne (R* = 0.323). Des résultats similaires (R*> = 0.00) ont été
obtenus par (Turkmen et al, 2007) lors de I’évaluation de D’activité antibactérienne des
extraits de thé.

Les résultats de (Mohsen & Ammar, 2009) ont prouvé que I'éthanol était le meilleur
solvant pour I’extraction des composés phénoliques, suivi du méthanol et finalement par I’eau
ce qui pourrait expliquer la différence mentionnée ci-apres.

Les résultats de (Ertiirk, 2006) révelent que 1’extrait éthanolique du cumin est actif
contre Escherichia coli ATCC, Pseudomonas aeruginosa ATCC, par rapport a 1’extrait brut
hydro-méthanolique (EBr) du cumin.

Les résultats de I’activité antifongique ont révélé I’inefficacité de tous les extraits
contre I’ensemble des souches testées. Par conséquent, les résultats de (Ertiirk, 2006), ont
démontré des zones d’inhibition de 15 a 14 mm de I’extrait éthanolique du cumin
respectivement vis-a-vis d’Aspergilus niger et Candida albicans, ce qui indique que 1’activité
antifongique dépend du solvant utilisé pour 1’extraction.

CONCLUSION

Les résultats du test de décoloration du B-caroténe ont montré une activité
inhibitrice de 1’oxydation couplée de 1’acide linoléique B-caroténe pour 1’ensemble des
extraits du cumin, cette activité reste significativement inférieure a celle du contréle positif.

Les résultats du test au DPPH ont révélé que les extraits du cumin présentent des
activités anti-radicalaires trés importantes; toutefois, I’activité de ’En-BuOH est plus élevée
que celle du BHT. Les résultats obtenus sont liés directement a la diversité quantitative et/ou
qualitative des composés présents dans les extraits du cumin.

Cette étude contribue a la connaissance des potentiels antioxydants et
antimicrobiens du cumin in vitro, il serait également intéressant de réaliser d’autres études
pour évaluer le potentiel antioxydant in vitro.
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