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Résume

Depuis I'antiquité, ’humanité a utilis¢ diverses plantes qui existent dans leurs habitats, afin de traiter

toutes sortes de maladies.

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la flore algérienne et méditerranéenne, on
s’est intéress¢ a 1’étude du pouvoir antioxydant des polyphénols extraits de la plante médicinale
gingembre appelée communément « Zingiber officinale»: c’est une plante vivace appartenant a la
famille des Zingibéracées évolue dans la majeure partie du bassin méditerranéen, elle est trés connue

pour ses propriéts thérapeutiques.

L’extraction des composées phénoliques de la plante a été effectuée par macération qui a donné un

rendement relativement €levé en extrait sec par rapport a I’extrait frais.

L'extrait sec dispose d’une teneur notable en polyphénols totaux et en flavonoides dosés par des

méthodes spectrophotométrique avec un taux de 24.290ug EAG/mg et 7.04 ug EQ/mg respectivement.

Par ailleurs, des quantités faibles en polyphénols totaux et en flavonoides ont été enregistrées pour
I'extrait frais (16.412 ug EAG/mg et 4.082ug EQ/mg).

L’évaluation de I’activité antioxydante par le test de DPPH révéle que 1’extrait éthanolique sec de
notre plante est doté d’une activité inhibitrice importante (IC50 = 95 ng /ml) par apport a 1’éxtrait
éthanolique frais (IC50 = 290 pg /ml)

Mots clés: Activité antioxydante, composés phénoliques, plantes médicinaleset, test DPPH et Zingiber

officinale



Abstract:

Since ancient times, humanity has used various plants that exist in their habitats, in order to treat all

kinds of diseases.

As part of the valorization of medicinal plants from the Algerian and Mediterranean flora, we were
interested in the study of the antioxidant power of polyphenols extracted from the medicinal plant
ginger commonly called "Zingiber officinale™: it is a perennial plant belonging to the Zingiberaceae

family grows in most of the Mediterranean basin, it is well known for its therapeutic properties.

The extraction of phenolic compounds from the plant was carried out by maceration which gave a

relatively high yield of dry extract compared to fresh extract.

The dry extract has a notable content of total polyphenols and flavonoids measured by
spectrophotometric methods with a rate of 24.290 pg EAG/mg and 7.04 pg EQ/mg respectively.
Furthermore, low quantities of total polyphenols and flavonoids were recorded for the fresh extract
(16,412 ug EAG/mg and 4,082 ug EQ/mg).

The evaluation of the antioxidant activity by the DPPH test reveals that: the dry ethanolic extract of our
plant has significant inhibitory activity (IC50 = 95 ug/ml) and the fresh ethanolic extract (IC50 = 290

Mg /ml)

Keywords: Antioxidant activity, phenolic compounds ,Zingiber officinale, medicinal plants,DPPH test.
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Les relations entre les plantes et I’homme existent depuis I’antiquité (Ngene et al .,2015),elle sont
été utilisés pour soulager les douleurs, guérir les maux et panser les blessures (Benkhnigue et al, 2010).
En effet les grandes civilisations (chinoise, égyptienne, babylonienne, grecque, romaine... etc.) ont eu
recours aux plantes médicinales en raison de leurs propriétés thérapeutiques, cosmétiques, chimiques,

diététiques, pharmaceutiques, agro-alimentaires et industrielles (Lahsissene, H., et al, 2009).

Malgré le progres de la pharmacologie, 1’'usage thérapeutique des plantes médicinales est tres
présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement (Benkhnigue,O., et
al, 2010).

Notamment I’ Algérie par sa position biogéographique offre une trés grande diversitéé cologique et
fleuristique qui reste trés peu explorée, estimée a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles

botaniques dont 15%sont endémique (Louni,1994).

Les plantes de la famille de Zingibéracées sont employées depuis des siecles dans la cuisine
traditionnelle comme colorant, ainsi que dans la médecine traditionnelle comme reméde. De

nombreuses ont été incluses dans les pharmacopées de I'Occident. (Cheikh Ali, 2012).

L’espéce Zingiber officinale communément connue sous le nom de gingembre en frangais, ginger en
anglais et zanjabil en arabe (Faivre et al., 2006), est consommeé comme épice a travers le monde depuis
plus de 2000 ans et un agent aromatisant de I'ancien temps (Gigon, 2012).Utilisée traditionnellement

dans les régions d’Inde et en Asie.

C’est dans ce contexte que nous sommes intéressés a ce travail qui consiste a mettre en évidence
I’éventuel pouvoir anti oxydant des polyphénols extraits de la plante médicinale Zingiber officinale

dans le but de chercher des alternatives pour le traitement de plusieurs maladies.
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Chapitrel Phytothérapie et plante médicinale

|.1Phytothérapie

1.1.1Définition

Le terme phytothérapie provient du grec : « phyto » signifie plante et « thérapie » signifie

traitement; donc c’est le traitement par les plantes (BabaAissa, 2000).

La phytothérapie est le traitement par des produits préparés a partir de plantes sans passer par une
étape des élection de molécules,on ne consomme donc pas que le principe actif mais tout ce que
contient la plante. Par ailleurs, la phytothérapie requiert une connaissance parfaite de substances
chimiques contenues dans un organe végétal et une bonne connaissance de mode d’emploi. (Bruneton,

1999).

On peut distinguer différents types de thérapies par les plantes:

e La phytothérapie : I'utilisation des différentes parties des plantes (racine feuilles, fleurs ou la
plante entiere) sous différents formes galéniques;

e La gemmothérapie: I'utilisation des bourgeons de la plante ;
e L’aromathérapie: 1’utilisation des huiles essentielles obtenues grace a divers procédés

d’extraction (Vernex-Lozet, 2011) .
e +Phytothérapie pharmaceutique :utilise des produits d'origines végétales obtenus par extraction

et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant.

Ces extraits sont dosés en quantités suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide. ls sont

présentés sous forme des irop de gouttes, de gélules ...etc (Strang,2006).

I.2Plantes médicinales

1.2.1Définition

Les plantes médicinales sont les plantes qui contiennent une ou plusieurs substances pouvant étre

utilisées a des fins thérapeutiques, ou qui sont des précurseurs dans la synthése de drogues utiles.
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L’expression «drogues» brutes d’origine naturelle ou biologique, est utilisée par le pharmacien soul
pharmacologue pour désigner les plants ou les parties de plantes qui ont propriétés médicinales.

Les plantes médicinales utilisees dans divers domaine de la santé, et pour la recherche
pharmaceutique, aussi comme matiére primaire pour la synthese des médicaments (Baba Aissa,2000).

On peut utiliser une partie ou plusieurs parties de la plante selon le but d’utilisation (feuilles, tige,
racines, fleurs ou la plante entiére) .(Tableau 01) montre quelques plantes médicinales utilisées en

Algérie.

I.3Métabolites végétales
Les métabolites sont des molécules qui se forment suite a des réactions chimiques se produis
antivirale métabolisme de la plante dont on distingue deux classes: métabolites primaires et métabolites

secondaires (Hartmann, 2007).

1.3.1Métabolites primaires

Un type de métabolite connus par leur caractére nécessaire et vital a la survie de la cellule ou de
I’organisme (Diallo,D,2000).

e Les glucides : une source d’énergie et de structure surtout au niveau des parois cellulaire
(cellulose).
e Les lipides : aussi une source d’énergie et de structure présente dans les Membrane cellulaires;

e Les acide saminés: une source primaire de construction des protéines.

1.3.2Métabolites secondaires

Egalement appelés métabolites particuliers, sont des éléments photochimiques complexes
,0énéralement synthétisées par des voix de bio synthese fais an intervenir de nombreuses étapes
catalysées par des enzymes spécifiques, ces éléments interviennent dans I’adaptation de la plante a son
environnement (soutien ,protection contre les UV ,défense mise en place de symbiose, attraction

d’insectes utiles pour la pollinisation...). (Royer, M,2013).
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Les metabolites secondaires se caractérisent par une faible concentration dans les tissus végétaux,
on les retrouve dans des compartiments particuliers a des moments précis de la vie des plantes , peuvet

étre utilisé pour leurs classification (familles genres, ).(Pr,Labbani,2013)

Ils sont classés ent rois grands groupes:(Hartmann,2007).

e Les alcaloides : souvent toxiques, correspondent a la présence d’azote dans un hétérocycle, on
peut donner comme exemple la caféine, la cocaine, la morphine ,la nicotine, la quinine, la
colchicine et I’atropine .

e Les terpeénes : polymeres de I’isopréne (monomere de base), on peut donner comme exemple :
le caoutchouc, le taxol, des glycosides cardiotoniques et des huiles essentielles.

e Les poly phénols : on peut donner comme exemple les rutosides, les citro-flavonoides: les

oligomeéres flavonoides, les anthocyanes les coumarines.

I.4Polyphénols

1.4.1Définition

Les composés phénoliques sont des molécules spécifiques de régne végétal qui appartient a leur
métabolisme secondaire, on les trouve dans les plantes depuis les racines jusqu’aux fruits. L’élément
structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau phénolique a six
carbones, auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une
autre fonction :éther, ester ou hétéroside .Les polyphénols regroupent 8000composés connus a ce jour.
Certains auteurs classent les polyphénols en neuf familles en se basant sur le squelette carboné des
molécules (C6-C1, C6-C3, C6-C4, C6-C1-C6, C6-C2-C6, C6-C3-Co6)alors que d’autres utilisent
seulement 4 familles (les acides hydrox benzoiques, les acides hydrox cinnamiques, lesstilbénes et les

flavonoides) (Bouaziz, H et al 2008).

1.4.2Classification

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de noyaux

aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux (Clifford M.N., 1999).

La (figure01) représente les différentes classes des composés phénoliques.

4
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Figure 01: Classification genérale des polyphénols (GervaiseY,2004).

1.4.3R0le et intérét des composés phénoliques

¢ Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie dela plante
(lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains microorganismes
symbiotiques ou parasites...),dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et
physique (relations avec les bactéries, les champignons ,les insectes, résistance aux UV); soit
directement dans la nature soit lors de la conservation aprés récolte de certains vegétaux; dans les
criteres de qualité (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles...)qui orientent les choix

de I'homme dans sa consommation
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+* Chez les humains

Le r6le des composes phénoliques est largement montré dans la protection contre certaines maladies
en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs propriétés antioxydants.
Spécifiquement, on attribue aux flavonoides des propriétés variées: veinotonique, antitumorale,anti-
radicalaire,anti-inflammatoire,analgésique,antiallergique, antispasmodique, antibactérienne, hépato
protectrice ,estrogénique et/ ou anti-estrogénique. Ils sont également connus pour moduler I’activité de
plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires .Les flavonoides favorisent la relaxation vasculaire
empéchent l'agglutinement des plaquettes sanguines. Par conséquent, ils réduisent la coagulation du
sang et le rendent plus fluide. lls limitent l'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte
contre les plaques d'athérome .II sont aussi anxiolytiques et protéges nos artéres contre l'athéro

sclérosée réduit la thrombose (caillots dans les artéres).(Fleuriet A et al.2005).

Les exemples de quelques composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont récapitulés dans
le (tableau 01).

TableauOl : Activités biologiques de quelques composés phénolique (Bruneton,1999).

Composeés phénoliques Activités biologiques

-Antibactérienne

-Antifongique

-Antioxydante

-Effetst abilisant sur le collagéne
-Tanin gallique -Antioxydant

Tanins -Proanthocyanidine -Antidiarrheique

-Antiseptique

-Vasoconstricteur

-Antitumorale

-Acide caféique

Acides phenols -Acide salicylique

-Lutéoléine . : .
- -Anticarcinogene
-Catéchine . .
Flavonoides -Hespéridine -Anti-inflammatoire .
. -Antioxydante ,antiallergique ,antiulcéreuse
-Quercetine . A .
_Naringénine -Antivirale,antimicrobienne, hypotenseur
g -Diurétique
-Anticoagulant,antioxydant
Coumarines -Dicoumarol -Protectricevasculaire

-Antioedémateuse
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Radicauxlibres
11.1Définition

Un radical libre est un fragment obtenu par scission d'une molécule et qui possede un ou plusieurs électrons non
apparies, ce qui lui confére une grande réactivité chimique et une instabilité énergétique et cinétique .Les
radicaux libres réagis rapidement avec d’autres composants en donnant ou capturant leurs électrons nécessaires
pour acquerir la stabilité, les composants deviennent alors elle-méme un radical libre. Martinez, C. (1995) ;

kehrer, P.(2008),dont on peut distinguer deux types

a) Les radicaux libres primaires

Un ensemble restreint de composes radicalaires qui jouent un réle particulier en physiologie et que nous

appellerons radicaux primaires ces derniers regroupent : favier,A.(2003).

= Les espéces radicalaires (radical super oxyde, radical hydroxyle et le monoxyde d’azote);
= Les espéces non radicalaires (oxygene singulet, peroxyde d’hydrogeéne ,peroxynitrite).gardes-albert M
et al (2003).

B) Les radicaux libres secondaires

Le radical libre primaire va oxyder de nombreuses molécules biologiques (lipides, glucides, protéines et acides
nucléiques) ne comportant pas d’électron célibataire provoquant ainsi une réaction en chaine au cours de laquelle

apparaissent de nouveaux radicaux, dits secondaires(R* +R'—R +R'*).Adjélé, W., et al (2003).

Bien que les sources suivantes : rayonnement électromagnétique, métaux de transition,fumeées de combustion,
produits chimiques et les poussieres puissent causer la formationderadicauxlibres dans |’organisme

Adjélé,Wilson., et al (2003).
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Figure 02: Origines des différant radicaux libres oxygenes et especes reactives de I’oxygene impliques en
biologie.(P. Wetwitayaklung,et al (2011).

11.1.2Production des radicaux libres

La production des radicaux libres semble étre permanente et est contrélée par un matériel de défense cellulaire,
ce qui permette aux cellules et aux tissus de conserver leur intégrité structurale tfonctionnelle. Cette productions
’effectue durant les réactions oxydo-réduction, ces différentes molécules radicalaires peuvent avoir deux origines
(SanchezM, (1994).

A. Production endogéne (interne):

Mitochondrie: la formation du radical libre est liée a [Dactivit¢ physique et a Iintensité

d’oxygénation.(Favier,2003).

Cellules phagocytaires: par une enzyme membranaire spécialisée dans la fabrication du radical super oxyde.
(Arunaet al.,2003 ;Mette et Berger, 2006).

Xanthine-déshydrogénase: est une enzyme ubiquitaire qui peut étre modifie en xanthine- oxydase,
cette enzyme génere du suroxydasse en présence d’oxygeéne et de xanthine ou d’hyporxanthine.
(Berger, 2006;Kaechlin-Ramonatxo, 2006)

Les métalliques: (chrome, vanadium cuivre fer libres) générent en présence de peroxyde d’hydrogene des

radicaux hydroxyles tres réactifs par une réaction appelée réaction defent on (Favier, 2003).

B. Production exogéne (externe)
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Les radicaux libres peuvent étre produits par divers sources comme le rayonnement UV les articules

inhalées, le tabac, I’ingestion de ’alcool et les médicaments (Favier, 2003).

I1.2Stress oxydatif
11.2.1Définition

Stress oxydant est défini comme l'incapacité de I'organisme a se défendre contre les espéces réactives de
I’oxygene (ERO), cela est d(i a un déséquilibre lie a une surproduction d’espece réactive ou a une diminution de

la capacité anti-oxydante de I'organisme (Defragineetal ., 2007).

Le stress oxydant est potentiellement implique dans de nombreuses maladie telle que les cancers, les
pathologies oculaires, les maladies neurodégénératives, lascléroselatérale amyotrophique familiale. Il peut causer
des dommages cellulaires, entrainant des anomalies d’expression des génes et des récepteurs membranaires,

prolifération ou mort cellulaire et des troubles immunitaires mutageneses.(Favier, 2003 ; iness).

Lorsque des ERO commencent a s’accumuler dans la cellule, ils peuvent étre neutralises par des molécules de
défense anti-oxydantes présentes dans la cellule comme le glutathion, les vitamines E et C, la bilirubine, 1’acide
lipolique , et des enzymes comme la catalase, les nuperoxyd dismutase, la glutathion peroxydase, les
peroxyrédoxines (Morel Y., et al, 1998 ; Beckmankb., et al, 1999 ; DelattreJ., et al, 2005).

I1.3Antioxydants

L’antioxydant est une substance qui ralentit, empéche ou inhibe I’oxydation en neutralisant des radicaux

libres, et bloquer de ce fait la réaction en chaines de propagation produite par ces oxydants.

L’organisme posséde des systémes de défense complexe ,de deux types : les antioxydants enzymatiques et
les antioxydants non enzymatiques, localise dans les compartiments intra et extracellulaire. (Tang. ,et al, 2010
;Azouzid ..et al, 2014).

11.3.1Les anti oxydants enzymatiques

Les enzymes les plus connues sont le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT),la glutathion
peroxydase (GPx), et la glutaredoxine (GRx). Présentes dans le cytoplasme (Berger. 2006).

Ces enzymes permettent de transformer les molécules radicalaires en substances inoffensifs, elles s’associent a
des éléments appeler « cofacteurs » comme le zinc, le sélénium, le cuivre et le manganese, qui leurs permettent

d’exercer leur activité.
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SOD

02 -+02-+2H+ - H202

Figure03:
Dismutation de I'anionsuperoxyde par la superoxyde dismutase.(Adjélé,W., et al, 2003).

Catalase

2H202 - 2H20+02
Figure04 :

Le peroxyde d'hydrogeéne est réduit eneau et endioxygene par la catalase.(Adjélé, W.,et al,
2003).

GSH-peroxidase

H202 + 2GSH > 2H20 + GSSG
Figure05:

Une molécule de peroxyde d'hydrogene est réduite par deux glutathions pour donner deux

molécules d'eau et du glutathion sous sa forme oxydeée. (Adjélé , W., et al, 2003).

GSH-réductase

GSSG+ NADPH + H+ - 2GSH + NADP+

Figure06:
La glutathion sous sa forme oxydée est régénéré en glutathion par la GSH-réductase qui
utilise du NADPH .(Adjélé, W., et al, 2003).

11.3.3 Les antioxydants non enzymatiques

Sont des composes naturellement apportes par 1’alimentation ou différents polyphénols des agents d’origine
ou synthétique ..(Vamecq et al., 2012).

A. Les antioxydants endogenes

Incluet de nombreux thiols dans majoritaires,Les formes oxydée et réduite de 1’acide lipolique ,autre

compose qui présent en des propriétés antioxydantes.
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In vitro en piégeant les OH*, RO2*, ’HOCL. En se liant a des métaux comme le fer et le cuivre, il
permet de désactiver d’un point de vue catalytique, et a la capacité de régénérer certains antioxydants

endogénes et exogeénes (Packer et al., 2001 ; Panfili et al., 2003 ;Smith et al., 2004 ).

B. Les antioxydants exogenes
Des antioxydants chimiques, comprennent majoritairement:(Bensakhria, A2015)

Vitamine E: antioxydant majeur des structures lipidiques et membranaires ,elle prévient 1’apparition

d’hydroperoxydes en piégeant les radicaux LOO*
a) A-tocophérol-OH+LOO—a-tocophérol-O+LOOH
b) A-tocophérol +LOO—LOO-a-tocophérol (Adjele,W.,et al,2003).

> Vitamine C : acide ascorbique, présente dans la plupart des fruits et Iégumes, un agent
réducteur et chélateur réagit directement sur radicaux libres et élimine H202.

» Provitamine A(caroténoides): précurseur de vitamine A elle interrompt le processus de la
peroxydation lipidique par simple addition électrophile et transfert d’électron, permettent en
particulier de neutraliser I’oxygene singlet.

» Composes phénoliques: vitamine P(flavonoides),ont une faculté a «terminer» Les chaines
radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons et de protons.

> Les oligoéléments: Se ,Zn comme cofacteur de la GPxSOD1,SOD3,respectivement.

> Protéines transporteuses: par séquestration des metaux.

¢) Les antioxydants synthétiques

Le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), les esters de 1’acide gallique, sont des
antioxydants lipophiles les plus fréguemment utilises. Employer comme conservateurs a faible
concentration, dans les produits cosmetiques et alimentaires afin de protéger les lipides du
rancissement.(Ito et al., 1983 ; Chen et al., 1992).
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Tableau 02 : Exemples de plantes médicinales douées d’activité anti-Oxydantes

(Moon et Shibamoto, 2009).

Nom scientifique

Nom commun

Composés actifs

Inula viscosa
Glycyrrhizaglabra
Zingibe rofficinalis
Glycinemax
Rosmarinus officinalis
Zanthoxylumpiperitum
Eucalyptusglobulus
Syzygiumaromaticum
Vitisvinifera

Solanum lycopersicum

MagramaneR
églisseGinge
mbreSojaRom
arinPoivre
noireEucalypt
usGiroflierRai

sinTomate

Composes phénoliques
Glycyrrhizine

6_gingerdiols

Eugenol, maltol,alcool, benzylique
Acide acrosomique
Arbutine,magnoflorine

1,8 cineole,benzaldéhyde
Eugenol,eugenylacétate

Composés phénoliques

rutine, acideascorbique, lycopene
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Le Gingembre Zingiber officinale

I11.1. L’historique

Le gingembre est une des plus anciennes plantes connues par le peuple, et il est aussi l'une des
premieres épices orientales. Plusieurs revues ont été publiées dans la littérature a propos de cette plante,
ce qui peut refléter la popularité de son utilisation comme une épice et une plante médicinale (Ali et al.,
2008). 1l entrait déja dans la composition des techniques de momification pratiquées dans I’Egypte
antique. Cette plante condimentaire et médicinale depuis plus de 3000 ans est originaire de I’Inde. De
1a, le gingembre s’est ensuite rapidement répandu grace a son commerce a partir de toute 1’Asie du
Sud-Est, jusqu’en Afrique de I’Ouest et aux Caraibes. Cette épice orientale a probablement traversé la
premicre fois la mer Méditerranée grace aux Phéniciens pour gagner 1I’Europe durant I’Empire romain

dés le ler siecle (Gigon, 2012).
I11.2 .Description botanique

Il existe environ 100 variétés d’espece que 1’on ne rencontre plus que rarement a 1’état sauvage, du
moins en ce qui concerne le Zingiber officinale qui est une plante vivace herbacée, originaire des

régions tropicales d’Asie (Braga et al ., 2006).

Le Zingiber officinale est divisé en deux parties :
I11.2 .1.Partie souterraine

Elle présente des rhizomes horizontaux et ramifiés, peau beige pale, il devient de plus en plus fibreux
avec I’age (Faivre et al., 2006) et son odeur est tres aromatique avec une saveur chaude et piquante
(Gigon, 2012).

111.2.2.Partie aérienne

Cette partie est formée des feuilles et d’une tige de 1,50 métre et peut atteindre 3 métre de hauteur
(BRAGA ET AL., 2006 ; GIGON, 2012). On trouve deux sortes de tiges ; les hautes tiges qui sont
stériles, servent a ’assimilation et portent des feuilles alternes, longues et étroites, alors que les basse
tiges servent a la reproduction et ne présentent pas de feuilles (BRAGA ET AL., 2006). Les fleurs de
cette plante sont parfumées, blanches et jaunes, avec des trainées rouges sur les lévres. La floraison a
lieu entre les mois d’aolit et novembre. Ses fruits sont des capsules trivalves contenant des graines

noires (FAIVRE ET AL., 2006).
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Figure 08: Rhizome du gingembre

I11.3.Classification. (Faivre et al., 2006 ; Gigon, 2012).

e Reégne : Plantae

e Sous-regne : Trachéobionta

e Division : Angiospermes (ou Magnoliophyta)
e Classe : Liliopsida (ou Monocotylédones)

e Sous-classe : Zingibéridées

e Ordre : Zingibérales (ou Scitaminales)

e Famille : Zingibéroidées

e Genre : Zingiber

e Espece : Zingiber officinale
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Le Gingembre Zingiber officinale

I11.4Proprieté antioxydante

Plusieurs travaux ont montré que le gingembre est doté d'une forte propriété antioxydant in vitro et in
vivo. L'action antioxydant du gingembre a été proposée comme l'un des principaux mécanismes
possibles pour les actions protectrices de la plante contre la toxicité et les rayonnements (Jagetta et al
., 2003 )un certain nombre d'agents toxiques, tel que le tétrachlorure de carbone et le cisplatine (Amin
et Hamza, 2006), et comme un médicament antiulcéreux). Récemment, il a été démontré que le
gingérol posséde une action antioxydant puissante a la fois in vivo et in vitro, en plus des actions anti-

inflammatoires et anti-apoptotiques fortes (Kim et al., 2007).

I11.5 Autres utilisations

- En Asie, le gingembre est utilisé comme plante médicinale pour soigner les problémes d’estomac et la
diarrhée

- Plusieurs essais cliniques sur des femmes enceintes, ont démontré que le gingembre était plus efficace
que la vitamine B6 et aussi efficace qu'un traitement sur les nausées et les vomissements pendant la
grossesse. Cette propriété antiémétique s’est confirmée pour la prévention des patientes en chirurgie
postopératoire (gynécologie, laparoscopie) (Gigon, 2012).

- L’association d’un repas protéiné a du gingembre diminue de facon importante les nausées retardées
observées aprés une chimiothérapie et permet de réduire 1’utilisation d’un traitement antiémétique
(Gigon, 2012).

- Cette plante possede un effet antiulcéreux trés proche de celui du medicament « Omeprazole »

- Le gingembre a été utilisé aussi en médecine vétérinaire in vivo comme vermifuge de nématodes

gastro-intestinaux des moutons.

15



Partie pratique

— e —



Chapitre IV
Matériel

Et méthodes

—"\\,—g&—(ﬁ—



ChapitrelV MATERIEL ETMETHODES

Notre travail consiste a évaluer 1’activité anti-oxydante des deux extraits provenant d’une méme
plante médicinale Zingiber officinale en effet, notre étude expérimentale a été réalisée au niveau du

laboratoire de biochimie, Faculté des sciences, université 20 ao(t1955 Skikda, en 2 parties:

v' Une lére partie qui consiste en I’extraction des polyphénols a partir de gingembre séche et
gingembre frais et le dosage du polyphenol totaux et des flavonoides;

v Une seconde partie a été consacrée pour tester le pouvoir antioxydant de nos échantillons.

1VV.1Matériel

IV.1.1Matériel végétal

Notre étude a porté sur les rhizomes de la plante médicinale Zingiber officinale connue sous le nom

de gingembre qui ont été achetés frais chez un herboriste.

1VV.1.2Matériel du laboratoire

L’ensemble des matériels et des produits utilisés dans notre travail seront cité au fur et a mesure de

leur utilisation

1VV.2Méthodes

Préparation du matériel végetal
Apres nettoyage, les rhizomes frais ont été épluchée puis traités de deux manicres afin d’avoir deux

types de matiere végétale utilisées pour 1’extraction

1. pour I’extrait sec, les rthizomes frais sont coupés en petits morceaux puis ont été mis a sécher a
I’abri de la lumiére et de ’humidité pendant 3 jours. Apres séchage, sont transformés en poudre
fine a 1’aide d’un broyeur électrique pour avoir une poudre séche.

2. pour le deuxieme extrait, les rhizomes frais sont directement mixés pour obtenir une patte de

gingembre.



Patte de gingembre Gingembre seche Patte de gingembre  Poudre de
gingembre

FigureQ9 : Préparation du matériel végétal (original).
IVV.2.1Extraction des composés phenoliques

L’extraction des polyphénols totaux a été effectuée par macération de la matiere végétale (50g) dans
500 ml de I’éthanol pendant 72h sous agitation permanente, avec renouvelement du solvant chaque
24h. Les trois filtrats sont regroupés ensuit sont soumis a 1’évaporation a I’aide d’un évaporateur

rotatif.

Les extraits obtenus sont récupérés dans des boites de pétri et mettre a séché dans I'étuve a la
température de 40°C et conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation.

7

FigurelO : Extraction des composés phénoliques
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IVV.2.2Calcul de rendement
Pour déterminer le rendement de la plante en calculant le rapport suivant :
Rdt(%) =(P1 — P2/ P3) x100

v" P1: poids du ballon aprés évaporation.
v P2: poids du ballon vide avant évaporation.

v" P3: poids de la matiére végétale de départ

IVV.2.3Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été realisé par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par Wong
et al., (2006).

» Principe de la réaction

Le réactif est constitu¢ par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit, lors de I’oxydation des phénols dans un milieu
basique, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdéne (Mo8023)
(Robbins,2003).

La coloration bleue ainsi produite est proportionnelle aux taux de composés phénoliques et possed

eune absorption maximum aux environs de750-765 nm.

» Mode opératoire

I1 consiste a mélanger 200ul de 1’échantillon (0.5mg dilué dans 1ml Méthanol) avec 1ml de réactif

de Folin-Ciocalteu (10fois diluée dans 1’eau distill¢).

Les solution sont été mélangees et incubées pendant 4 minutes .Apres 1’incubation ,800ul de la

solution de carbonate de sodium Na2CO3(75g/l) a été ajoutée.

Le développement d’une couleur bleue est obtenu aprés incubation a 1’obscurité et a température

ambiante pendant 2 heures.

Apres incubation, I’absorbance est mesuré par un spectrophotométre a765nm.
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Le blanc de la réaction ne contenant pas de I’échantillon est réalisé comme lepoint 0 en mg/ml.

IVV.2.4 Dosage des flavonoides totaux :

La méthode de trichlorure d’aluminium(AICI3) cité par (Djeridane et al.,2006) est utilisée pour

quantifier les flavonoides.

» Principe de la réaction:

Cette technique est basée sur la formation d’un complexe trés stable ,entre le chlorure d’aluminium

et les atomes d’oxygéne présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika,2005).

»  Mode opératoire :

Brievement,1ml de chaque échantillon et du standard (0.5mg dissous dans 1ml de Méthanol ) a été
ajouté a 1ml de solution d’AlICI3 (2% dans le méthanol).Le mélange a été vigoureusement agité et

l'absorbance a 430 nm a été lue aprés 10 minutes d’incubation

Le blanc contient tout le mélange réactionnel sauf 1’échantillon.

IV.2.5Test de ’activité anti-oxydante

La mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro de nos extraits polyphénolique de
la plante médicinale Zingiber officinale a été réalisée par une technique chimique en mesurant
leurs capacités de piéger le radical libre DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)
(Zeghad,2009).

Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine en acceptant un atome avec une
transformation de sa couleur violette foncée en jaune lors de sa réduction, la décoloration sera
proportionnelle au nombre de protons captés peut étre suivie par une lecture d’absorbance a

517nm, elle permet d’évaluer le taux de réduction du DPPH, et fournit un moyen pour

mesurer antioxydant de I’extrait étudié.(Gulgin et al, 2010)
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Figurell:mécanisme réactionneldu test DPPH entre I’espéce radicalaire DPPH et un

antioxydant(AH)(Michel, 2011)

»  Mise en ceuvre pratique

La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 10 mg de DPPH dans 250ml de
méthanol (elle ne se conserve pas plus de 4-5 jours a -5C° et a I’obscurité). Un volume de 400ul de
I’échontillon (a différentes concentrations) a eté ajouté a 1600 pl de la solution de DPPH. Le mélange

réactionnel a été agite et incubé 30min al’obscurité.

Les absorbances ont été mesurée sa 517nm contre le blanc (solution DPPH/méthanol)

400l de solution de I'extrait 1600 il de la solution de
végétal a différentes

Le mélange estincubé 30 min a
I'obscurité

Mesurée I'absorbances 517nm par

spectrophotoméatre

Figurel2:Test de Piégeage du radical libre DPPH«

L’acide ascorbique a été utilisé comme antioxydant synthétique de référence .La capacité de

I’antioxydant a piéger le radical libre est estimée en pourcentage de décoloration du DPPHeen solution

dans le méthanol.

Le pourcentage d’activité antioxydante a été déterminé selon I’équation suivante:



% Activité antioxydante = [Abs contrdle-Abs échantillon f Abs contrdle] x 100

Abs: Absorbance a la longueur d’ondede517nm.

Le parametre EC50 (concentration équivalente a 50% de DPPH perdu) est défini comme étant la

concentration du substrat qui cause la perte de 50% de I'activité du DPPH(couleur).
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RESULTATS T DIsCUSSION

V.1Rendement d’extraction
On observe que La couleur de I’extrait sec est plus sombre que I’extrait frais.

Extrait sec Extrait frais

- Les rendements des extraits poly phénoliques obtenus par macération des rhizomes frais et secs

de la plante médicinale Zingiber officinale sont représentés dans la figure suivante :

2.00

M sec

M frais
8.10
%

Figurel3:Rendements d’extraction du Zingiber officinale frais et sec

L’analyse des résultats obtenus indique que 1’éxtrait sec a enregistré le meilleur rendement
d’extraction, atteignant 8.097% . Par contre, I'extrait frais a montré un faible rendement d'extraction

de seulement 2%.

V.2Teneures en polyphenols et en flavonoides :

L’étude quantitative de 1’extrait éthanolique sec de la plante Zingiber officinale ainsi que de son
extrait frais au moyen des dosages spectrophotométries permet de déterminer la teneur totale des

polyphénols et des flavonoides.
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v Polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de nos échantillons a été réalisée selon la
méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La teneur totale des polyphénols a été calculée a
partir de la courbe d’étalonnage d’acide gallique et exprimée en ug équivalent d’acide gallique par

mg d’extrait (ug EAG/mg).
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Figurel4: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux

v" Flavonoides totaux:

La quantité¢ des flavonoides a ét¢ déterminée a partir de la courbe d’étalonnage de quercétine et

exprimés en pug équivalent de quercétine par mg d’extrait (L gEQ/mg).
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Figurel5: Courbe d’étalonnage de la quercitrine pour le dosage des flavonoides
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Les résultats obtenus sont mentionnés dans les figures (figurel6) et (figurel?7).
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Figurel6:Teneur en polyphénols totaux de I’extrait sec et ’extrait frais de la plante
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Figurel7: Teneur en flavonoides totaux de I’extrait sec et ’extrait frais de la plante

Zingiber officinale
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Chapitre V RESULTATS ET DISCUSSION

D’apres les résultats obtenus, on constate que la teneur en composé phénolique différent d’un
échantillon a un autre, cependant, 1’extrait éthanolique sec a montré des teneurs plus élevée que
I’éxtrait frais en polyphénols totaux et en flavonoides ; en polyphénolstotaux 24,280 pg EAG/mg et

16, 412 pg EAG/mg respectivement et en flavonoides 7,04 pg EQ/mg et 4,082 EQ/mg
respectivement.

V.3Activité anti-oxydante

L’efficacité des extrait éthanolique de notre plante Zingiber officinale et de 1’acide ascorbique a
piéger le radical DPPHe, traduite par le taux d’inhibition (I%) en fonction des différentes

concentrations de chaque échantillon, est illustrée dans la (figurel8)
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Figure 18: Activité anti radicalaire du ’extrait sec et de I’extrait frais de la plante

Zingiber officinale et I’antioxydant standard acide ascorbique.

Les résultats exprimés en tant que pourcentage de I’activité anti radicalaire révélent que
‘I’activité inhibitrice vis-a-vis du radical DPPH de nos échantillons et aussi du standard , augmente
progressivement jusqu’a arriver a un plateau qui correspond a I’enrayement presque totale du DPPH
présent dans le milieu, en effet, 1’acide ascorbique testé présente un pouvoir anti radicalaire meilleur

que l’extrait sec et aussi frais dont ce dernier présente la plus faible activité vis-a-vis du radical
DPPH.

L’acide ascorbique montré un effet maximal de 87% envers le radical DPPH a une concentration
de 500 pg/ml, suivi de I’extrait sec avec un effet maximal de 75% a la méme concentration et en fin

arrive L’extrait frais par un effet maximal faible de 55% (500pg/ml).
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Un autre paramétre est introduit pour mieux caractériser le pouvoir anti-radicalaire ; la
concentration effective a 50% (EC50 aussi appelée 1C50) qui a été déterminée pour chaque
échantillon, est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de
I'activité de DPPHe (couleur), ou encore, c’est la concentration de I'échantillon exigé pour donner

une diminution de 50%de 1'absorbance de la solution contrdle constituée de méthanol et DPPHe.

Tableau 03: Valeurs des EC50 des extraits sec et frais de la plante Zingiber officinale ainsi que

de ’antioxydant standard (acide ascorbique).

Antioxydant Valeur d’IC50 (ug/ml)

Extrait sec 95 (ug/ml)
Extrait frais 290 (ng/ml)

Acide ascorbique 20 (ug/ml)

Lavaleurd’IC50 est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante taux
d’inhibition (I%) d’un compose. en effet, plus elle est faible, plus I’activité anti
radicalaire d’un compose est appréciable.

L’extrait polyphénolique sec et 1’acide ascorbique, pris comme antioxydant de
référence ont montré une activité anti radicalaire tres puissante sur le radical libre
DPPH, justifiée par leur valeur d’IC50 les plus basses obtenues expérimentalement
qui sont respectivement de 95 pg/ml et 20 pug/ml .Par ailleurs, la grande valeur d’IC50
pour de D’extrait frais indique clairement a trés faible capacité antioxydante (290

pg/ml).

L’étude de I’activité antioxydant par la méthode de piégeage de DPPH effectuée par Mouzaoui.
D., et al en 2021 sur les extraits éthanoliques sec et frais de la méme plante de la région de Tizi-
Ouzou a montré une inhibition de IC50 =2038 pg/ml pour I’extrait frais et IC50 : 1005 pg/ml pour

I’extrait sec, cependant, nos résultats sont meilleurs par apport a ses résultats.

Le pouvoir anti oxydant d’un agent est en relation directe avec la nature chimique et la teneur en
polyphénols, il varie en fonction de la teneur en antioxydants (polyphénols totaux, flavonoides,
acide ascorbiques caroténoides, les sucres, acides aminés...etc.), en effet, les flavonoides ont

toujours un énorme potentiel antioxydant en piégeant ou en décomposant divers molécules
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impliquées dans la production des radicaux libres (oxygeéne, ions métalliques, peroxydes) et en

complexant les métaux pro-oxydants (Suznjevicet al, 2011).
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Les plantes médicinales sont des sources de principes actifs connus par leur propriété
thérapeutique Dans notre travail, nous nous somme intéresses a 1|’évaluation de I’activité
antioxydante des composes phénolique de la plante Zingiber officinale, une plante médicinale
connue sous le nom de «gingembre», largement utilise en medecine traditionnelle par divers

civilisation.

L'extraction des composés phénoliques de la plante a été réalisée par macération, produisant un
rendement en extrait sec relativement élevé par rapport a celui de I'extrait frais, I'extrait sec dispose
d’une teneur notable en polyphénols totaux et en flavonoides dosés par des méthodes
spectrophotométrique avec une taux respectivement de 24.290g EAG/mg et 7.04ug EQ/mg. Par
ailleurs, I'extrait frais a montré des quantités relativement faibles en polyphénols et en flavonoides
qui sont de 16.421ug EAG/mg et 4.082EQ/mg respectivement.

I’évaluation de I’activité antioxydante de ces derniers par la méthode de piégeage des radicaux
libres DPPH, nous a permis de conclure que la plante Zingiber officinale est une source potentielle
des polyphénols et flavonoides possédant des propriétés antioxydants d’origine naturelle qui

justifient sont utilisation traditionnelle dans le traitement de nombreuses affections.
Ce travail mérite d’étre complété, a I’avenir, on proposant les perspectives suivantes:

» Utiliser d’autres solvants organiques pour optimiser le rendement d’extraction, le
fractionnement et la purification des composés phénoliques.

> ldentifier les composés phénoliques par des techniques spectrométriques et
chromatographiques : RMN, spectrométrie de masse ,HPLC, ...

» Evaluer d’autres activités biologiques de Zingiber officinale (anti microbienne,
antiinflammatoire, anti bactérienne..).

» Evaluer I'activité anti oxydante par différentes méthodes : ORAC (Oxygen Radical Absorbance),
TRAP (Total-Radical trapping Antioxidant Parameétre assay ), CUPRAC (Cupricre ducing
antioxidant capacity).

» Etudier in vivo de I’effet antioxydant de Zingiber officinale
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