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Résumé :

Les plantes médicinales ont longtemps été la principale source pour créer des remedes
naturels, ayant été employées par diverses civilisations dans le cadre de leur médecine

traditionnelle.

Zingiber officinale est connu sous le nom de gingembre appartenant a la famille des
zingibéracées. Elle est célébre pour ses rhizomes aux nombreuses vertus médicinales. C’est
dans ce travail que nous avons essay¢ de conformer scientifiquement ’efficacité de cette
derniére plante dans le traitement traditionnel des infections antibactérienne par I’évaluation de
’activité antibactérienne in vitro des poly phénol totaux extrais de ces rhizomes frais et sec

avec une petite comparaison entre les deux.

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

donné un rendement relativement élevé en extrait sec par rapport aux extraits frais.

L'extrait sec dispose d’une teneur notable en polyphénols totaux et en flavonoides dosés par
des méthodes spectrophotométriques avec un taux de 24.290ug EAG/mg et 7.04ug EQ/mg
respectivement. Par ailleurs, des quantités faibles en polyphénols totaux et en flavonoides ont

été enregistrées pour I'extrait frais (16.412ug EAG/mg et 4.082ug EQ/mg).

L’activité antibactérienne des deux extraits a été testée sur cing souches bactérienne de
références a savoir : Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Salmonella typhimurium
ATCC14023, Escherchia coli ATCC25922, Klibsiella pneumoniae ATCC13883,
Staphylococcus aureus ATCC25923, par deux méthodes : méthode de diffusion en disque,

méthode de dilution en milieu solide.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait frais et sec de Zingiber officinale ont montré une
activité antibactérienne moderée vis-a-vis de la plupart des souches testées avec des zones
d’inhibition varient entre 7-9mm, cependant, la souche Klibsiella pneumoniae est la plus
sensible et la souche Pseudomonas aeuroginosa est la plus résistante, Par ailleurs I’é¢tude a

révélé des valeurs de CMI relativement faible variées entre 0,1 et 0,001mg/mi

Mots clés : Activité antibactérienne, plante médicinale, polyphénols et Zingiber officinale



Abstract:

Medicinal plants have long been the main source for creating natural remedies, having been

used by various civilizations as part of their traditional medicine.

Zingiber officinale is known as ginger belonging to the Zingiberaceae family. It is famous
for its rhizomes with many medicinal properties. It is in this work that we tried to scientifically
conform the effectiveness of this last plant in the traditional treatment of antibacterial infectins
by evaluating the in vitro antibacterial activity of total polyphenols extracted from these fresh
and dry rhizomes with a little comparison between the two.

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

gave a relatively high yield in dry extract compared to fresh extracts.

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

The antibacterial activity of the two extracts was tested on five reference bacterial strains,
namely: Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Salmonella typhimurium ATCC14023,
Escherchia coli ATCC25922, Klibsiella pneumoniae ATCC13883, Staphylococcus aureus
ATCC25923, by two methods: disk diffusion method, solid medium dilution method.

The results obtained show that the fresh and dry extract of Zingiber officinale showed
moderate antibacterial activity against most of the strains tested with inhibition zones varying
between 7-9 mm, however, the strain Klibsiella pneumoniae is the most sensitive and the
Pseudomonas aeuroginosa strain is the most resistant. Furthermore, the study revealed

relatively low MIC values varying between 0.1 and 0.001 mg/ml.

Keywords : Antibacterial activity, medicinal plant, polyphenols and Zingiber officinale.
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Introduction

Pendant des millénaires, I'hnumanité a développé des méthodes pour se traiter en fonction de
son intelligence, de son génie, de sa perception culturelle de la santé et de la maladie, ainsi que

de ses relations avec I'environnement (Eddouks et al., 2007).

Le développement de la réesistance microbienne aux antibiotiques a conduit les
chercheurs a puiser dans le monde végétal et particulierement dans les plantes médicinales et
culinaires pour trouver des molécules naturelles efficaces et sans effets indésirables (Rauter et
al., 1989).

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 l'ancien temps (Gigon, 2012). Utilisée

traditionnellement dans les régions d’Inde et en Asie.

Les multiples pouvoirs du gingembre et ses propriétés bénéfiques pour la santé peuvent étre
liés a sa composition qui constitue une excellente source de plusieurs composés phénoliques
bioactifs, y compris les composeés piquants non volatils tels que les gingérols, les paradols, les
shogaols et les zingérones (Huang et al., 2012 ; Srinivasan, 2017; Ghafoor et al., 2020), qui
lui conférent plusieurs activités biologiques telles que les activités antimicrobiennes,

antioxydants, anti-inflammatoires, anticancéreux...ect (Gigon, 2012).

Notre travail est une étude comparative de I'effet antibactérienne entre deux extraits du

Zingiber officinale frais et sec. Ce mémoire se divise en deux parties :

- La premiére concerne une synthése bibliographique partagée en deux chapitres :
le 1% chapitre illustre le concept de phytothérapie et plante médicinale et la 2°™
comprend un apercu géneral de la plante étudiée.

- La deuxieme partie est consacrée au travail expérimental et comprend deux chapitres :
matériel et méthodes ou sont détaillés I'extraction, les dosages des composés

phénoliques et I'évaluation de I'activité antibactérienne, puis les résultats et discussion.
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Chapitre 1 Phytothérapie et plantes médicinales

1 Phytothérapie
Le terme "phytothérapie” est une abréviation de deux mots grecs, "Therapeia" pour
"traitement™ et "Phyton" pour "plantes” (Gayet, 2018).

Il s'agit d'une approche médicale allopathique tres ancienne qui vise a prévenir et traiter des
dysfonctionnements et/ou des états pathologiques en utilisant des plantes, leurs parties ou
I’extraits des plantes (principes actifs), qu'elles soient ingérées ou appliquées en usage externe
(Chabrier, 2010).

Les principes actifs sont des substances qui peuvent uniquement se former dans les tissus
sécréteurs de la plante. Ils ne représentent qu'une petite proportion du poids sec total de

la plante. Ils constituent un groupe tres hétérogene par leur nature chimique (Maamri, 2008).

Il apparait que I'hnomme a compris tres tot les multiples bienfaits du regne végétal, I'utilisant

non seulement pour se nourrir et s'habiller, mais aussi pour des soins médicaux (Verbois, 2015).

Aujourd’hui, I’efficacité de la médecine « par les plantes » est reconnue et démontrée
scientifiguement, ses bénéfices indéniables pour la santé et son caractére naturel ont intégre la

phytothérapie dans notre vie quotidienne (Broze et al., 2010).
On distingue deux types de pratique de phytothérapies : (Gahbiche, 2009)

- Traditionnelle : utilise des plantes médicinales selon des pratiques héritées de cultures
anciennes, demeure largement pratiquée comme médecine traditionnelle dans de
nombreux pays.

- Moderne : repose sur les avancées et preuves scientifiques qui recherchent des extraits
actifs des plantes, combinant ainsi les connaissances traditionnelles avec des méthodes

plus contemporaines.
Differentes therapies a base de plantes :

- Aromathérapie : une partie de la phytothéerapie definie comme un traitement utilisant
des huiles essentielles (Lardry et Haberkorn, 2007).

- Gemmotherapie : Utiliser les tissus embryonnaires frais tels que les bourgeons et les
jeunes pousses pour obtenir un macérat glycériné.

- Homéopathie : implique de prescrire a un patient une substance fortement diluée et
dynamisée, qui provoque des symptdmes similaires a ceux qu'il éprouve
(LAROUSSE).



Chapitre 1 Phytothérapie et plantes médicinales

2 Plantes médicinales

Les plantes medicinales sont des plantes renferment une ou plusieurs substances bénéfiques
pour la santé, pouvant étre employées a des fins thérapeutiques ou comme précurseurs dans la
fabrication de medicaments. Les pharmaciens et les pharmacologues utilisent le terme
"drogues” pour désigner ces plantes ou leurs parties possédant des propriétés médicinales. Les
plantes médicinales sont employées dans difféerents domaines de la santé ainsi que dans la
recherche pharmaceutique, ou elles servent également de matiere premiére pour la production
de médicaments, et rarement utilisée dans son entier. On utilise une ou plusieurs parties selon
le but d’utilisation (Baba Aissa, 2000).

Ces contiennent une multitude de principes actifs, dont certains proviennent de leur
métabolisme secondaire. Elles constituent déja la source de 70% de nos médicaments, avec

environ 170 000 molécules bioactives identifiées a partir des plantes (Chaabi, 2008).

3 Meétabolites végétales
Les métabolites sont des molécules produites lors du métabolisme, c'est-a-dire les réactions

chimiques qui se déroulent a I'intérieur de plante, 1l y a deux classes :

3.1 Métabolites primaires
Qualifiés de primaires car ils sont essentiels pour la survie des plantes, contribuant au
maintien de la structure membranaire, des voies métaboliques, de la photoprotection et de la

croissance vegétale. On le trouve dans tous les especes.

Ces composés comprennent : glucides, lipides, protéines, acides aminés, les acides

nucléiques.

3.2 Meétabolites secondaire
Sont des molécules organiques complexes biosynthétisés a partir de métabolites primaires,
different en fonction des espéces. Ces métabolites se distinguent par leur présence a des

concentrations faibles dans les tissus végétaux (Newman et Cragg, 2012).

IIs n’exercent pas de fonction direct dans les activités essentielles de la plante. Leur absence

ne conduit pas a une mort immédiate (Guignard, 1996).

IIs assurent des fonctions périphériques qui sont indirectement vitales pour la vie des plantes,
telles que la communication intercellulaire, la défense et la régulation des cycles catalytiques
(Walton et al., 1999).
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Les métabolites secondaires sont classés en trois grands groupes :

- Les composés phénoliques
- Lesterpenes

- Les alcaloides

4 Composés phénoliques
4.1 Définition

Les composés phénoliques ou les polyphénols, sont des substances végétales qui se
distinguent par la présence d'au moins un noyau benzénique associé a un groupe hydroxyle,
pouvant étre libre ou impliqué dans d'autres fonctions telles que I'éther, I'ester ou I’hétéroside.
Le ou les cycles aromatiques (benzénique) dérivés principalement du métabolisme de I'acide
shikimique et/ou du polyacétate (Bruneton, 2009).

Plus de 8 000 structures phénoliques sont identifiés a ce jour, allant de molécules simples
telles que les acides phénoliques a des substances hautement polymérisées comme les tanins.
Les composés phénoliques présents dans les plantes jouent généralement un role dans la
protection contre les rayons ultraviolets, les attaques de pathogénes, de parasites et contribuent
également a la coloration des plantes. Ils sont présents dans tous les organes végétaux (Dai et
al., 2010).

4.2 Classification
On peut classer les composés phénoliques en fonction de la complexité, le degré et les

liaisons possibles du squelette de base avec d’autres molécules.

IIs peuvent aller des molécules simples comme les acides phénoliques, a des composes

fortement polymérisés comme les tanins.

La figure suivant représente les différentes classes des composés phénoliques.
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Figure 01 : Classification des composées phénoliques (Rambaran, 2020).

4.3 Propretés biologiques

Les composés phénoliques jouent un réle crucial dans la lutte contre certaines maladies en
raison de leur capacité a interagir avec de nombreuses enzymes et a posséder des propriétés
antioxydants, ce qui est largement documenté (Fleuriet et al, 2005 ; Gomaz - caravaca et
al, 2006 ; Xiuzhen et al., 2007). De nombreuses études indiquent que les polyphénols
contribuent a la prévention des maladies cardiovasculaires, anti - inflammatoires,
antiathérogenes, antibactériennes, antiviraux, anti — allergenes (Manach et al., 2005 ; Babar
et al., 2007). lls appartiennent a la catégorie des veinotoniques et des vasculo-protecteurs
(Ghosh et al., 2009).

Les polyphénols préviennent le développement des maladies cancérigénes dans
I'organisation en inhibant les réactions oxydatives et empéchant la formation d’ADN anormal.
Elles ont montré des effets protecteurs dans d'autres pathologies, telle que la sclérose en plaque,
I'ostéoporose et les pathologies liées au vieillissement cérébral (Alzheimer, parkinson)
(Gonzélez - gallego et al., 2010 ; Manach et al., 2005). Les composés phénoliques peuvent

également réduire les infections d'origine virale ou bactérienne (Ghedira, 2005).

Les exemples de certains composés phénoliques et de leurs activités biologiques sont

résumés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 01 : Activités biologiques de quelques composés phénoliques.

Composée phénoliques Activités biologiques
Acides phénols Antibactériennes, Antioxydant, Antifongique,
Coumarines Protectrices vasculaires, Antioxydant, Anticedémateuse, Anti-

inflammatoires, Analgésiques

Flavonoides Protectrices vasculaires, Antimicrobienne, Antioxydant,
Antitumorale, Anticarcinogene, Anti-inflammatoire, Antivirale,
Antiallergique, Hypotenseurs, Diurétiques

Lignanes Antioxydant, Antivirale, Anti-inflammatoire,

Tanins Antioxydant, Antimicrobiennes, Antivirale, Antifongique

4.4 Activité antibactérienne

Le traitement des infections bactériennes repose principalement sur [l'utilisation
d’antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents conduit
la sélection de souches multirésistantes. Cela souligne I'importance de diriger les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d'inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes, sous forme de métabolites secondaires dont les composés
phénoliques, sont encore couramment employés dans l'industrie alimentaire et cosmétique et
comme les polyphénols, notamment les flavonoides et les tannins, sont connus pour leur
capacité a étre toxiques pour les microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a
I'inhibition des enzymes hydrolytiques ou d'autres interactions pour inactiver les adhésives
microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).
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1 Définition

Le mot "gingembre™ dérive a l'origine du terme sanskrit "srngaveram”, "signifiant " en forme
des bois du cerf" faisant référence a la forme des jeunes pousses émergeant de son rhizome. La
dénomination scientifique de cette plante est Zingiber officinale (Brown et al., 2009). Le
gingembre est une plante herbacée annuelle vivace de grande taille, faisant partie de la famille
des zingibéracées. Elle est originaire des régions tropicales d'Asie du Sud-Est (Aledi et al.,
2018). Les premieres indications d'utilisation du gingembre remontent a plus de 3000 ans, par
les peuples indiens et chinois. Plusieurs revues ont été publiées dans la littérature a propos de
cette plante, ce qui refléter la popularité de son utilisation en tant qu'épice et plante médicinale

(Gigon, 2012).

2 Classification botanique ( en Amari, 2016).

Régne : Plantae

Sous-régne : Trachéobionta

Division : Angiospermes

Classe : Monocotylédones
Sous-classe : Zingibéridées

Ordre : Zingibérales

Famille : Zingibéracées
Sous-famille : Zingibéroidées

Genre : Zingiber

Espéce : Zingiber officinale (roscoe)

3 Description botanique
Le gingembre est une plante vivace tropicale herbacée, atteignant jusqu'a 90 Cm de hauteur
en culture, poussant dans les régions ensoleillées et humides (Braga et al., 2006).

Le Zingiber officinale est divisé en deux parties :
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3.1 Partie aérienne
En genéral, la tige mesure 1,50 metre de haut, mais peut s'élever jusqu'a 3 metre (Braga et
al., 2006 ; Gigon, 2012). Elle se forme annuellement a la suite du bourgeonnement du rhizome.

Il existe deux types de tiges :

e Les hautes tiges stériles ont pour fonction I'assimilation et portent des feuilles alternes,
longues et étroites.

e Les basses tiges ont pour fonction la reproduction et sont dénuées de feuilles (Braga et
al., 2006).

Les feuilles sont de couleur vert clair, persistantes, alternes et lancéolées. Leur longueur peut
atteindre jusqu'a 20 centimetres, tandis que leur largeur peut aller jusqu'a 2 centimétres. Les
fleurs sont parfumées et sont de couleur blanche et jaune, avec des lignes rouges sur les lévres.
La période de floraison s'étend d’aotit a novembre. Les fruits sont des capsules a trois valves

renfermant des graines noires (Faivre et al., 2006).
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Figure 02 : Zingiber officinale Roscoe (Gigon, 2012).

3.2 Partie souterraine

La partie souterraine présente des rhizomes horizontaux et ramifiés, avec une peau beige
pale parfumé et juteuse. En moyenne, sa longueur est d'environ 10 cm, avec une largeur pouvant
atteindre 2 cm et une épaisseur de 1,5 cm. Avec le temps, il devient de plus en plus
fibreux (Faivre et al., 2006) et son arbme est trés aromatique avec une saveur chaude
(Gigon, 2012). C'est La partie la plus utilisée de la plante, qu'elle soit séchée, entiere, coupée,
etc... comme drogue dans la fabrication de nombreux remedes traditionnels. Elles sont
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récoltées aprés 9 a 10 mois de culture aprés dessechement des parties vertes (Faivre et
al., 2006 ; Sharifi-Rad, 2017).

Figure 03 : Rhizome du gingembre (Oreka jardinage, 2021).

4  Distribution géographique
Le gingembre est une plante qui se développe dans les régions tropicales et subtropicales.

Préférant les environnements chaudes et humides a des altitudes dépassant 1500 metres au-

dessus du niveau de la mer (Dhanik et al., 2017).

La culture de gingembre est principalement centrée dans les pays de I'némisphére sud,
notamment en Chine et en Inde, qui sont les principaux exportateurs de cette plante (environ la
moitié de la production mondiale) (Bruneton, 2009), et d'autres pays comme : Malaisie,
Nigeria, Cameroun, la Sierra Leone, Taiwan, le Japon, la Thailande, Sri Lanka, Vietnam,
Jamaique, Hawaii, Indonésie, Australie et le Brésil, Bangladesh, Népal (Dhanik et al., 2017 ;
Teuscher et al., 2005).

12
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Figure 04 : Carte géographique de la distribution géographique du gingembre (Foine, 2017).

5 Composition chimique
Le gingembre renferme une variété de composes actifs dont la concentration varie selon
différents facteurs tels que 1’origine géographique, la saison et la maturité des rhizomes (Wilson

et al., 2013). La majorité des composants chimiques concentrés dans le rhizome.

Les principaux composés responsables des propriétés thérapeutiques du gingembre se
divisent en composés volatils et non volatils. La fraction non volatile comprend I'oléorésine,
qui renferme les composants responsables du go(t épicé de la plante. Il contient des composés
phénoliques qui représentent 5%-8% du poids sec, qui sont les gingérols, les shogaols, les
paradols et les zingérones (Bellik, 2014).

Tandis que la fraction volatile est principalement composée de dérivés des huiles

essentielles, responsables de I'ardme (Anasori et Asghari, 2008).

13
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Figure 05 : Structure des principaux composants actifs du gingembre (Ali et al., 2008).

Le gingembre contient aussi quelques acides phénoliques (acide gallique, acide vanillique,
acide ferulique, acide tannique, acide cinnamique et acide salicylique) et flavonoides
(quercétine, rutine, catéchine, épicatéchine, kaempférol, naringénine, fisétine et morin)
(Ghasemzadeh et al., 2010).

6 Propriété biologiques

e Propriété antimicrobienne : par le camphene, le phellandrene, le zingiberéne et la
zingérone, inhiber la croissance d'une variété de microorganismes pathogénes, y
compris les bactéries a gram positif et a gram négatif, et les champignons (Kumar et
al., 2011 ; Teles et al., 2019).

e Propriété antioxydant : par 6-gingérol, 6-shogaol, 8-gingérol et 10- gingérol (Sharma
et al., 2009 ; Atashak et al., 2014).

e Propriété anti-inflammatoire : le gingérol inhiber la synthése des prostaglandines et
des leucotrienes augmentant ainsi l'aspect antiulcéreux et anti-inflammatoire (Faivre et
al., 2006).

14
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e Propriété anticancéreuse : le 6-shogaol et le 6-gingérol possedent un puissant effet
antiproliferatif sur plusieurs lignées cellulaires tumorales (Mishra et al., 2012).

e Propriété antidiabétique : en aidant le foie et le pancréas a se décongestionner et a
bien fonctionner a la fabrication de la bile (Semwal et al. 2015).

e Propriété antiémétique : réduire les nausées et les vomissements causés par la

chirurgie laparoscopie gynécologique (Ravindran et al., 2005 ; Gigon, 2012).

15
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Notre travail consiste a évaluer ’activité antibactérienne des polyphénols provenant de la
plante médicinale Zingiber officinale (gingembre), notre étude expérimentale a été réalisée en

2 parties, au niveau de hall de technologie, Faculté des sciences, université 20 ao(t 1955 Skikda.

> Une 1°¢ partie biochimique qui consiste en 1’extraction des polyphénols & partir des
rhizomes frais de gingembre et le dosage du polyphénol totaux et des flavonoides, elle
a été réalisée au niveau du laboratoire de biochimie.

> Une 2°™ partie a été consacrée pour tester le pouvoir antibactérien de nos échantillons
les polyphénols (frais et seche) sur cing souches bactériennes de références. Elle a été

réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie.

1 Matériel

1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude correspond a ’espéce de Zingiber officinale
reconnue sous le nom de gingembre. La partie utilisée est le rhizome dont il a été achetés fraiche
chez un herboriste de notre wilaya Skikda, dont il est originaire de la Chine.

Figure 06 : Rhizomes de Zingiber officinale (Original).

1.2 Souches bactériennes a tester
L’activité antibactérienne des polyphénols de Zingiber officinale a été testée sur cing

souches bactériennes :
Gram négatif (-) :

v" Escherchia coli (ATCC25922)

v Klibsiella pneumoniae (ATCC13883)

v Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853)
v" Salmonella typhimurium (ATCC14023)
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Gram positif (+) :
v’ Staphylococcus aureus (ATCC25923)

Les souches ont été aimablement fournies par le laboratoire de microbiologie faculté
des sciences université Badji Mokhtar Annaba ou elles ont été conservées a 5C° dans des

tubes stériles contenant 10ml de gélose nutritive incliné.

1.3 Matériel du laboratoire
L’ensemble des mateériels et des produits utilisés dans notre travail seront cité au fur et a

mesure de leur utilisation.

2 Meéthodes

2.1 Préparation de la plante
Tout abord les rhizomes ont été lavées et épluchés.

Figure 07 : La préparation du mateériel végétal (Original).

Les rhizomes frais ont ét¢é traités de deux manieres afin d’avoir deux types de matiere végétale
utilisées pour 1’extraction ; une fraiche et ’autre poudre séche. Le protocole de préparation de

la matiére végétale est résumé dans la figure ci-dessous.
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Frais Seche

Couper-la en petits morceau

Poudre séche

Figure 08 : Préparation de la matiere végétale (Original).
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2.2 Extraction des composés phénoliques a partir de la plante de Zingiber officinale
L’extraction des polyphénol totaux a été effectuée par macération de la maticere végétale

(50g) dans 1’éthanol pendant 72h sous agitation permanente, avec renouvélement du solvant

chaque 24h. Les trois filtrats sont regroupés ensuit sont soumis a I’évaporation a 1’aide d’un

évaporateur rotatif.

L’extrait obtenus est récupéré dans une boite de pétri puis conservé a 4°C jusqu’a son

utilisation.

Figure 09 : Etapes d’extraction des composés phénoliques (Original).

2.3 Calcul du rendement

Pour déterminer le rendement de la plante en calculant le rapport suivant :
Rdt (%) = (P1 - P2/ P3) x 100

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

v' P3: poids de la matiere végétale de départ.

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

e Principe de la réaction

Le réactif est constitu¢ par un mélange d’acide phosphotungstique (HzPW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPM012040). 11 est réduit, lors de I’oxydation des phénols dans un milieu
basique, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MogO23)
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(Robbins, 2003). La coloration bleue ainsi produite est proportionnelle aux taux de composés

phénoliques et possede une absorption maximum aux environs de 750-765 nm.
e Mode opératoire

Il consiste a mélanger 200 pl de I’échantillon (0.5 mg dilué dans 1ml Méthanol) avec 1ml
de réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois diluée dans 1’eau distillé). Les solutions ont été mélangées
et incubées pendant 4 minutes. Apres 1’incubation, 800 pl de la solution de carbonate de sodium
Na;COs (750/1) a été ajoutée. Le développement d’une couleur bleue est obtenu apres
incubation a 1’obscurité et a température ambiante pendant 2 heures. Aprés incubation,

I’absorbance est mesurée par un spectrophotomeétre a 765 nm.

Le blanc de la réaction ne contenant pas de 1’échantillon est réalisé comme le point 0 en

pg/ml.

La concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de I’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec de 1’acide gallique et est exprimée en microgramme

(ng) équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug d’EAG/mg d’extrait).

2.3.2 Dosage des flavonoides totaux
La méthode de trichlorure d’aluminium (AICls3) cité par Djeridane et al., 2006 est utilisée
pour quantifier les flavonoides.

e Principe de la réaction

Cette technique est basée sur la formation d’un complexe tres 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, 1 ml de chaque échantillon (0.5 mg dissous dans 1ml de Méthanol) a été ajouté
a Iml de solution d’AlClz (2% dans le méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité et
l'absorbance a 430 nm a été lue apres 10 minutes d’incubation. Le blanc = control négatif :
contient tout le mélange réactionnel sauf échantillon. Les résultats sont calculés a partir d’une
courbe d’étalonnage établit avec de la quercétine et exprimé en ug d’équivalent de la quercétine

par mg de I’extrait.
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2.4 Test d’activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des polyphénols de la plante médicinale Zingiber officinale in

Vvitro a été testée par deux méthodes :

v" La méthode de diffusion en milieu solide.
v" La méthode de dilution en milieu solide.

2.4.1 Méthode de diffusion en milieu solide
Cette méthode permet de déterminer qualitativement 1’activité inhibitrice de la croissance
bactérienne par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour d’un disque de papier

wattman imprégné de I’agent antibactérien a tester.

a. Préparation de I’inoculum

» Préparation de pré culture

Les souches bactériennes a tester sont cultivées dans des boites de Pétri contenant de la
gélose nutritive (GN) a I’aide d’une anse de platine ou pipette pasteur et incubées pendant 18h

a 24h a une température de 37C°, afin d’obtenir une culture jeune et des colonies bien isolées.
» Préparation de la suspension bactérienne

A partir d’une culture jeune, prélever a ’aide d’un écouvillon 3 a 5 colonies bien isolées et
parfaitement identiques. Décharger 1’écouvillon dans 5 ml d’eau physiologique stérile, agiter
manuellement pour bien homogénéiser la suspension bactérienne. La standardisation de la

suspension est réalisée a I’aide d’un spectrophotométre réglé a une longueur d’onde de 625nm.
La densité optique (DO) comprise entre 0.08 et 0.1 (CA-SFM, 2013).
b. Ensemencement

La gélose Mueller Hinton (MH) est coulée dans des boites de Pétri. Apres refroidissement
et solidification de la gélose (MH) sur la paillasse, la suspension bactérienne a tester sont étalés

a la surface du milieu gélosé a 1’aide d’un écouvillon.

Des disques de papier Wattman stériles de 6mm de diametre imprégnés (10ul) de 1’extrait
(Img de I’extrait frais/séche dissous dans 1ml DMSO) sont deposés a 1’aide d’une pince stérile

sur la gélose.

Des disques imprégnés de DMSO sont egalement déposés sur la méme boite pour servir de

témoins.
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Les boites de Pétri sont ensuite fermees et laissées diffuser & T° ambiante pendant 15min,
puis incubées a 37C° pendant 24h (Ngameni et al., 2009).

Les figures suivantes illustrent bien la méthode de diffusion en disques sur milieu solide.

Figure 11 : Application des disques sur gélose ensemenceé par la souche bactérienne
(Original).

c. Lecture
La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque
a I’aide d’une régle.

2.4.2 Meéthode de dilution en milieu solide

Cette méthode permet de d’évaluer quantitativement 1’effet inhibiteur de la croissance
bactérienne d’un produit par la détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)
qui correspond a la plus faible concentration qui inhibe la croissance visible des
microorganismes aprés une incubation durant la 18 a 24h (Andrews, 2001).

a. Préparation de la gamme de concentration des échantillons

Des gammes de concentration des polyphénols ont été préparées a partir d’une solution mére

(Img/1ml de DMSO pour ’extrait) suite a des dilutions successives a raison de 1 /10.

b. Préparation des boites et ensemencements
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Dans un tube stérile a été mis 16 ml de milieu de MH en surfusion, incorporée 2 ml de
chaque dilution, Homogénéiser et couler en boite de Pétri.

Apres solidification du milieu, I’ensemencement a été réalisé par des stries a I’aide d’un

écouvillon.
Des boites témoins ont été réalisé contient de 16 ml de MH et 2ml de DMSO
Incuber pendant 24 heures a 37C°.

La figure ci-dessous représente la méthode de dilution en milieu solide.

s.gl-ilﬁ bl “,, :

“.,

Figure 12 : Méthode de dilution en milieu solide (Original).

c. Lecture

La concentration minimale inhibitrice correspond & la plus petite concentration

d’échantillon qui inhibe toute culture visible d'une souche bactérienne apres incubation.
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Chapitre IV Résultats et discussion

1 Rendement d’extraction

Extrait frais Extrait sec

Figure 13 : L’extrait frais et 1’extrait sec (Original).

Apres I’extraction et 1’évaporation, nous avons obtenu les deux rendements indiqués ci-

dessus. On remarque que la couleur de I’extrait sec est plus sombre que I’extrait frais.

Les rendements des extraits poly phénoliques obtenu par macération des rhizomes frais et

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

FRAIS;
2,00%

SEC; 8,10%

Figure 14 : Rendements d’extraction du Zingiber officinale frais et sec.

Les résultats indiquent que l'extrait sec de Zingiber officinale a enregistré le meilleur
rendement d'extraction, atteignant 8.097%. En comparaison, I'extrait frais a montré un faible

rendement d'extraction de seulement 2%.
2 Teneures en composés phénoliques

L’étude quantitative de I’extrait brut éthanolique des rhizomes de Zingiber officinale
au moyen des dosages spectrophotométriques permet de déterminer la teneur totale des

polyphénols et des flavonoides.

e Polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de nos echantillons a éte réalisée

selon la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. La teneur totale des polyphénols
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a ¢été calculée a partir de la courbe d’étalonnage d’acide gallique et exprimée en g

équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug GAE/mg).

1,8
y =0,0071x+ 0,1318
1,6 R? =0,9829

1,4
1,2
1

0,8

absorbance a 765 NM

0,6
0,4

0,2

0 T T T T 1

0 50 100 150 200 250
Concentration en pg/ml

Figure 15 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

e Flavonoides totaux

La quantité des flavonoides a été déterminée a partir de la courbe d’étalonnage de

quercétine et exprimés en pg équivalent de quercétine par mg d’extrait (ug QE/mg).

absorbance a 430 NM

0 10 20 30 40 50
Concentration en pg/ml

Figure 16 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Figure 17 : Teneur en polyphénols totaux de 1’extrait sec et frais de Zingiber officinale.
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Figure 18 : Teneur en flavonoides totaux de 1’extrait sec et frais de Zingiber officinale.

Selon les résultats obtenus, on observe que la teneur en composé phenolique varie d'un
échantillon a l'autre. Néanmoins, I’extrait éthanolique sec montré des teneurs plus ou moins
élevée en polyphénols totaux et en flavonoides (24,290 ug EAG/mg et 16,412 ug EQ/mg
respectivement) par rapport a celles de I'extrait frais qui sont de 7,04 ug EAG/mg et 4,082

EQ/mg respectivement).
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3 Activité antibactérienne des extrait éthanolique

L’activité antibactérienne des polyphénols extrait de la plante médicinale Zingiber
officinale a été évalue sur cing souches bactériennes : Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Klebseilla pneumoniae, Staphylococcies aureus par deux
méthode : la méthode de diffusion en disque et la dilution sur un milieu gélosé solide Mueller

Hinton.

3.1 Méthode de diffusion en disque

La sensibilité des souches bactérienne testées par cette méthode se traduit par 1’apparition
d’une zone d’inhibition autour des disques. Rappelons que chaque disque contient 10ul de
chaque échantillon. Les diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne sont

représentés dans le tableau suivant.

Tableau 02 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induites par les

extrait polyphénolique brut de Zingiber officinale.

o Diametres des zones d’inhibition (mm)
Souches bacteriennes _ :
Extrait frais | Extrait sec DMSO
Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853) - B B
Salmonella typhimurium . .
(ATCC14023) B
Escherchia coli 9 .
(ATCC25922) B
Klebsiella pneumoniae o 9
(ATCC13883) B
Staphylococcus aureus
(ATCC25923) - B B

- : Absence d’une zone d’inhibition.

Selon les données enregistrées, les trois espéces bactériennes Salmonella typhimurium,
Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae ont démontré une sensibilité aux deux échantillons
testés.

L’espéce bactérienne Salmonella typhimurium a montré la méme zone d’inhibition de 7 mm
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de diametre pour I’extrait frais et Sec.

Les especes bactériennes Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus ont montré
une résistance pour les deux extraits.

L'extrait frais a présenté une meilleure activité inhibitrice de croissance vis-a-vis
d'Escherichia coli avec une zone de 9 mm de diametre, alors que la meilleure activité inhibitrice
de I'extrait sec a été enregistrée vis-a-vis de ’espéce Klebsiella pneumoniae avec la méme zone
de 9 mm.

Cependant, le DMSO n'a présenté aucun effet sur toutes les souches testées.

Figure 19 : Exemple du résultat de la méthode de diffusion en milieu solide de 1’extrait frais
(Original).

Klebsiella pneumonia : présence du zone d’inhibition (sensible).

Staphylococcus aureus : absence du zone d’inhibition (résistante).

Figure 20 : Exemple du résultat de la méthode de diffusion en milieu solide de I’extrait sec
(Originel).

Escherichia coli : présence du zone d’inhibition (sensible).

Pseudomonas aeruginosa : absence du zone d’inhibition (résistante).
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3.2 Détermination de CMI par dilution en milieu gélosé

Les résultats des concentrations minimales inhibitrices des extraits de Zingiber

officinale sont représentés dans les tableaux suivants :

Tableau 03 : Résultats des CMI par méthode de dilution en milieu solide Muller-Hinton pour

I’extrait poly phénolique frais de Zingiber officinale.

&
P\ °¢(, P,aeruginosa | S,typhimurium E coli K,pneumoniae S,aureus
@ "?‘. % ATCC27853 | ATCC14023 ATC’CZ5922 ATCC13883 | ATCC25923
e %Y
0(
Solution g i i ] -
mere
Dilution + i i i N
1
Dilution
+ - + - +
2
Dilution
+ + + - +
3
Dilution
+ + + + +
4
Dilution
+ + + + +
5
Témoin + N N N N
DMSO
- :CMI - : Sensible + : Résistante

L’extrait poly phénolique brut de Zingiber officinale frais a montré une activité inhibitrice

de la croissance vis-a-vis des cinq especes bactérienne avec des CMI comprise

entre Img/ml et 0,001mg/ml, dont la plus faible a été enregistrée contre Klebsiella pneumoniae
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Tableau 04 : Résultats des CMI par méthode de dilution en milieu solide Muller-Hinton pour

I’extrait poly phénolique sec de Zingiber officinale.

©:CMI

Concernant I'extrait sec a montré quelques changements par rapport a I'extrait frais pour les

0 )
@%(, P,aeruginosa | S,typhimurium E coli K,pneumoniae S,aureus
@@ e | ATCC27853 | ATCC14023 ATCE:25922 ATCC13883 | ATCC25923
2 Y%
%
Solution
meére @ B @ B B
Dilution
1 + © + - @
Dilution
+ + + - +
2
Dilution
3 ¥ ¥ ¥ O *
Dilution
+ + + + +
4
Dilution
+ + + + +
5
Témoin + N N N N
DMSO
: Sensible + : Résistante

3 especes bactériennes Salmonella typhimurium, Escherchia coli, Staphylococcus aureus, les

CMI enregistrées aussi comme I'extrait frais pour les cing espéces ont comprise entre la solution

mere et la troisieme dilution.

Pseudomonas aeuroginosa est ’espéce bactérienne la plus résistante pour 1’extrait

éthanolique frais et sec.
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Notre étude a permis de mettre en évidence, les différences entre le gingembre frais et séché

en ce qui concerne leur activité antibactérienne.

Le rendement en extrait sec de Zingiber officinale est meilleur dont la teneur en polyphénol
et flavonoide est plus élevée que celle de I’extrait frais. Les différences de teneurs en composés
phénoliques peuvent étre expliqué par la faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu, c'est
I'inconvénient principal du dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la
réduction de tous les groupes d'hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques,
mais également de certains sucres et de protéines (Vuorela, 2005 ; Gomez-Caravaca et
al., 2006).

Nos resultats sont proches de ceux trouvé par Ait Amer et Benelhadj (2021) qui obtient le
meilleur rendement dans I'extrait du Zingiber officinale sec avec 12.40%. Par rapport a I'extrait
frais qui avait un rendement faible 4.02%, et une teneur en polyphénols d'extrait sec plus
élevées (620.608 mg EAG/g MS), que I'extrait frais (433.799 mg EAG/g MS), et ontrairement
a nous, ils ont constaté que le contenu en flavonoides sont presque similaires pour les deux
extraits frais et sec avec 105.302 mg EAG/g MS pour I'extrait sec et de 105.183 mg EAG/g MS

pour I'extrait frais.

Certaines études ont montré que les teneurs en composés phénoliques varient
considérablement d’une espéce a une autre ainsi qu'au sein d'une méme espéce (Ksouri et al.,
2009), en raison des facteurs internes (génétique) et externes tels que les conditions climatiques,
les températures élevées, I'exposition au soleil, les pratiques culturelles, la maturité a la récolte

et les conditions de stockage .... (Podsedek, 2007).

De plus, la variation de sensibilité entre les espéces peut s'expliquer par le fait que les
bactéries a Gram négatif sont réputées pour leur résistance accrue par rapport aux Gram positif,
en raison des distinctions structurelles au niveau de leurs membranes externes. La structure de
la paroi des bactéries Gram (-) est plus fine mais aussi plus complexe que celle des Gram (+),
la paroi des bactéries a Gram négatif posséde trois structures polymériques externes ou liées au
peptidoglycane : des lipoprotéines, une membrane externe et des lipopolysaccharides qui sont
attachés a la membrane externe. Ces éléments assurent I'imperméabilité de la paroi cellulaire
aux solutés lipophiles. Et les porines de la membrane externe autorisent exclusivement le
passage de petites molécules hydrophiles (600 Dalton) (Arias et al., 2004). Les bactéries Gram
négatif possedent un espace périplasmique ou les enzymes bactériennes décomposent les

molécules introduites a travers les porines (Shan et al., 2007). Les bactéries a Gram positif sont
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plus sensibles aux agents antibactériens car elles possédent uniquement le peptidoglycane qui
ne constitue pas une veéritable barriére sélective a ces composés (Arias et al., 2004 ; Meyer et
al., 1988 ; Tian et al., 2009). Il est probable que la résistance des souches testé a extrait est
également due au métabolisme de certains composes a effet antibactérien. En effet, il a été
prouvé que certaines souches ont la propriété de dégrader certains composes phénoliques.
(Redriguez Vaquero et al., 2007).
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Conclusion

Les plantes médicinales demeurent une source constante de principes actifs reconnus pour
leurs bienfaits thérapeutiques. Nombre d'entre elles présentent des propriétés biologiques
essentielles qui sont largement utilisées dans différents domaines tels que la médecine, la

pharmacie et I'agriculture...

Cette étude vise a évaluer l'efficacité antibactérienne des extraits frais et secs de polyphénols
de Zingiber officinale, 1’une des plantes médicinales les plus utilisée en médecine traditionnelle

Algérienne.

L'extraction des composés phénoliques de la plante a éte 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
spectrophotométriques avec un taux respectivement de 24.290ug 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 4.082ug EQ/mg respectivement.

L'évaluation de l'activité antibactérienne de l'extrait des rhizomes de cette plante a été
effectuée sur cing souches (Pseudomonas aeuroginosa, Salmonella typhimurium,
Escherichia coli, Klébsiella pneumonia et Staphylococcus aureus) par deux méthode : méthode

de diffusion en disque, méthode de dilution en milieu solide.

Les résultats obtenus montrent que cette plante posséde une activité inhibitrice de la
croissance modeérée avec des CMI relativement faibles comprise entre 0,1 et 0,001mg/ml dont
Klebsiella pneumoniae est I’espéce bactérienne la plus sensible et Pseudomonas aeuroginosa

I’espéce résistante vis-a-vis des deux extraits testés.

La différence de sensibilité des souches testées au poly phénolique de notre plante peut
s'expliquer, d’une part, par la différence de leur composition dont de nombreux auteurs, ont
constaté que le changement dans la composition chimique affecte directement les propriétés
biologiques des extraits, d’autre part, par le fait que les bactéries & Gram (-) sont censées étre
plus résistantes que les Gram (+), ceci est d0 aux différences structurales de leurs parois
externes. La paroi des Gram (-) présente une structure plus fine mais plus complexe que celle

des grams+.
Ce travail mérite d’étre complété, a I’avenir, on proposant les perspectives suivants :

e Utiliser d’autres solvants organiques pour optimiser le rendement d’extraction, le

fractionnement et la purification des composés phénoliques.
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Identifier les composés phénoliques par des techniques spectrométriques et
chromatographiques : RMN, Spectrométrie de masse, HPLC...

Augmenter le nombre des espéces microbiennes a tester et de travailler sur des souches
microbiennes cliniques pathogenes.

Le passage aux tests in vivo.

Evaluer d’autres activités biologiques de Zingiber officinale.
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