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Introduction générale

L humanité a placé sa foi au sein de la conviction que « pour tous les maux ; il existait
un remede qui sera trouvé dans les plantes et les foréts » (James D.M et al., 2007), et comme
Rudyard Kipling écrit en 1910 « Anything green that grew out of the mould was an excellent
herb to our fathers of old ».(Kipling R et al., 1910)

Depuis des millénaires, les plantes furent la source des différents remedes que

I’homme a utilisé pour lutter contre la maladie et assurer sa pérennité.

Les premiéres traces de remedes par préparations a base de plante, remontent a plus de
6000 ans. Les egyptiens savaient anesthésier par les macérations de plantes dans des vins.
Plus tard, Hippocrate mentionne plus de 250 plantes utilisées dans sa thérapeutique. Et ce
n’est que par les chinois que la phytothérapie a commencé a avoir son sens d’application et
ce jusqu’anos jours (Wong K et al., 1985), grace a ses fondateurs ou premiers herboristes tel
que le Iégendaire empereur Shennong (2737-2698 av. J-C.) qui écrivit le premier classique sur
100 plantes médicinales s'intitulant: les plantes, longévité, nutrition et soins. Et ainsi, d'une
dynastie a une autre, des ouvrages décrivant des milliers de plantes médicinales ont été

élaborés.

Peu a peu, le mode d’utilisation des plantes telles qu'on les trouvait dans la nature
ne satisfaisait plus les praticiens et ils se mirent & en extraire les principes actifs. La médecine
herboriste chinoise estime des milliers de remédes sous formes de pilules, poudres, onguents,

capsules ou sous forme liquide.

A partir du 18eme siécle, le développement de la chimie en occident a permis de
synthétiser des substances médicamenteuses dont 1’efficacité entraina peu a peu I’abandon
des vieilles recettes végétales. Hors que ce n'est qu'au 19éme siecle que les principes actifs ont
commence a étre isolés des plantes. La premiére victoire faite dans ce domaine est celle de la
morphine, marquée par Derosne dés 1803 et I’isolement de 1I’opium par le chimiste allemand
Serturner en 1806, ensuite celle de la quinine par les deux pharmaciens, Pelletier et Caventous
(Pelletier S et al., 1820).

Et depuis, 1’évolution du domaine phytothérapeutique a pris de considérables
avancees par les chercheurs de différentes disciplines (Botanistes, phytochimistes,
pharmacologues et médecins, Cliniciens.. etc), les industries pharmaceutiques
essentiellement, et les gouvernements a travers le monde, afin de créer une complémentarité

de la phytothérapie et de la médecine.



Introduction générale

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales par
I’évaluation de leurs activités biologiques. En effet, nous nous intéresseront a la famille des
Zingiberaceae, et en particulier le gingembre ou le Zingiber officinale , une plante trés
répandue en tant qu’épice et condiment mais aussi utilisée dans beaucoup de remedes
traditionnels dans le monde entier, et qui a fait I’objet de nombreuses études botaniques,
chimiques et toxicologiques, afin de prouver scientifiquement son efficacité sur le plan
médical ainsi que son innocuité. L utilisation du Gingembre se développe fortement
actuellement, ce qui a dirigé nos recherches dans le présent travail vers 1’évaluation du
potentiel de son extrait méthanolique en : polyphénols, flavonoides, antioxydants et

antimicrobiens, et pour se faire cette investigation se subdivisera en deux parties :

e La premiere partie comporte deux chapitres :
- Le premier portera sur des généralités et état de 1’art en ce qui concerne le Zingiber
officinale.
- Le deuxiéme chapitre présentera des rappels sur les différents métabolites secondaires
et activités biologiques investies.
e Une seconde partie englobant deux chapitres :
- Le premier exposera le matériel et les différentes méthodes utilisées dans cette
recherche.
- Le second présentera tous les résultats obtenus et leurs discutions.
e Ainsi qu'une conclusion générale et des perspectives de recherche avenirs.

e Enfin, une proposition de projet a visée socio-économique présentée en tiret a part.
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Chapitre | La famille des zingibéraceée et le Zingebre officinale

1. Le Zingebre a travers I’Histoire

Le pays d’origine du gingembre se situe en Asie tropicale, certains supposent que
c’est I’Inde car il figure dans des textes anciens écrits en Sanskrit. D’autres supportent
I’hypothése d’une origine chinoise dés le V™ siécle avant J-C car il est présent aussi dans les
« Analectes » ou « Entretiens (X.8) » du philosophe Confucius qui en avait toujours sur sa
table. En Egypte le gingembre était utilisé dans le procédé de momification, et grace aux
marchands perses le gingembre arrive dans I’Empire romain, son utilisation gastronomique
est retrouvee dans les textes Latins d'Apicius Caelius a I'époque d'Auguste et de
Tibére (Pelt J-M., 2002) .

Dioscoride, médecin grec du ler siécle le décrit dans son traité "De Materia Medica"

et précise son utilisation médicinale.

Au Vlleme siecle, le gingembre traverse la Méditerranée via le commerce d'Arabie,

on le retrouve présent dans le Coran sourate « oy »: versets 17
M (17355 ) 30 (8 Wl g (58003,

Du IXéme au Xleme siecle, le gingembre était I'épice la plus connue et moins chere
que le poivre. C'est pendant a ce siécle qu'il fut connu en France et en Allemagne, et au siécle

suivant en Angleterre.

Au Xllléme siécle, le commerce maritime Arabe le transporte en Afrique de I'Est et
les portugais développent son commerce en Afrique occidentale et sur Ile de Sao Thomé. En
1285, Marco Polo, pendant son voyage en Chine, au Bengale et sur la cote de Malabar, a
découvert la culture du gingembre ainsi que l'aspect qu'il avait quand il était en fleur. A cette
époque le gingembre était déja connu en Europe via sa traversée de I'Orient. En 1292,
Giovanni Da Montecorvino, franciscain Italien est envoyé en tant que missionnaire en Asie
par le Pape Nicolas IV, en passant par la cote occidentale de I'Inde, il y découvrit et décrivit

précisément le gingembre (Pelt J-M., 2002).

En 1563, le médecin portugais Garcia da Orta, installé en Inde pratiquait son art tout
en commercialisant des plantes dont le gingembre. En I'an 1668, MoyseCharas, apothicaire
frangais publie « Histoire naturelle des animaux, des plantes et des minéraux qui entrent dans

la composition de la thériaque d’Andromachus », distribué a Paris.
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A partir du XVIIéme siécle, le gingembre est cultivé au Brésil. A cette méme époque,
le médecin et chimiste frangais Nicolas Lemery suppose que le gingembre possede des
propriétés aphrodisiaques dans son « Traité universel des drogues simples »

(Pelt J-M., 2002).

En 1880, dans le livre « I'Officine » de Dorveau , on peut retrouver « les pastilles de

sérail » a base d'épices dont le gingembre, utilisées dans I'absence de deésir.

Dans les années 1940, I'Australie fit des essais de culture de cette plante et deviendra
pays producteur. Dés le XXeme siecle, le gingembre disparait des tables frangaises au profit

du poivre, mais il reste bien présent sur les tables anglo-saxonnes.

A nos jours, le Zingebre tient une place indiscutable dans la cuisine savoureuse, et
d’autre part les études scientifiques ne cessent de se multiplier pour démontrer et approuver

les effets thérapeutiques et préventifs de cette plante.

2. La famille des Zingibéracées

La famille des Zingibéracées est une famille de plantes monocotylédones herbacées
pérennes, productrices d'huiles essentielles, originaire du Sud-Est asiatique. C’est une large
famille constituée de 47 genres et 1 400 especes (GigonF., 2012). Les plantes de cet ordre
possédent une nervation parallélinopennée, avec une pseudo-nervure centrale. Elles sont
adaptées a I’humidité et aux moussons et se trouvent dans des régions peu venteuses. La
famille des Zingibéracées est constituée de 1275 especes qui sont réparties en une

cinquantaine de genres.

Elles sont retrouvées dans les régions tropicales asiatiques. Ce sont des plantes
monocotylédones car elles ne possedent qu'un seul cotylédon qui est une feuille primordiale
constituant la graine albuminée. Quand le cotylédon pousse, il dévie sur le coté le point
végétatif de la tige (Gehu-Franck J et Gehu J-M., 1994 ; Dupont F et al., 2015)

La sous-famille des zingibéroidées compte de nombreux genres. Les plus connus sont les

suivants :

» Boesenbergia (exemple d'espéce: Boesenbergiarotunda) ;
» Globba (exemple d'espece : Globbamarantina) ;
» Hedychium (exempled'espece : Hedychiumcoronarium) ;

» Kaempferia (exemple d'espéce: Kaempferia galanga) ;

4



Chapitre | La famille des zingibéracée et le Zingebre officinale

» Curcuma (exemple d'espece : Curcuma longa ) ;
» Zingiber (exemple d'espece: Zingiberoffinale).

3. Zingebre Officinale

3.1. Description botanique

Z. Officinale appartient a la famille des Zingiberaceaes. Son nom en langue Mooré est
« Gnamaku”. C’est une herbacée annuelle vivace grice a son rhizome charnu, allongé et
formé de plusieurs ramifications tubéreuses et noueuses. Selon Preeti et al., ( 2008), elle
porte deux sortes de tiges aériennes dressées: 1’une d’elle est stérile avec des feuilles linéaires
lancéolées, engainantes, et les autres fertiles portant des sortes de bractées engainantes
terminées par un épi ovoide avec des fleurs jaunes verdatres et une inflorescence en épi serré
de fleurs irrégulieres (Figure 1). Les rhizomes sont fortement aromatiques. La multiplication

se fait par voie végétative a partir des fragments de rhizomes (Bruneton J., 2009).

aplereent

Etagider silietnale 3as¢

Figure 01 : Photo de Z. officinale entier
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Le rhizome est une tige souterraine présentant des nodosités, des racines adventives. Il
est épais, ramifié et aromatique car le parenchyme contient des huiles essentielles. Chaque
anneée, de ce rhizome, partent les tiges aériennes feuillues ou fleuries. 1l y a également
d’autres racines cylindriques dont la structure interne est différente de celle du rhizome. C'est

un réservoir d'énergie pour la plante (Fournet J., 1978 ; Devendeville C., 2009).

Figure 02 : Rhizome de Zingiber officinale

3.2. Classification systématique

Tableau 1 - Place de la famille des Zingibéracées selon la classification APG

IV (AngiospermsPhylogeny Group) (Gigon F et al., 2012)

Régne Plante
Sous-régne Trachéobionta
Division Angiospermes
Classe Monocotylédones
Sous-classe Commelinidées
Ordre Zingibérales
Famille Zingibéracées
Sous famille Zingibéroidées
Tribu Zingiberées
Genre Zingiber Mill.
Espéce Zingiber officinale
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e Fiche technique
» Procédé d’obtention : Moulinage.
> Organe utilisé : Rhizome (racine).
» Nom botanique : Zingiber officinale.
» Qualité : Pure, naturelle, sans additifs.
» Pays d'origine : Pays tropicaux.
» Culture : Plantation (jardinage).

e Caractéristiques organoleptiques

» Aspect : Poudreux, farineux.
» Couleur : Brun clair.
» Odeur: forte odeur aromatique.

» Go0t : Tres fort, piquant.

3.3. Habitat

Les Zingibéracées sont d’origine d’Asie tropicale, elles sont pantropicales et se
retrouvent principalement en Indonésie et Malaisie. On peut en retrouver aussi dans les

régions chaudes et tempérées (Devendeville C., 2009). Répartition et Aire géographique

» Asie du Sud-est : principalement en Indonesie et Philippines
» Chine
> Inde

> Afrique tropicale : surtout au Nigéria

3.4. Conditions culturales

On ne connait pas d’endroit ou le gingembre pousse a I’état sauvage. Il est cultivé dans
des zones tropicales ensoleillées. Le rhizome est récolté 8 a 10 mois apres que les parties
aériennes de la plante soient fanées. Il peut étre récolté plus tot, pour un usage frais ou confit
(5 a4 6 mois).

Le climat tropical ou subtropical sont 1’idéale pour la repousse du gingembre ces

derniers offres 1’ensoleillement nécessaire, la température qui doit étre élevée (au minimum
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21° Celsius), une pluviométrie moyenne annuelle supérieure a 2000 mm au moins pendant la
période de végétation de 1’année pour permettre une croissance optimale, avec une altitude
optimale qui se situe entre 500 et 1500 m au-dessus du niveau de la mer et une qualité de sol

d’un jardin riche en humus, léger et acide (The Angiosperm Phylogeny Group., 2016).

3.5. Pays producteurs

Les principaux pays producteurs sont aujourd'hui I'Inde (une vingtaine de variétés,
dont la plus fine est celle du Bengale), la Chine, la Jamaique (tres bonne qualité aromatique),
le Brésil et 1’ Australie (depuis 1940). On cultive également le gingembre en Malaisie, au
Nigeria, en Sierra Leone, a Taiwan, au Japon, en Thailande, au Sri Lanka, au Vietnam, a
Hawaii et en Indonésie. Il existe de multiples sortes de gingembre (Devendeville C., 1992),

selon leur origine mais également selon leur formes commerciales telle que :

> Le gingembre vert : rhizome frais et non pelé ou uniquement pelé sur les
cotes,

> Le gingembre gris et noir (simplement seché) ou blanc (séché et pelé),

> Le gingembre en conserve : confit ou conservé dans des solutions de sucre,

> Le gingembre broyé (introduit plus tardivement)

3.6. Noms vernaculaires

Ses noms Chinois sont «Shen Jiang» pour le rhizome frais, «Gan Jiang» pour le
rhizome séché. Cette plante est appelée « jenjanb » en République dominicaine,« Der Ingwer
» en Allemand, « gingerroot » en Anglais,« jengibre » ou « gengibre » Dans les Caraibes
hispanophones, « jenjibre », « pia-nuni »....en Equateur, et « zandjabil » a peu-prés dans le
tout le monde Arabe (Pinson C., 2012).

4. Utilisations culinaire du gingembre

Grace a son odeur citronnée et camphrée (surtout quand il est frais) et un goQt poivré,
piquant et légerement amer, il est trés utilisé en tant qu’épice, surtout en Asie, sous forme
rapée ou hachée pour donner de la saveur aux plats comme les viandes, poissons et fruits de
mer. On peut aussi le plonger dans de 1’eau pendant plusieurs heures et se servir de cette eau
en I’ajoutant dans le plat juste avant de le déguster. Il entre dans la composition des curry.

Les thailandais le rajoutent sous forme rapee dans leur lait de noix de coco au curry.
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Il est aussi utilisé dans les entremets, pudding, soupes et sauces. En Indonésie on
’utilise en pate pour 1’étaler sur les viandes a griller. Dans la cuisine créole, le gingembre est
associé avec l'ail. Au Maghreb, il est surtout utilisé sous forme de poudre dans les plats. On
peut aussi le retrouver sous forme de confiture ou de bonbons. Il est surtout utilisé sec pour
donner de I’arébme au pain d’épices. Certains biscuits anglais et des gateaux comme le gateau
Hongrois sont au gingembre frais. Au Moyen-age, en Europe, on fabriquait I'hypocras, une
boisson qui était faite a partir de vin et de plusieurs épices dont le gingembre. L’industrie
I’utilise aujourd'hui aussi pour aromatiser ses boissons : cela donne un godt rafraichissant aux
boissons. En Afrique de I'Ouest, il est bu sous forme de jus pressé sucré (Navarette S et
Saussays C., 2011).

5. Utilisation en médecine traditionnelle

Z. officinale est une plante médicinale qui a été largement utilisée dans les
médicaments a base de plantes chinoises partout dans le monde depuis l'antiquité, pour un
large éventail de maladies non liées qui incluent l'arthrite, les rhumatismes, les entorses, des
douleurs musculaires, des douleurs, des maux de gorge, des crampes, la constipation,
I'indigestion, les vomissements, I'nypertension, la fievre, les maladies infectieuses et les
helminthiases (Ali B.H et al., 2008). Par ailleurs, Z. officinale a été traditionnellement utilisé
dans les troubles du tractus gastro-intestinal, comme stomachique, laxatif, sialagogue,
activateur de la vidange gastrique, apéritif, antiémétique, et en méme temps, comme un anti-
diarrhéique et anti-colique (Ghayur M.N et Gilani A.H., 2005).

6. Etudes Biochimiques

Le rhizome de gingembre contient un peu d’huile volatile, huile (grasse) fixe,
composés piquants, résine, protéines, cellulose, pentosanes, amidon et éléments minéraux.
Parmi ceux-ci, I'amidon est le plus abondant et comprend 40-60% du rhizome sur un poids
sec base.
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Répartition des macronutriments contenus dans 100g de
gingembre.

Minéraux

Witamines

Figure 03 :Diagramme représentant la moyenne en macronutriments pour 100g de

gingembre.

6.1. Métabolites primaires

Ces molécules se retrouvent dans toutes les cellules de la plante, et sont

indispensables a sa vie. Ce sont les protéines, les acides nucléiques, les glucides et les lipides.

Les glucides: la masse séche du rhizome est composée de 60% d’amidon, dans le
rhizome frais sa teneur est de 10%. Les celluloses et pentoses sont également
présents.

Protéines : on retrouve des acides aminés comme l'alanine, I'arginine, I'asparagine, la
cystine, la glutamine, la glycine, I'histidine, I'isoleucine, la leucine, la lysine, la
phénylalanine, la proline, la serine, la thréonine, la tyrosine, la valine. On note
également la présence d'une autre forme protéique : des enzymes protéolytiques
appelées zingibaines responsables des effets digestifs (Andriatsinoarana S.M., 2010).

Lipides : ils représentent 10% de la plante et sont sous forme de lipides polaires
comme l'acide phosphatidique, le phosphatidylinositol, le phosphatidylcholine, le
lysophosphatidylcholine et les digalactosyldiglycérides. Des lipides non polaires
comme des stérols libres, des acides gras libres, des mono glycérides,diglycérides et
triglycérides sont également présents. Dans les acides gras, on retrouve des acides
gras saturés (jusque 46%) comme l'acide caprylique (C8),lI'acide caprique (C10),
l'acide laurique (C12), I’acide myristique (C14), l'acide pentadécanoique (C15),
l'acide palmitique (C16), l'acide stéarique (C18) et l'acide arachidonique (C20). A
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coté, les acides gras insaturés (jusque 53%) comme l'acide heptadécanoique, I'acide
oléique, I'acide linoléique et I'acide linolénique sont présents. Les lipides majoritaires

sont I'acide palmitique, I'acide oléique et linoléique (Parthasarathy VA et al., 2008).

6.2. Métabolites secondaires

L’analyse chimique de I’huile essentielle de Z. officinale effectuée par Nogueira de
(Melo et al., 2011), a permis d’identifier I’arcurcumene (59%), le -myrcéne (14%), le 1,8-
cinéole(8%), le citral (7,5%) et le zingibéréne (7,5%) comme étant les principaux composes.
D’autres études ont détecté dans cette huile essentielle 1'alpha-zingibéréne (31%), 1’ar-
curcumene(15,4%) et le sesquiphellandrene (14,02%) comme étant les principaux composés
(Jeena et al., 2013). L’a-zingibéréne (23,9%) et le citral (21,7%) ont également été identifies
comme étant les composés majoritaires de 1’huile essentielle de cette plante (Yamamoto-
Ribeiro M.M.G et al., 2013) avec la présences de quelques alcools sesquiterpeniques comme
gingéroles, les gingerdioles et les gingerdiones (Colleen NAS et al., 2012). Ces composés

posseédent une activité antioxydante élevée.( Singh G et al., 2008)(Figure 4)
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Figure 4 : Quelque métabolites secondaires issus du Z. officinale

7. Pharmacologie et indications thérapeutiques récente du Z.officinale
7.1. Pharmacodynamie et pathologies traitées.

7.1.1. Nauseées et mal des transports

L'action antiemétique est reconnue grace aux études réalisées dés les années 1980.
Quatre études ont été menées entre 1983 et 1994 pour démontrer que le gingembre est
meilleur que le placebo et aussi efficace que d'autres médicaments antiémétiques utilisés dans

le mal des transports (Evrard N., 2013).
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En 2012, I'Agence européenne des médicaments a examiné huit essais cliniques
randomisés, qui ont demontrés que I'efficacité du gingembre était vraiment supérieure a celle
du placebo dans la prévention du mal des transports et aussi efficace que d'autres agents
couramment utilisés. Dans une étude clinique, il est observé qu'une dose de 940 mg de
poudre de gingembre est plus efficace que 100 mg de dimenhydrinate (Iwu MM., 2016 ;
Mowrey et al., 1982).

7.1.2. Nausées dues a la grossesse

Dans la revue Obstetrics and Gynecologyde 2005, a été faite une analyse de 33 études
cliniques pour évaluer I’efficacité du gingembre dans le traitement des nausées et
vomissements induits par la grossesse. Dans ces études la dose journaliere était de 1 g de

poudre de gingembre, ce qui équivaut a 100 mg d'extrait a 10% de gingerols.

En 2012, I'Agence Européenne des médicaments a examiné des essais controles
randomiseés sur des femmes enceintes. Dans certaines de ces études, le gingembre a été
compareé au placebo, et dans d'autres il a été compareé a la vitamine B6. Les posologies et les
périodes de traitement étaient raisonnables et cohérentes : entre 1 g et 1,5 g pendant 3 a 4
jours. La conclusion était qu'il existe une documentation scientifique suffisante pour clamer
I'efficacité du rhizome de gingembre dans la prévention des nausées et vomissements induits

par la grossesse (Chittumma P et al., 2007).

L’association américaine des Généralistes Médecins de famille confirme aussi ces

constatations (Jewell D et al., 2000 ; Portnoi G et al., 2003 ; Vutyavanich T et al., 2001).

7.1.3. Nausées post-opératoires

Une étude en double aveugle a été effectuée en 2013 sur 239 femmes qui ont subi une
césarienne a terme. Un des groupes a recu une capsule 1 g de poudre de gingembre une demi-
heure avant I'anesthésie et une capsule de 1 g deux apres la chirurgie. Le 2éme groupe a recu

deux capsules de placebo de la méme fagon.

Le nombre d'épisodes de nausées per opératoire était diminué dans le groupe ayant
pris le gingembre par rapport au placebo, mais il n'a eu aucun effet sur I'incidence des
nausees, des vomissements, ou la douleur pendant et apres une césarienne sous anesthesie

rachidienne et péridurale combinée. (Kalava A et al., 2013)
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7.1.4. Nausées provoqueées par les chimiothérapies

En 2012, les chercheurs travaillant au péle cancer de l'université de Rochester qui est
associe au programme < National Cancer Institute’s Community Clinical Oncology Program
(CCOP) >, ont établi une étude d'essai clinique de phase Il et 11l randomisée, controlée en
double aveugle contre placebo, chez 576 patients atteints de cancer qui ont regu au minimum
trois cycles de chimiothérapie selon différents esses. L'hypothése émise est que le gingembre
pourrait se lier sur les récepteurs 5SHT 3 (récepteurs de la sérotonine qui modulent la
libération de neurotransmetteurs) et conduire a I'augmentation de I'effet des inhibiteurs 5-HT3
comme le séton par exemple. 1l pourrait également avoir un effet sur d'autres récepteurs
périphériques impliques dans la contraction du muscle lisse dans le tractus gastro-intestinal
(Chaiyakunapruk N et al., 2006).

7.1.5. Troubles bhiliaires

Des études faites sur les secrétions biliaires de rats ont permis de clarifier I'action du
gingembre sur la sécrétion biliaire et aussi d'enquéter sur les constituants actifs qui favorisent
cette action. Les résultats ont montré que ce sont les principes piquants qui se trouvent dans
I'huile essentielle qui ont provogqué une augmentation de la sécrétion de la bile. Des analyses
plus poussées avec l'utilisation de chromatographie sur colonne ont indiqué que ce sont le
[6]-gingerol et le [10]- gingerol qui sont principalement responsables de I'effet cholagogue du

gingembre.

D'autres études réalisées chez I'animal montrent que le gingembre aurait une action
stimulatrice de la sécrétion de bile et sur I'activité des enzymes digestives (Yamahara J et
al., 1985).

7.1.6. Troubles hépatiques

Une étude de 2014 a révélé la propriété anti-inflammatoire de la zingueronsqui contre
le lipopolysaccharide qui induit une inflammation hépatique chez les souris. Ainsi, la
zingerone agit en tant qu'agent hépatoprotecteur en raison de sa capacité a provoquer la
suppression de médiateurs inflammatoires comme le TNF-a chez la souris (Kumar L et al.,
2014).

Pour expliquer que le gingembre lutte contre I'nepatoxicite, une étude a été réalisée
chez des rats pour étudier l'efficacité de différentes doses d'extraits éthanoliques de

gingembre sur I'hepatoxicité. Elle démontre que ces extraits exercent des effets protecteurs
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significatifs contre le stress oxydatif induit par le bromobenzene en augmentant les

mécanismes de défense antioxydants chez I'h6te. (EI-Sharaky AS et al., 2009).

7.1.7. Ulcere gastrique

L'équipe de chercheurs du professeur Mahady a été la premiere a prouver que les
constituants actifs du gingembre, les gingérols, sont efficaces in vitro contre
Helicobacterpylori, le principal facteur étiologique associé a la dyspepsie, a l'ulcére
gastroduodénal et au développement du cancer de I'estomac et du c6lon. Ceci a été confirme
une nouvelle fois par le professeur Mahady et par une équipe italienne de chercheurs en
pharmacologie médicale (Mahady G.B et al., 2005 ; Mahady G.B et al., 2003). L'activité
antispasmodique pourrait prévenir les lésions gastriques et les ulceres en réduisant le temps
de vidange gastrique, diminuant ainsi le temps de contact du contenu gastrique acide avec la
muqueuse (Mahady G.B et al., 2005 ; Mahady G.B et al., 2003 ; Nostro A et al., 2006).

7.1.8. Inflammation et fievre

Depuis les années 80, des recherches ont été conduites pour démontrer les propriétés
anti-inflammatoires par inhibition de la COX-2 par les gingérolsO et diminution de la
quantité de prostaglandines par les gingérols et les gingérénones.

L'état inflammatoire est responsable de beaucoup de maladies chroniques telles que
I'arthrose, les maladies inflammatoires de l'intestin, les troubles respiratoires, voire certains
cancers et maladies cardiovasculaires. Actuellement le gingembre est I'un des traitements
alternatifs a base de plantes les plus populaires pour traiter les maladies inflammatoires
chroniques et douloureuses (Zaman S.U et al., 2014).

7.1.9. Maladies bactériennes

7.1.9.1. Helicobacterpylori

L'équipe du chercheur Mahady a démontré les effets d'une chimio-prévention avec du
gingembre contre la bactérie Helicobacterpylori. Le gingembre entrave directement la
croissance de ce micro-organisme et a plus particuliérement une action sur le CagA+ qui
représente un facteur de virulence. Ainsi, la fraction phénolique comprenant les gingérols et
le [6]-shogaol était trés efficace pour inhiber la croissance de la souche H. pyloriCagA+ in
vitro, ainsi que 19 autres souches cliniques (Shmuely H et al., 2016). Cette documentation

suggere que les extraits de gingembre spécifiques contenant les gingérols peuvent aider dans
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le traitement ou la prévention de I'infection a H. pylori et de ces souches in vivo (Mahady
G.Betal., 2003 ; El Younis CM et al., 1998 ; Ishiguro K et al., 2007).

L'huile essentielle de gingembre inhibe la croissance bactérienne du H. pylori a des
concentrations basses de 0,0075% (v/v) (Goetz P et al., 2012).

7.1.9.2. Pseudomonas aeruginosa

Un essai de quantification fait sur le bio film fabriqué par la bactérie Pseudomonas
aeruginosa montre gque I'extrait de gingembre a un effet sur la formation de ce bio film. Les
microplaques de culture de la bactérie ou a été ajouté de I'extrait de gingembre ont montré
que la formation de bio film était moindre de 39a 56% par rapport a la microplaque de
contréle sans extrait de gingembre. Les résultats suggerent que la formation d'un bio film par

P. aeruginosa est inhibée par I'addition d'extrait de gingembre (Kim HS et al., 2013).

7.1.9.3. Bactéries bucco-dentaires

Les gingérols ont éte signalés comme possédant des propriétés antibactériennes sur
la croissance des Gram + et Gram —. Une étude rejoint ces résultats en montrant que les
extraits a I'éthanol et au n-hexane du gingembre ont présenté une activité antibactérienne
contre trois bactéries a Gram négatif anaérobies, Porphyromonasgingivalis,
Porphyromonasendodontalis et Prevotellaintermedia, causant des maladies parodontales. En
conclusion, le [10]-gingérol et le[12]-gingérol qui sont trés alkylés inhibent efficacement la
croissance de ces agents pathogénes par voie orale a une concentration minimale inhibitrice
(CMI) comprise entre 6 et 30 pg/ml. Ces composés ont également tué ces agents pathogénes a
une concentration minimale bactéricide (CMB) comprise entre 4 et 20 pg/ml, par contre les
autres composes comme le 5-acétoxy-[6]-gingérol, le 3,5-diacétoxy-[6]-gingerdiolet le

galanolactone n'ont pas montreé ces effets (Park M et al., 2008).

7.1.10. Maladies virales
7.1.10.1. Herpes

L'huile essentielle de gingembre a montré son efficacité sur le virus de I'herpés. Les
concentrations en huile essentielle maximales non cytotoxiques del 'essai ont été déterminées
a 0,003% et les effets inhibiteurs contre le Virus Herpés Simplex (ou HSV) ont été testés par
I'addition de I'huile a différents moments du cycle d'infection par le HSV. Les études
suggérent que I'huile essentielle interfére avec les structures de I'enveloppe du HSV qui sont
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nécessaires a l'adsorption pour entrer dans les cellules de I'néte. L'action se déroule avant

I'étape d'adsorption.

L'action pourrait aussi étre une dissolution de I'enveloppe. En conclusion les huiles
essentielles inactivent probablement les virus avant qu'ils ne pénétrent dans la cellule (Goetz
P et Ghedira K., 2012). Les composants actifs principaux des huiles essentielles sont des
hydrates de carbones lipophiles qui interagissent avec la membrane lipidique (Schnitzler P et
al., 2007).

7.1.10.2. Virus respiratoires

Le gingembre contient prés d'une douzaine de composés antiviraux. Les scientifiques
ont isolé du gingembre plusieurs produits chimiques comme les sesquiterpénes qui ont des
effets spécifiques contre la famille la plus commune des virus du rhume, les rhinovirus.
Certains de ces produits chimiques sont remarquablement puissants comme anti-rhinovirus.
D'autres constituants dans le gingembre, gingérols et shogaols, aident a soulager les
symptdmes du rhume, car ils réduisent la douleur et la fievre, les frissons et possedent un
effet sédatif doux qui favorise le repos. Il supprime aussi la toux, ce que les études prouvent
en étudiant les effets du [6]-shogaol qui sont plus intenses que ceux du [6]-gingérol. Le [6]-
shogaol a montré un effet antitussif intense en comparaison avec le phosphate de
dihydrocodéine (Zaman S.U et al., 2014). Le gingembre aide a lutter contre le rhume

lorsqu'il est pris des les premiers signes d'infection (Kalra M et al., 2011).

7.1.11. Cancer : Anticancéreux

7.1.11.1. Cancer colorectal

Des études in vitro ont montré des effets anti-cancéreux. Récemment il y a eu
plusieurs essais cliniques portant sur les avantages du gingembre pour traiter le cancer
colorectal (Citronberg J et al., 2013). Une équipe a effectué un essai randomiseé sur 20
personnes présentant un risque augmenté de cancer colorectal pour évaluer les effets du
gingembre sur I'apoptose, la prolifération et la différenciation des cellules de la muqueuse
colique. Dans cet essai pilote, les volontaires ont regu soit 2 g de gingembre soit 2 g de
placebo par jour pendant 28 jours. Les résultats suggerent que le gingembre peut réduire la
prolifération des cellules cancéreuses dans I'épithélium colorectal en augmentant I'apoptose
par rapport a la prolifération des 102 cellules cancéreuses, en particulier dans la zone de
differenciation des cryptes du colon. Il faudra faire d'autres eétudes pour étre plus concluant
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sur les avantages du gingembre dans le traitement ou la prévention du cancer et approfondir

ces découvertes.

7.1.12. Maladies cardiovasculaires et troubles de la coagulation

Chez les animaux diabétiques, déficients en géne de I'apolipoprotéine E ou qui ont été
nourris avec un régime alimentaire riche en lipides, le gingembre réduit considérablement le
cholestérol seérique total, LDL, VLDL, les triglycérides et les phospholipides, réduit les
Iésions athéromateuses et agit aussi efficacement que les médicaments hypolipémiants
classiques. On a constaté que le gingembre agissait sur le foie pour diminuer la biosynthése
du cholestérol et peut aussi stimuler la conversion de cholestérol en acides biliaires et

augmenter son excrétion fécale.

A contrario, des essais sur des humains ont démontré que 4 g de gingembre administré
quotidiennement pendant 4 mois a des patients ayant une maladie de I'artére coronaire n'a pas
affecté de facon significative, ni les lipides sanguins ni le glucose.

Au niveau de la coagulation, le gingembre a entrainé une importante inhibition dose-
dépendante de I'agrégation plaquettaire induite par I'acide arachidonique, des thromboxanes
eux méme dérivés de la COX, des prostaglandines et de la synthese des prostacyclines, avec
une augmentation de I'activité fibrinolytique, dans des études in vitro et animales. Une
diminution significative de I'agrégation plaquettaire chez les humains sains qui
consommaient des aliments riches en graisses a été obtenue par l'ingestion 5 g de gingembre
par jour, bien que chez les patients atteints d'une maladie coronarienne une dose quotidienne
de 4 g pendant 3 mois était inefficace et qu'une dose unique de 10 g était tres efficace dans les

4 heures.

7.2. Pharmacocinétique

Les parameétres pharmacocinétiques ont été déterminés pour le [6]-shogaol en utilisant
du C14-[6]-shogaol (composé marqué au C14) et du [6]-shogaol non marqué. La
concentration de radioactivité plasmatique a augmenté de maniére dose-dépendante pour le
composé marqué. Lorsqu'une dose de 10 mg/kg de composé marqué est administrée par voie
orale, environ 20,0 % de la radioactivité administrée est excrétée dans l'urine, environ 64,0 %
dans les feces et 0,2 % dans l'air expiré. D'autre part, lorsque le [6]-shogaol non marqué a été

administré par voie orale, la concentration plasmatique et I'excrétion biliaire de la forme
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inchangée étaient extrémement faibles. Cela suggere que le [6]-shogaol est principalement

métabolisé dans le corps et excrété sous forme de métabolites (Asami A et al., 2010).

8. Législation et statut légal

Pour I’Organisation Mondiale de la Santé, 1’utilisation du gingembre est « cliniquement
justifiee » dans « la prévention des nausées et des vomissement dus au mal des transports et
au mal de mer, ainsi que ceux liés a une intervention chirurgicale ou a la grossesse ». Son
usage est considéré comme « traditionnel » pour les indications « des troubles digestifs, du
rhume et de la grippe, de la perte d’appétit et comme anti-inflammatoire dans les migraines et

les douleurs musculaires ou articulaires ».

8.1. Allégation nutritionnelle et de santé

Selon les définitions des allégations nutritionnelles telles que présentées dans le
reglement (CE) n°1924/2006 relatif aux allégations nutritionnelles et de santé, et aux vues de
la composition du gingembre, il est possible d’utiliser les allégations regroupées dans le

tableau suivant:
Tableau 2: Allégations nutritionnelles du gingembre

Eléments nutritifs  Apport dans100 g de  Eléments nutritifs ~ Apport dans100 g de

Z.Officinale Z.Officinale
Fibres 609 Magnésium 30 %
Manganése 30 % Cuivre 30 %
Fer 30 % vitamine B6 30 %
Potassium 30 % Zinc 30 %
vitamine B3 30 % Phosphore 15 %
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Chapitre |1 Polyphénols, falvonoides activités antioxydantes et antimicrobienne
de Z. offcinale

1. Les polyphénols

Le terme polyphénol a été introduit en 1980 (Dave-Oomah B., 2003). Les composés
phénoliques ou polyphénols constituent est une famille de molécules organiques largement
présente dans le regne végeétal, ce sont des métabolites secondaires (Boizot N et Charpentier
J.P., 2006), qui jouent soit le rble des signaux de reconnaissance entre les plantes
(Allélopathie), entre les plantes et les symbioses, ou bien lui permettant de résister aux

diverses agressions vis-a-vis des organismes pathogenes (Macheix J J et al., 2005).

Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées Ces composés ont tous en
commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs
fonctions hydroxyles,(Urquiaga | et Leighton F., 2000), elles varient depuis les molécules
simples (acides phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées
(tanins condensés) (Macheix J J et al., 2005).

Chez I'nomme, ces molécules traces jouent un réle important en agissant
directement sur la qualité nutritionnelle des fruits et Iéegumes et leur impact sur la santé des
consommateurs (effet antioxydant, effet protecteur contre I'apparition de certains cancers...).
(Macheix J J et al., 2005).

On peut classer les différents composés de la famille des polyphénols selon les groupes

suivant :

Acide olyphénols no

Phénols simple STrralee Flavonoides Flavonoides

Schéma 05 : Les différents groupes des composés phénoliques

Les flavonoides forment le groupe de composés phytochimiques le plus important des
plantes. Dans ce qui suit, nous présentons quelques notions sur cette classe de métabolites

secondaires seront présentées.
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2. Les Flavonoides

L’expression flavonoide a été introduite en 1952 par GEISSMAN ET HINREINER
pour désigner tous les pigments ayant un squelette C6-C3-C6 analogue a celui des flavones (y
compris les anthocyanes). Le nom flavonoide est dérivé du mot grec FLAVUS qui veut dire
jaune ( Ribirau. G., 1968).

IIs sont présents dans la plupart des plantes, ce sont des pigments polyphénoliques qui
contribuent, entre autres a colorer les fleurs et les fruits en jaune et en blanc. D’origine
biosynthétiqgue commune, de ce fait ils possédent tous le méme élément structurel de base
constitué d’enchainement de 2-phénylchromane. Les flavonoides sont connus principalement

pour leur activité antioxydante.

IIs ont une origine biosynthétique commune et par conséquent, possedent tous un
méme squelette de base a quinze atomes de carbones, constitué de deux unités aromatiques,
deux cycles en C6 (Aet B), reliés par une chaine en C3 comme le montre la figure

ci-dessous.

Figure 06 : Structure de base des flavonoides.

2.1. Classification des flavonoides :

Le terme flavonoide regroupe une trés large gamme de composés naturels
polyphénoliques. On distingue différents types de noyaux : flavones, flavonols, flavanones,
flavan-3-ols, chalcones, aurones, isoflavones, anthocyanidines, dihydroflavonols, etc...

Comme la montre la figure ci-dessous.
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de Z. offcinale
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Figure 07 : Différentes classes de flavonoides.

2.2. Activites biologiques des flavonoides

Historiquement, les flavonoides présentent un intérét thérapeutique qui date de la

découverte de la vitamine C par SzentGyorgyi (Prix Nobel., 1937).

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le domaine
médical ou on leur reconnait des activités antivirales, anti-tumorales (Stavric B et Matula.,
1992), anti carcinogenes (Das H et al., 1994), anti-inflammatoires(Bidet D et al., 1987) ,
hypotenseurs et diurétiques(Bruneton J., 1993),antioxydantes (Aruoma O et al., 1995).

2.2.1. Activité antioxydante
La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur
capacité a piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH-), anions superoxydes (02.—)

et radicaux peroxylipidiques, selon la réaction suivante :
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Fhv-OH Flav-0O quinone

Schéma 08 : Piégeage des ROS par les flavonoides.
Les radicaux libres apparaissent dans plusieurs situations, telles que :
— L’anoxie : qui engendre la production de I’anion superoxyde (02. —).

— L’inflammation : qui correspond a la production d’anions superoxydes (02.—) par la
NADPHoxydase membranaire des leucocytes activés, et, par dismutation, a celle du tres

réactif radicalhydroxyle (OH-).

— Et ’auto-oxydation des lipides : ¢’est au cours du stress oxydant que les espéces
radicalaires, libres de tout contrdle, vont attaquer des cibles bioactives telles que les protéines,
altérant ainsi les récepteurs cellulaires et les enzymes, les acides nucléiques (favorisant la
survenue des mutations déléteres a I’origine de divers cancers) et les lipides, notamment les
particules de LDL de I’intima vasculaire, une phase qui constitue le primummovens dans la

cascade athérogeéne.

Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle

(C3-OH) fortement réactif. Ils sont également capables de chélater les ions métalliques

(Largués a partir de leurs protéines de fixation ou de transport) qui peuvent renforcer ces
effets délétéres par la production des radicaux hydroxyles (OH-).

L’action antioxydante de ces phytonutriments ne s’exerce pas seulement par I’inhibition
et la désactivation des radicaux libres, elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes
oxydantes et par la chélation des traces d’ions métalliques responsables de la production de
ROS (Halliwell B., 1994).

A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (Re¢), comme le

superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle, par transfert d’hydrogene et le radical
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flavonoxy (FL-O¢) qui en résultepeut réagir avec un autre radical pour former une structure

quinone stable (Jovanovic S et al., 1998):

D’autres ¢tudes ont montré que les flavonoides sont des bons inhibiteurs d’enzymes
responsables de la production des radicaux libres comme la xanthine oxydase qui est une
source biologique importante du radical superoxyde (Hanasaki Y et al., 1994). Les
flavonoides sont aussi considérés comme de bons chélateurs d’ions métalliques (Brown J.E
et al., 1998 ; Dacosta Y., 2003), comme les ions du fer (Fe2+) et du cuivre (Cu+) qui sont
essentiels pourcertaines fonctions physiologiques, mais ils sont aussi responsables de la
production du radicalhydroxyle par la réduction du peroxyde d’ hydrogéne selon la réaction

suivante:

H,0,+Fe* (Cu’)— "OH+ "OH+Fe™ (Cu™)

La quercétine est la plus active des flavonoides étudiés. La Figure suivante résume les
sites essentielspour la chélation des ions métalliques : (a) un noyau catéchol sur le cycle B, (b)
les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C, et (c) les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les
cycles A et C (Van Ackeret al., 1996).

& | e |
\\?i \'\ﬁ/v‘ OH
H ) /
e A ok
NS Me™
Me™

Figure 09 : Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques (Me™)

Plusieurs travaux décrivent les relations structures-activités des flavonoides (Van Acker et

al., 1996 ; Harborne et Williams 2000). Ces travaux permettent de connaitre les activités
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anti-oxydantes de ces molécules en fonction de leurs caractéristiques structurales. En fait, leur

activité antiradicalaire nécessite:

a- Les molécules possedant une double liaison entre les carbones C2 et C3 et un groupement
carbonyle en C4 sont les flavonoides dont les activités anti-oxydantes sont les plus marquées,
ainsi ’activité de la quercétine (un flavonol) est deux fois plus élevée que celle de la
catéchine (un flavan-3-ol). Ceci est di au fait que la quercétine possede une double liaison
C2-C3 et une fonction 4-oxo (Van Acker et al., 1996 ; Harborne et Williams., 2000).

Quercétine Catéchine

Figure 10 : Comparaison entre deux pentahydroxyphénols

b- La structure ortho-diphénolique du cycle B (=les groupements hydroxyles en position C3’-
C4’) ainsi qu’un nombre important de résidus hydroxyles augmenteraient le potentiel
antioxydant des flavonoides possédant un hétérocycle saturé. Rice-Evans et ses
collaborateurs., (1996) ont développé un test basé sur la capacité d’un antioxydant a piéger
le radical cation chromophore, I’activité des flavonoides est comparée avec celle du Trolox
(une forme soluble de 1’a-tocophérol), et exprimée en TEAC (Trolox Equivalent
AntioxidantCapacity). Il est a noter que plus la valeur de TEAC est élevée plus la molécule
est active. Les résultats de cette étude ont montré que la morine avec deux groupements
hydroxyles en méta et le kaempférol avec un seul groupement hydroxyle sont moins actifs

que la quercétine (deux groupements hydroxyle en ortho)
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OH o 0
Quercétine Morine Kaemplérol
TEAC4,72 £ 0,10 TEAC 255 0,02 TEAC 1,34 £ 0,08

Schéma 11 : Valeurs de TEAC montrant I’importance du groupement catéchol

c- Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement
hydroxyle (C3-OH) fortement réactif.(Rice-Evans et ses collaborateurs., 1996) ont
démontré I’importance ce dernier. En effet, La glycosylation du groupe 3-OH de la quercétine

(cas de la rutine) ou sa suppression (cas de la lutéoline) diminue I’activité antioxydante.

En analysant tous ces résultats concernant la capacité des flavonoides a piéger les
radicaux libres on peut conclure que la quercétine satisfait a tous ces critéres, elle dérive du
motif flavonol, sa structure particuliere lui confere les caractéristiques les plus souvent mises
en avant dans I’activité d’un flavonoide. Elle est le composé le plus actif de la famille des

flavonoides (Rice-Evans et al., 1996).

Figure 12 : Eléments essentiels pour I'activité anti-oxydante des flavonoides (Rice—-Evans C
et Burdon R.. 1993).

2.2.2. Propriétés antibactériennes

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’'usage des
antibiotiques. La prescription a grande echelle et parfois inappropriée de ces agents a entrainé
la sélection de souches multi résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux

médicaments a base des plantes, sous forme de metabolites secondaires dont les composes
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phénoliques, sont toujours utilisés dans 1’industrie alimentaire et cosmétique et comme agents

antimicrobiens en médecine populaire.

Les polyphénols notamment les flavonoides sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis
des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les

adhesines microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan M., 1999).
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Chapitre 1 Matériel et méthodes

Le but pratique du présent travail est en premier lieu d’extraire, identifier les
métabolites secondaires du Gingembre, et évaluer leur potentiel antioxydant et antimicobien

in vitro, puis en second lieu, proposer un projet a impact socio-economique.
1. Matériel d’étude

1.1. Matériel végétal

La plante Gingembre qui fait I’objet de notre étude chimique et biologique, a été
identifiée et achetée chez un herboriste de la wilaya de Constantine, sous forme de Rhizome

S€ECs.

Figure 13 : Rhizome secs de Gingembre
1.2. Matériel et produits de laboratoire

e Appareil d’extraction Soxhlet.

e Evaporateur rotatif.

e Mortier et pilon, moulinette.

e Spectrophotométre UV

e Balance analytique.

o Papier filtre.

e Ballons, spatules, flacons et tubes stériles.

e Tous les solvants et réactifs chimiques utilisés sont de qualité analytique.

e Les milieux de culture microbienne proviennent de I’institut Pasteur.
Les souches bactériennes ATTC testées :

- Staphylococcus aureus ATCC 25923
- Escherichia coli ATCC 25922
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- Pseudomonas aeruginonose ATCC 27853
- Klebsiella pneumoniae ATCC700603

= Les levures et moisissures sont d aurigine alimentaire :
- Candidas Albicans

- Aspergillus Niger

2. Méthodes d’études
2.1. Extraction
Broyage

Dans un mortier et a I’aide d’un pilon, une quantité de 50.393g de Rhizomes secs du
Gingembre a été broyée grossierement, puis pulvérisée en poudre fine a I’aide d’une
moulinette.

Figure 14 : Broyage du rhizome de Gingembre sec.

e Les étapes a suivre pour I’extraction
» 50.393g de poudre de Gingembre sont pesés, puis mis dans un papier
filtre fin.
» Le papier filtre est placé dans une cartouche qui va dans le Soxhlet, du
méthanol est ensuite déversé directement dessus jusqu’a siphonnassions.

» Le tout est porté a ébullition.

L ensemble est donc prét pour I’extraction.
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Figure 15 : Pesée de la poudre de Gingembre Figure 16 : Préparation de 1’extraction.

®,

< Extraction par Soxhlet

L’extraction au Soxhlet est une méthode d’extraction Solide-liquide
fréquemment utilisée. Le méthanol contenant la matiére solide retourne dans le
ballon par déversement successif causé par un effet de siphon dans le coude latéral. La

matiére solide s’accumule dans le ballon jusqu'a ce que I’extraction soit compléte et nous
obtenons ainsi I’extrait brut.

Figure 17 : Extraction par Soxhlet.
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% Evaporation
Le méthanol est évaporé généralement sur un évaporateur rotatif, que nous avons
programmé a 40°C sous pression réduite maintenu a 1’aide d’une pompe affin d’assurer le

vide.

e Le ballon qui contient I’extrait brut obtenu, est place sur le rota vapeur pendant un
certain temps jusqu'a se que 1’évaporation du méthanol s’arréte et nous obtenons

I’extrait brut sec est ainsi obtenu sous forme d’une gomme marron orange accumulée

sur les bordures du ballon.

Figure 18 : Evaporation de I’extrait brut.

Pour peser le poids de I’extrait brut, il faut d’abord :

e Peser le ballon vide, puis ce dernier avec I’extrait et on calcul le poids de I’extrait

brut, le rendement est calculé selon la loi suivante :

e L’extrait est récupéré avec un mélange *’méthanol+eau’’1 :1V/V, a I’aide d’une

spatule, on gratte tous ce qui s’accumule sur les bordures.
e Le tout est conservé dans un flacon ombré et stérile et mis au congélateur

jusqu’a son utilisation.
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Figure 19 : Pesée et conservation de 1’extrait brut sec.

2.2. Etude qualitative

2.2.1. Chromatographie liquide sur couche mince

Principe

Le principe de la chromatographie sur couche mince repose sur 1’entrainement d’un
échantillon dissous par une phase mobile a travers une phase stationnaire. Cette technique a

été réalisée sur des plaques pré-étalées de gel de silice sur plaque d’aluminium.
%+ Mode opératoire
Préparation de I’échantillon

L’échantillon est I’extrait brut sec des rhizomes de Gingembre obtenu

précédemment par extraction au Soxhlet.
Préparation de la plague (phase stationnaire)

On trace délicatement sur nos plaques de gel de silice une ligne de dépbt a environs
un 0.5cm du bord inferieur de la plaque et une ligne de front a environ 0.5cm du bord

supérieur.

Systéme solvant (phase mobile)
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La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques généralement de
faible, moyenne et forte polarité dans des proportions adéquates que nous déterminons

empiriquement. Pour cela, On utilise trois systéemes solvants pour définir celui qui donne la
meilleure séparation de notre extrait.

Tableau 03: Les trois systemes solvants utilisés pour la CCM sur gel de silice.

CCM sur gel de silice
Systemes solvants Proportions
Hexane /acétate d’éthyle (7/3) (vIV)
Systémes Hexane / acétate d’éthyle (8/2) (vIv)
Choisis Hexane / acétate d’éthyle (9/1)(v/v)

Préparation de la cuve

L éluant est introduit dans la cuve de maniere a ce que son niveau atteigne une certaine

hauteur, puis on la couvre avec un couvercle hermétique afin qu’elle se sature des vapeurs de
I’éluant.

Dépot :

A T’aide d’une pipette pasteur, on dépose sur la ligne de dépdt une goutte séparée de
I’extrait a analyser.

Figure 20 : Préparation de la plaque CCM
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La plaque est placée dans la cuve, I’éluant remonte par capillarite le long de la plaque
entrainant avec lui 1’extrait, lorsqu’il arrive au front du solvant, on fait sortir la plaque de la

cuve et on la laisse sécher sur palliasse.

Figure 21 : Migration des constituants du Gingembre.

Révélation physique:

Elle est réalisée a 1’aide d’une lampe UV a 365 nm, ou il est procédé a la

visualisation de spots potentiellement invisibles.

Figure 22 : Visualisation des constituants a 1’aide de la lampe UV

Révélation chimique :

Elle est utilisée pour identifier certaines classes de métabolites secondaires qui

donnent des colorations spécifiques avec le révélateur selon les fonctions chimiques qu’elles
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contiennent et leurs positions. Nous utiliserons comme réveélateur la vanilline sulfurique a 1%

spécifique aux poly-phénols.

e Le réveélateur est pulvérisé sur la plague CCM puis chauffer 2min a 1’étuve
a 110°C.

Figure 23 : Révélation des plaques avec la vanilline sulfurique a 1%
¢ Calcul du Rapport frontal (Rf)

Pour chaque spot le facteur de rétention a été calculé, étant égal a la distance

parcouru par le constituant divisé par la distance parcourue par le solvant.

d : Distance parcourue par le constituant

ou:

D : Distance parcourue par le front de I’éluant

Ce facteur est caractéristique d’une substance tenant compte du solvant utilisé.
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2.3.Etude quantitative

2.3.1.Dosage des poly phénol-totaux
% Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

A partir d’une solution mere d’acide galliqgue de concentration massique
600mg/10ml dans du méthanol, une série de dilutions de 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, a été
préparée pour obtenir des solutions filles a:(600, 300, 150, 75, 37.5) mg/10ml.

Par la suite :

e La lecture de I’absorbance de chaque solution est effectuée a I’aide d’un
spectrophotometre a une longueur d’onde de 750 nm contre un blanc de méthanol ce
qui a permis de tracer la courbe d’étalonnage.

¢ Principe du dosage

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le

spectrophotometre UV -Vis en utilisant le réactif de Folin- Ciocalteu.

Les propriétés colorimeétriques du réactif de Folin- Ciocalteu sont modifiées lorsqu’il est
complexé a certaines molécules comme la fonction OH des phénols. Ce réactif est formé
d’acide phosphomolybdique H3PMO1204 et d’acide phosphotungstique H3PW12040 qui
sont réduits par 1’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungstene Wg 023 et de
molybdéne MOg O3, cette réaction se traduit par le développement d’une coloration bleue
foncée. (Wong et al., 2006)

% Protocole :
e 0.4mg/ml d’extrait sont ajouté a 5ml de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué dans
I’eau distillée.
e Lasolution a été mélangée et incubée pendant 10min
e Apres incubation, 4ml de solution de Carbonate de sodium Na2CO3 (7.59/100ml
dans I’eau distillée) ont éte ajoutés.
e Le meélange final a été bien mélangé, puis incubé pendant 2h dans I’obscurité a T°

ambiante.

L’ absorbance de I’extrait a été mesurée par un spectrophotomeétre a 765nm.
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» La Teneur en Poly-phénols Totaux (TPT) est calculée a partir de la courbe

d’étalonnage de 1’acide gallique et les résultats sont exprimés en milligramme-équivalent

d’acide gallique par gramme d’extrait de Gingembre.

TPT=C*V/M

Avec :
C : [a.g] pg/ml
V : Volume d’extrait (ml)

M : Poids de I’extrait (mg)
2.3.2. Dosage des flavonoides

¢+ Courbe d’étalonnage de la quércitine
A partir d’une solution mére de quércetine de concentration massique 200 pg/10ml
dans le méthanol, une gamme de dilution (1/2, 1/4,1/8,1/16,1/32) est préparée pour obtenir
des solutions filles de concentration (200, 100, 50, 25, 12.5) pg /10ml.

Par la suite :

La lecture de 1’absorbance de chaque solution est effectuée a 1’aide d’un
spectrophotometre a une longueur d’onde de 430nm contre un blanc de méthanol ce qui nous

a permis de tracer la courbe d’étalonnage.

+ Principe :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) est utilisée pour quantifier les

flavonoides dans notre extrait. (Djeridane et al., 2006)

Le trichlorure d’aluminium (AICI3) forme un complexe trés stable avec les

groupements hydroxydes OH des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiere visible a
une longueur d’onde 430 nm. (Boudiaf., 2006)

< Protocol :
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e Une quantité de 0.4mg d’extrait a été dissoute dans un 1ml d’éthanol, puis
un 1ml d’AlCI3 (2% dans du méthanol) ont été ajouté.
e Le mélange a été vigoureusement agité et I’absorbance lue aprés 10min
d’incubation a 430nm.
» La Teneur en Flavonoides Totaux est calculée a partir de la courbe d’étalonnage de
la quercétine, les résultats sont exprimés en milligramme- équivalent de quercétine

par gramme d’extrait de Gingembre.

l‘ TFT= C*V/IM \l

Ou:
C: [Q] pg/ml
V : Volume d’extrait (ml)
M : Poids d’extrait (mQ)
%+ Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne +SD, calculée sur

un ensemble de trois essais comme suit :

Ou:
S : I’écart type
X : I’absorbance
X" : la moyenne des 03 absorbances

N : nombre d’essais
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2.4. Etude de P’activité antioxydante
2.4.1. Test du pouvoir réducteur FRAP (ferric reducing antioxidant power)

2.4.1.1. Principe

Cette technique a été développée pour mesurer la capacité du plasma a réduire le fer
ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe?"). En effet le Fe3* participe a la formation du radical

hydroxyle par la réaction de Fenton.

Le Fe?* & un ph faible forme un complexe avec 2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-s-triazine

(TPTZ) de couleur bleue qui donne une absorption maximale a 594 nm.

Ainsi, la formation de ce complexe indiguera un pouvoir réducteur qui détermine la
capacité d’un composé a se comporter comme un antioxydant. Les valeurs sont obtenues sont
comparées avec 1’absorbance d’un témoin qui est ’acide ascorbique usuellement (Benzie &
Strain., 1996 ; Pulido., 2000).

Le pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique des rhizomes secs a été déterminé selon

le protocole de (Amarowicz et al., 2010).
2.4.1.2. Protocol

e Un volume de 1 ml I’extrait dissous dans 1’éthanol a été ajouté a 2.5 ml de tampon
phosphate (pH 6.6) et 2 ml de ferricyanure de potassium (1%).

e Aprés 20 min a 50°C, un volume de 6.5 ml d’acide trichloroacétique (4%) a été
ajouté au mélange

¢ centrifugé pendant 10 min a 3000Tr/min. un volume de 2.5 ml de la couche
supérieure (surnageant) a été mélangé avec 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml de
solution de chlorure ferrique (FeCls) a 0.1%.

» L’absorbance a été mesurée a 700 nm, dont 1’absorbance la plus élevée indique le

pouvoir réducteur le plus important. Toutes les expériences ont été répétées en triple.
2.5. Evaluation de I'activité antimicrobienne

Les tests de sensibilité et résistance antimicrobienne sont été effectuées selon la
méthode de diffusion des disques. (Parekh et al., 2007; Dulger et al., 2004; Rota et al.,
2008)
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2.5.1. Principe

Le principe de l'activité antimicrobienne des extraits de plantes consiste a réaliser une
culture microbienne sur milieu Muhler-Hinton (MH), en présence de disques imbibés
d’extrait de plante. Si ces derniers ont une activité antimicrobienne, on observera une zone

d'inhibition autour du disque due a la diffusion des échantillons.

Le support microbien est composé de souches ATTC : Staphylococcus aureus,
Escherichia coli , Pseudomonas aeruginonose , Klebsiella pneumoniae , et des souches

alimentaires Candida albican , Aspergillus niger.
2.5.2. Protocole

e Préparation des dilutions

Nous avons établi pour cette étude une gamme de dilution en partant d’une

concentration de solution mére de 1g/10mlde DMSO.

Nous obtenons ainsi la gamme de dilution suivante : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,1/64,1/128, a des

concentrations de :
[500,250,125,62.5,31.25,15.625,7.8125]mg/10ml respectivement et nous avons utilisé

a chaque fois le DMSO comme solvant de dilution.

Figure 24 : Préparation des dilutions pour I’activité antimicrobienne

39



Chapitre 1 Matériel et méthodes

e Repiquage des especes bactériennes

Les différentes espéeces bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de
I’inoculum.

e Préparation de I'inoculum

Des colonies bien séparées des especes bactériennes concernées ont été prélevees a
l'aide d'une anse de platine stérile et homogénéisées dans 10 ml de bouillon nutritif

puis portées a I’incubation pendant (18-24) heures a 37°C.
e Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller -Hinton (milieu spécifique pour les bactéries) préte a I’usage a été
coulée dans des boites de pétrie stériles alors que d’autres ont été coulées par la gélose

Sabouraud (milieu spécifique pour les champignons).
-Ces derniéres doivent étre séchées 30 min a une température ambiante avant leur emploi.
e Ensemencement

Les boites de pétrie préalablement coulées, sont ensemencées par étalage a l'aide d'un
rateau stérile, I'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une distribution homogéne

des bactéries.

e Préparation des disques

Des disques stériles de 6mm de diametre sont imprégnés de chaque dilution de I'extrait de
Gingembre, et sont ensuite déposés stérilement a la surface de la gélose Muller —Hinton pour
les bactéries, et sur la gélose Sabouraud pour les champignons préalablement ensemencés par

les souches microbiennes.

L'activité antimicrobienne est déterminée en termes de diamétre de la zone d'inhibition

produite autour des disques aprés 24 h d'incubation a 37° mesurée a 1’aide d’une regle.
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Figure 25 : Ensemencement des souches microbiennes et application des discs sur

boites de pétries.

Tous les tests ont été répétés trois fois
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1. Le rendement
Le rendement de I’extrait brut de Gingembre, obtenue par extraction au Soxhlet, a été

déterminé par rapport a la masse initiale de la poudre seche.
Le poids de I’extrait brut sec= 9.6 ¢

Donc:

Rendement %= (la masse d’extrait/la masse de poudre)*100 = 19.05 %

2. Analyse qualitative

2.1. Chromatographie liquide sur couche mince

Pour décelé les empreintes phénoliques de nos extraits, et avoir une idée sur leurs
compositions chimiques une chromatographie analytique sur couche mince a été réalisée en
utilisant trois systemes solvants moyennement polaires. Sous lumiere UV a 365 nm, les

différentes taches d’extrait qui se présentent sur les chromatogrammes ont été délimitées.

Le comportement chromatographique de I’extrait de Zingebre officinale sur plaque de silice
dans les différents systemes apres la révélation chimique (figure 26), et leurs Rf sont

consignés dans le tableau 04.

CCM Systeme 1 CCM Systeme 2 CCM Systeme 3
Hexane/acétate d’éthyle Hexane/aceétate d’éthyle Hexane/acétate d’éthyle
(7/3) (viv) (8/2) (vIv) (9/1)(vIv)
- ‘1 F.: '5""'9@-':".% ﬁ
- /
- Y |

":} “a' | SMs 3

~

Figure 26 : Comportement chromatographique de 1’extrait de Zingebre officinale sur CCM

avec réveélation chimique.
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Tableau 04 : Rf correspondants aux fluorescences des flavonoides observes par ccm de

I’extrait de Zingebre officinale

Nombre Rf Rf
Couleur Rf Syst3 ARf
de spot Systl Syst2
01 Marron 0.896 0.914 0.913 0.53
02 Marron 0.520 0.384 0.170 0.102
03 Marron 0.472 0.282 0.111 /

3. Analyse quantitative

3.1. Dosage des poly-pheénols

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique adaptée
avec le réactif de Folin-Ciocalteu .Les résultats obtenus sont exprimés en mg equivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait de plante (MgEAG/QES), en utilisant 1’équation de la

régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique. (Figure 27)

0,014
0,012 y=2E-05x + 0,001 *
0,01 R*=0,902

o
2
g 0,008
28
£ 0,006 ¢ Sériel
T 0004 —— Linéaire

0,002

0 ‘ T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700

concentrations mg/ml

Figure 27 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

Le contenu des composés phénoliques déterminé est 11,5125mgEAG/g d’extrait sec de la

plante.

3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique (Djeridane et al.,

2006; Boudiaf., 2006), la quercétine, considérée comme contrdle positif, a permis de réaliser
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une courbe d’étalonnage, a partir de laquelle nous avons calculé la teneur en flavonoides,

exprimée en mg équivalent de quercétine (EQ) par gramme de matiere d’extrait de plante.

0,3 -
0,25 I y=0,001x+0,018
° R*=0,952 /9
2 0.2
o
o
€ 0,15
E ¢ DO
2 01 .
< * — Linéaire (DO)
0,05 ;/9
0 : . : . .
0 50 100 150 200 250

concentrations mg/ml

Figure 28 : Courbe d’étalonnage de quercétine pour le dosage des flavonoides.

La teneur en flavonoides des extraits éthanoliques en terme de quercétine équivalent(EQ) est

de 2,1175 mg EQ /g pour I’extrait sec du Zingebre officinale.

4. Evaluation des activités biologiques

4.1. Etude de I’activité anti-oxydante

Pour évaluer le potentiel antioxydant de 1’extrait méthanolique des rizhomes de gingembre,
le comportement antioxydant de ces derniers a d’abord été étudié avec le test de FRAP
(Ferric Reducing Antioxydant Power ) en utilisant I’acide ascorbique comme référence ce

qui a donné les résultats illustrés (Figure 29) .

Tableau 05 : Dosage (vit c et le fer) par le test de FRAP

Concentration

Mg/ml extrait 10 5 25| 013 0,06 003| 0,02 0,01
Abs fer 3 3 3 3 3 3 3 3
Abs Vit C 3 3 3 3 3 3 3 3
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©— Abs fer ©— Abs Vit C

3,002
3@ © © @
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Figure 29 : Résultat du teste de FRAP de I’extrait méthanolique du rhizome du Z.Officinale

4.2. Etude de P’activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien de 1’extrait méthanolique du Zingebre

officinale par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide.

L’activité antibactérienne de 1’extrait est estimée en terme de diamétre de la zone d'inhibition
autour des disques contenant 1’extrait a tester vis-a-vis les six germes (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Candida albican, Aspergillus
niger).(Tableau 05)

Tableau 06 : Diamétres des zones d’inhibition en fonction de la concentration de 1’extrait

méthanoique de Z.Officinale vis-a-vis des différentes souches microbiennes.

Dilutions avec Diamétre des zones d’inhibition de croissance des cultures
concentrations microbiennes en mm
(mg/ml) SM 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
[1000] | [500] | [250] | [125] | [62.5] | [31.25] | [15.625] | [7.8125]
S. aureus 26 20 17 16 14 13 13 11
Escherichia coli / / / / / / / /
P.aeruginonose| 27 26 21 18 18 16 10 8
K.pneumoniae | 26 23 20 18 16 14 9 8
C.albican 10 / / / / / / /
A.niger 11 / / / / / / /
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Les résultats des diametres des zones d’inhibition révelent que les intervalles d’inhibition
varient entre (11-26)%0.4pour Staphylococcus aureus, nulle pour Escherichia coli, (8-
27)x0.4pour Pseudomonas aeruginonose., (8-26)+0.4 Klebsiellapneumoniae.pour les Levure
et Moisissure Candida albicanet Aspergillus niger les zones d’inhibition sont observées
uniquement avec la solution mére avec 10 £0.4 et 11+0.4 mm pour Candida albicanet

Aspergillus niger respectivement.

4.2.1. Antibiogramme

Le teste d’antibiogramme réalisé sur les quatre souches bactériennes ATTC, avec la

Gentamicine (10ug /disque) comme antibiotique de référence a donné les résultats suivants :

Tableau07 : Résultats de I’antibiogramme

Les souches S. aureus P. aeruginonose E.Colie K.pneumoniae

les diametres des
zones d’inhibition 22 24 38 18
(mm) avec GN 10
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1. Le rendement

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

polarité similaire au solvant (Green, 2004 ; Ncube et al., 2008).

La méthode d’extraction par Soxhlet au méthanol, adoptée dans ce travail a prouvé une
grandes efficacité avec un rendement massique de 19.05% , ceci par rapport au rendements
de 15% obtenu par (Boumazouna M et Guennad H ., 2017)par la méme technique mais
avec 1’acétone comme solvant, comparativement a d’autres méthodes telle que la macération
ou les rendements massiques trouveés par (Ogudo et al., 2014) sont plus inferieurs ; 4,70 et
1,62 % pour les extraits méthanol/ eau et chloroformique respectivement. On peut conclure
que I’extraction a chaud par Soxhlet au méthanol figure comme une méthode de choix, mieux

rentable et plus économique en terme de temps et de solvant.

D’autre part, le méthanol, le solvant choisit durant cette extraction répond aux exigence que
doit un solvant d’extraction de matiére végétale présenter, c’est un solvant vert de faible
toxicité éco-compatible avec facilité d’évaporation sous pression a basse température
(Hughes., 2002 ; Ncube et al., 2008), il est aussi employé fréquemment pour I’extraction des
composés phénoliques(Falleh et al., 2008). Ainsi, les solvants polaires, sont plus intéressent
que les solvants moins polaires, car ils ont la capacité de délipider et dépigmenter la matiere

végétale (Bruneton., 2009).

19,05

15
Extration par
4,7 macération

Les extraits

Rendement %
[E=Y
o

Figure 30 : Rendements d’extraction des rhizotomes du Z.Officinale par différentes méthodes

et solvants
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2. Analyse qualitative

2.1 Chromatographie liquide sur couche mince

La délimitation des taches en utilisant les deux méthodes de révélation (physique et
chimique), révele la présence de 3 taches qui conviennent aux 3 composees majoritaires
appartenant a la famille du révélateur la vanilline et qui demontre la existence probable des

terpénes.

Les résultats des Rf sont calculés d’aprés le systéme 2 pour la bonne séparation obtenue
par ce dernier, la bonne migration est due a I’adéquation de polarité entre les produits et la
phase mobile utilisée. Les produits susceptible d’étre des terpénes (des hydrocarbures
insaturées) sont des molécules moyennement polaires ce qui rend leur migration dans

I’hexane facile.

D’autre part; la différence entre les Rf montre que la 1% et 2°™ tache avec les Rf=
(0.914,0.384) respectivement sont des molécules substituées en fonction polaire (-OH,

Cétone, Ester, ......) contrairement a la 3°™ tache a Rf=0.282 qui est apolaire.

On peut noter aussi, que le ARf entre la 1% et 2°™ tache est 0.53 supérieure & 0.15 ce qui
nous permettra de les separer facilement par une simple chromatographie par colonne (Still
et al., 1978).

3. Analyse quantitative

3.1. Dosage des poly-phénols

L’analyse quantitative du taux des poly-phénols totaux de I’extrait méthanolique des
rhizomes de Z.Officinale dans cette étude est bien supérieure a celui obtenu par Shirin et
Jamuna., (2010) qui est de I’ordre de 7,8 mg EAG/g d’extrait méthanol/ eau, de Beggas L et
Bendoukhane M., (2017) avec 3,56 mg EAG/g d’huile de Z.Officinale et aussi de Amari
Sihem., (2016) avec 1,78mg EAG/g de I’extrait méthanol/ eau, et dans la méme étude une
teneur en poly phénol totaux supérieure de 1’ordre de 16,84 mg EAG/g est obtenue pour
I’extrait chloroformique par macération, ce qui confirme I’influence de la méthode et du

solvant utilisé pour I’extraction.
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Figure 31 : Comparaison des teneurs du Z.officinale en poly-phénols

3.2. Dosage des flavonoides

Le taux des flavonoides de I’extrait méthanolique des rhizomes sec de Z.Officinale est aussi
supérieure a celui rapporté par Shirin et Jamuna., (2010) avec 0,404 mg EC/g d’extrait et
celui de Amari Sihem., (2016) et Bhargava et al., (2012) qui est de ’ordre de 1,56 mg EC/g
d’extrait chloroformique et 0,02 mg EC/g d’extrait méthanol/ eau, cependant Beggas L et
Bendoukhane M., (2017) ont eu 5mg EC/g de teneur en flavonoides pour I’huile de

Z.officinale.

Toutefois, pour toutes ces comparaisons établies, il est difficile de contempler les résultats
obtenus avec ceux de la bibliographie, en vue que ['utilisation de différentes méthodes

d’extraction, et solvants, rendent la comparaison moins fiable (Trabelsi et al., 2010).
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Figure 32 : Teneurs en flavonoides des différents extraits de Z.Officinale

4. Evaluation des activités biologiques

4.1. Etude de I’activité anti-oxydante

Le teste de FRAP pour I’activité antioxydante est un test préliminaire qui permet de donner
une idée sur le potentiel antioxydant d’un composé les résultats de ce test étant positifs est
éleves méme a tres basses concentrations nous en concluant que notre extrait a un tres grand
pouvoir antioxydant qu’il faut développer par d’autres applications antioxydantes telles que :
DPPH, Phosphomolibden...afin de mieux le valoriser, dans ce cadre, 1’étude menée par

Beggas L et Bendoukhane M., (2017), montre des résultats similaires.

4.2. Etude de I’activité antimicrobienne

L’extrait méthanolique du Zingebre Offiinale inhibe la croissance des souches Gram (+),
S.aureus et Gram (-) P.aeruginonose et K.pneumoniae, et aussi celle des levures et des
moisissures Candida albicanet Aspergillus niger respectivement, par contre la bactérie Gram
(-), E.colie, s’est montrée résistante a 1’extrait. On observe que le diamétre des zones
d’inhibition diminue avec les dilutions effectuées (Figure 33), I’activité antimicrobienne est

donc dose dépendante pour cet étude.

Nos résultats sont comparables a ceux de Gull et al., (2012), ou les souches P,aeruginosa et
K.pneumoniae étaient sensibles a I’extrait méthanoliquedes rhizomes de Z. officinale,

récoltés au Pakistan, et peu homogénesaux conclusions des travaux de AMARI.S., (2016) ;
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Abd-Alrahman et al., (2013) et Riaz et al., (2015) ou les extraits du Z.Officinal étaient
efficaces contre toutes les souches testées y compris la bactérie E.Colie. La (figure 34)

montre une comparaison entres les résultats des zone d’inhibition obtenus dans cette étude et

ceux reportés par AMARI.S., (2016).

L’efficacité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits dépend de leurs
composition chimique d’une part, et de la nature du microorganisme d’autre part (Nikolié¢
M., et al, 2014).

30
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Diametre des zones d'inhibition en mm

0
SM 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128,
Concentration de I'extrait (mg/ml DMSO)
= S.aureus Escherichia coli P.aeruginonose K.pneumoniae C.albican == A.niger

Figure 33 : Evolution des diamétres des zones d’inhibition en fonction de la concentration de

I’extrait méthanolique des rhizomes de Z. officinale étudié
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Figure 34 : Comparaison des diameétres des zones d’inhibition de différents extraits du

rhizome de Z. officinale

4.2.1. Teste antibiogramme

D’apres, les résultats obtenus par le teste d’antibiogramme et en tenant compte des
concentrations des disques d’antibiotiques en Gentamicine, on peut conclure que le pouvoir
inhibiteur de I’extrait metanolique du Z.Officinale, est trés satisfaisant vis-a-vis des souches
S.aureu, P.aeruginonose, et K.pneumoniae. ce qui suggere qu’il ont un spectre antibactérien
proche et permet d’émettre 1’idée d’élaboration de préparations officinales et

médicamenteuses a base du Z.Officinale (figure 35).
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Figure 35 : Les Diameétres des zones d’inhibition d’extraits méthanolique du rhizome de Z.

officinale et du teste d’antibiogramme.
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Conclusion générale

Ce travail nous a permis en premier lieu de maitriser des techniques analytiques universelles
de base en passant de 1’extraction a 1’analyse qualitative et quantitative des métabolites
secondaires issus du rhizome du Zingebre officinale ainsi que sa valorisation par 1’évaluation
de son potentiel antioxydant et antimicrobien.

La partie rhizome de Zingebre officinale, soumises a I'extraction au Sohxlet a chaud, nous a
permis d’obtenir un rendement de 19.05% ce qui est plus intéressant en terme de quantité,
d’économie de temps et de solvant que 1’extraction a froid par macération.

Le screening chimique par chromatographie liquide sur couches minces CCM nous a donné
une idée sur les classes de métabolites secondaires présents dans notre extrait essentiellement
des poly-phénols, et leurs RF nous ont permis de les identifier de méme que les systémes de
solvants utilisés ont permis d’établir les conditions de leur séparation par chromatographie sur
colonne.

Le dosage des poly-phénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu, et des flavonoides en
utilisant la méthode au trichlorure d'aluminium, ont permis d’évaluer la richesse de notre
extrait en ces composés: la teneur en poly-phénols totaux est de 11,5125 (mg EAG \g)
représentés majoritairement. Alors que la teneur en flavonoides est de 2,1175 (mg EAG \g).

Afin de valoriser cette épice, l'activité antioxydant par le teste de FRAP pour ’activité
antioxydante est un test préliminaire qui permet de donner une idée sur le potentiel
antioxydant d’un composé les résultats de ce test étant positifs est élevés méme a trés basses
concentrations nous en concluant que notre extrait a un trés grand pouvoir antioxydant qu’il
faut développer par d’autres applications antioxydantes tel que :DPPH, ...afin de mieux le
valoriser

Pour l'activité antibactérienne, L’extrait méthanolique du Zingebre Officinale inhibe la
croissance des souches de Gram (+), S.aureus et des Gram (-), P.aeruginonose et
K.pneumoniae, par contre la bactrerie Gram (-), E.Colie, les levures et les moisissures sont
montrées résistants a notre extrait , ces résultats obtenus in vitro ne constituent qu'une
premiere étape de la recherche des produits antimicrobiens naturels qui sont proposés dans le
domaine de la sante.

Cela nous a permis d’établir une corrélation entre le contenu poly phénolique de notre extrait
et les activités biologiques testées.

Pour finir, le Gingembre est un agent antioxydant naturel prometteur et non toxique, ayant un
large spectre de fonctions biologiques et devrait trouver une application en tant que nouveau
médicament, indiqué notamment pour les désordres inflammatoires, et les pathologies causées
par le stress oxydatif.
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Annexes

% SOXHLET

Definition: L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de
répéter infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet

du soluté dans la matiére premiere

Entrée d’eau Sortie d’eau

Refrigérant

Siphon (Matériel
végétal dans la
cartouche)

Ballon rodé

Chauffe ballon (solvant

d’extraction)

Annexe0l :Soxhlet

% ROTAVAPEUR :

Definition : L'évaporateur rotatif est un systeme permettant de vaporiser le composé le plus
volatil d'un mélange 1l est utilisé en particulier quand on souhaite récupérer I'huile essentielle

pure contenue dans un mélange d'huile essentielle et de solvant.
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Réfrigérant

Ballon de
récupération
du solvant

Ballon
d’évaporation

Annexe02 : Appareillage de rotavapeur

% SPECTROPHOTOMETRE

Bain-marie

Definition: est un appareil qui permet de mesurer I'absorbance d'une solution

a une longueur d'onde donnée ou sur une région donnée du spectre.

Annexe03 :spectrophotometre
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% LA LAMPE UV

Définition: est une ampoule fluorescente qui envoie des rayons ultraviolets pour La
visualisation de la plaqgue CCM

Annexe04 : Lampe UV.

% L’ETUVE :

/Définition: Chambre de bains dont on éléve la température pour faire transpirer. \
Local ou la température est tres élevée et la chaleur humide. Appareil utilisé en

microbiologie pour maintenir les cultures de microbes a température constante et

donc faciliter leur développement.

- J

Annexe05 : Etuve Memmert.
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Tableau A : La relation entre la fluorescence et la structure des flavonoides (Bandyukova
etal., 1973)

Spot coloré Types de flavonoides
Noir Flavonols 5, 6, 7, tri OH libres
Brun noir 3-OH absent ou 3-OH substitué
Violet Flavones 5-OH et 4’ OH

Flavones 3-OR et 5 OH ,4’-OH
Flavones 6 ou 8 OH Chalcones

Dihydroflavonols Isoflavones

Flavanones

Bleu claire (fluorescent) Flavones sans 5-OH libre

Flavonols sans 5-OH libre avec 3 OH

Jaune terne Flavonols 3- OH libre avec ou sans 5-OH
Jaune Libre
Jaune vert brillant 5 OH libre ou 5 OH substitué
Jaune fluorescent Flavonols avec 30H libres
Aurones
Chalcone
Flavanones

Jaune pale Dihydroflavonols







Résumé

Gingembre ou Zingiber officinale, est I'une des plantes médicinales les plus anciennes
appartenant a la famille des Zingiberaceae. Cette recherche est effectuée pour étudier la
correélation entre la teneur en polyphénols et I'activité antioxydante et antimicrobienne in vitro
du Gingembre. L'extrait préparé a partir du rhizome sec de Z.officinale par extraction a chaud
au Soxhlet par méthanol donne un rendement important de 19,09%. L'analyse qualitative de
notre extrait a été réalisée par chromatographie sur couche mince (CCM), et révélée par
techniques physique et chimique, ce qui a montré une forte prédominance des polyphénols.
La quantification des polyphénols et des flavonoides a été réalisée par spectrophotométrie UV
avec des méthodes analytiques conventionnelles, celles-ci ont révélé une teneur de 11,5125
mg d'EAG / g d'extrait, en polyphénols et de 2,1175 mg d'EQ / g d’extrait, en flavonoides.
L’évaluation de l'activité antioxydante de notre extrait a été réalisée par la méthode du
pouvoir réducteur (test FRAP), et I'activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de
diffusion par disques sur milieu gélosé, les résultats ont montré I'efficacité de notre extrait
contre la plupart des souches testées méme a de treés faibles concentrations pour certains

d'entre eux.

Mots clés : Poly-phénols, activité antioxydante, activité antimicrobienne.



Abstract

Ginger or Zingiber officinale, one of the oldest recognized medicinal plants that belongs to
Zingiberaceae family. The present research is performed to study the correlation between the
polyphenolic content and the in vitro antioxidant and antimicrobial activity of Ginger.

The extract prepared from the dry rhizome of Z.officinale by hot Soxhlet extraction in
methanol, it has give a significant yield of 19.09%.The qualitative analysis of our extract was
carried out by thin layer chromatography (CCM), and revelated by physical and chemicall
technics,that showed a strong predominance of polyphenols. The quantification of
polyphenols and flavonoids was carried out by UV spectrophotometry conventional analytical
methods; those revealed a content of 11.5125 mg EAG / g of extract on polyphenols and
2.1175 mg EQ / g on flavonoids. The evaluation of the antioxidant activity of our extract was
realized by the reducing power (FRAP test) method,

More over the antibacterial activity was carried out by the diffusion method by disks on agar
medium, the results showed the efficacy of our extract against most tested strains even at very

low concentrations for some of them.

Key words : Zingiberofficinale, Polyphenols, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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I. Introduction
Dans le cadre de la politique gouvernementale actuelle de notre pays, visant a valoriser
les produits forestiers. Nous nous sommes intéresses a un arbre méditerranéen, ancestral et
spontaneé : Le caroubier. Ne nécessitant aucune forme d’entretien, il est naturellement bio,
ajouter a cela sa composition nutritionnelle et diététique intéressante : sans gluten et

naturellement sucré.

En ce qui concerne le volet socio-économique : ceci permettra a nos jeunes diplémes de
concrétiser sur le terrain un projet entrepreneurial ambitieux, qui générera des postes de
travail a tous les niveaux, et répondra aux demandes nutritionnelles nationales et
internationales en alimentation bio sans gluten et sans sucre ajouté, et ce afin de diminuer le
nombre croissant de maladies chroniques liées a I’alimentation dans nos sociétés : maladie

ceeliaque, allergies, diabétes, cancer ....
1. Généralités sur le caroubier :

Le caroubier (Ceratoniasiliqua) est une espéce agro-sylvo-pastorale typiquement
méditerranéen dont les diverses utilisations permettent d’apporter des revenus
complémentaires aux communautés rurales des zones de montagnes qui souffrent
généralement d’une certaine précarité avec toutes ses implications sur 1’état de conservation

des ressources forestiéres.

Les produits de I’arbre sont le feuillage, apprécié par le cheptel, et la gousse qui est tres
recherchée pour ses divers atouts. En effet, sa valeur nutritionnelle est similaire a celle de la
plupart des céréales. La pulpe représentant prés de 90% du poids de la gousse est utilisée
comme remplagant du chocolat, ou encore pour I’alimentation animale ; sa composition
chimique dépend du cultivar, de 1’origine et parfois de la période de récolte. Les graines sont
trés recherchées pour leur endosperme constitué de polysaccarides (galactomannane) tres

recherché par I’industrie agroalimentaire (Naggar M et al., 2015).

En Algerie, le caroubier reste trés négligé et n’a pas encore eu sa place approprié dans
les programmes de reboisement et développement durable, compte tenu des retombées socio-

économiques que cette plante peut prévoir a 1’échelle nationale et surtout régionale.
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Les utilisations de Ceratoniasiliqua sont nombreuses et sa valeur fourragére peut
contribuer a I’amélioration des potentialités pastorales du pays. L’intérét économique des
fruits est incontestable et explique la culture en irriguée du caroubier dans plusieurs pays
méditerranéens, notamment en Espagne et en Grece. En outre, cette essence assure la

subsistance et la stabilisation de la population rurale.(Gubbuk et al., 2010).

Tableau n°1 : Pays producteurs de la caroube dans le monde

Surface Production Rendement

Pays cultivée(ha) (tonnes) (t/ha)
Espagne 47000 55754 119
Maroc 9717 20489 211
Italie 9183 44749 487
Portugal 8274 31067 375
Grece 5284 20901 396
Turquie 2910 13972 480
Chypre 1353 10560 780
Israél 1347 210 016
Algérie 1000 4000 400
Croatie 550 553 101
Tunisie 414 858 207
Liban 250 2300 920
Ukraine 100 100 1,00
Mexique 76 76 100
Total 87458 205589 235

I1l. Etude de marché

1) La production du caroubier dans le monde et en Algérie
Tableau N°1: Pays producteurs de la caroube dans le monde L’aire cultivée totale du
caroubier dans le monde est estimée a 87.485 ha, repartie entre 1’Espagne, le Maroc, 1’Italie

et le Portugal. La production mondiale de la caroube est estimée a 205.589 t, elle se
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concentre principalement en Espagne, premier pays producteur avec55.754 t, ce qui
représente 27,12 % de la production mondiale ; tandis que 1’ Algérie occupe le huitiéme rang
avec une production de 4000 t, soit 1,95% de la production mondiale. Durant ces
60dernieresannées la production du caroube a diminuer considérablement en passant de
650.000 tonnes en 1945 (Orphanos et Papaconstantinou., 1969) a 205.589 tonnes en 2011.
En Algérie, également la production de la caroube s’est réduit de 83% soit 24.000 t a 4000 t
entre les années 1961 et 2011. (Tableaul)

Figure n°1 : Production mondiale de la Caroube durant I’année 2011

2) Agriculture et production dans les régions Algériennes

La superficie cultivée totale du caroubier en Algérie a fortement baissé, passant de
11000 ha en 1961 a 1000 ha en 2011 (FAOSTAT). En 2009, cette superficie était de 927
ha (Tableau 02) dont 645 ha, soit 69,58 % de la superficie totale se trouvent dans la
wilaya de Bejaia. La production nationale de la caroube est estimée a 33841Qx et se
concentre principalement dans la wilaya de Bejaia avec une production del18.417 Qx, ce
qui représente 54,42 % de la production nationale (figure 04), suivie par la wilaya de
Blida (23,79%) et Tipaza (16,55%).
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Tableau n°2 : Production de la caroube en Algérie

) Surface cultivée _
Wilaya (ha) Production (gx) Rendement %
a
Bejaia 645 18417 28,6
Tipaza 105 5600 53,3
Blida 100 8050 80,5
Boumerdes 32 1080 40
Bouira 22 144 6,9
Mila 10 80 8
Telemcen 5 100 20
B.B.A 4 20 5
Ain Defla 2 300 15
Mascara 1 30 28,6
Tizi-ouzou 1 20 53,3
Total 927 33841 80,5
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Figure n°2 : Production de la caroube en Algérie, année 2009
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3) Marcheé du caroubier et ses derivés en Algérie

Les dérivées du caroubier sont commercialisés essentiellement a Tlemcen (farine,
farine pour animaux, sirop et une poudre pour traiter les diarrhées ), et sont distribués
presque exclusivement dans la région ouest, donc une industrie supplémentaire sera la
bienvenue pour desservir le restant des régions et combler ainsi les besoins nationaux et
pourquoi pas internationaux avec une gamme diététique encore plus riche et variée et peut
étre méme a moindre cout, et ¢’est ce que nous avons déja proposé dans deux expositions
nationales des produits de la recherche universitaire: le FABLAB CIRTA 2018, et le Salon
de la SAFEX a Alger avec les produits suivants (Figure 3) :

» La farine de gousses sans gluten naturellement sucrée.

» Poudre comme complément alimentaire avec une grande valeur nutritionnelle et
diététique.

> Le sirop de gousses comme substituant au sucre et miel, confiture, et pate a tartiner.

» La gomme de graines comme épaississant et stabilisateur industriel Hallal (E410)
pour les glaces, créemes, sauces...etc.

» Lait végétal a haute teneur en protéines végétales et sans lactose.

» Encre naturel et bio rouge carroube.

IV. Description des produits

e Les produits de moutures des gousses et des graines seront déclinés en poudres de
différentes textures, dans des contenants adaptés a leurs usages, avec des fiches
techniques et toutes les informations de leurs utilisations sur I’étiquetage (voir
annexe).

e Le sirop est obtenu par macération des copaux des gousses, et conditionné dans des
flacons.

e Le lait végétal est un mélange pasteurisé d’amandes/ extrait de gousses de caroube.

e L’encre bio est extraite des gousses de caroube
V. Domaines d’utilisation
Nous pouvons proposer les différentes parties du caroubier certifiée AB directement a

la vente ou pour I’industrie alimentaire locale et a I’exportation.

\%
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e La farine de gousses comme substituant sans gluten et naturellement sucreé ; a la
farine, chocolat, cacao, café et the.

e Poudre comme complément alimentaire avec une grande valeur nutritionnelle et
diététique

e Le sirop de gousses comme substituant au sucre et miel, confiture et pate a tartiner.

e La gomme de gaines comme épaississant et stabilisateur industriel HALAL (E410)
pour les glaces, crémes, sauces ....

e Le lait végétal a haute teneur en protéine végétales et sans lactose.

e Encre naturel et bio rouge carroube.

Figure 3 : Gamme de Produits CIRTA CARB proposee au FABLAB CIRTA 2018

VI. Conclusion

L’étude de marché et les tests de dégustation proposés au FABLAB CRTA 2018
(laboratoire de fabrication) de nos produits viennent nous conforter dans la réalisation de ce
projet avec 1’assistance pédagogique de I’université et financement des organismes des fonds

d’investissements nationaux, jusqu’a aboutissement final.

Vi
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Résumé :

Gingembre ou Zingiber officinale, est I'une des plantes médicinales les plus anciennes
appartenant a la famille des Zingiberaceae. Cette recherche est effectuée pour étudier la
corrélation entre la teneur en polyphénols et I'activité antioxydante et antimicrobienne in
vitro du Gingembre. L'extrait préparé a partir du rhizome sec de Z.officinale par extraction
a chaud au Soxhlet par méthanol donne un rendement important de 19,09%. L'analyse
qualitative de notre extrait a été réalisée par chromatographie sur couche mince (CCM), et
révélée par techniques physique et chimique, ce qui a montré une forte prédominance des
polyphénoles. La quantification des polyphénols et des flavonoides a été réalisée par
spectrophotométrie UV avec des méthodes analytiques conventionnelles, celles-ci ont
révélé une teneur de 11,5125 mg d'EAG /g d'extrait, en polyphénols et de 2,1175 mg d'EQ /
g d’extrait, en flavonoides. L'évaluation de l'activité antioxydante de notre extrait a été
réalisée par la méthode du pouvoir réducteur (test FRAP), et l'activité antibactérienne a été
réalisée par la méthode de diffusion par disques sur milieu gélosé, les résultats ont montré
I'efficacité de notre extrait contre la plupart des souches testées méme a de tres faibles

concentrations pour certains d'entre eux.

Mots clés : Poly-phénols, activité antioxydante, activité antimicrobienne.
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