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Introduction

Introduction

L’utilisation des plantes aromatiques par I’homme est une pratique antique. De nos jours
la majorité des habitants du globe terrestre utilise de tres nombreuses plantes, tenant compte
de leurs propriétés aromatiques comme 1’assaisonnement ou comme remeéde en médecine
traditionnelle (Mohemmedi, 2006).

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur

déclenchant ou associé a des complications de 1I’évolution (Favier, 2003).

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup

d’énergie pour contréler leur niveau d’espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) (Flora, 2009).

Dans la nature et en particulier dans le monde végétal, les plantes renferment de
nombreuses substances bioactives qui présentent des propriétés antioxydantes (El-Haci et al,
2012).

Zingiber officinale est une plante médicinale utilisée traditionnellement dans les régions
d’Inde et en Asie. Sa richesse en métabolites secondaires et plus spécifiquement Shagaol et
Gingerol lui conferent plusieurs effets biologiques dont les activités anti-inflammatoires,

antimicrobiennes, anticancéreux et antioxydants (Gigon, 2012).

Notre intérét s’est porté a 1’étude de Zingiber officinale plante médicinale et aromatique
tres utilisée en médecine traditionnelle et comme condiment alimentaire par la population

locale.

En I’occurrence, 1’espéce Zingiber officinale que nous étudions pour les objectifs et les

raisons suivants :

% L’évaluation de I’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique vis-a-vis des radicaux

libres en utilisant la méthode du DPPH.
Ce travail s’articule autour de deux grandes parties qui engendrent six chapitres ci-apres :

» La premiére partie aborde la revue bibliographique qui regroupe 3 chapitres :
1. Les antioxydants ;
2. Lesradicaux libres;

3. Labotanique du Zingiber officinale.



Introduction

» Laseconde partie définit 1’étude expérimentale qui inclut 3 chapitres :
1. Matériel et méthodes ;
2. Résultats et Discussion ;

3. Conclusion et Perspectives.



Revue bibliographique

1. Les antioxydants

Les antioxydants sont capables de stopper ou de retarder ces réactions en chaine en se

réduisant avec les radicaux libres et en inhibant ainsi leur action.

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche 1’oxydation d’autres substances
chimiques. Il est défini par Halliwell (Halliwell, 1999) comme « toute substance qui, en faible
concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit 1’oxydation
de ce substrat ». C’est une molécule qui est capable de neutraliser les formes actives de
I’oxygéne et permet de maintenir au niveau de la cellule et de I’organisme des niveaux non

cytotoxiques de radicaux libres.
1.1. Origine des antioxydants

Au-dela de I’importance du dioxygéne dans les processus vitaux (respiration par
exemple) des milieux biologiques, cette molécule peut s’avérer dangereuse par ses dérivés
activés lesquels sont physiologiquement inévitables. Néanmoins, cette toxicité est contrdlée
par la présence de systeme de défense efficace veillant a minorer la concentration en radicaux

libres. Ces mécanismes de défense peuvent se résumer a:

» Des systemes enzymatiques spécifiques ;
» Des antioxydants d’origine alimentaire ou synthétique (Vergely & Rochette,
2003).

Tableau 1: Les deux types de protection antioxydant de [’organisme : les systemes

Enzymatiques et les nutriments antioxydants (Pastre, 2005).

Systéme antioxydants enzymatique Systéme antioxydants d’origine
Endogénes Alimentaire
Superoxyde dismutase Vitamine E(les tocophérols)
Glutathion peroxydase Vitamine C (acide ascorbique)
Catalase(s) Taurine
Lipases, protéases, endonucléase Caroténoides (lycopéne, lutéine...)

(éliminent les molécules oxydées)

Albumine, ferritine (complexent les ions Polyphénols
divalents)
Minéraux et oligo-éléments(le sélénium)




Revue bibliographique

1.1.1. Systemes enzymatiques antioxydants

Les enzymes telles que le superoxyde dismutase (SOD), la catalase et glutathion
peroxydase sont a 1’avant-garde dans la lutte contre les attaques oxydatives (Negre-Salvayre
& Salvayre, 2005).

1.1.1.1. La superoxyde dismutase

Les superoxydes dismutases (SOD), aptes a évincer 1’anion superoxyde selon la réaction
suivante (Rabaud et al., 1997):

0, +0; +2H" ——— » H,0,+ 0,

Les superoxydes dismutases(SOD) se présentent sous trois formes (Negre-Salvayre &
Salvayre, 2005) :

e SOD cytoplasmique dimérique a cuivre et zinc (Cu, Zn-SOD) ;
e SOD extracellulaire tétramérique a cuivre et zinc (Cu, Zn-SOD) ;

e SOD mitochondriale tétramérique a manganése (Mn-SQOD).
H,0,; + 2GSH ——— > 2H,0 + GSSG
LOOH + 2GSH — 2GS* + LOH + H, — GSSG + H,0O + LOH

Les actions des SOD et des deux autres systemes enzymatiques antioxydants (la
glutathion-peroxydase et la catalase) sont complémentaires puisque ces derniéres se chargent
d’¢éliminer le peroxyde d’hydrogéne (méme celui produit par les SOD) (Baudin, 2006).

GSSG + 2NADPH —— » 2GSH + 2NADP”

1.1.1.2. La catalase

La catalase (CAT), localisée seulement dans les peroxysomes et les hématies, catalyse la

transformation du peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene (Rabaud et al., 1997).
2H,0; ———» 2H,0 + O,
1.1.1.3. La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPx) enzyme a sélénium, réduit les hydroperoxydes en alcools,

et peroxyde hydrogene en eau, avec oxydation du glutathion. La glutathion est oxydée en

4
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radical glutathionyle (GS’). Deux radicaux glutathionyles donnent du glutathion oxydé
(Rabaud et al., 1997).

1.1.1.4. La glutathion réductase

La glutathion réductase (GR) est une flavoprotéine qui permet de générer le glutathion

réduit a partir de sa forme oxydée (Rabaud et al., 1997) :

Le rdle de cette enzyme est ainsi capital dans la pérennité de I’activité de la glutathion ;
elle prémunit contre cumul excessif du glutathion oxydé lui-méme responsable de multiples

altérations métabolique comme la synthese protéique (Vergely & Rochette, 2003).

Tableau 2 : Les enzymes anti-oxydantes (Lee et al., 2004).

Enzymes Fonctions
Superoxyde dismutase Elimination du superoxyde
Catalase Elimination de I’hydroperoxyde
Glutathion peroxydase Elimination de I’hydroperoxyde
Glutathion disulfide reductase Réduction de la glutathione oxydée
Glutathion-S-transferase Elimination de I’hydroperoxyde lipidique
Methionine sulfoxyde reductase Reéparation des résidus méthionine oxydés
Peroxydase Décomposition du peroxyde d’hydrogéne et

du lipide hydropéroxyde

1. 2. Antioxydants d’origine alimentaire

Les antioxydants d’origine alimentaire sont multiples (Léger, 2006) :

e Certains sont liposolubles : tocophérols, B-caroténe, lycopene ... ;
e D’autres sont hydrosolubles : acide ascorbique ;

e [Et d’autres sont plus hydrosolubles que liposolubles : polyphénols.

Les aliments végétariens sont sources de nombreuses substances a potentiel antioxydant
(Morelle & Israél, 2003).
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1.2.1. Acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine C (ou acide ascorbique) est considérée presque a 1’unanimité comme
I’antioxydant hydrosoluble le plus efficace dans le plasma humain. Grace au faible potentiel
redox du couple ascorbate/radical ascorbyle, la vitamine C est en mesure de céder un électron
a presque tous les radicaux libres pouvant intervenir dans un systeme biologique (radicaux

superoxydes, hydroxyles, tocophéroxyles et peroxyles) (Vergely & Rochette, 2003).

La vitamine C est représentée par deux formules chimiques, résultats d’une

transformation (Léger, 2006).

H
| L) | | | -
HoBe=" =0 ¢ gy Wi+ MO —-—-'\Q,..
— 01!
(903 // \\
Q 0
HO

on

Acide ascorbique (forme réduite) Acide dehydroascorbique (forme oxydee)

Figurel : Structure des formes oxydées et réduite de [’acide ascorbique (Léger, 2006).

Le rble de la vitamine C ou I’ascorbate (AscO-) (Fig. 2) est par ailleurs essentiel dans la
régénération du radical tocophéroxyl (Alpha —TO") dérivé du tocophérol (Alpha- TOH).La
vitamine C induit de la sorte une synergie entre les deux molécules. Tappel (1968) est le
premier a suggérer cette aptitude In vivo laquelle est déterminante dans la défense
antiradicalaire des membranes biologique (Léger, 2006 ; Laguerre et al., 2007).
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) Membrarne N : Phase aqueuse
LOO"’ «-TOH : 0

] AscO--

]

[}

1

'

1

b

1 AscO-
LOOH a-TO' " Fi

Radical tocophéroxyl

Figure 2 : Mécanisme de régénération potentiel entre [’a-tocophérol (a-TOH), I’ascorbate
(AscO-) et les flavonoides (FI) dans les systemes membranaires (Léger, 2006).

1.2.2. Les tocophérols (vitamine E)

La vitamine E appartient & la famille des tocophérols, molécules naturelles lipophiles,
apportées par 1’alimentation (Toussaint et al., 2003). Elle existe sous quatre formes Alpha,
Béta, Gamma et gamma-tocophérols, se distinguant les uns des autres par la position des
groupes méthyles sur le cycle aromatique (Fig.3) (Causse, 2005). Elle est représentée

globalement par 1’alpha tocophérol (Vergely & Rochette, 2003).

1 R1=R2=R3=CH,

; CH3 CH?: C 3 R1=R3=CH,}, R2=H
J\/\/'\/ : R] :H, RZ:R?,:CH..
Bz ¥ CHy

: 3 R1=R2=H, R3=CH
R3 CH; 3

< T2 R

Figure 3 : Structure des tocophérols (Laguerre et al., 2007).

Par son activité, le tocophérol, est une substance antioxydante puissante grace tout
particulierement a son caractere lipophile. 1l est en mesure d’inhiber la propagation de la
peroxydation en réduisant les peroxydes lipidiqgue membranaires en alcool correspondant. En
échangeant un électron libre, le tocophérol se transforme en radical tocophéroxyle, peu réactif
de par sa structure cyclique. Le radical tocophéroxyle peut étre régénérer par 1’ascorbate
(Toussaint et al., 2003 ; Vergely & Rochette, 2003).

7
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1.2.3. Les caroténoides

Les caroténoides, avec plus de 600 sortes, sont des pigments liposolubles synthétisés par
les végeétaux a qui ils attribuent une couleur orange, rouge ou jaune. Les plus importants sont
Beta-caroténe, Alpha-caroténe, lycopéne, zéaxanthine, Beta-cryptoxanthine et lutéine (Fig.4)
(Causse, 2005).

Le groupe des caroténoides comprend des molécules tétraterpéniques (C40) formées par
I’enchainement de huit unités isopreniques (Derbel & Ghedira, 2005).

Ej(\/'\/\/j\w o-caroténe

/k/ij\/vk/\/YvY\/\rvY Lycopéne

M Bt
{
m)zi\)\/w P-EryploTancat

OH
M .

OH
M Zeaxanthine

Figure 4 : Structure des principaux caroténoides (Laguerre et al., 2007).

1.2.4. Les polyphénols

Les polyphénols regroupent plus de 8 000 molécules divisées en différentes classes
chimiques qui ont en commun: la présence dans leur structure d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, lui méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles
(OH) (Hannebelle et al., 2004).

Calabrese (2003) a quant a lui classé les polyphénols en trois principaux groupes :

Acide phénolique, flavonoides et Tanins.
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» Acides phénoliques

Il englobe deux groupes, les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques
(Sarni-Manchado & Cheynier, 2006)

Les acides hydroxybenzoiques présentent une structure en C6-C1 :I’acide salicylique,

1’acide gentisique, I’acide gallique...

Les acides hydroxycinnamiques en C6-C3 : les acides coumarique, ferulique, caféique...
(Chiraetal., 2008).

> Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques comprenant 15 atomes de  carbone
formant une structure C6-C3-C6, soit deux noyaux aromatique (A et B) et un hétérocycle
oxygéné (cycle C) (Chiraetal., 2008).

Ce sont les composeés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques (plus de
6 000 composés) chez les plantes (Ghedira, 2005). lls sont responbles des colorations jaune,
orange et rouge des végétaux (fruits, légumes et plantes médicinales (Havsteen, 2002 ;
Ghedira, 2005).

> Tanins

Les tanins sont particulierement rencontrés dans les caroubes, les feves seches, le thé, le

vin, I’écorce des grenades, les grains (Bruneton, 1999).

La particularité structurale des polyphénols fait d’eux des donneurs de protons (H") ou
d’électron induisant la formation d’un radical fortement stabilis¢ (Sarni-Manchado &
Cheynier, 2006).

De nombreux composés phénoliques et spécialement les flavonoides sont des anti-
radicalaires puissants. Ils peuvent piéger les radicaux libres tels qu’OH° et 0O2° en

s’oxydant selon la réaction suivante (Ghedira, 2005) :
Flavonoide (OH) = R° Instable — > Flavonoide (O°) + RH Stable
Ces molécules peuvent aussi inhiber les oxydations de facon indirecte en :

e Désactivant I’oxygéne singulet (I’oxydant trés puissant des acides insaturés),
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e Complexant les métaux de transition (Fe*?, Cu*) favorisant ’autoxydation des lipides

en inhibant certains enzymes d’oxydation (Sarni-Manchado & Cheynier, 2006).

1.2.5. L’oligo-élément (le selénium)

Le sélénium est un oligo-élément présent dans le sol. C’est un antioxydant qui protége
contre les radicaux libres que nous avons décrit en détail dans les parties précédentes .Le
sélénium est en outre nécessaire au fonctionnement de la glutathion peroxydase déja discutée
plus haut. Cet oligo-élément est plus efficace lorsqu’il est associé a d’autres antioxydants
comme la vitamine E. L’étude NPC (Nutritional Prevention of Cancer) a montré qu’une

supplémentassions en sélénium réduit la mortalité par cancer de 50% (Causse, 2005).

1.3. Les différentes localisations cellulaires des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre classés en molécules liposolubles ou hydrosolubles. Selon
Leurs caractéristiques physico-chimiques, ils auront une localisation cellulaire préférentielle :
» les membranes cellulaires pour les substances liposolubles et le cytosol
» Le milieu extracellulaire pour les substances hydrosolubles. Ils seront
particulierement efficaces sur les radicaux libres présents dans chaque type de

milieu, respectivement (Fig.5).

I Caroténoides e,

Y1/ | e doplanmique % Vitamine C_e! E
| 27y \ + caroténoides

L o~ \'.

5 3 9?'"/ / N N
Vitamine E r-l-..,'
i h\
_fr Lysosames \\;'

Cu/Zn |
SOD | o
y =" Glutathion
Catal i Vilamine ¢ Péroxydase |
atalase Taurine if

Mn SOD

L o Glutathion
Vitamine E péroxydase
+ caroténoides

Figure 5 : Sites d’action des nutriments antioxydants (en rouge) et des enzymes
Antioxydantes (en noir) (Opara, 2002).
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1.4. Mode d’action des antioxydants

Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir a deux niveaux : en
prévenant la formation de radicaux libres oxygénés ou en épurant les radicaux libres
oxygénés. En complément de cette double ligne de défense, 1’organisme est en outre capable
de réparer ou d’éliminer les molécules endommagées par ’attaque radicalaire (Gardes-
Albert, 2003).

Les antioxydants préventifs ont une action stabilisatrice en décomposant par exemple les
peroxydes en des produits stables de terminaison ce qui empéche directement la formation des
radicaux libres. Ils peuvent aussi chélater les catalyseurs des réactions d’oxydation tels que les
ions métalliques ou bien réagir avec 1’oxygene.

Les piégeurs des ERO rentrent en compétition avec des radicaux deja existants et
contribuent a bloquer la phase de propagation. On différencie deux types de piégeage:

e le premier par libération d’un atome d’hydrogéne, souvent par une structure

aromatique (cas des dérivés du phénol : tocophérols, polyphénols, flavonoides...)

e ctle deuxiéme par libération d’un électron (Huang et al., 2005).

La combinaison de ces antioxydants préventifs et piégeurs peut générer des effets

synergiques.

2. Les radicaux libres et le stresse oxydants

2.1. Les radicaux libres

En révisant la littérature, on remarque souvent un point symbolique a coté d'une
abréviation chimique telle que (*OH), ce point signifie un radical libre (Scheibmeir et al.,
2005). La presence des radicaux libres dans les matiéres biologiques a été découverte a moins
de 50 ans (Droge, 2002).

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réactif. L'ensemble des radicaux libres et de leurs

précurseurs est souvent appelé espéces réactives d'oxygene (EAO) (Favier, 2003).

Les radicaux libres sont électriguement neutres ou chargés (ioniques) et comprennent
I’atome d'hydrogéne, le radical hydroxyle, I'anion superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne (Eau
oxygenée), etc (Tab.3).

Les radicaux libres sont des especes chimiques trés instables qui jouent un role dans

I’action de certains traitements anticancéreux, de méme qu’a I’origine du vieillissement. Leur

11
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structure comprend un électron célibataire qu’ils cherchent a apparier en attaquant et en
endommageant les molécules voisines. L’appellation “ dérivés réactifs de 1’oxygeéne ” n’est
pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de 1’oxygeéne proprement dit, mais aussi certains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tel que peroxyde
d’hydrogéne (H,0,), peroxynitrite (ONOO") (Haton, 2005).

Tableau 3. Principaux radicaux libres et leur structure chimique (Haton, 2005)

Radicaux libres (nomenclature) Structure chimique
Radical hydroxyle OH°
Radical hydroperoxyde HOO°
Radical peroxyde ROOQO°
Radical alkoxyle RO°
Peroxyde d’hydrogene H,0;
Peroxynitrite ONOO°
Anion superoxyde 0,°-

2.2. Espéces réactives dérivées de I’oxygéne (ERO)

Les espéces réactives de I’oxygéne (ERO) sont des dérivés de I’oxygéne hautement
réactifs et instables induisant un vieillissement des protéines, une peroxydation lipidique et un
endommagement de I’ADN (Negre-Salvayre & Salvayre, 2005 ; Baudin, 2006).

2.2.1. Les différents types d’ERO
» Anion superoxyde : O,°

L’anion superoxyde (O,°) est un dériveé trés réactif de I’oxygéne, relativement  stable, il
n’est pas trés toxique pour 1’organisme, mais il est a I’origine de cascades de réactions

conduisant a la production de molécules tres nocives (Bouhadjra, 2011).

» Radicaux libres hydroxyles : OH°

Le radical libre hydroxyle (OH°) est trés réactif. 1l peut réagir avec de nombreuses
molécules comme 1’ADN, les glucides, les nucléotides, les protéines et étre a 1’origine d’une
lesion de nécrose. C’est un dérivé de 1’anion superoxyde. Il peut étre produit a la suite de

diverses réactions. Nous en citerons une réaction a titre d’exemple :

12
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e La réaction de Fenton : elle est basée sur la production des radicaux hydroxyles a
partir de la décomposition du peroxyde d’hydrogene catalysée par des sels ferreux
(Bouhadjra, 2011).

e Dans 'oxydation des lipides, la réaction de Fenton peut s’écrire de la maniere
suivante :

H,0; + Fe*" + H+ ———— > Fe®*" + H,0 + HO®
ROOH + Fe®" —————— RO + OH + Fe**

> L’Oxygeéne singulet : O,'

Lorsque de I’énergie est apportée a l’oxygéne, celui-ci passé a I’état singulet qui
représente la forme active. C’est une forme trés énergétique de grande réactivité qui peut
oxyder de nombreuses molécules (Bouhadjra, 2011). Il est formé a partir de I’anion

superoxyde selon réaction suivante :
°0-0° ——» 10, (sous I’action de la lumiére).

> Le radical peroxyde : H,0,

Le radical peroxyde est considéré comme une espéce réactive dérivée de 1’oxygene (ERO)
méme s’il n’a pas une structure radicalaire car il est capable d’initier ou de propager des
dommages oxydatifs (Pastre, 2005).

Il peut étre produit au cours des mécanismes illustrés par les équations suivantes :

O2-° +Ht —» HO;®

2HO,° —m8 —» H,0,+0,

13
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Figure 6 : Les principales réactions conduisant a la production des ERO (Carocho &
Ferreira, 2013).

2.3. Source des radicaux libres

Le radical libre le plus simple est un atome d’hydrogéne avec un proton et un électron
unique. Les radicaux libres peuvent également étre des radicaux centrés d'oxygene, d'azote ou
de carbone (Fusco et al., 2007).

Les radicaux qui endommagent les systemes biologiques sont, en particulier, des radicaux
libres d'oxygene, plus connus sous le nom de «Espéces Réactives de 1'Oxygéne» ou «ERO»
(Reactive Oxygen Spicies, ROS). Ils sont les principaux sous-produits formés dans les
cellules aérobies, et peuvent initier des réactions auto-catalytiques de sorte que les molécules
auxquelles elles réagissent, elles-mémes soient converties en radicaux libres pour propager la

chaine des dommages (Rahman, 2007).

La principale source des radicaux O+ et H,O,, pendant le métabolisme énergétique
cellulaire, est la chaine respiratoire (Daverman et al., 2002). Les mitochondries ont été
identifiées comme responsables de I'initiation de la plupart des réactions des radicaux libres se
produisant dans les cellules (Fusco, 2007).

Il 'y a également d'autres sources cellulaires des radicaux libres telles que l'enzyme
xanthine oxydase (qui catalyse la réaction de I'nypoxanthine en xanthine et la xanthine en
acide urique), le cytochrome P450, les peroxysomes, les microsomes et les macrophages au

cours de I'inflammation. Les ROS peuvent aussi étre produits par une multitude de sources
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exogenes telles que les xénobiotiques, les composes chlorés, les agents environnementaux, les

métaux (redox et non redox), les ions et les rayonnements (Rahman, 2007).

2.4. Le stress oxydant

La notion de stress oxydant cellulaire ou encore stress oxydatif cellulaire a été largement
employée depuis la découverte dans les années 1930 des especes radicalaires qui en sont la
cause. Il nous est apparu nécessaire, avant méme de décrire ces mécanismes biochimiques, de
définir chacun des termes.

Hans Selye est considéré comme le pere spirituel de la notion de stress. Dans une
expérience conduite en 1936 sur des rats exposés a des agents nocifs, il décrit sans parler de
‘stress” un phénoméne général d’adaptation ou de mal adaptation aux conditions appliquées
(Selye, 1936). Ce n’est que plus tard qu’il utilisera le terme de stress pour décrire un état
réactionnel d’un organisme soumis a un excitant ou stressor, ’ensemble des réactions de
I’organisme étant rassemblé sous la dénomination de syndrome d’adaptation (Selye &
Fortier, 1949).

Plus récemment, (Grandjean, 2005) a repris la définition proposée par (Broom, 1983): le
stress est un processus par lequel ’environnement, au sens général, surcharge les

systéemes de régulation d’un organisme, et perturbe son état d’adaptation.

Le stress oxydatif est un état au cours duquel des substances oxydantes interviennent sur
la capacité de défense antioxydative de la cellule (Morelle & Israel, 2003). Conséquemment
il peut s’ensuivre un déséquilibre induit non seulement par une production excessive de
radicaux libres mais aussi par une diminution des défenses antioxydantes ; on parle alors de
stress oxydant a l’origine bien souvent d’altérations moléculaire source d’une
physiopathologie incluant I’athérosclérose, I’inflammation, la fibrose, la dégénérescence

neuronale... (Baudin, 2006).
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Figure 7: La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006)

2.4.1. Origine du stress oxydant

Nous allons nous intéresser dans cette partie a I’apparition du stress oxydant dans la
cellule, en abordant successivement les sites de production des ERO puis les circonstances
responsables de leur apparition.

2.4.2. Sites de production des ERO

2.4.2.1. La membrane mitochondriale

Le principal site de formation est représenté par la membrane mitochondriale dans
laquelle ont lieu les différents transferts d’électrons de la chaine respiratoire oxydative. On
estime en effet que physiologiquement 1 a 3% de 1’0, présent dans cette chaine s’en échappe,
capte un électron et aboutit a la formation d’anion superoxyde O,°-, a I’origine des autres
ERO (Tessier & Marconnet, 1995 ; Moller et al., 1996 ; Deaton & Marlin 2003 ; Urso &
Clarkson, 2003).

2.4.2.2. Le complexe xanthine déshydrogénase (xanDH) / xanthine oxydase
(xanOX)

Dans les conditions normales la xanDH transforme la xanthine en acide urique en donnant

les électrons au NADP+. En cas d’hypoxie, la xanthine est alors formée par le métabolisme
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anaérobie et la xanDH est convertie en xanOX. Lors de la reperfusion, il y a afflux massif
d’O, et ainsi la xanOX transforme la xanthine en donnant des électrons a O,, ce qui conduit &
la formation d’O,°- (Deaton & Marlin, 2003).

Xanthine +H,0 + 2 0,°*"%* = acide urique + O,° + 2 H*

La xanthine est formée a partir d’hypoxanthine, au cours d’une réaction également
catalysée par la xanDH et la xanOX (Deaton & Marlin, 2003).

Ce complexe enzymatique se situe dans les cellules endothéliales (Tessier & Marconnet,
1995).

2.4.2.3. Les enzymes et cellules de I’inflammation

On trouve dans cette rubrique 2 enzymes essentielles:
% la NAD(P)H oxydase se situe dans toutes les cellules, au niveau de la membrane
cytoplasmique. Elle libére I’anion O2°- a I’extérieur de la cellule dans le cas des
cellules phagocytaires, et a I'intérieur dans le cas des cellules non phagocytaires
(Powers & Jackson, 2008).

+ la myéloperoxydase se trouve uniquement dans les polynucléaires neutrophiles. Elle
génére quant a elle I’acide hypochloreux HCIO, 1’oxygéne singulet 'Oy, ou le radical
hydroxyl HO® (Deaton & Marlin, 2003).

2.4.2.4. L’oxyde nitrique synthase NOS
On retrouve 2 isoformes principales de cette enzyme, 1’une dans les neurones et 1’autre

dans les cellules endothéliales (Powers & Jackson, 2008). Comme son nom I’indique, elle

est responsable de la formation d’oxyde nitrique NO°.

2.4.2.5. Diverses oxydations

Plusieurs auto-oxydations ont été rapportées comme sources d’ERO : il s’agit de 1’auto-
oxydation des catécholamines, hormones du ‘stress’ (Tessier & Marconnet ,1995 ; Deaton
& Marlin, 2003 ; Urso & Clarkson, 2003), des quinones (Tessier & Marconnet, 1995), ou
encore de 1’oxyhémoglobine (Tessier & Marconnet, 1995 ; Deaton & Marlin, 2003).

2.5. Consequences du stress oxydant
Lors d’un stress oxydant, les ERO non détoxifiés par le systeme antioxydant attaquent et
endommagent par oxydation les macromolécules directement & leur contact, contenues dans

les cellules, notamment les lipides, les protéines et I’ADN (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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2.5.1. Oxydation des protéines :

La toxicité des ERO s’exerce sur les protéines. Ces ERO sont en effet capables de réagir
avec différents acides aminés des chaines de protéines, altérant également leurs fonctions. Les
plus sensibles a leur action sont les acides aminés aromatiques comme le Tryptophane, la
tyrosine et I’histidine, sur lesquels le radical OHe s’additionne, modifiant la conformation de
la proteéine.

Sur les acides aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine,
I’oxydation par les radicaux libres conduit a la formation de ponts disulfures, donc a
I’agrégation de plusieurs molécules de protéines.

Les ERO sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques et de former ainsi des
fragments protéiques. Par ailleurs, le radical OHe, mais aussi I’anion superoxyde O2e-,
s’attaquent également aux protéines des tissus de soutien, comme le collagéne du tissu
conjonctif.

L’oxydation de ces acides aminés conduit a une modification de la conformation spatiale
et a une altération de la fonction protéique (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les protéines
oxydees perdent leur capacité a se fixer correctement sur un récepteur ou a fixer

spécifiqguement un ligand, altérant la signalisation cellulaire (Favier, 2003) (Fig.8).
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Figure 8 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des
Protéines (Favier, 2003).
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2.5.2. Peroxydation lipidique

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical peroxyle.
Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le radical
peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui forme un
nouveau radical diéne conjugué.

Le radical peroxyle, aprés évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule,
peut libérer différentes aldéhydes toxiques dont le malonaldialdéhyde (MDA) ou
I'nydroxynonénal. Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les
phospholipides membranaires.

Les conseéquences seront différentes : Il'attaque des lipides circulants aboutissant a la
formation de lipoprotéines de densité légére (LDL) oxydées qui, captées par des
macrophages, formeront le dépdt lipidique de la plague d'athérome des maladies
cardiovasculaires ; l'attaque des phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la
membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la

transduction des signaux (Favier, 2003) (Fig. 9).
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des produits terminaux formés (Favier, 2003)

2.5.3. Dommages de ’ADN

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des ERO.

Les radicaux O2e- et OHe provoquent des lésions de I’ADN. Ceux-ci peuvent en effet

interagir avec les désoxyriboses de I’ADN mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques.

Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont réparées entrainent a long terme des

altérations géniques : cassures chromosomiques, mutations, délétions, et amplifications, a

I’origine d’un dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéique (Koechlin-

Ramonatxo, 2006) (Fig.10).
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cellules (Favier, 2003).

3. Zingiber officinale

3.1. Historique

Le gingembre entrait déja dans la composition des techniques de momification pratiquées

dans I’Egypte antique. Cette plante condimentaire et médicinale depuis plus de 3000 ans est

originaire de I’Inde. De 1a, le gingembre s’est ensuite rapidement répandu grace a son

commerce a partir de toute 1’Asie du Sud-Est, jusqu’en Afrique de I’Ouest et aux Caraibes.

Cette épice orientale a probablement traversé la premiére fois la mer Méditerranée grace aux

Phéniciens pour gagner I’Europe durant I’Empire romain dés le ler siecle (Gigon, 2012). Le

gingembre est une des plus anciennes plantes connues par le peuple, et il est aussi I'une des

premieres épices orientales (Singh et al., 2008). Plusieurs revues ont été publiées dans la

littérature a propos de cette plante, ce qui peut refléter la popularité de son utilisation comme

une épice et une plante médicinale (Ali et al., 2008).
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3.2. Classification de la plante Zingiber officinale

Tableau 4 : Classification botanique du gingembre (Faivre et al., 2006 ; Gigon, 2012)

Nom francais Gingembre commun
Autres noms utilisés Epice blanche,ginger,jenjanb
Nom latin Zingiber officinale (Roscoe)
Regne Plantae
Sous-régne Trachéobionta
Division Angiospermes (ou Magnoliophyta)
Classe Liliopsida (ou Monocotylédones)
Sous-classe Zingibéridées
Ordre Zingibérales (ou Scitaminales)
Famille Zingibéracées
Sous-famille Zingibéroidées
Genre Zingiber

3.3. Aspect botanique

Le gingembre est une plante vivace tropicale herbacée, a port de roseau, qui mesure
jusqu'a 3 m de haut (Faivre et al., 2006) (Fig.11). La partie souterraine utilisée est le
rhizome, celui-ci se divise dans un seul plan et il est constitué de tubercules globuleux
ramifiés (Gigon, 2012) (Fig.11).

Le rhizome est noueux et parfumé, peau beige pale, chair jaune pale juteuse et parfumée.
Il devient de plus en plus fibreux avec I'dge, couvert de feuilles écailleuses et pourvu a sa
partie inférieure de racines cylindriques. Ses feuilles sont persistantes bisériées, longues,
étroites, lancéolées, pointues et longues de 20 cm.

Elle posséde deux sortes de tiges : tiges hautes stériles servant a I'assimilation
chlorophyllienne et des tiges plus courtes (20 cm environ) portant des fleurs irrégulieres en
épi. L'inflorescence est en courts épis axillaires trés serrés, a tige couverte d'écailles, entourée
de spadice dense : grosses bractées vert jaune cireuses, superposées.

Elle a des fleurs parfumées blanc jaune, avec des trainées rouges sur les levres. La
floraison a lieu entre les mois d'ao(t et novembre (formule florale : 3S+3P+IE+3C). Ses fruits

sont des capsules trivalves contenant des graines noires (Faivre et al., 2006).
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Figure 12 : Rhizome du gingembre (Gigon, 2012)

3.4. Usage traditionnel

Dioscoride donnait déja le gingembre comme stomachique. Paracelse et Hildegarde de
Bingen préconisaient aussi le gingembre contre les troubles de la digestion. Lonicerus
I’utilisait comme médication pour les troubles gastriques, comme stimulant digestif et dans les

spasmes entérocoliques.

Pour la médecine traditionnelle chinoise, le gingembre est une drogue de nature tiede et de

saveur piquante. Elle réchauffe le cceur, libére le Biao, calme la toux, arréte les vomissements.
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La médecine ayurvédique 1’utilise notamment dans le traitement de la migraine connue
comme une grande pourvoyeuse de nausees.
En médecine anglaise, le gingembre est recommandé dans les dyspepsies atones avec

flatulence, ainsi que dans les coliques.

3.5. Propriétés thérapeutiques

Au 18e siecle, on I’ajoutait aux remedes pour réduire leurs effets irritants sur 1’estomac. Il
joue encore ce role en Chine, ou il a la réputation de réduire la toxicité de certaines autres
plantes. En occident, la racine seche combat le mal des transports et les nausees de la
grossesse. La racine fraiche s’emploie comme sudorifique et comme expectorant lors des
rhumes et les refroidissements (Ody, 1995).

Il est recommandé en friction, sous forme de préparation huileuse, a parts égales d’huile
d’olive et de gingembre pilé, contre les douleurs musculaires et en distillation auriculaires
contre certaines otite douloureuses (Baba-Aissa, 2000).

En chine le gingembre frais est utilisé pour le traitement de la fievre, la toux, et les
nausées. Séché, il est utilisé contre les douleurs de I’estomac et la diarrhée. Son gofit piquant
est parfois utilisé pour masquer le golt désagréable d’autres médicaments (Van Wyk &

Wink, 2004).

Les études récentes réalisées sur 1’huile, 1’oléorésine, les extraits et molécules actives du
gingembre dévoilent diverses propriétés, soit in vitro ou bien in vivo: activité antivirale
respiratoire, anti-VIH1 et anti-herpés virus (Lee et al., 2008; Chang et al., 2013; Schnitzler
et al., 2007); activité antibactérienne sur différentes souches (Bonjar, 2004), sur des germes
anaérobies de la cavité orale (Park et al., 2008), anti-mycobactérie (Hiserodt et al., 1998) et
des extraits obtenus par CO, supercritique (Mesomo et al., 2013); un bon anti-inflammatoire
non stéroidien pour les patients ayant une arthrite rhumatoide (Fouda & Berika, 2009); effet
immuno-modulateur de 1’huile essentielle in vitro et in vivo et par conséquent utile dans le cas
de I’inflammation chronique et les maladies auto-immunes (Zhou et al., 2006); I’association
d’un repas protéiné a du gingembre diminue de fagon importante les nausées retardées
observées aprés une chimiothérapie et permet de réduire [’utilisation d’un traitement
antiémétique (Gigon, 2012); effet antioxydant des extraits obtenus par CO, supercritique
(Zancan et al., 2002) et antioxydant et antifongique de I’huile et de 1’oléorésine (Amir et al.,

2011; Bellik, 2014); effet antiulcéreux tres proche de celui de I’Omeprazole (Uz Zaman et
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al., 2014); traitement des troubles gastro-intestinaux comme la dyspepsie, les nausées et la
diarrhée par inhibition de la motilité intestinale (Borrelli et al., 2004); hépato-protecteur
(Haniadka et al., 2013); anticancéreux (Brown et al., 2009) et améliore ’efficacité d’un
traitement du cancer cervical (Sharma et al., 2009); cytotoxique et cytoprotecteur (Peng et
al., 2012); neuro-protecteur de maladies déegénératives (Ha et al., 2012). Le gingembre a été
utilisé aussi en médecine vétérinaire in vivo comme vermifuge de nématodes gastro
intestinaux des moutons (Igbal et al ; 2006).
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1. Matériel et Méthodes
1.1. Matériel

1.1.1. Matériel végétale

Les rhizomes de gingembre séchés ont été achetés du marché local (Saint-Jean

Constantine-Algérie).
1.2. Méthodes

Les racines séchées de Zingiber officinale ont été découpées en petits morceaux, les

racines ont été  broyées a 1’aide d’un mixeur jusqu'a I’obtention d’une poudre fine.
1.2.1. Préparation de I’extrait méthanolique

L’extrait méthanolique est préparé par dissolution de 37,5 g de la matiére végétale (la
poudre fine de Zingiber officinale préparé) dans 500 ml de méthanol. Aprés une maceration
de 24 heures a température ambiante. Le mélange est filtré. L’opération est répétée trois fois
avec renouvellement du méthanol toute les 24 heures. Les trois fractions filtrées sont

regroupeées et évaporeées a sec (Bentabet et al., 2014).
1.2.2. L’activité antioxydante et anti-radicalaire

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer les activités antioxydantes des extraits
méthanolique des plantes aromatiques. L’activité anti-radicalaire= antioxydante de I’extrait
méthanolique du Zingiber officinale a tété évaluée par la capacité de balayage du radical libre
DPPH.

Le radical DPPH a été largement utilisé pour I’étude de I’activité anti-radicalaire des
différents extraits végétaux. Le composé chimique 2,2-diphényl-1- picrylhydrazyl fut I’un des

premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydante.

Le DPPH est un radical libre stable de couleur violacée qui absorbe a 517 nm. En
présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH est réduit et change de couleur en

virant au jaune.

Selon le protocole décrit par Sanchez-Moreno et al (1998). La solution de DPPH a été

préparée par solubilisation de 0,005 g de DPPH dans 200 ml de méthanol, la couleur de la
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solution est violette. La solution du DPPH est laissée a 1’obscurité pendant une heure a

température ambiante avant ['utilisation.

Nous avons utilisé différentes dilutions des échantillons étudiés (la dilution se fait dans le
méthanol) en méme temps que I’antioxydant de synthése Quercetine (25ug/1ml, 50ug/1ml,
75ug/1ml, 100 pg/iml, 125 pg/iml, 150 pg/Iml, 175 pg /1ml, 200 pg/iml, 250 pg/iml, 500
pg/Iml, 750 pg/iml, 1ml).

Nous avons preparés 12 tubes secs qui contiennent 1,95 ml de la solution méthanolique de
DPPH fraichement préparé é plus 50pl de différents dilution de 1’extrait méthanolique. En ce
qui concerne le controle négatif, ce dernier est préparé en parallele en mélangeant 50 ul du

méthanol avec 1,95 ml d’une solution méthanolique de DPPH.

En ce qui concerne le blanc, ce dernier est préparé aussi en parallele en mélangeant 50ul
de différentes dilutions de 1’extrait avec 1,95 ml du méthanol. Apres incubation a 1’obscurité

pendant 30 minutes et a température ambiante.

La lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotomeétre. Le

pourcentage de piégeage du radical est calculé selon 1’équation suivante :
(A1-A2/A1) x100
Al : Absorbance du contréle (solution du DPPH sans extrait).

A2 : Absorbance en présence d’extrait.
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Figure 13: Schémas photographiques de la préparation de [’extrait méthanolique ExM.
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Résultats et Discussion

L’activité¢ antioxydante des différentes concentrations testées de I’extrait méthanolique du
Zingiber officinale vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par un passage de la couleur violette a la
couleur jaune mesurable & 517nm. Les résultats obtenus révélent que les différentes
concentrations de 1’extrait méthanolique possédent une activité anti-radicalaire dose
dépendante (Tab.5) (Fig.15).

Parmi les douze concentrations de I’extrait méthanolique testé, la concentration 750ug/ml
a été enregistrée comme le plus actif avec une activité antioxydante égale a : 88,83+0,87%.
Ce dernier est suivi par la concentration 1000pg/ml avec activité égale a : 88,28+0,50%.

Parallelement le contrdle positif Quercetine a montré un potentiel 1égérement plus fort que
les deux concentrations précédentes (500ug/ml a été enregistrée comme le plus actif avec une
activité antioxydante égale a : 95,51+0,47% et il est suivi par la concentration 750ug/ml avec
activité égale a : 95,44+0,10%.

A des fins de la lecture du test d’inhibition anti-radicalaire nous avons évalué un autre
paramétre le Clsy qui exprime la quantité d’antioxydant requise pour diminuer la
concentration du radical libre de 50% (plus la valeur de la Clsy est basse, plus I’activité

antioxydante d’un composé est grande).

Les valeurs de la Clsy ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire.
L’antioxydant de synthese Quercetine a montré une activité anti-radicalaire moyennement

puissante avec une Clsg de I’ordre de: 136,47pg/ml.

Cette valeur est supérieure a celles enregistrées par I’extrait méthanolique du Zingiber

officinale 3,216pg/ml qui ont montré une puissante activité inhibitrice (Tab.6).
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Figure 14: Résultats photographiques du changement de la coloration du DPPH lors de

[’expérience.
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Tableau 5 : Activité de piégeage des radicaux libres (%) des différentes concentrations de

[’extrait méthanolique du Zingiber officinale et de la Quercetine.

Concentrations (pg/ml) Quercetine (%) ExM (%)
25 4,66 + 2,28 30,58+ 4,44
50 17,25+1,94 42,16+1,96
75 30,86+1,84 49,66+3,03
100 40,96+3,75 54,89+2,15
125 47,20+2,23 64,08+1,45
150 58,05+1,81 62,94+1,26
175 67,91+3,47 65,70+7,33
200 73,83+0,62 56,62+2,75
250 81,86+2,21 56,59+1,13
500 95,51+0,47 69,69+0,77
750 95,44+0,10 88,83+0,87

1000 95,29+0,54 88,28+0,50

Les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions + écart-type.

% d'inhibition 120 -
100 -
80 -
60 -
== quercetine
40 1 == EXM
20 A
0 T T T T T T T T T T T 1
n O n O n O 1N O O O O o
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- +H4 +d A N &N 1 N~ 3
Concentration de I'extrait méthanolique pg/ml

Figure 15: Pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes

concentrations de [’extrait méthanolique.
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Figure 16: Représentation des régressions linéaires des pourcentages d’inhibition du

radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations de [’extrait méthanolique.
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Figure 17: Représentation des régressions linéaires des pourcentages d’inhibition du radical

libre DPPH en fonction des différentes concentrations de la Quercetine.

Tableau 6 : Valeurs des Clsg de I’extrait méthanolique du Zingiber officinale et de la

Quercetine

Extrait Méthanolique Quercetine

Clso (Lg/ml)

136,47
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Les études précédentes montrent que le méthanol est le solvant le plus utilisé pour une
haute récupération de composés phénoliques (Bouzid et al., 2011) et I’obtention d’une
meilleure activité antioxydante (Barros et al., 2010) le solvant du méthanol a été utilise dans

cette étude pour obtenir les extraits a partir des rhizomes seches du Ziingiber officinale.

Plusieurs antioxydants de synthése telle que la quercétine est largement utilisé comme
additifs alimentaire pour prévenir la détérioration des aliments. Bien que ce antioxydant
synthétique montre une activité antioxydante plus puissante que celle des antioxydants
naturels comme acide ascorbique et alpha tocophérol (Bougatef et al., 2009).

Les processus oxydatifs sont multiples et la nature de ’activité antioxydante peut étre
multiforme et attribuée a différent mécanisme tels que le piégeage des radicaux libres (Ozen,
2009). L’activité anti-radicalaire est trés important du role délétére des radicaux libres dans le

domaine alimentaire et dans le systeme biologique (Gulgin et al., 2010).

Les résultats obtenus avec ce test montrent que I’EXM a une valeur d’Cls, trop faible de
I’ordre de 3,216 pg/ml ce qui ce traduit par d’excellentes effet anti-radicalaire. La
comparaison de cette valeur avec celle de I’antioxydant standard, montre que I’EXM est actif

que la quercétine.

Kintzios et ses collaborateurs (2010) ont rapporté que 1’activité antioxydante exhibée par
les extraits méthanolique est due a la présence de substances phénoliques telles que 1’acide

rosmarinique, acides phénoliques, flavonoides, sesquiterpénes, triterpéne et xanthones.
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Conclusion et perspectives

La présente étude a porté sur 1’étude de 1’espéce Zingiber officinale qui appartient a la
famille de Zingibéracées une des familles les plus importantes et les plus utilisées par les

thérapeutes traditionnels.

Les résultats obtenus lors de la présente étude ont permis de mettre en évidence par des
tests validés les activités anti-radicalaires de différentes concentrations de I’ExM du Zingiber
officinale.

Il a été montré que 1’extrait méthanolique a une trés grande activité de piégeage du radical
libre du DPPH. Du fait du potentiel thérapeutique du Zingiber officinale, on pourrait
envisager de développer des phytomédicaments standardisés dont la production a partir de la

poudre de la plante ne nécessite pas d’équipements particuliers.

Des études complémentaires seront nécessaires pour rendre ce travail utilisable dans le
cadre de la mise au point d’un phytomédicament. Cette étude pourrait éventuellement étre

complétée par un bioguidage de 1’extrait méthanolique du Zingiber officinale.

Cela va consister a fractionner 1’extrait méthanolique et a purifier les fractions les plus
actives et a déterminer la structure chimique du composé responsable de I’effet anti-

radicalaire et antioxydant.
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Résumé :
Zingiber officinale est une plante largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses
propriétés thérapeutiques. Le but de ce travail est d’évaluer D’activité antioxydante de
différentes concentrations de I’extrait méthanolique des racines séches du Zingiber officinale.
L’activité antioxydante a été¢ estimée par une méthode spectrophotométrique du DPPH. Les
résultats ont révélé que les différentes concentrations de 1’extrait méthanolique ont exercée
une forte activité de piégeage des radicaux libres DPPH en comparaison avec le controle

positif la Quercétine.

Mots clés : Zingiber officinale, extrait méthanolique, DPPH, activité antioxydante, activité

anti-radicalaire.
Abstract

Zingiber officinale is a plant widely used in traditional medicine. The aim of this work was to
assess the antioxidant activity of different concentration of methanolic extracts of the dried
Zingiber officinale. The antioxidant activity was estimated by spectrophotometric method of
DPPH. The results revealed that methanol extract exerted very high free radical scavenging

activity compared to the well-known positive controle Quercetine.

Key words: Zingiber officinale, methanolic extract, antioxidant activity, DPPH, anti-radicalar

activity
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