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INTRODUCTION GENERALE

Introduction GENERALE :

Les épices sont classées parmi les plantes médicinales, ces dernieres sont des parties de
plantes aromatiques a la saveur forte ou des préparations, , utilisées en petite quantité en
cuisine comme conservateur, assaisonnement ou colorant. Elles peuvent provenir de
différentes parties de la plante : I’écorce, exemple de la cannelle, de grains comme pour la
coriandre et la cardamome, de feuilles, le cas de la mélisse, de rhizome exemple du curcuma

et du gingembre ou de fruits comme pour le piment, I’aneth (MANANDHAR, 1995).

Dans la nature et en particulier dans le monde végetal, les plantes renferment de nombreuses

substances bioactives qui présentent des propriétés antioxydants (EL-HACI ET AL., 2012).

Les antioxydants sont capables de stopper ou de retarder les réactions en se réduisant avec les
radicaux libres et en inhibant ainsi leur action (HALLIWELL, 1999).

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les pro
oxydants et les antioxydants en faveur des premiers (PINCEMAIL ET AL., 1999), ce
déséquilibre provient soit d’une production exagérée d’agents oxydants, soit d’une altération

des mécanismes de défense (MORENA ET AL., 2002).

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).

Dans notre travail 1’objectif essentiel consiste a estimer in vitro 1’activité antioxydant de

I’huile totale extrait des rhizomes de Zingiber officinale.
Notre manuscrit est scindé en trois chapitres :

- Le premier chapitre consiste en une revue bibliographique dans laquelle sont détaillées

les parties suivantes : le gingembre, les métabolites secondaires et le stress oxydatif.

= Dans La deuxiéme chapitre, nous avons intéresse sur le matériel et les méthodes
utilisées dans notre travail. Notamment, les méthodes utilisées pour le criblage
photochimique, I’extraction, le dosage colorimétrique (des polyphénols et des

flavonoides), les activités anti-oxydantes (Pouvoir réducteur et DPPH)
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- Etdans le dernier chapitre, non discutons les résultats obtenus dans notre travail.

Pour terminer, une conclusion générale sur I’ensemble de cette étude.




CHAPITRE 1:
REVOE

BIBLIOQRAFIQUE



Chapitre I : Synthése bibliographique

Généralité

Ce travail est une contribution a 1’é¢tude phytochimique et 1’évaluation de [D’activité
antioxydante de I’extrait des rhyzomes du gingembre ou EL Zanjabil appelé aussi Zingiber
officinale qu’est représente 1’une des plus anciennes plantes médicinales connues par 1’étre

humain.

Cette plante est parmi les végétaux supérieurs ont la capacité de synthétiser, par des voies
métaboliques Complexes des métabolites dits secondaires. Ces composés sont utilisés par les
plantes pour diverses fonctions adaptatives notamment en réponse aux stress biotiques et
abiotiques qu‘ils peuvent subir. (THOMAS, 2011). Ces métabolites sont situés dans I’un des
trois classes, des composés phéenoligues, des alcaloides et des terpénoides. De nombreuses
études ultérieures ont prouvé la bioactivité de ces molécules, citant les activités antitumorale,
antivirale, antimicrobienne, antioxydant, anti-inflammatoire....... etc. Di 1'usage des plantes
renfermant ces métabolites dans diverses domaines thérapeutiques, pharmaceutiques,
cosmétologiques et alimentaires (THOMAS, 2011 ; RISPAIL ET AL., 2005).

Le stress oxydant est impliqué dans de tres nombreuses maladies comme facteur déclenchant
ou associé a des complications, la plupart des maladies induites par le stress oxydant
apparaissent avec I’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente
la multiplication mitochondriale de radicaux (GIRODON ET AL., 2010). Parmi les activités
biologiques des plantes médicinales, ces dernieres années I'attention s'est portée sur l'activité
antioxydante en raison du réle qu'elle joue dans la prévention des maladies chroniques telles
que les pathologies du ceeur, le cancer, le diabéte, I'hypertension, et la maladie d'alzheimer en
combattant le stress oxydant (MEDDOUR ET AL., 2013).
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Partie | : GINGEMBRE

I.1. L’historique du gingembre

Le gingembre entrait déja dans la composition des techniques de momification pratiquees
dans 1’Egypte antique. Cette plante condimentaire et médicinale depuis plus de 3000 ans est
originaire de 1’Inde. De la, le gingembre s’est ensuite rapidement répandu grace a son
commerce a partir de toute I’Asie du Sud-Est, jusqu’en Afrique de 1’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 siécle (GIGON, 2012).
Le gingembre est une des plus anciennes plantes connues par le peuple, et il est aussi I'une des
premiéres 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).

| .2 .Description botaniqgue de gingembre (Zingiber officinale)

Il existe environ 100 variétés d’espece que 1’on ne rencontre plus que rarement a 1’état
sauvage, du moins en ce qui concerne le Zingiber officinale qui est une plante vivace
herbacée, originaire des régions tropicales d’Asie (BRAGA ET AL., 2006). Le Zingiber

officinale est divisé en deux parties :

| .2 .1.Partie souterraine

Elle présente des rhizomes horizontaux et ramifiées, peau beige pale, il devient de plus en plus
fibreux avec 1’age (FAIVRE ET AL., 2006) et son odeur est trés aromatique avec une saveur
chaude et piquante (GIGON, 2012).

| .2.2.Partie aérienne

Cette partie est formée des feuilles et d’une tige de 1,50 métre et peut atteindre 3 métre de
hauteur (BRAGA ET AL., 2006 ; GIGON, 2012). On trouve deux sortes de tiges ; les

hautes tiges qui sont stériles, servent a I’assimilation et portent des feuilles alternes, longues et
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étroites, alors que les basse tiges servent a la reproduction et ne présentent pas de feuilles

(BRAGA ET AL., 2006). Les fleurs de cette plante sont parfumées, blanches et jaunes, avec

des trainées rouges sur les lIévres. La floraison a lieu entre les mois d’aofit et novembre. Ses

fruits sont des capsules trivalves contenant des graines noires (FAIVRE ET AL., 2006)

(Figure 1.1).

Figure I-1: A : Zingiber officinale Roscoe ; B: Rhizome du gingembre (GIGON, 2012).

| .3. Classification

Tableau 1.1 : Classification botanique du gingembre (FAIVRE ET AL., 2006 ; GIGON,

2012).
Nom francais
Nom latin
Regne
Sous-régne
Division
Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Sous-famille
Genre
Espéce

Gingembre commun

Zingiber officinale (Roscoe)
Plantae

Trachéobionta

Angiospermes (ou Magnoliophyta)
Liliopsida (ou Monocotylédones=
Zingibéridées

Zingibeérales (ou Scitaminales)
Zingibéracées

Zingibéroidées

Zingiber

Zingiber officinale Roscoe

——

'



Chapitre I : Synthése bibliographique

| .4. Compositions chimiques et molécules bioactives

La majorité des composants chimiques sont situés principalement dans le rhizome, ce dernier

contient essentiellement :

- L’amidon (60%), des protéines et des lipides (10%) et 10 a 40 mL/kg d’huile essentielle
(volatile) qui est constitue de : Mono et sesquiterpénes dont les sesquiterpénes représentant le
principale composant (30 a 70 % de I’huile essentielle) (BRUNETON, 2009 ; ZADEH ET
KOR, 2014).Ces huiles sont variables selon 1’origine géographique, les conditions

agronomiques, et si les rhizomes sont frais ou sec (MISHRA ET AL., 2012).

- L’oléorésine contient des composés phénoliques responsables du gott piquant : shagoal,
gingérol, paradol, zingérone (GIGON, 2012) et des composés responsables de la saveur trés
marqué de la drogue seche (gingérol) (BRUNETON, 2009).

- Le gingembre contient également quelques flavonoides comme la quercétine, la rutine,
fisetine, morine, acide gallique, acide ferulique, acide vanilligue (GHASEMZADEH ET
AL., 2010).

Tableau 1.2 : Principaux constituants biologiques actifs du gingembre (ALI ET AL., 2008).

o OH GINGEROL
(CH )
H
Mo
(o)
- MO
(CHa)" SHOGAOL
H
(o)
cHa PARADOL
H
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Tableau 1.3 : Composition nutritionnelle de gingembre (NEVEU ET AL., 2010 ; KUBRA
ET RAO, 2012 ; MAHDI ET AL., 2013 ; RASHIDIAN ET AL., 2014 ; AL-NAHAIN ET

AL., 2014).
Nutriment Quantité par 100 g % De D’apport journaliers
recommandés
Energie 332(Kcal) 17%
Eau 9,94¢ -
Protéines 8,98 g 18%
Lipides 4,24 g 6%
Oil
Acide Gras saturés 2,69 -
Oméga 3 0,223 g 2%
Oméga 9 0,357 ¢ -
Glucides 5759 21%
Sucre 334 ¢ 4%
Fibres 1419 56%
Minéraux et oligo-éléments
Calcium 114 mg 14%
Cuivre 0,48 mg 48%
Fer 19,8 mg 141%
Magnésium 214 mg 57%
Manganese 33,3 mg -
Phosphore 168 mg 24%
Potassium 1320 mg 66%
Sélénium 0,70 mg 1%
Sodium 27 mg 1%
Zinc 3,64 mg 36%
Vitamines
Vitamine A 18 pg 2%
Vitamine B1 0,046 mg 4%
Vitamine B2 0,17 mg 12%
Vitamine B3 9,62 mg 60%
Vitamine B5 0,477 mg 8%
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| -5-Propriété antioxydante du gingembre

Le gingembre contient jusqua 12 composeés importants qui lui offrent une activité
antioxydant 40 fois plus élevée que la vitamine E. Le gingembre a révélé avoir d'excellentes
propriétés anti oxydantes (NAIR ET AL., 1998 ; RABABAH ET AL., 2004 ; CHOHAN
ET AL., 2008 ; SHIMODA ET AL., 2010 ; SINGH ET KAUR 2012).

Plusieurs travaux ont montré que le gingembre est doté d'une forte propriété antioxydant in
vitro et in vivo. L'action antioxydant du gingembre a été proposée comme I'un des principaux
mécanismes possibles pour les actions protectrices de la plante contre la toxicité et les
rayonnements (JAGETIA ET AL., 2003 ; HAKSAR ET AL., 2006), un certain nombre
d'agents toxiques, tel que le tétrachlorure de carbone et le cisplatine (AMIN ET HAMZA,
2006 ; YEMITAN ET IZEGBU, 2006), et comme un médicament antiulcéreux
(SIDDARAJU ET DHARMESH, 2007). Récemment, il a été démontré que le gingérol
posséde une action antioxydant puissante a la fois in vivo et in vitro, en plus des actions anti-
inflammatoires et anti-apoptotiques fortes (KIM ET AL., 2007).

Aussi, Il a été découvert que le shogaol posséde une activité antioxydante et des propriétés
anti-inflammatoires plus puissantes que le gingérol, aussi, le gingérol est le plus puissant
parmi tous les gingérols (DUGASANI ET AL., 2010). Il est donc un agent tres efficace pour
la prévention contre les ROS (Reactive oxygen species) induits par l'ultra violet, et aussi un
agent thérapeutique possible contre les affections de la peau induites par ces rayonnements
(ALI ET AL., 2008).
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PARTIE Il : Métabolites Secondaire

11.1.Définition des Métabolites Secondaire

Les métabolites secondaires végétaux peuvent étre définis comme des molécules
indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires
(protéines, lipides et glucides). Ces métabolites secondaires interviennent dans la structure des
plantes (lignines et tannins) mais également, elles exercent une action déterminante sur
I’adaptation des plantes a leur environnement (MANSOUR, 2009). IIs participent ainsi, d’une
maniere tres efficace, dans la tolérance des végétaux a des stress variés : action anti-herbivore
(menthe par exemple), inhibition des attaques pathogénes des bactéries et des champignons,
prédation d’insectes, défense contre la seécheresse et lumicre UV. Mais elles peuvent étre
antinutritifs. Beaucoup de métabolites secondaires sont toxiques, ils sont alors stockés dans
des vésicules spécifiques ou dans la vacuole (SANDRIN, 2004).

D’un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que 1’on

retrouve chez les plantes médicinales (MANSOUR, 2009).

11.2.Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont caractéristiques des plantes supérieur. Ces métabolites
secondaires sont repartis en trois grandes familles chimiques : les composés phénoliques, les

terpénoides et les alcaloides.

11.2.1.Les composés phénoliques

11.2.1.1.Définition des composés phénoliques

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires végetaux.

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. La structure des composés phénoliques
naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les molécules
les plus hautement polymérisées (tanins condensés). Avec plus de 8000 structures
phénoliques identifiées (URQUIAGA ET LEIGHTON, 2000).
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» OH

Groupe hydroxyle

Annean

aromatique >

Groupe phéenol

Figure 1.2: Structure de base de polyphénol.

11.2.1.2.Classification des composés phénoliques
11.2.1.2.1.Les flavonoides

a. Définition

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d'orange (PIQUEMAL, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutot prété du flavus ; (flavus = jaune) (MALE-EEV ET KUNTI-C, 2007).
Les flavonoides ont été désignés sous le nom de vitamine P, en raison de leur efficacité a
normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, cette dénomination fut abandonnée
lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne correspondaient pas a la définition officielle
des vitamines, il devient clair que ces substances appartiennent aux flavonoides (NIJVELDT
ET AL., 2001).

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du célébre "french
paradox" correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez les habitants
des régions méditerranéennes, associant une consommation de vin rouge a une prise

importante de graisses saturées, pres de 4000 flavonoides ont été décrits (GHEDIRA, 2005).

10
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Figure 1.3:Principaux types de flavonoides (LUTHAR Z, 1992).

Tableau 1.4 : Composés phénoliques et leurs propriétés.

Classes de polyphénols

Acide phénoliques

Flavonoides

Anthocyanes

Tanins

11.2.1.2.2. Les tannins

a. Définition

Activités

Anti carcinogenes - Anti mutagénes
Anti oxydants

Anti carcinogenes Anti mutagenes.
Anti oxydants.

Anti microbienne.

Anti fongique.

Anti oxydants.

Anti oxydants - Anti tumoral.

Ce sont des substances d’origine végétale, non azotées, de structure poly phénolique. Ils sont

soluble dans I’eau, 1’alcool, I’acétone et sont peu soluble dans 1’éther. De saveur astringente,

responsables de transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible (BRUNET, 2008).

11
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Dans les plantes, les tanins existent a 1’état complexe, les tannoides; certains sont combinés a

des sucres.

Dans tous les cas, les tanins ont des réles de protection, des végétaux, contre les prédateurs.
IIs partagent la caractéristique fonctionnelle de tanner les protéines, c¢’est-a-dire de former des
complexes avec celles-ci.

Les tanins induisent une amélioration des performances animales, croissance du rendement en
viande et en lait (BARRY ET AL., 1986).

b.Classifications des tanins

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux groupes
distincts. Les tanins hydrolysables, sont des phénols liés a un résidu sucré par un lien ester et
les tanins condensés qui sont des polymeéres dérives de résidus flavonols (MUELLER-
HARVEY ET MC ALLAN, 1992;BRUNETON, 1999; HAGERMAN, 2002).

- Les tanins hydrolysables (THs)

Ce sont des oligo- ou poly-esters d’un sucre, en général le glucose, associés a des molécules
d’acide-phénol (MUELLER-HARVEY,2001; JEAN-BLAIN, 1998; BRUNETON, 1999;
MUELLER-HARVEY, 2001). IIs sont classés selon la nature de I’acide-phénol en :

- _Tanins galligues possédent un acide gallique

- Tanins éllagigues ont un acide hexahydroxyphénique (HAGERMAN, 2002).

Ces substances s’hydrolysent facilement en milieux acide et alcalin ou sous 1’action
d’enzymes, tannases, pour donner des glucides et des acides phénoliques (LEINMULLER
ET AL., 1991).

- Les tanins condensés (TCs)
Sont des polyphénols appartenant a la famille des flavonoides (MUELLER-HARVEY ET,
2001;BRUNETON, 1999).Ce sont des oligoméres ou des polymeéres d’unités de flavonoides.

L’unité de base (ou monomere) des TCs est un flavan-3-ol (catéchine) liés par des liaisons de
type C-C (Type B) ou C-O-C (type A) (MUELLER-HARVEY, 2001; JEAN-BLAIN,
1998;BRUNETON, 1999; FEUCHT ET TREUTTER, 1999; SCHOFIELD ET AL.,
2001).

12
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Figure 1.4: Exemple d’un tanin hydrolysable (pentagalloylglucose a gauche) et un autre
condensé (proanthocyanidine Ry, R, = H, OH a droite) (IGNAT I ET AL., 2011).

11.2.1.2.3.Les lignanes

a. Définition

Le terme lignane a 1’origine présenté par Haworth en 1936. Ils sont les dimeres des unités de
phenylpropane (Cs C4) (BENAROUS, 2009).

Les lignanes constituent une classe importante de métabolites secondaire dans le régne
végétal. La distribution botanique est large : plusieurs centaine des composés ont été isolés
dans environ soixante-dix familles .Chez les gymnospermes, Ils sont surtout rencontrés dans
les bois alors que chez les Angiospermes, ils ont été identifiés dans tous les tissus, Ils ont été
découvert dans toutes les parties des plantes : les racines, les feuilles, les fruits est les graines
(MIDOUN, 2011).

b. Structure des lignanes

Les lignanes sont répartis en huit groupes structuraux, classés selon le mode d’incorporation

du (ou des) atome (s) d’oxygene dans le squelette carboné et selon le type de cyclisation

(UMEZAWA, 2003).

13
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Figure 1.5: Les huit groupes structuraux de lignanes (SULLIVAN, 2011).
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Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-Tumoraux

L:rm oxydant \J
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Détroxifiant POLYPHENOLS ‘i ———> Anti-inflammatoire
Anti-agrégant
Vasodulafoteur Anti-thrombotique
Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 1.6 : Effets biologiques des polyphénols (MARTIN S, ANDRANTSITOHAINA
R, 2002).
11.2.2L es terpénes

11.2.2.1.Définition des terpénes

Le terme Terpenoides désigne un ensemble de substances présentant le squelette des Terpénes
avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.).

Ce sont des substances du métabolisme secondaire qui dérivent des Isoprénoides dont certains
interviennent dans la photosynthése, ainsi que plusieurs hormones végétales sont de structure
Terpénique. Ce sont des produits hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a
chaines ouverte formées de 1’assemblage d’un nombre entier d’unités penta-carbonées

ramifiées dérivées du 2-Méthyle butadiéne, appelées unités isopreniques (Hopkins, 2003).

Figurel.7: Structure de la molécule d’isopréne (CALSAMIGLIA ET AL., 2007).

15

——
| —



Chapitre I : Synthése bibliographique

Tableau 1.5 : Quelques exemples des différents types de terpenoides (BELBACHE, 2003).

Terpénes Unités Atomes de Exemple
isoprénique carbone
Hemiterpene 1 C5 Isoprene
CH
$ o
Menthol :
(fl =Y
Monoterpénes 2 C10 N
<o T
Hacs ™ Ha
B-Cadinene :
- CHy
Sesquiterpénes 3 C15 |ll
e ” 5 (A‘-H("H )
Sclaréol :
s ?HA
Diterpénoides 4 C20 [,/\\{,/L\T\”
paCing
Lanosteérol :

Triterpéne 6 C30
Tetraterpéne 8 C40
Polyterpéne >8 >40 Caoutchouc
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11.2.2.2. Activités biologiques

De nombreux monoterpéne ont la particularité de dégager de fortes odeurs, le menthol et le
limonéne permettent la fabrication d’huiles essentielles. Ils sont utilisés comme antiseptiques
et dans certains domaines comme la cosmétique (parfum). Utilisées aussi pour traiter les

maladies de la respiration (VALNET., 2003).
11.2.3.Les alcaloides

11.2.3.1.Définition des alcaloides
Les alcaloides sont des composes organiques azotés (KAMBOUCHE N. ET AL., 2008)

molécules d'origine naturelle. On les trouve principalement chez les végétaux (ACHILLE R

ET AL., 1980), mais aussi chez les animaux et chez certains micro-organismes lls ont une
nature basique, contenants de I’azote et sont pharmacologiquement actifs (CLAISSE R,
1993), ils sont utilisés aussi comme antalgiques majeurs (morphine), pour combattre 1’exces
d’acide urique (colchicine), comme substance paralysante/stimulante (curare, caféine),
comme anticancéreux (vinblastine, vincristine) (CLAISSE R, 1993 ).il sont aussi de forts
agents antimicrobiens (ALLION A, 2004 ).

11. 2.3.2. Classification des alcaloides

On divise les alcaloides en trois genres :

a. Les alcaloides vrais

Les alcaloides sont toxiques et disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils
dérivent d’acides aminés et comportent un atome d’azote dans un systeme hétérocyclique. Ils
sont présents dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme
N’oxyde (BADIAGA ,2011).

b. Les pseudo-alcaloides

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides

vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés (BADIAGA ,2011).

c. Les proto-alcaloides

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont [’azote n’est pas inclus dans un
hétérocycle, ils ont un caractere basique et sont élaborés in vivo a partir d’acide aminé. Ils

sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans 1’eau (BADIAGA ,2011).
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Tableau 1.6 : Classification des alcaloides (MAURO, 2006 ; WILHELM, 1998).

Les derivés des alcaloides Exemple
Alcaloides dérives de la lobéline :
la lysine. @ | q
X N S

ow
Alcaloides dérivés de la La papavérine :
tyrosine et de la 4 s
phénylalanine. T T s

[ - | "

Alcaloides dérivés de I’acide La nicotine :

nicotinique. -
. N>
o N

Alcaloides dérivés du La quinine :

Tryptophane X
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PARTIE Il : LE STRESS OXYDATIF

I11. stress oxydatif

111.1 . Définition du stress oxydant

Dans les systemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d'un déséquilibre entre

la production des radicaux libres et leur destruction par des systémes de défenses antioxydants

(Morel Y, Barouki R.Influence 1998 ) ., est a I’ origine d'un état redox altére de la
cellule, en raison d'une surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution) ou d'une

diminution des capacités antioxydants ( Lecerf JM,2009) .

Ce déséquilibre potentiellement  conduisant a des dégats structuraux et fonctionnels

(Pincemail J ET AL.,1999.) provoque des mécanismes pathogénes qui sont liés a de

A
—/\

/
/( /\nlln\) d;uu\\\\\

\
/ / \\
/ \

/Pru oxvdants \

nombreuses maladies. (Pincemail J ,2001)

Figurel.8. : Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants.

I11. Les radicaux libres

111.1.Définition des radicaux libre

En révisant la littérature, on remarque souvent un point symbolique a cété d'une abréviation
chimique telle que (*OH), ce point signifie un radical libre (SCHEIBMEIR ET AL., 2005).
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La présence des radicaux libres dans les matieres biologiques a été découverte a moins de 50
ans (DROGE, 2002).

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs €lectrons non appariés, ce
qui le rend extrémement réactif. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est
souvent appelé especes réactives de l'oxygene (ERO) (FAVIER, 2003). Les radicaux libres

sont électriqguement neutres ou chargés (ioniques) (EBOH, 2014).

Tableau 1.7. Principaux radicaux libres et leur structure chimique (HATON, 2005).

Radicaux libres (nomenclature) Structure chimique
Radical hydroxyle HO*®

Radical hydroperoxyde HOO*®

Radical peroxyde ROO*

Radical alkoxyle RO*

Peroxyde d*“hydrogéne H,0,
Peroxynitrite ONOO*

Anion superoxyde 0"

I11.2.L.es principaux types des espéces réactives d’oxygéne (ERO)

I11.2.1.1.°anion superoxyde O,°*"

C’est le radical le moins réactif mais le précurseur des autres espéces réactives d’oxygene,
formé par la réduction mono électrique de 1’oxygéne (addition d’un seul électron) (HAIOUN

ET HAMOUDI, 2015).

Il n’est donc pas toxique par lui-méme, sa toxicité indirecte peut s’expliques par la

formation :
- de radical hydroxyle OH®.
- de peroxynitrite ONOQO*

- et surtout le peroxyde d’hydrogéne H,O, par dissimutation enzymatique (MOUSSARD,
2006).
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111.2.2.Radical hydroxyle OH*®

Le radical hydroxyle (*OH) est le radical libre le plus réactif et peut étre formé a partir de

I’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne en présence des ions métalliques comme le

cuivre ou le fer (CHAABI, 2008).

111.2.3.Peroxyde d’hydrogéne H,O,

Ce radical provient d’une réaction entre deux anions superoxyde qui met fin au processus

radicalaires, il s’agit d’un oxydant beaucoup moins puissant (HALMI, 2015).

111.2.4. Monoxyde d'azote NO*

Le monoxyde d’azote radicalaire (NO®) est un composé important, il est notamment
synthétisé par les cellules endothéliales via I’action de NO synthétases sur la Larginine. C’est
une molécule labile tres diffusible, dont les effets régulateurs s’exercent sur la plupart des
fonctions physiologiques de 1’organisme (maintien du tonus vasculaire, neurotransmission,
fonctionnement rénal,...). Toutefois, le NO® peut former avec I’anion super oxyde le
peroxynitrite (HOONO), un oxydant puissant et diffusible, capable d’endommager de
nombreuses molécules organiques (HALENG, 2007).

O_® (anion superoxyde)

H,0,

(peroxyde d'hydrogeno)

\n’“':h?f |
oiye ONOO
Mention Entrainement Sportid (radical hydroxyle) (peroxynitrite) 4

‘O:. (singulet)

Figure .1.9.Formation des différentes espéces oxygénées activées (EOA).
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111.3. Sources de production des radicaux libres

Les étres humains sont constamment exposés aux radicaux libres. En effet, les sources de
radicaux libres sont variées : la pollution atmosphérique, la cigarette, le rayonnement UV, les
radiations ionisantes, les radiations cosmiques, le métabolisme cellulaire (activité
mitochondriale, réactions enzymatiques), I'inflammation et les métaux toxiques (FAVIER,
2006) (FIGURE 1.10).

Pollution
Tabac & Inflammation

0T M nfection
’u‘

4'*;3:‘:.‘»,?‘4.» STRESS S
& CXYDATIF Ban

s . TR\ Déficit immunitaire
UV = Stress
Vieillissement
- _;-_:.,v-‘ facteurs exogéenes (extérieur)
ﬁ facteurs endogénes (intérieur)

Figure. 1.10. Sources de production des radicaux libres.

11 : Les antioxydants

111.1. Définition des antioxydants

Les antioxydants sont des composés chimiques capables de minimiser efficacement les
rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et
nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la

durée de conservation du produit.

En outre, I’antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble dans les graisses, efficace a faible
dose, et non toxique, n’entraine ni coloration, ni d’odeur, ni saveur indésirable, résistant aux

processus technologiques, et stable dans le produit fin (HELLAL, 2011).
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Les épices en geénérale, sont tres riches en métabolites antioxydants, une vaste revue
scientifique a classé la cannelle moulue au quatriéme rang parmi les 50 aliments renfermant le
plus d’antioxydants (HALVORSEN ET AL., 2006).

111.2.Classification des antioxydants

111.2.1.L es antioxydants enzymatiques

Qui est constitué de trois métalloenzymes essentielles : la catalase, les superoxydes

dismutases et les glutathions peroxydases.

A. La catalase : (EC1.11.1.6) est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde

d’hydrogéne produit dans les condition physiologiques (NIKI ET AL., 2007).

La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogene :

CATALASE
2H,0 » 2H20 + 02

B. Les superoxydes dismutases: ou SOD (EC 1.15.1.1) sont des antioxydants enzymatiques

ubiquitaires. ils représentent 1’'une des premicéres lignes de défense contre le stress oxydant en
assurant 1’élimination de 1’0O,*" par une réaction de dismutation en le transformant en

peroxyde d’hydrogéne et en oxygeéne moléculaire selon la réaction suivante (HALENG ET

AL., 2007).

SOD
20,° +2H+ » HO,+0O,

C. Glutathions peroxydases (GPX) :

(EC 1.11.1.19) sont des enzymes tétramérique a sélénium qui peuvent réduire le peroxyde

d’hydrogene en eau, en utilisant les capacités réductrices du couple glutathion /glutathion
disulfide (GSH/GSSG) (MATES ET AL., 1999 ; LACOLLEY ET AL., 2007)

H,0O, + 2GSH » 2H,0 + GSSG

ROOH + 2GSH » ROH +H,0 + GSSG
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111.2.2 : Les antioxydant non enzymatigue

111.2.2.1 Le systéme antioxydant non enzymatique d’origine endogéne

Ce groupe de systemes antioxydants renferme de nombreuses substances parmi lesquelles on

peut citer le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine.

a. Le glutathion

C‘est un tripeptide (Lyglutamy-I-cystéinyl-glycine) appartient au groupe des thiols parmi les
plus abondants dans la cellule (RAMAN ET BERRY, 2011).

b. L’acide urique

A un pH physiologique I’acide urique est majoritairement ionis¢ sous forme d’urate, un
piégeur puissant de radicaux (OH®, ROO®, NOO®) (HALENG ET AL, 2007).

c. Labilirubine

Ce composé liposoluble est capable de piéger les radicaux peroxyle, I’oxygeéne singulet et le
radical hydroxyle, protégeant ainsi 1’albumine et les acides gras liés a 1’albumine contre les

attaques radicalaires (ALGECIRAS-SCHIMNICH ET AL., 2007).

111.2.2.2 :Le systeme antioxvdant non enzymatique d’origine alimentaire

L’organisme posséde une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres » qui
sont des composés pour la plupart apportés par 1’alimentation et dont le role essentiel est de
neutraliser les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de 1’intégrité cellulaire

(KOECHLIN-RAMONATXO, 2006).

a. LaVitamine E

Cette vitamine fait partie de la famille des tocophérols, a-tocophérols est la forme la plus
active (CUVELIER ET AL, 2003), II est capable de piéger chimiquement I’oxygéne singlet
et aussi de réagir avec le radical hydroxyle HO®. Mais son principal role biologique est de
réagir avec les radicaux peroxydées ROO® pour former un radical tocophéryle. (DELLATRE
ET AL, 2005).

b. Lavitamine C
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Ou acide L-ascorbique est un antioxydant hydrosoluble souvent considéré comme le principal
antioxydant des fluides extracellulaires. En plus de réagir directement avec les ERO, la
vitamine C permet la régénération d’autres antioxydants, tel que 1’a -tocopheéol, le glutathion,
’urate et les a —carotenes. (CARR ET FREI, 1999).

c. Le B caroténe

Il appartient a la grande famille des caroténoides. Le B-caroténe est notamment capable de
piéger les radicaux hydroxyles et peroxyles et ainsi d’inhiber les chaines de peroxydations
lipidiques, il neutralise également 1’oxygéne singulet

d. Les polyphénols

Sont des composés ubiquistes que 1’on retrouve dans les plantes (thé, raisin, cacao, blé, orge,
mais, fruits et légumes...). Ils sont capables de piéger des radicaux libres et les ions

métalliques, car ils ont des propriétés chélatrices.

Tableau 1.8.: Principaux nutriments antioxydants et leur sources alimentaires
(MOHAMMEDI, 2013).

Principaux nutriments antioxydants Sources alimentaires

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, chou, poivron
Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais, beurre et dans

les ceufs et les noix

[B-caroténe Légumes et fruits orangés et vert foncés
Sélénium Poisson, ceufs, viandes, céréales et volaille
Zinc Viande, pain complet, légumes verts, huitres et

produits laitiers

Flavonoides Fruits, légumes et thé vert
Acides phénoliques Céréales complétes, baies et cerises
Tanins Lentilles, thé, raisins et vin

Métabolisme de cystéine, glutathion Caséine, Lactalbumine (petit-lait), produits laitiers,

Brocoli, chou, ceufs, poissons et viandes

111.3.Utilisation des antioxydants

- Dans l'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie

pour protéger les métaux de 1’oxydation.
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- Dans l'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

- Dans l'industrie teinturerie : pour éviter I'oxydation des colorants au soufre ou des colorants
de cuve lors de la teinture (K. BOUHADJRA 2011).

111.4. Mode d’actions d’action des antioxydantes

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de 1’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (FAVIER, 2006).

D’une manicre générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneurs d’atome d’hydrogene ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol.
- En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation
par résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par 1’oxygéne
moléculaire. Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent 1’initiation
en complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygeéne, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis
non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en
réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puissent réagir avec
un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de

I’oxygene singlet pour la transformer en chaleur (YAACOUB, 2009 ; HELLAL, 2011).
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Partie IV : V. Recherche antérieures sur ’utilisation de gingembre

1VV-1 -Recherche antérieures sur Putilisation de gingembre

Dans cette partie nous présentons une recherche bibliographie sur les travaux réalisés sur les
diverses propriétés de gingembre
1-AMANI- 2004, elle est réaliser des études sur les propriétés physico-chimiques et

fonctionnelles ont été menées sur I’amidon extrait des rhizomes de gingembre.

Les résultats obtenus montrent que ses teneurs en amylose, cendre, lipide et protéine sont
respectivement de 28,3 % ; 0,14%; 0,12% et 0,18%. La taille des grains d’amidon est
comprise entre 6,43 et 38,56 um. L’amidon natif de gingembre a montré une trés faible
sensibilité au suc digestif de I’escargot par contre I’amidon gélatinisé en est trés sensible.
L’hydrolyse acide a donné deux phases: une phase rapide pendant les 15 premiers jours et une
phase lente au-dela. L’étude de la solubilité et du gonflement a révélé un faible pouvoir de
gonflement et une faible solubilité dans I’eau. Le thermogramme a indiqué une température
de gélatinisation ¢€levée de I’ordre de 83,2 °C et une enthalpie de gélatinisation de 14,65 J/g.
L’étude de la rétrogradation révéle que cet amidon rétrograde au bout de 2 jours et qu’a Jo, la

synérese est de 44% et la clarté de 11,5%

2- L'objet de I'étude présentée a été I'évaluation de l'activité antioxydante de I'extrait de
Zingiber officinale. Une méthode de préparation de I'extrait a été choisie, ce qui a permis

d'isoler principalement des composés phénoliques.

D'apres les mesures effectuées avec le reactif Folin-Ciocalteu, I'extrait obtenu comprenait
des polyphénols totaux (181,41 mgGAE/g d'extrait) dont les flavonoides contribuaient a 7,8%
(14,15 mgquercetin/g d'extrait). L'analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) a

montré que les cétones phénoliques étaient prédominantes dans les extraits de composes
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phénoliques entiers. Selon les résultats de deux méthodes spectrophotométrique (ABTS et
DPPH test), I'extrait de gingembre a montré une plus forte capacité a piéger le radical DPPH
que le radical cation ABTS (MOSOVSKA S ET AL.,2015).

3- L’objectif de cette étude est 1’évaluation de 1’effet du gingembre sur la modulation des
effets toxiques induits par le chromate. Cinquante rats males de la souche Albinos wistar ont
été répartis en cing groupes comme suit : groupe | (T) a servi de témoin, et a recu une eau
minérale par gavage (per os), groupe Il (G) a regu un régime expérimental avec 2 % de
gingembre; groupe 111 (Cr) a regu une dose orale de dichromate de potassium (15 mg/kg) et
un régime alimentaire normal ; groupe IV (CrG) a recu une dose orale de dichromate de
potassium (15 mg/kg) et un régime expérimental contenant 2 % de gingembre, et groupe V
(Cr+G) a recu une dose orale de dichromate de potassium (25 mg/kg) et un régime

expérimental avec 2 % de gingembre.

Les résultats de cette étude indiquent que le chromate a provoqué un effet
hématotoxique (anémie), néphrotoxique et hépatotoxique. En outre, le chromate a un effet
pro-oxydant, qui a été indiqué par la diminution du taux du glutathion
réduit(GSH)danslesdifférentstissus.Cependant,l’administrationdegingembre a révélé une
réduction de la  toxicitt ~du chromate en améliorant les  niveaux
desparametresétudiés.Enconclusion,nousavonsdémontréquelegingembrea
unepuissanteactivitéanti-oxydante,quipeutréduireleseffetstoxiquesinduits par le chromate, et
par conséquence atténuer ’intensité du stress oxydant qui I’a induit.(MERIEM KRIM ET
AL.,2013)

4- L objectif de cette étude montrel effet de | extrait de gingembre sur le rendement du

gombo

Le gombo est une plante maraichére alimentaire et médicinale de grande consommation au
Gabon. La présente étude a été réalisée pour améliorer les productions de ce légume, et pallier
aux déficits observés sur le marché national. Les graines de gombo ont pour cela été
prétraitées par immersion pendant 24 h dans 3 solutions d’extraits de gingembre de
concentrations respectives 5 %, 15 % et 25 %, puis cultivées en serre. L’effet inducteur a été
mesuré par la germination des graines, les croissances longitudinale et tangentielle des tiges,

et les surfaces foliaires des plantes.
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Les résultats obtenus ont montré que les extraits de gingembre concentré a 5 % stimulaient
significativement tous les parametres morpho métriques étudiés. Les concentrations élevées
(15 % et 25 %) de gingembre ont en revanche inhibé les indices morphologiques précités. Ces
réductions ont été significatives et proportionnelles aux concentrations des extraits utilisés.
L’emploi des solutions de gingembre a faible concentration peut donc étre envisagé dans les
programmes d’amélioration des rendements du gombo (ALEXIS NICAISE LEPENGUE
ET AL, 2012).
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Le but de notre travail pratique est d’extraire et identifier les métabolites secondaires de

gingembre officinale et d’évaluer leur potentiel antioxydant in vitro.

Il -1-Matériel d’étude

Il -1-1-Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans cette étude correspond a 1’espéce de Zingiber officinale
reconnue sous le nom de gingembre. La partie utilisée est le rhizome, ces rhizomes utilisés
dans ce travail sont achetés chez un herboriste de la wilaya de Constantine, sous forme de

Rhizome secs.

Figure 11.1: Rhizomes de gingembre frais.
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Il -1-2-Les produits chimiques

Produit Formule brute Fournisseur
Méthanol CH3;0OH Sigma-Aldrich
Hydroxyde de sodium NaOH Sigma-Aldrich
Chlorure de fer FeCls; Sigma-Aldrich
Magnésium Mg~ Sigma-Aldrich
L’acide chlorhydrique HCI Sigma-Aldrich
L’anhydride acétique C4HgO3 Sigma-Aldrich
L’acide acétique CH3;COOH Sigma-Aldrich
L’ acide sulfurique H,SO,4 Sigma-Aldrich
L’iodure de potassium KI Sigma-Aldrich
Ether de pétrole CH3-(CH,) n-CH3 Sigma-Aldrich
Chlorure de mercure HgCl, Sigma-Aldrich
Acide gallique C7HgOs Sigma-Aldrich
Folin-Ciocalteu / Sigma-Aldrich
Carbonate de sodium Na,CO3 Sigma-Aldrich
Quercétine Ci5H1007 Sigma-Aldrich
Trichlorure d’aluminium AICl3 Sigma-Aldrich
2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle (DPPH) C18H12N506 Sigma-Aldrich
Ferricyanure de potassium KsFe(CN)g Sigma-Aldrich
I’acide trichloracétique TCA Sigma-Aldrich
chlorure ferrique FeCls Sigma-Aldrich
Phosphate de sodium dibasique Na;HPO, Sigma-Aldrich
Phosphate monosodique NaH,PO,4 2H,0 Sigma-Aldrich

11 -2- Méthodes

Il -2-1-Préparation de I’homogénat de gingembre

- Les racines séchées de Zingiber officinale ont été lavées et les épluchés ensuite coupés

en petites morceaux a I’aide d’un couteau.

- Les morceaux obtenus ont été met dans le mixeur puis écrasé a I’aide d’un pilon.

——
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I’homogénat de gingembre obtenue est conservé dans le réfrigérateur a température de

(3 2 4°C) jusqu’a son utilisation

Figure I1. 2 : Etape photographique de préparation de I’homogénat de gingembre

Il -2-2-préparations de I’extrait méthanolique

- D’extrait méthanolique est préparé par dissolution de 30g de la matiere végétale

(la poudre fine de Zingiber officinale préparé) dans 300 ml de méthanol.
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Aprés une macération 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 regroupées

- Les 3 extraits sont collectés ensuite et ont été soumises a 1’évaporation a I’aide

d’un évaporateur rotatif sous pression réduite a 40°C.

- L’extrait pur de rhizome de gingembre obtenu est récupéré dans des boite de

pétri.

Figure 11.3 : Etape photographique de préparations de 1’extrait méthanolique.
- Le rendement des extraits a été calculé par la formule suivante :

Rendement (%) = mg/my x 100

Mo : Masse en gramme de 1’extrait brut évaporé.

m; : Masse en gramme de la matiere végétale initiale seche.
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Il -2-3-Criblage « screening » phytochimigue

Ce terme screening, correspond a une technique de « criblage » c¢’est-a-dire la recherche
systématique des produits naturels. L’analyse phytochimique est réalisée sur la base des
tests de coloration caractéristiques en vue de mettre en évidence les grands groupes
chimiques. A cet effet, plusieurs types de réactifs ont été utilises (HARBORNE ,1973).

Il -2-3-1-Test des quinones libres

La présence de quinones libres est confirmée par 1’ajout de quelques gouttes de NaOH
(1/10) (voire annexe 01), lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou Vviolet
(DAHOU N ET AL., 2003).

Il -2-3-2- Test des tanins

Pour détecter la présence des tanins, on ajoute a chaque extrait quelques gouttes de

FeCl; (Chlorure ferrique) a 1%(voire annexe 02). La couleur vire au bleu noir en
présence de tanins galliques et au bleu verdatre en présence de tanins catéchiques
(tanins condensés) (DIALLO ET AL., 2004).

Il -2-3-3- Test des tanins vrai

Un aliquote d’extrait repris dans 2ml d’eau distillée, ajouter quelques gouttes d> HCI
concentré le tout est chauffé¢ au bain marie bouillant, la formation d’un précipité rouge

indigue un test positif (YVES-ALAIN.A ET AL., 2007).
11 -2-3-4- Test des saponines

Test de la mousse : I’extrait est repris dans 5ml d’eau distillée, puis introduit dans un
tube a essai. Le tube est agité vigoureusement, la formation d’une mousse (hauteur
supérieur de 1cm) stable et persistante pendant 15min, indique la présence des
saponines (VIGOR ET AL., 2011).

Il -2-3-5- Test des flavonoides

Un mélange de quelques copeaux de Mg®* et de gouttes d’HCI concentré, placé dans un

tube, est ajouté a 2ml d’extrait. L apparition d’une coloration allant de 1’orangé au rouge

pourpre indique une réaction positive (CIULEL, 1982).
Il -2-3-6-Test des alcaloides

Les alcaloides sont également mis en évidence par le réactif de Mayer (10 g de KI et

2,70 g de HQCl; dissous dans 20 ml d’eau) . L’ajout de quelques gouttes de ce réactif a

2 ml de la solution d’extrait entraine la formation d’un précipité blanc ou blanc-jaune en
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présence d’alcaloide (DOHOU. N ET AL., 2003).
Il -2-3-7- Composeés réducteurs

Leur détection consiste a traiter 1ml de ’extrait avec 2 ml d’eau distillée et 20 gouttes
de la liqueur de Fehling(voire annexe 05), puis chauffer. Un test positif est révélé par la
formation d’un précipité rouge-brique (TREASE ET EVANS, 1978 ; YAMINI K ET
AL., 2011).

Il -2-4-Dosage des polyphénols totaux par colorimétrie (méthode de

Folin Ciocalteu)

Le dosage des composés phénoliques totaux a été effectué selon la méthode de Folin
Ciocalteu (N. BOIZOT ET J-P. CHARPENTIER 2006).

Ce réactif est un acide de couleur jaune constitué par un melange d'acide
phosphotungstique (H3PW1,04) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo1,040). Il est
réduit, lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de
molybdene (RIBEREAU, 1968).

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie, suivant le protocole
appliqué en 2007 par Li et al : 200 pl de ’extrait dilué est mélangé avec 1 ml de réactif
de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois dans de I’eau distillée. Apres 4 minutes, 800 pl de
carbonate de sodium a concentration de 7,57 (voire annexe 07) sont ajoutés.

Aprés une incubation du mélange réactionnel pendant 2 heures a température
ambiante et a I’obscurité, I’absorbance est mesurée a 765 nm.

La courbe d’étalonnage est effectuée par D’acide gallique a différentes
concentrations (0 - 1 mg/mL), dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage
(les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par grammes

du poids d’extrait (mg EAG / gE).
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Figure 11 .4 : dosage des polyphénols.

11 -2-5-Dosage des Flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée par la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICl3), le dosage consiste a prendre un volume de Iml d’extrait
méthanolique avec 1ml d’AlCl; (2%) (voire annexe 06), apres incubation pendant
10min a I’obscurité a 37°C, I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde 430 nm.

Les concentrations des flavonoides de I’échantillon sont déterminées a partir une
gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0-1mg/mL) (MAHMOUDIL ET AL.,
2013).

Figure N°I1.5: dosage des flavonoides
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Il -2-6: Les activités biologiques in vitro

Il -2-6 -1- Test de piégeage du radical libre DPPH
Le radical 2,2-Diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH") est généralement le substrat le

plus utilisé pour 1I’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante en raison
de sa stabilité en forme radicale libre et la simplicité de I’analyse (BOZIN ET
AL., 2008).

A température ambiante, le radical DPPH" présente, en solution alcoolique, une
intense coloration violette qui disparait au contact d’une substance donneuse de
protons Cette décoloration met en évidence le pouvoir antiradicalaire d’un
échantillon par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit par une diminution
de I’absorbance a 517 nm (MASUDA ET AL., 1999).

Un volume de 2 ml de I’extrait (avec dilution convenable) est incubé (30min) avec
2ml d’une solution méthanolique de DPPH. Les absorbances a 517 nm ont éeté
enregistrées (Figure 11.6). Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont
comparés a ceux obtenus pour le quercétine comme un antioxydant standard.

L’activité anti radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

% d’activité anti radicalaire = [(Abs contréle-Abs échantillon)/Abs contréle] x100.

Figure N°Il .6 : dosage de DPPH de I’extrait de Zingiber officinale.
Il -2-6 -2--Pouvoir réducteur de fer « FRAP »

Le test de pouvoir réducteur est déterminé par la méthode décrite par Prasad et ses
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collaborateurs (2009). Le principe de cette méthode consiste a évaluer 1’aptitude de
I’échantillon & donner un électron pour convertir le Fe®* en Fe?, cette forme est
quantifiée par la mesure de la couleur bleu vert du complexe (bleu de Pruss Fey4
[Fe(CN)g]s qui absorbe a 700 nm. Une absorbance élevée indique que 1’échantillon

posséde un grand pouvoir réducteur (BARROS ET AL., 2007).

Le protocole expérimental utilisé est celui de YILDIRIM ET AL., 2001 :
1 ml de I’échantillon a différentes concentrations, est mélangé avec 2 ml d’une solution
tampon phosphate a 0,2 M (pH= 6,6) (voire annexe 09) et 2 ml d’une solution de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)g a 1%(voire annexe 08). Le tout est incubé a 50°C
pendant 20 min, puis refroidi a la température ambiante. 2 ml d’acide trichloracétique
(TCA) a 10%(voire annexe 04) sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont
centrifugés a 3000rpm pendant 10 min. 2 ml du surnageant sont ajoutés a 2,5 ml d’eau
distillée et 2ml d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H,0) a 0.1% (voire annexe
03) (figure 11.7) La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a ’aide

d’un spectrophotométre.

Figure 11.7: dosage du pouvoir réducteur de de Zingiber officinale.
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1.1 RENDEMENT

Le rendement de D’extrait brut de I’huile totale a partir des rhizomes de Zingiber
officinale est de 4,64 g par 30 g de poids des rhizomes (15,46%) (Tableau 111.1).

Tableau I11.1 : Rendement de I’extrait méthanolique de Zingiber officinale.

Extrait Rendement
Huile totale 15,46%

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique des rhizomes de Zingiber
officinale présente un rendement de d’huile totale de 15,46% d’un poids totale égale a 30 g

des rhizomes frais.

Le resultat que nous avons obtenu est différent de celui obtenu par BEGGAS L. et
BENDOUKHANE M, (2017) ou ils ont trouvé un rendement égal a 13,62% pour 50 g de
poudre, et ceux de AMARI S. (2016) (5,37% pour 25 g de poudre).

Cette différenciation des résultats est liée aux conditions géographiques ainsi que les

méthodes d’extraction.

111.2. Criblage phytochimique:

Les analyses phytochimiques qualitatives ont été réalisées sur 1’extrait de rhizomes de Z.
officinale pour détecter ses métabolites secondaire. Les tests phytochimiques consistent a
détecter les différentes familles de composés existantes dans la plante par les réactions
qualitatives de caractérisation. Ces réactions, sont basées sur des phénomeénes de précipitation
ou de coloration par des réactifs spécifiques, les résultats obtenus sont regroupés dans le
tableau 111.2.
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Tableau I11.2 : Résultats du criblage phytochimique.

Le composé chimique Présence/Absence dans Résultat par rapport au témoin

I’extrait

Quinones libres +++
Tanins Condenses _
catéchiques i
Tanins vrais +
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Saponines ,
Flavonoides ++
Alcaloides -

Composés réducteurs o+

[ (+) : test faiblement positif
0 (-) : test négatif
O (++) : test positif

[ (+++) : test fortement positif
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D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons la présence des flavonoides, des tanins
catéchiques et vrais, des quinones libres, des composés réducteurs, et 1’absence des saponines,

des alcaloides et les tanins condensés.

Les résultats obtenus sont analogues a ceux trouvés par AMARI S. (2016), ces dernier ont
montré que la Zingiber officinale contient des quinones libres, des flavonoides, des tanins et

des composés réducteurs.

111.3. Dosage spectrophotométrique

111.3.1. Teneur en polyphénols totaux

On fait le dosage des polyphénols totaux pour déterminer la teneur en polyphénols totaux
dans I’huile totale de Zingiber officinale, la teneur a été estimée par la méthode

colorimétrique de Folin-Ciocalteu.

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé¢ dans cette méthode. Les résultats

obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (figure 111.1).

Droite d’étalonnage de l'acide

gallique.
1
09 y = 3,4105x + 0,032
! R2=0,9981
0,8 _
0,7
0,6

0,5

0.4 S

0,3

o2 s o

0,1

0 / T T T T T 1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Concentration de I'acide gallique ( mg/L)

Absorbance a 765 nm

Figure 111.1 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des composés phénoliques totaux de

I’extraits méthanolique de Zingiber officinale a était estimée par 1’équation de la courbe :
y=3,410x + 0,032 avec un coefficient R? = 0,998.

La teneur en composés phénoliques est exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique

par gramme d’extrait (tableau 111.3).

Tableau 111 .3: Teneur en phénols totaux dans I’extrait méthanolique.
Echantillon dosée Teneurs en phénols totaux
(mg d’acide gallique/g extrait)
L’extrait méthanolique de Zingiber 417,888
officinale

D’apres ces résultats la quantité des composés phénoliques est 417,888 mg d’acide gallique/g

d’extrait.

Ce resultat est similaire aux résultats des travaux réalises par BEGGAS L. et
BENDOUKHANE M, (2017) et AMARI S. (2016) qui montre que I’extrait de la plante est
riche en polyphénols totaux.

111.3.2.Teneur en flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par (DJERIDANE ET AL, 2006) ;

(BOUDIAF, 2006) est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les extraits.

Le querceétine est le standard le plus souvent employé dans cette méthode. Les résultats

obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (figure 111.2) .
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Droite d’étalonnage de la quercétine.
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Figure 111.2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des flavonoides de 1’extraits méthanolique

de Zingiber officinale a était estimée par 1’équation de la courbe :
y=7,587x + 0,080 avec un coefficient R? = 0,957.

Le résultat de la teneur en flavonoides de I’extrait étudié est présenté dans le Tableau
suivants :
Tableau I11.4 : teneur en flavonoides dans 1’extrait méthanolique des rhizomes de Zingiber
officinale.
Echantillon dosé Teneur en flavonoides (mg de Quercetine/g
d’extrait)
Extrait méthanolique de rhizome de 83,036

Zingiber officinale

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique des rhizomes de Zingiber officinale

présente une teneur en flavonoides de 83 ,036 mg/g

43

——
| —



Chapitre I11: Résultats et discussions

Ce résultat est similaire a ceux obtenus par AMARI S. (2016) et BEGGAS L. et
BENDOUKHANE M., (2017) qui montrent que I’extrait de la plante est riche en
flavonoides.

111-4- Activité antioxydante in vitro

111-4-1-Test de piégeage du radical libre DPPH

L'activité antioxydante de nos extraits a été évaluée par test DPPH ; le DPPH est un radical
libre, stable, qui posséde une bande d’absorbance a 517 nm, employé pour évaluer I’activité
antioxydante des composés polyphénoliques. Dans ce test on utilise le quercétine comme
standard, les résultats obtenus (pourcentage d’inhibions 1%) sont représentés dans la courbe

d’¢étalonnage (figure 111.3)

Activite antioxydante de la quercetine

80

60 /
50 /
40 I
30 ~/
20

10
10 50 100 150 200 250

concentration( pg/mL)

pourcentage d'inhibitions 1%

Figure 111.3: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d'extrait méthanolique.
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activité antioxydante de gingembre
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Figure 111.4: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d'extrait méthanolique.

Tableu 111.5 :1Csq de La quercitine et de I’extrait méthanolique.

L’extrait méthanolique La quercitine

ICso exprimée 0,22 0,136

en mg/mL

-L’évaluation de I’activité antiradicalaire des rhizomes de Z. officinale a été réalisée par la
technique du piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus montrent une
augmentation proportionnelle des pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction des différentes concentrations d’extrait méthanolique. Donc 1’extrait methanolique
posséde une activité antioxydante avec 1C50 de 0,22 mg/mL, donc moins active par rapport a
celle du standard (la quercitine) avec une ICsy de 0,136 mg/ml

- Ce résultat est similaire a celui trouvé par AMARI S. (2016) qui a montré que 1’extrait des
rhizomes de Z. officinale posséde une activité anioxydante avec une ICs de 5,23 mg/ml et par
BEGGAS L. ET BENDOUKHANE M. (2017) avec une ICsy de 0,04.
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- Cette variabilité d’IC50 est due aux diversités géographiques, les méthodes d’extraction et

si les rhizomes sont frais ou sec.

111-4-2- Test du pouvoir réducteur du fer

Selon WANG. H ET AL, 2008, le pouvoir réducteur est un indicateur significatif du

potentiel antioxydant d’une substance.

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe®'/

complexe ferricyanide & la forme ferreux. Par conséquent, Fe®* peut étre évalué en mesurant
et en surveillant ’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a
700 nm (BOUGANDOURA & BENDIMERAD, 2012). Beaucoup de publications actuelles
ont indiqué qu’il y a une relation directe entre les activités antioxydantes et la puissance de

réduction des composants de quelques plantes (BENTABET ET AL, 2014).

== | extrait
=— la quercétine.

Absorbance (nm)
[SY
~

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentration (mg/ml)

Figure 111.5 : Pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique de Zingiber officinale et de la

Quercetine.

Les résultats obtenus dans la courbe montrent que :

- La capacité de réduction de fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des

extraits.
- les valeurs obtenues pour I’extrait sont inférieurs a celles de la quercitine.

- L’extrait méthanolique de de Zingiber officinale a une concentration de 0,1 mg/mL, exerce

la  meilleure activité réductrice avec une absorbance de 0,97 nm.
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L’activité réductrice de DI’extrait est inferieure a celle du quercitine, pour ce dernier, la
concentration de 0,1 mg/mL présente une meilleure activité réductrice avec une absorbance de
1,88 nm.

- On remarque qu’il y a une relation directe ente le teneur en poly-phénol d extrait et sa
capacité antioxydante, ce qui confirmé par plusieurs étude (BURDA.S ET OLESZEK. W,
2001), ce qui explique le potentiel réducteur de I’extrait de Zingiber officinale riche en
polypheénols.

- Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par BEGGAS L. ET BENDOUKHANE M.
(2017) sur I’extrait de Zingiber officinale qui montre que le Zingiber officinale présente une

capacité antioxydante.

- Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un composé
peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle
(BOUGANDOURA & BENDIMERAD, 2012).
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Conclusion générale

Le but de notre étude est d’évaluer in vitro D’activité antioxydante de Zingiber

officinale qu'est une plante médicinale largement utilisée actuellement par les thérapeutes.

La premiére étape qui consiste a I'extraction des composes phénoliques par le méthanol par la

macération, nous a permis de calculer le rendement de I’extrait.

Le criblage phytochimique réalise, a révélé la richesse de cette plante en métabolites
secondaires, ou nous avons constaté la présence des flavonoides, des tanins catéchiques et

vrais, des quinones libres et des composés réducteurs.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides a été réalisée par les

courbes d’étalonnages des étalons.

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu, en équivalent d’acide gallique, le résultat obtenu montre que I’extrait méthanolique

caractérisés par une richesse en polyphénols.

Tandis que le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICl3), en équivalent a la quercétine. Les résultats montrent que 1’extrait

méthanolique est caractérisés par une richesse en flavonoides.

L'activité antioxydante in vitro est aussi étudiee avec la méthode de réduction du radical libre
1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) et la méthode de réduction du fer (FRAP). Les deux
tests effectues ont montré que le pouvoir antioxydant est proportionnel a I’augmentation de la

concentration de 1’extrait.

D’apres notre travaille, on conclut que le gingembre a une forte activité antioxydante.
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Résumé

Zingiber officinale est une plante qui appartient a la famille Zingibéracées, qui recele de
multiples propriétés médicinales.

Notre travail de recherche a été initialement consacré a 1’évaluation de I’activité antioxydante
de I’huile totale des rhizomes de gingembre ; par la détermination de certains composés

phytochimiques, ainsi que I’étude de quelques activités biologiques in- vitro de I’extrait.

D’abord I’extrait a été préparé, par un seul solvant : le méthanol, aprés I’évaporation de

I’extrait méthanolique nous avons obtenu I’huile de la plante avec une couleur jaune.

Ensuite les tests de criblage phytochimique ont révélé la présence de quelques groupes
chimiques (Flavonoides, Alcaloides, Tanin...etc) susceptibles d’exprimer les activités

recherchées ; en se basant sur des réactions de précipitation et de coloration.

Le dosage des polyphénols et des flavonoides de 1’extrait indique que le Rhizome est riche en
polyphénols et en flavonoides.

Finalement nous avons terminé avec 1’évaluation de ’activité antioxydante de cette huile a

travers deux tests ; le test de DPPH et le test du pouvoir réducteur.

Les résultats obtenus montrent que I’extrait est doté d’un potentiel anti-radicalaire et

antioxydant modéré par rapport a I’antioxydant standard employ¢.

Mots clés : Zingiber officinale; Huile Totale; Flavonoides; Activité antioxydante ;

Polyphenols .



Abstract

Zingiber officinale is a plant that belongs to the family of Zingiberaceae, which contains
multiple medicinal properties. Our research work was initially devoted to the evaluation of the
antioxidant activity of the total oil of ginger rhizomes; by the determination of certain

phytochemicals, as well as the study of some in vitro biological activities of the extract.

First the extract was prepared by a single solvent: methanol, after evaporation of the
methanolic extract we obtained the oil of the plant with a yellow color.

Then the phytochemical screening revealed the presence of some chemical groups
(Flavonoids, Alkaloids, Tannin ... etc.) likely to express the desired activities;
based on precipitation, coloring reactions. The dosage of polyphenols and flavonoids
extracts indicates that the rhizome rich in polyphenols and flavonoids.

Finally we finished with the evaluation of the antioxidant activity of this oil through
two tests; the DPPH test and the test of the reducing power.
The results obtained show that the extract has a moderate anti-radical and

antioxidant potential compared to the standard antioxidant used.

Key words: Zingiber officinale ; Total Oil, Flavonoids ; Antioxidant activity ; Polyphynols.
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ANNEXES

LES ANNEXES

La préparation des solutions :

O Annexe 01 : Solution NaOH (1/10) :

Mélanger 1g de NaOH avec 10 mL de 1’eau distillée.

1 Annexe 02 : Solution de FeClz a 17 :
Meélanger 1g de FeCls dans 100 mL de I’eau distillée.

[J Annexe 03 : Solution de FeCl; a0, 17 :
Mélanger 0,1g de FeCl;z dans 100 mL de I’eau distillée.

1 Annexe 04 : Solution de TCA a 107 :
Mélanger 10g de TCA dans 100 mL de I’cau distillée.

01 Annexe 05 : Préparation de la Liqueur de Fehling :
Solution A :

Dans un erlenmeyer de 250 mL : Dissoudre 7g de sulfate de cuivre penta hydraté dans 100

mL d'eau.
Solution B :

Dans un erlenmeyer de 250 mL : Dissoudre 34,6 g de tartrate double de sodium et de

potassium, 10 g d’hydroxyde de sodium dans 100 mL d'eau.

1 Annexe 06 : Préparation de d’AlCl; (2%) :
Meélanger 2 g d’ALCL3 dans 100 mL de méthanol

[ Annexe 07 : Préparation de carbonate de sodium a concentration de 7,57 :
Mélanger 7,5 g de carbonate de sodium dans 100 mL de I’eau distillée

1 Annexe 08 : Solution de ferricyanure de potassium KsFea 1 % :

Mélanger 1g de ferricyanure de potassium avec 100 mL de I’eau distillée



ANNEXES

[ Annexe 09 : préparation de Solution tampon phosphate a 0,2M et pH=6,6 :
a. Solution 1 : Na,HPO, — 28.,4g + H,0 pour compléter 1L.
Donc : 28,4g — 1000mL
X=7,1g — 250mL
b. Solution 2 : NaH,P04 2H,0 — 31,21g + H20 pour compléter 1L.
Donc : 31,21g — 1000mL
X=7,8g — 250mL
En fin, Phosphate buffer a 0,2M et pH= 6,6 est un mélange de solution 1 et solution 2 dont

le volume 37,5mL et 62,5mL respectivement.
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