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Introduction générale

Les plantes ont constitué depuis longtemps la source principale des remedes pour
I’humanité. Ces plantes médicinales constituent une source riche en ingrédients qui exercent
des effets physiologiques distincts sur le corps humain (Kumar Gupta et Sharma, 2014) et
peuvent étre utilisés dans le développement et la synthése de médicaments (Khan et al., 2019).

Les Zingibéracées constituent une famille de plantes largement utilisées pour traiter une
variété de maladies, notamment les troubles digestifs, les douleurs articulaires, les infections et
les maladies respiratoires. De plus, plusieurs especes de cette famille sont utilisées depuis des
siécles dans la cuisine comme colorant et pour leurs propriétés culinaires (Cheikh Ali, 2012),

mais aussi dans I’industrie cosmétique et en parfumerie pour leurs caractéristiques aromatiques.

Le gingembre (Zingiber officinale) une herbe annuelle représente 1’une des plantes les
plus connues et les plus utilisées de cette famille. Le gingembre est cité dans le coran comme
étant la boisson du peuple de Paradis (Gigon, 2012) da a ses multiples vertus. Cette plante est
essentiellement utilisée comme épice dans de nombreuses boissons et d’aliments en raison de
son godt piquant (Ansari et al., 2021). A c6té de ses applications culinaires, le gingembre a été
rapporté d’étre efficace dans le traitement de plusieurs troubles comme les nausées, les
vomissements (Grober et al., 2018), réduire les douleurs articulaires et musculaires, et réguler
la digestion (Afshar et al., 2019; Cho et al., 2016). En outre, il a également des effets
bénéfiques sur la circulation sanguine, en aidant a reduire la pression artérielle et a améliorer la
fonction cardiaque (Eftekhari et al., 2019 ; Peirano et Gomez-Sanchez, 2015). Les divers
effets d5u gingembre sont essentiellement liés a sa composition en shogaoles et gingéroles lui
conférant plusieurs effets biologiques et pharmacologiques dont les activités antidiabétiques,
antimicrobiennes, anticancéreuses, anti inflammatoires, antioxydantes et antiémétiques (Ali et
al., 2018 ; Shahrajabian et al., 2019).

Dans le cadre de ce travail, une analyse phytochimie et une évaluation de quelques
effets biologiques de Z. officinale ont été effectuées afin de justifier ses applications et la

possibilité de le considérer comme une source de substances bioactives.
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Le travail est divisé en deux sections principales :
> Une section sur la synthése bibliographique renfermant deux chapitres :

= Un chapitre donnant un apercu général sur la plante étudiée (Zingiber officinale)
= Un chapitre consacré sur les aspects généraux du stress oxydatif et les
antioxydants.

> Une deuxiéme section exposant les démarches expérimentales de ce travail qui est
subdivisée en deux chapitres :

* Un chapitre abordant I’ensemble du matériel et des méthodes utilisés pour
réaliser le travail
= Un chapitre décrivant les principaux résultats obtenus et leur discussion relatifs.
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Chapitre | : Zingiber Officinale

I.1. Généralités sur la famille des zingibéracées

Les Zingiberaceae regroupent des plantes aromatiques qui produisent de fortes
concentrations d'huiles essentielles, ces plantes sont appelées angiospermes monocotylédones
(Ross, 2005). La famille des Zingiberaceae, également appelée famille du gingembre,
comprend environ 54 genres et environ 1 600 espéces connues. Ces plantes sont toutes des
herbes aromatiques vivaces a rhizomes tubéreux ou non tubéreux réparties en Afrique tropicale,

en Asie et en Amérique (Habtemariam, 2019; Jatoi et al., 2007) largement utilisées dans la
médecine traditionnelle, ou comme des épices et aromatisants. Ces especes poussent

généralement dans les parties humides et ombragées des basses terres ou sur les pentes des
collines, sous forme de plantes dispersées ou fourrés (Habsah et al., 2000). Parmi les genres
de cette famille, on trouve le genre Zingiber et Curcuma qui sont tres utilisés dans la cuisine

maghrébine.

1.2. Genre Zingiber

Le genre Zingiber représente le troisieme genre le plus large de la famille des
zingibéracées qui comprend environ 85 espéces généralement distribuées dans I’Asie,
I’ Amérique du sud et d’Afrique. La plupart des plantes de ce genre sont des plantes aromatiques
avec la caractéristique de développer un rhizome qui posséde plusieurs propriétés
thérapeutiques tels que traiter les problémes de I’estomac, les nausées, les vomissements, les
maux de la gorge, la toux, le rhumatisme, les migraines, les maux musculaires, et beaucoup
d’autres effets. La composition chimique de ce genre est caractérisée par la présence de
plusieurs composés essentiellement les gingérols, les shogaols, les diarylheptanoids, les
phenylbutenoids, les flavonoides, les diterpenoides, et les sesquiterpenoides (Sharifi-Rad et
al., 2017). Les espéces les plus représentatives de ce genre sont Zingiber zerumbet (L.) Smith,
Zingiber officinale Rosc (ginger), Zingiber corallinum Hance, Zingiber mioga (Thunb.) Rosc,
et Zingiber striolatum Diels dont de nombreuses études ont été menées sur ses plantes (Deng
etal., 2022) .



Chapitre | : Zingiber Officinale

1.3. Zingiber Officinale Roscoe
1.3.1. Description botanique et distribution

Zingiber Officinale ou gingembre ordinaire est caractérisée par la présence de deux
parties :

-Une partie aérienne comprenant les tiges, les feuilles et les fruits. Les tiges sont de deux
types ; les tiges stériles et des tiges fertiles (Habtemariam, 2019). Les feuilles sont vertes
longues et larges de 2-3 cm, dont les bases sont couvertes, le limbe se rétrécit progressivement
jusqu'a l'extrémité (Kumar et al., 2011). Les fleurs entourées de bractées vert pale forment des
épis denses , parfumées, avec des bandes rouges sur les levres (Faivre et al., 2006). Les fruits
sont des capsules charnues contenant des graines avec un arille blanc distinct (Marwat et al.,
2015) (figure 1A).

-Une partie souterraine représentée par le rhizome rampants horizontal ou tubéreux, qui
est une structure épaisse lobée ramifiée avec des articulations tubéreuses qui poussent
horizontalement et présente une peau fine avec une couleur jaune ou marron (Beristain-Bauza

etal., 2019). Le gingembre est une plante native de 1’ Asie du sud elle est cultivée dans plusieurs

d’autres régions.

Figure 1 : Images de la partie aérienne (A) (Habtemariam, 2019) et du rhizome (B) du
gingembre (Zingiber officinale)
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Chapitre | :

Zingiber Officinale

1.3.2. Classification

Régne : Plantae

Sous-réegne : Tracheobionta - Plantes vasculaires
Super-division : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Classe : Liliopsida — Monocotyledons
Sous-classe : Zingiberidae

Ordre : Zingiberales

Famille : Zingiberaceae

Genre : Zingiber

1.4. Etymologie et noms vernaculaires

Le nom Zingiber officinale qui vient du mot sanskrit shringavera signifie " en forme de

bois de cerf ", en raison de la forme des jeunes pousses émergeant de son rhizome. Puis apres

le nom grec apparait dans ziggiberis, qui vient du nom arabe zangabil. Le terme latin Zingiber

apparait plus tard et est a 1’Origine du nom de genre botanique Zingiber. 1l est adapte de I'ancien

francais comme "Gingibre™ qui est finalement orthographié "Gingembre” au Xllle siecle

(Pinson, 2012).

Le gingembre a plusieurs appellations locales autour le monde qui sont indiquées dans

le tableau 1 (Akbar, 2020; Kumar et al., 2011).



Chapitre | : Zingiber Officinale

Tableau 1 : Appellations locales du gingembre

Nom local Pays

Ginger Anglais
Aduwa, sutho : Népalais
Adrak (frais), Sonth (seché) Urdu et Hindi
Adraka (frais), Shunthi (séché) : Sanskrit
Gember Néerlandais
Gemeiner ingber/ingwer Allemand
Gengibre/jengibre Espagnol
Gingembre Francais
Shokyo/Shouga Japonais
Saenggang Coréen
Gingebre, gingibre, gingiebre Provencg

1.3.3. Composition chimique

Le gingembre (Zingiber Officinale) frais est composé de 1’eau (80.9 %), de
carbohydrates (12,3%), de fibres (2,4%), de protéeines (2,3%), des éléments minéraux
(potassium, calcium, phosphore, sodium, et le fer avec un pourcentage de 1,2 %), des lipides
(0,9%), et de vitamines (essentiellement la thiamine, la riboflavine, la niacine, et la vitamine C)
(Beristain-Bauza et al., 2019). Les constituants responsables des effets thérapeutiques de la
plante peuvent étre réparties en composés non-volatils et volatils. La partie non volatile forme
I’oléorésine contenant des composés responsables du gout épicé de la plante alors que la
fraction volatile est généralement constituée des dérivés de ’huile essentielle responsable de

I’ardbme (Anasori et Asghari, 2008).

1.3.3.1. Composés phénoliques

Plusieurs composés phénoliques ont été rapportés dans le gingembre. Des composes
phénoliques spécifiques comme le 6-gingérol, 6-shogaol, 10-gingérol, le 6-dihydrogingerdione,
avec un seul groupement vanillyle ont été rapportés (Chen et al., 2009) (figure 2). D’autres
avec deux groupements vanillyle comme I’hexahydrocurcumine, et la gingérénones A ont été
isolés (Peng et al., 2012) . Le 6-gingérol est le composé responsable du gout piquant du
gingembre. De nombreux autres composés phénoliques comme les acides phénoliques et les
flavonoides communément trouveés dans les plantes ont été également rapportés dans la plante
comme I’acide gallique, la catéchine, la quercétine, ’apigenine-7-glucoside, etc (Ghafoor et
al., 2020 ; Tohma et al., 2016).
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Figure 2. Structure des principaux composés phénoliques du gingembre.
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1.3.3.2. Huile essentielle

Le gingembre & un arome caractéristique due & son huile essentielle constituée
essenticllement de sesquiterpénes, (a-zingiberene, B-sesquiphellandréne, PB-bisaboléne, a-
farnéséne, o-curcuméne, zingibérol) et en petite proportion de monoterpenoides (j-
phellandréne, camphene, cinéole, eugénol, géraniol, curcumene, citral, terpinéol, et lebornéol),

et de diterpenoides (Beristain-Bauza et al., 2019).

1.3.4. Utilisations traditionnelles, effets biologiques, et toxicité

Le gingembre est 1’'une des plantes les plus importantes présentant plusieurs vertus
médicinales, nutritionnelles et ethno-médicales expliquant son utilisation dans le monde entier
comme épice, agent aromatisant ou comme remede. Cette plante est d’ailleurs citée dans le

Coran sourate " Cld¥i"

(17. Sl g O Ludls Lgd gy )

La racine du gingembre est la partie la plus utilisée de la plante soit a 1’état frais ou sec
(Shahrajabian et al., 2019). Dans la médecine traditionnelle chinoise, le gingembre est souvent
utilis€ pour le traitement du rhumatisme, les maladies nerveuses, 1’asthme, les douleurs
dentaires, la constipation et le diabete (Chen et al., 2009). De plus, il est utilisé dans plusieurs
régions du monde pour le traitement des arthrites, des douleurs musculaires, des crampes, des
maux de la gorge, de I’hypertension, et contre les helminthiases, les ulcéres gastro-intestinaux,

et la diarrhée (Ezez et Tefera, 2021 ; Priya Rani et al., 2011).

Outre les utilisations thérapeutiques, le gingembre est également employé dans
I'industrie alimentaire pour aromatiser les sucreries et fabriquer des boissons alcoolisées et non
alcoolisées (Sangwan et al., 2014). Il est largement utilisé comme épice, notamment en Asie,
rapé ou haché pour donner de la saveur aux plats de viande, de poisson et de fruits de mer. Il
est utilisé dans les currys, les entremets, les puddings, les soupes et les sauces. En Indonésie, il

est utilisé en pate a tartiner sur les viandes roties, etc (Angele, 2017).

L’étude des effets biologiques du gingembre a fait I’objet de nombreux travaux dans le
but de justifier les effets thérapeutiques extraordinaires de cette plante. Des effets antioxydant,
antiinflammatoire, antidiabétique, anticancéreux, antiémétique, antimicrobienne, et anti-
agrégation plaquettaire, etc ont été assignés au gingembre. Le tableau suivant donne quelques

exemples des effets biologiques des extraits de Z. officinale (tableau 2).
8
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En ce qui concerne la toxicité, le gingembre est généralement considéré comme une
plante médicinale sans danger. Néanmoins, des précautions d'emploi sont habituelles dans la
prévention des risques liés a l'utilisation des huiles essentielles (Faivre et al., 2006 ; Gigon,
2012). En effet, a fortes doses, le gingembre peut irriter la peau et déclencher des allergies, il
augmente la photosensibilité de la peau. L’huile essentielle (HE) du gingembre peut entrainer
une intoxication neurologique par surdosage de I'HE. L'application de I'huile de gingembre est
déconseillée aux femmes enceintes, car elle peut déclencher des contractions comme elle peut
causer des effets tératogénes. Son application sur le cou et le visage est déconseillée. (Aouadhi,
2015).
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Tableau 2. Différentes activités biologiques de Z. officinale

Effet

Extrait

Méthode d’évaluation

Référence

Effet antidiabétique

-Jus frais du rhizome

-Aqueux, acétate d’éthyle

-Acétate d’éthyle

-Anti-hyperglycémie et anti-
hypo insulinémie dans des
rats diabétiques

-Inhibition of a-glucosidase

et a-amylase

-Anti-glycation et expression
des récepteurs GLUT 4.

Akhani et al., 2010

Abeysekera et al., 2007
Priya Rani et al., 2011

Rani et al., 2012

Effet antibactérien

-Extrait éthanolique (éthanol
95 %)

Méthode de diffusion sur
gélose et de micro dilution sur

microplaque

Karuppiah et Rajaram,
2012

Effet

anti-inflammatoire

- Acétate d’éthyle

-Huile essentielle

-Inhibition de la
cyclooxygénase

-Inhibition de 1’inflammation
des joints (arthrite) dans des

rats

Priya Rani et al., 2011

Funk et al., 2016

Effet anticancéreux

- Méthanol

Evaluation in vitro du taux de

mortalité des cellules

cancéreuses humaines Hela

Cheng et al., 2011

Effet antioxydant

-Ethanol, méthanol ;: eau, des
solutions aqueuses d’acétate

d’éthyle, acétone, et éthanol

Méthode de

ferrique, pouvoir réducteur,

thiocyanate

réduction de cuivre (Cu®),
chélation du fer (Fe?"), effet
antiradicalaire contre le 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl

(DPPH) et le N, N-diméthyle-
p-phénylenediamine (DMPD)

Ezez et Tefera, 2021
Ghafoor et al., 2020
Tohma et al., 2016

10
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I1.1. Espéces réactives
11.1.1. Définition d’un radical libre

Un radical libre est un élément (atome ou molécule) dont il manque d’un électron dans
sa couche externe. De ce fait, ces éléments sont généralement instables et cherche a arracher
des électrons d’autres molécules provoquant leur oxydation. Il existe d’autres molécules non
radicalaires mais trés réactives qui peuvent agir comme un radical libre en provoquant
I’oxydation d’autres molécules. Par conséquent, on distingue des especes réactives radicalaires

et d’autres non radicalaires (Bartosz, 2003).

Le corps produit un grand nombre d’espéces réactives comme résultat des réactions
biochimiques. Ces especes jouent un role dans plusieurs processus comme la respiration, la
défense, et comme des molécules du signal. Néanmoins des facteurs externes peuvent
potentiellement induire la production des radicaux libres. On distingue les espéces réactives
d’oxygene et les espéces réactives d’azote (figure 3). Les principales voies de production des
especes réactives dans les systemes biologiques incluent ’exposition aux facteurs physiques
comme les radiations, 1I’exposition aux agents chimiques (xénobiotiques comme les pesticides,
des toxines, etc.), et la production pour des fins de défense suite a une attaque par des
microorganismes et pour la signalisation (Bartosz, 2003). Il existe des espéces dérivant de
I’oxygene (les especes réactives de 1’oxygene) et des espéces dérivent de 1’azote (especes
réactive de 1’azote). Les enzymes comme la myeélopéroxydase, la NDPH oxydase, la NO
synthase représentent les principaux points dans la production des radicaux libres dans le milieu
externe des cellules. De plus, I’activité d’autres enzymes comme celles de la chaine respiratoire

conduit a la production des radicaux libres intracellulaires (Weidinger et Kozlov, 2015).
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Especes réactives

l
! !

Espéces réactives de ’oxygéne Espéces réactives de ’azote

! !

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires

Anion superoxyde
P y Peroxyde d’hydrogéne

(027) (H202)
Radical hydroxyle Oxygéne singlet (*0,)
(OH) Peroxynitrite /Acide
Oxyde d’azote (NO-) peroxynitreux
(OONO/HOONO)

Figure 3 : Principales espéces réactives produites par les systéemes biologiques

11.1.2. Stress oxydatif

Vu la toxicité des radicaux libres aux systemes biologique, leur élimination apres leur
action est extrémement nécessaire pour atteindre un équilibre dans le corps. Néanmoins,
I’incapacité du corps a réaliser un certain équilibre entre la production des espéces réactives et
leur clairance conduit a ce que on appelle le stress oxydatif un terme qui est introduit en 1991
(Fetoni et al., 2019). Cela conduit a des dommages des structures biologiques incluant les
protéines, les lipides, et les acides nucléique provoquant la perte de leur fonction, la production
de sous-produits toxiques, ou la production des structures anormales a I’origine de plusieurs
maladies (Baudin, 2020). La figure 4 ci-dessous montre les conséquences de la surproduction

des especes réactives lors du stress oxydatif sur les molécules biologiques de 1’organisme.

12
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Figure 4 : Conséquences des ROS sur les molécules biologiques (Carriére et al., 2006).

11.1.3. Maladies associées au stress oxydatif

Le stress oxydatif est fortement associé au développement de plusieurs maladies comme
I’artériosclérose, le cancer, les maladies cardiovasculaires, les maladies inflammatoires, les
maladies neurodégeénératives, le diabéte, etc. (figure 5). En plus, le processus du vieillissement
est considéré comme étre le résultat de I’exposition a long terme aux radicaux libres dont
I’accumulent des dommages non réparés conduit a plusieurs dysfonctionnements (Atamer et
al., 2008). Pour cela, il est essentiel de renforcer le systéme antioxydant endogéne par 1’apport
des antioxydants exogeénes via une alimentation équilibrée mais aussi par éviter les facteurs
engendrant les radicaux libres (tabac, I’exposition aux radiations, etc) (Halliwell et Gutteridge,
2008). Dans d’autres maladies, le stress oxydant joue un role secondaire au développement de
la pathologie, mais est associé a ses complications immunitaires ou vasculaires (c'est le cas des

maladies infectieuses comme le SIDA et le diabete) (Preiser, 2012).
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Figure 5 :

11.2. Antioxydants

Implication des ROS dans les différentes pathologies

Par définition, un antioxydant peut étre défini comme tout substance qui est capable a

une concentration relativement faible, peut entrer en compétition avec dautres substrats

oxydables et donc retarder ou empécher l'oxydation de ces substrats (Droge, 2002). Les

organismes aérobies possédent un systéme d’antioxydants endogenes qui contrdle le niveau des

radicaux libres produits et assurent un équilibre et protegent les molécules biologiques. Ce

systéme est principalement composé d’enzymes et de molécules de petits poids moléculaire qui

agissent en synergie. Des antioxydants d’origine alimentaire peuvent étre aussi apportés et

jouent un role trés important dans la défense contre les dommages des radicaux libres.
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11.2.1. Systéme antioxydant endogene
11.2.1.1. Systeme enzymatique

Un nombre d’enzymes exprimées par les organismes interviennent dans la
détoxification et I’élimination des radicaux libres produits lors des processus physiologigues.
Dans cette catégorie, on trouve le superoxyde dismutase (SOD) responsable de 1’élimination de
I’anion superoxyde engendrant le peroxyde d’hydrogéne et I’oxygeéne moléculaire (Lubrano,
2015), la catalase (CAT), la glutathionne peroxydase (GPx), la glutathionne réductase (GR), et
la peroxiredoxins (Prxs) qui dégradent le peroxyde d’hydrogeéne pour produire I’eau dans le cas
de la glutathionne peroxydase et I’oxygene moléculaire en cas de la catalase. D’autres enzymes
qui agissent en troisieme ligne peuvent étre aussi intervenir en réparant les macromolécules
endommagés (protéines, I’ADN, et les lipides), arréter la chaine de propagation des radicaux
pyroxyles, et réparer les membranes cellulaires endommagées (Mironczuk-Chodakowska et
al., 2018).

11.2.1.2. Systeme non-enzymatique

Des molécules endogénes assurant plusieurs fonctions physiologiques dans 1’organisme
humain ont également des propriétés antioxydantes. Ces molécules sont le résultat du
métabolisme ou synthétisées pour un rle bien defini outre que leur réle antioxydant. Dans cette
catégorie on trouve des molécules qui agissent en premiere ligne en prévenant la production
des radicaux libres et d’autres qui agissent en deuxieme ligne qui par leur interaction avec les
radicaux libres interviennent a leur neutralisation. Dans la premiére catégorie, ce sont les
protéines du plasma sanguin représentées essentiellement par la céruléoplasmine, la ferritine,
la transferrine et ’albumine qui par leur capacité a fixer les ions de transition (fer et cuivre)
limite la génération des radicaux libres. Les antioxydants comme le glutathion (GSH), la
mélatonine, 1’acide urique, et la bilirubine forment la deuxieme catégorie des antioxydants
endogenes qui jouent un réle dans la neutralisation des radicaux libres dans les cellules ou le
sang ou par leur capacité a réguler les enzymes antioxydants (Mironczuk-Chodakowska et
al., 2018).
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11.2.2. Antioxydants exogénes

Les antioxydants exogeénes sont des molécules apportées par I’alimentation ou sous
forme de préparations pharmaceutiques sans étre synthétisées par les organismes vivants. Les
antioxydants de cette catégorie sont représentés par les différents antioxydants dérivant du
métabolisme secondaire des plantes (polyphénols, caroténoides, alcaloides, et les composés
terpéniques), des Oligoéléments (Mg, Zn, Se, Mn), vitamines E, C, caroténoides, polyphénols
(Krinsky, 2001 ; Mironczuk-Chodakowska et al., 2018 ; Yang et al., 2009). Les principaux
groupes d’antioxydants apportés par 1’alimentation ainsi que leur source sont figurés dans le

tableau 3.

11.2.2.1. Vitamines

Les vitamines sont des molécules synthétisées ou le plus souvent apportées par
I’alimentation jouant un role primordial dans les réactions biochimiques dont la carence ou
I’apport excessif peut conduire a des maladies. Les vitamines peuvent étre classées en deux
principales classes ; les vitamines hydrosolubles et les vitamines liposolubles dont certaines
d’elles sont douées de propriétés antioxydantes importantes. La vitamine E (a-tocopheérol) est
considérée comme 1’antioxydant liposoluble le plus important. Il neutralise les radicaux libres
puis stoppe la chaine de réactions de peroxydation des lipides. Cette vitamine, a son tour,
devient un radical moins réactif qui peut étre régénéré par l'acide ascorbique (Bationo et al.,
2015). En effet, leur forme naturelle inclue quatre isoméres a, B, v, 6, avec une activité
antioxydante variable dont I’a-tocophérol (a-TocH) est la forme la plus active (Halliwell et
Gutteridge, 2008). La vitamine C ou acide L-ascorbique est considérée comme le principal
antioxydant hydrosoluble présent dans la plupart des fruits et légumes et connu pour son effet
protecteur contre I'oxydation membranaire (Rodriguez-Roque et al., 2015). La vitamine A est
une vitamine liposoluble que I'on trouve en grande quantité dans I'organisme, notamment dans
le foie, qui représente son principal organe de stockage. Cette vitamine est aussi connue d’avoir

un effet antioxydant (Desmier, 2016).

11.2.2.2. Caroténoides

Les caroténoides forment un groupe de pigments colorés qui se trouvent et sont
synthétisés dans de nombreuses cellules végétales et sont divisés en caroténoides a chaine
oxygénée et ceux a chaine non oxygénee. Certains caroténoides (en particulier le B-caroténe)

sont des précurseurs de la vitamine A.
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11.2.2.3. Polyphénols

Les polyphénols également appelés composés phénoliques (Achat, 2013) sont des
composés largement répandus dans le regne végétal. On trouve les polyphénols dans toutes les
parties des plantes (feuilles, racines, fruits, et les graines) (Nkhili, 2009). Les polyphénols sont
des métabolites secondaires qui ne sont impliqués dans les fonctions vitales des plantes mais
assurent un réle majeur dans l’interaction avec leur environnement (Achat, 2013). Les
polyphénols sont caractérisés structuralement par la présence d’au moins un cycle benzénique
auquel au moins un groupe hydroxyle est directement attaché sous forme libre ou liés a d’autres
groupements (Bruneton, 1999). Les composes phénoliques sont commodément classés en
fonction du nombre d’atomes Carbone du squelette de base (Dacosta, 2003). Les flavonoides
représentent plus de la moitié des composés phénoliques. Les polyphénols sont les antioxydants
les plus répandus de notre alimentation qui ont attiré un grand intérét grace a leurs priorités
thérapeutiques. Il s'agit notamment de la prévention du cancer, des maladies cardiovasculaires
et d'autres troubles pathologiques (Valko et al., 2006). L’activité antioxydant des composés
phénoliques est liée a un certain nombre de mécanismes différents, tels que I'élimination des
radicaux libres, la donation d'hydrogéne et/ou des électrons, la neutralisation de l'oxygene
singulet, et la chélation des ions métalliques (Azab et al., 2018). Notamment les flavonoides,
sont considérés comme d’excellents piégeurs d'especes réactives de 1'oxygene impliquées dans
I'oxydation des lipides, des protéines et des acides nucléiques (ADN, ARN). Cette activité leur
permet alors d’intervenir dans la prévention des maladies chroniques directement liées au stress
oxydatif, telles que les maladies cardiovasculaires, les cancers, les maladies neurodégénératives
et le vieillissement (Nibir et al., 2017). Plusieurs classes de polyphénols ont été definies suivant

leur structure dont on distingue phénols simples et phénols complexes (Achat, 2013).

11.2.2.3.1. Acides phénoliques

Ils sont des composes phénoliques simples largement utilisés une plante contenant des
groupes carboxyle dans sa structure. Chimiquement, si le groupement acide carboxylique
(COOQ) est directement lié au cycle phénolique, les acides sont de type acide hydroxybenzoique
et dans le cas contraire ou le groupement acide (COO) est séparé par deux doubles carbones
(une liaison C=C) composeés sont de type acide hydroxycinnamique (figure 6) (Mamari, 2021).
Les acides phénoliques ont des effets biologiques bénéfiques, notamment : antioxydant,

anticancéreux, anti-inflammatoire, cardioprotecteur (Sova et Saso, 2020).
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Acide hydroxy-benzoique Acide hydroxy-cinnamique

Figure 6 : Structure chimique de ’acide hydroxy-benzoique et de I’acide hydroxy-
cinnamique (Mamari, 2021).

11.2.2.3.2. Flavonoides

Les flavonoides forment un large sous classe de polyphénols doués de propriétés
pharmacologiques trés intéressantes. Ces composés sont subdivisés en plusieurs groupes a
savoir les flavones, les flavanols, les flavonols, les isoflavones, les flavanones, les anthocyanes,
et les néo-flavonoides (aurone et catéchine). Les propriétés chimiques de ces composes sont
déterminées par le degré d'hydroxylation (nombre des groupements hydroxyle), le degré de
méthoxylation, le degre de la glycosylation, mais aussi par leur degré de la polymérisation
(Panche et al., 2016). On distingue alors plusieurs groupes principalement les flavanols,
flavones, flavanols, flavanones, les catéchines, les chalcones, les isoflavones, et les
anthocyanidines (figure 7). Des propriétés antioxydant, anti-inflammatoire, anti thrombotique,
antibactérienne, anti hépatotoxique, anti tumorale, antihypertenseur, antiviral, antiallergique
ont été associées aux flavonoides (Andersson et al., 1996). La figure ci-jointe représente

quelques exemples de structures des flavonoides.
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Figure 7 : Principaux aglycones des flavonoides (Bouchouka, 2016).

11.2.2.3.3. Tannins

Cette classe renferme des composés phénoliques a I’état de polymeres avec un poids
moléculaire variant entre 500 et 3000 KD qui ont la propriété de former des complexes avec
plusieurs substances comme les protéines (Cowan, 1999; Haslam, 1996). Ces composés se
trouvent dans toutes les parties de la plante y compris les feuilles, les racines, les tiges, les fruits,
et I’écorce et sont responsables de la caractéristique astringente des plantes (Scalbert, 1991).
Les tannins se devisent en deux principaux sous-groupes ; le premier referme les tannins
hydrolysables qui sont des oligomeres ou des polyesters de sucres et de quantités variables

d’acides phénoliques. Le sucre est généralement le D-glucose avec un acide phénolique.
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L’acide phénolique peut étre ’acide gallique donnant les tanins galliques ou I’acide ellagique

formant ce que on appelle les ellagitanins (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999). Le deuxiéme sous-

groupe représente les tannins condensés qui sont fondamentalement différents des tanins

hydrolysables car ils ne contiennent pas du sucre. Leurs molécules et leurs structures sont

similaires aux flavonoides. En effet, ces composes sont des polymeres flavaniques constitués

d’unités flavan-3-ol maintenues ensemble par des liaisons C-C. Les proanthocyanidols ont été

isolées ou identifiées dans tous les groupes de plantes gymnospermes et des fougeéres

(Bruneton, 1999).

Tableau 3 : Principaux groupes d’antioxydants et sources alimentaires associées (Koechlin-
Ramonatxo, 2006).

Groupe Antioxydant Source alimentaire
Vitamine A Foie, thon, beurre, fromage, ceufs, laitages
Vitamines Vitamine E Huiles végétales, amandes, noix, noisettes, brocoli,
épinards, avocat, etc.
Vitamine C Agrumes (citron, orange, pamplemousse,) cassis, fraises,

melon, persil, Kiwi, etc.

Caroténoides

B-carotene Carotte, persil, abricot, poivron, orange, pois verts, kaki,
etc.
Lycopéne Tomates, papaye, abricot, goyave, melon, etc.

Lutéine et zéaxanthine

Brocolis, épinards, chou vert, mais, poivron rouge, pois
verts, navet, etc.

Acides phénoligues Cafe, fruits
Polyphénols
Flavonoides Chocolat, légumes (persil, chou, laitue, poireau), fruits
(orange, cerise, murs, myrtilles, etc.)
Tanins Lentilles, thé, et le raisin
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I.1. Matériel végétal

Le gingembre (Zingiber officinale) a été acheté dans un marché & Constantine. Le
rhizome a été nettoyé puis découpé en fine lamelles et séchés dans une étuve a 40 °C pendant
10 jours (figure 8). Les lamelles sont alors broyées a I’aide d’un broyeur ¢lectrique pour obtenir

une fine poudre.

Figure 8 : Aspect du gingembre apreés séchage

1.2. Matériel du laboratoire et produits chimiques
1.2.1. Matériel

= Balance analytiqgue « OHAUS TM ».

= Bain a ultrasons « VIBRA CELL TM ».

» pH-metre « METTLER TOLEDO TM ».

» Vortex « ZX3 VELP SCIENTIFICA ».

= Agitateurs chauffants « FISCHER Scientifique ISOTEMP TM ».
= Lecteur microplagque (Perkin Elmer)

= Hotte chimique

= Hotte biologique
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1.2.2. Solvants et produits chimiques

Les différents solvants, réactifs, et produits utilisés pour la partie pratique sont listés

dans le tableau 4.

Tableau 4 : Solvants et les réactifs utilisés dans la partie expérimentale

Produit Nature Manipulation
Chloroforme CHCIs

Acétate d’éthyle C4HgO2 Solvants pour Extraction
Ethanol C2HsOH et la chromatographie en
Ether de pétrole CeHus couche mince (CCM)
Méthanol CHsOH

Toluéne CsHsCH3

Diméthylsulfoxyde (DMSO) C2HsOS

Folin-Ciocalteu H3PW12040/H3PM012040

Carbonate de sodium Na.COs

Hydroxyde de sodium NaOH Dosages
Chlorure d’aluminium hexa-hydraté AlICl;, 6H,0

Nitrite de sodium NaNO;

1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) Ci18H12NsOs

Acide 2,2°-azinobis (3 éthylbenzothiazoline- CisH18N4OeS4

6-sulfonique) (ABTS)

Persulfate de sodium Na»S:20s

Ferrocyanure de Potassium KsFe(CN)s

Acide trichloracétique (TCA) C.HCI;0,

Nitrate d’argent AgNO3

Nitrate trisodique NazCsHs07 Activité antioxydante
1,10-Phénanthroline C12HsN2

Chlorure ferrique FeCls

Trolox C14H1504

Acide ascorbique CeHsOs

Albumine de sérum bovin (ou Bovine sérum /

albumine) (BSA) Activité
Trisaminométhane (ou Tris) C4H11NO3 antiinflammatoire
Acide hydrochlorigue HCI

Agar (C12H1800)x Activité fongique
Glucose CeH120¢
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1.3. Extraction

La préparation des extraits organiques a été effectuée par macération dont la procédure
consistait a mélanger 10 g de la poudre avec 100 ml de solvant organique (chloroforme, acétate
d’éthyle, et éthanol) avec agitation pendant 1h a température ambiante. Le mélange obtenu est
ensuite filtré a travers le papier wattman pour séparer la solution obtenir une solution. La
procédure est répétée trois fois en ajoutant 100 ml sur le marc. Apreés filtration les trois filtrats
sont rassemblés et séchés par un évaporateur rotatif pour éliminer le solvant et obtenir un résidu
sec qui sera utilis€ pour les autres tests. L’extrait aqueux par contre est préparé par la méthode
de décoction qui consiste a extraire 10 g de poudre avec 300 ml d’eau bouillante pendant 15

min. L ’élimination de 1’eau a été effectuée par lyophilisation pour obtenir un résidu sec.

Gingembre frais Nettoyage et Séchage a l_’étuve 40 Broyage pour
poudre +—»| découpage frais [—» °C/10 jours obtenir une fine
poudre poudre poudre
. Extraction
Filtrat | 10 g dans 100 par des
<«—| Filtration ]'7 ml/1h solvants
organiques
Marc poudre ganiq
poudre
Procédure répétée deux fois de v
v plus 10 g dans 300 ml -
: — eau distillée Extraction
Evaporation Lyophilisation [«—| Filtration [*—| bouillante /15 min |« par
- décoction
i L poudre

Extrait

Extrait

Figure 9 : Etapes de la préparation des extraits a partir de la poudre séchée du gingembre.

23



Chapitre | : Matériels et méthodes

I.4. Etude de la composition chimique

1.4.1. Détermination des teneurs en polyphénols
1.4.1.1 Dosage des polyphénols totaux

1.4.1.1.1. Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteau, Ce réactif est un mélange d’acide phosphotungstique (HzW1204) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMO1240). En milieu alcalin les polyphénols vont réduire le réactif de
Folin-Ciocalteu donnants un complexe d’oxydes de tungsténe (Wso23) et de molybdene (Mogo23)
de couleur bleutée proportionnelle a la teneur en polyphénols présents dont le maximum

d’absorption se situe aux environs de 750-765nm (Sonago, 2006).

1.4.1.1.2. Mode opératoire

La détermination de la teneur en polyphénols totaux a été conduite utilisant la méthode
décrite par Muller et al., (2010) . Un volume de 20 pl de chaque extrait (1mg /ml) est mélangé
dans une microplaque avec 100 pl de Folin-Ciocalteu (dilué dans 1’eau distillée 1: 9, v/v) et 75
pl de carbonate de sodium (7,5 %). La réaction est laissée pour 2h dans 1’obscurité et a
température ambiante puis 1’absorbance de la couleur bleue est lue par le moyen d’un lecteur
microplaque a 765 nm. A partir de la courbe d’étalonnage réalisée avec I’acide gallique (figure
10), les teneurs en polyphénols sont déterminées et sont exprimées en pg équivalent acide

gallique par mg d’extrait (ug EAG/mg).

1.4.1.2. Dosage des flavonoides
1.4.1.2.1. Principe

Le dosage des flavonoides est effectué par la méthode de NaNO2-AlCIz-NaOH basés

sur la formation d’un complexe jaune avec un maximum d’absorbance a 415 nm.

1.4.1.2.2. Protocole

Les teneurs en flavonoides des extraits ont été quantifiées par la méthode décrite par
(Sun et al., 2019). Les extraits sont préparés a une concentration de 1 mg/ml. Dans une
microplaque 96-puits, 50 pl de I’échantillon ont été¢ mélangés avec 20 ul de NaNO2 (5 %), 20
pl de AICIs (10 %), et 100 pl de NaOH (1M). La réaction est laissée pendant 40 min a

température ambiante et ’absorbance a été lue a 415 nm utilisant un lecteur microplaque. Une
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courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle avec la quercétine comme standard. Les résultats
sont exprimés en ug équivalent quercétine par mg d’extrait (ug EQ/mg) calculés a partir de

I’équation de la courbe d’étalonnage (figure 10 B).

1.0 12
A y = 0.0048x + 0.0521 B
=0.0034x + 0.1044
E 0.8 - Y R2 = 0.9972 g 14 R2=0.9977
3 o
~ 5 0.8 1
© 0.6 - @
8 806 -
S 04 A 3
5 5 04 1
] | 2
< 02 <02 1
O-O T T T T O T T T T
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Concentration de I'acide gallique en pg/ml Concentration de la quercétineen ug/ml

Figure 10 : Courbes d’étalonnage utilisées pour la détermination des teneurs en polyphénols

totaux (A) et des flavonoides (B)

1.4.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM) est réalisee dans le but de déterminer le
profil chimique de chaque extrait on se basant sur les propriétés de migration de chaque
composé ou d’un groupe de composés selon leur polarité et solubilité dans le systéme de solvant

utilisé (figure 11).

La chromatographie sur couche mince (CCM) a été realisée sur des plaques
d’aluminium (marque). Trois systemes de solvants de séparation ont été utilisés incluant le
chloroforme (Chloroforme 100 % et chloroforme 95 %), éther de pétrole (100 % et 95 %), et

toluene : acétate d’éthyle : méthanol 5 :3 : 2.

Les extraits ont été dissous dans le méthanol et une quantité a été déposée a ’aide d’une
micropipette pasteur sur une ligne de base tracée sur la limite inférieure de la plaque. La plaque
est ensuite placée dans une cuve CCM contenant un volume de 10 ml de chaque systéme. Apres
migration du solvant jusqu’a la limite supérieure de la plaque, celle est enlevée et séchée puis
placée dans un révélateur ultraviolet pour visualiser les bandes a 254 et 635 nm. La séparation

sur CCM est basée sur la polarité des composeés et a polarité du systeme utilisé.

25



Chapitre | : Matériels et méthodes

Cuve CCM

S oew .
Plaque CCM

—_| Bandes de

séparation
Ligne de base /
24 o o o]

AV $

Extraits

\

Systeme de solvant utilisé

Figure 11 : Principe de la séparation sur chromatographie sur couche mince

I.5. Evaluation des activités biologiques
L.5.1. Evaluation de I’activité antioxydante
1.5.1. Piegeage du radical DPPH

1.5.1.1. Principe

En présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne ou d’électrons (AH), la réduction
d’une solution alcoolique de I’espece radicalaire stable DPPH (forme radicalaire) de couleur
violette et avec un maximum d’absorbance a 517 nm, aura lieu pour former la forme réduite
DPPH-H (non radicalaire) entraine une transition de couleur violette en couleur jaune (figure
12). L’absorbance de couleur violette résiduelle aprés la réduction a donc été mesuré a 517nm.
La vitesse de virage de la couleur est proportionnelle a la force du donneur d’hydrogéne

indiquant le pouvoir antioxydant de ce dernier (Belmokhtar et Harche, 2014).

. H
N—N’ @— NO,* Antioxydant-OH ———» N—N NO, + Antioxydant-O’
e &

O,N
DPPH Radical libre DPPH -H forme réduite
(Violet) (Jaune)

Figure 12 : Mécanisme réactionnel intervenant lors de la réduction du radical DPPH

(Djahra, 2014).
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1.5.1. 2. Protocole

La mesure de I’activité anti-radicalaire utilisant le DPPH comme radical a été évaluée
selon la méthode de Blois (1958). La méthode consiste a ajouter 160 pl de solution DPPH
(ImM, préparé dans le méthanol) a un volume de 40 pl de chaque concentration des échantillons
préalablement distribuées dans une microplaque a 96 puits. En paralléle, un contréle négatif a
été préparé en mélangeant 40 pul du méthanol avec 160 pl de solution DPPH. La mesure de
I’absorbance a 517 nm apreés une demi-heure d’incubation dans I’obscurité et a température
ambiante a été réalisée avec un lecteur microplaque. Le pouvoir antioxydant des échantillons a

¢té exprimé en pourcentage d’inhibition du radical DPPH calculé par I’équation suivante :
% Inhibition = (A contrdle — A échantillon) /A contréle x 100 (1)

Ou:

A échantillon : Absorbance de I’échantillon.

A contréle : Absorbance du contrdle négatif.

La concentration inhibitrice a 50 % (Clso) a été déterminée a partir de 1’équation de la courbe

de régression obtenue par les pourcentages d’inhibition a différentes concentrations.

1.5.2. Activité antiradicalaire de PABTS
1.5.2.1. Principe

L’activité antiradicalaire contre le radical ABTS est basée sur la réduction de la solution
du cation ABTS"* radicale libre de couleur bleue en solution contenant I’ABTS non-radicalaire

(réduite) sans couleur (figure 13).

1.5.2.2. Protocole

La mesure de la capacité des extraits de H. articulatum a réduire PABTS™ a été
effectuée selon la méthode de (Re et al., 1999) La solution de I’ABTS radicalaire (ABTS"") est
préparée au préalable en faisant réagir 2mM de I’ABTS avec 2,45mM de persulfate de sodium
(v : v) pendant 16 ha’obscurité et a température ambiante. Une solution concentrée est obtenue
a partir de laquelle une solution diluée avec une absorbance de 0.7 a 734 nm est préparée. Par
la suite, dans une microplaque 96 puits, 40 pl de chaque extrait a diverses concentrations ont

été déposés auxquels on ajoute 160 pl de la solution de ABTS™. Une incubation de 10 min a
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’obscurité et a la température ambiante est réalisée suivie par la lecture de 1’absorbance a 734

nm. Utilisant I’équation (1) précédente, les pourcentages d’inhibition ont été calculés.

Et SCzH

\:N_N:\ Forme oxydée

N ABTS™* (Bleug)

C5SH Et

AH lT Ae
Et SC4H
| s
N Forme réduite
N N:‘\ y ABTS (transparente)
s |
Et

Figure 13 : Structure chimique de la forme oxydée et réduite du ’ABTS (ABTS""/ ABTS)
(Schaich et al., 2015).

C4SH

1.5.3. Pouvoir réducteur
1.5.3.1. Principe

La capacité réductrice des ions du fer consiste a réduire le fer ferrique dans le complexe
ferrocyanure (Fe** (CN)s) en fer ferreux (Fe?*(CN)s) avec le développement d’une couleur

bleue-verte avec une longueur d’onde d’absorption maximale de 700 nm (Hsu et al., 2006).

1.5.3.2. Méthode

La méthode rapportée par (Saci et al., 2019) est utilisée dans le but est la détection la
présence du pouvoir réducteur et sa capacité réductrice. Le protocole consiste a faire réagir 10
pl de chaque extrait a différentes concentrations avec 40 ul du tampon de phosphate (0,2 M,
pH 6,6), et 50 pl d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe (CN)s & 1%. La plaque est
ensuite incubée pour 20 min a 50 °C. Par la suite, 50 pl de I’acide trichloracétique (10%), 40 pl
d’eau distillée, et 10 pl d’une solution FeClz (0,1%) ont été ajoutés et la lecture de I’absorbance
a 700 nm est prise aprés une agitation rigoureuse de la plaque. La capacité réductrice des ions

du fer des échantillons est exprimée en termes d’absorbances. La courbe de régression tracée
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par les absorbances des différentes concentrations nous a permis a déterminer la concentration

donnant une absorbance 0,5 (Aos).

1.5.4. Réduction du fer par la méthode de phénanthroline
1.5.4.1. Principe

LLa méthode est basée sur la réduction des ions de fer ferrique (Fe**) du complexe 1, 10-
phenanthroline-Fe (111) par les antioxydants vers le fer ferreux pour donner le complexe
phénanthroline-Fe (IT) de couleur rouge dont I’absorbance est mesurée a 510 nm (Szydlowska-
czerniak et al., 2008).

1.5.4.2. Mode opératoire

La méthode de Szydlowska-czerniak (2008) est utilisée pour mesurer la capacité des
extraits a réduire le fer ferrigue dans le complexe phénanthroline-Fe (Il1). Dans une
microplaque 96 puits, 10 ul d’extrait, 50 ul FeCls, (0,2%), 30 ul phénanthroline (0,5%), et 110
pl méthanol sont mélangés. La réaction est laissée pour 20 min a température ambiante et
I’absorbance est ensuite mesurée a 510 nm. Les résultats sont rapportés sous forme

d’absorbances. Le trolox et I’acide ascorbique sont utilisés comme standards.

1.5.5. Réduction des ions argent (Ag®)
1.5.5.1. Principe

Cette méthode est basée sur la réduction des ions Ag* en Ag® a la surface de particules
d’argent mono-disperse préalablement formées et stabilisées par I’utilisation d’un agent
réducteur faible (Citrate trisodique) ce qui conduit a la formation d’une couche superficielle qui
par conséquent entraine l’augmentation de la taille des nanoparticules visualisée par
I’augmentation de I’absorbance a 423 nm qui est proportionnelle au taux de la réduction
(Ozyirek et al., 2012)
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1.5.5.2. Mode opératoire

La capacité antioxydante basée sur la réduction des ions Ag+ est mesurée selon la
méthode de Ozyiirek et al., (2012) Une solution colloidale de nanoparticules de I’argent a été
préparee en melangeant 50 ml de AgNOs (1 mM)) chauffe pendant 10 min, avec 5 ml du citrate
trisodique (1 %) qui est ajouté goute a goute jusqu’a obtenir une solution jaunatre pale. Aprés
refroidissement, 20 pl de chaque extrait a différentes concentrations ont été additionnés de 130
pl de la solution précédente, et 50 pl d’eau distillée puis incubée a 25 °C pendant 30 min et
I’absorbance résultante est lue a 423 nm a I’aide d’un lecteur microplaque. Les résultats sont
exprimés en termes d’absorbances a différentes concentrations et la valeur Ags a été calculée a

partir de la courbe de régression.

1.5.2. Evaluation de ’activité antiinflammatoire

L’activité¢ antiinflammatoire a été réalisée par la méthode de la dénaturation de la
protéine BSA sous I’effet de la chaleur selon le protocole décrit par Bakhouche et al., (2021)
avec quelques modifications. Brievement, une solution de BSA a 0,5 % a éte préparée dans un
tampon tris-HCI pH 6,6. Un volume de 350 pl des extraits préparés dans un meélange
DMSO/Eau distillée (20 %) sont mélangés avec 350 ml de la solution BSA. Les tubes sont
ensuite incubés a 37 °C/15 min pour permettre I’interaction entres les extrait et la protéine. Une
deuxiéme incubation a 72 °C/5min a été ensuite effectuée pour provoquer la dénaturation de la
proteine. Apres refroidissement des solutions, une lecture est effectuée a 660 nm. Un contréle
est réalisé en parallele en remplagant 1’extrait avec le solvant (DMSO 20 %). Les résultats sont

rapportés en termes de pourcentages d’inhibition calculés selon la formule ci-dessous :
Inhibition (%) = (Ac-Ag) /Ac * 100
Ou:
Ac est ’absorbance du controle a 660 nm

Ak est I’absorbance du mélange échantillon/BSA a 660 nm
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L.5.3. Evaluation de P’activité antifongique

L’activité antifongique des trois extraits chloroforme, acétate d’éthyle, et éthanol a été
évaluée sur la souche Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (FOL) qui est 1’agent causatif de

flétrissement des feuilles de la tomate.

1.5.3.1. Préparation du milieu PDA (Potato dextrose agar) ou Gélose dextrosée a la
pomme de terre
Le milieu PDA est utilisé pour réaliser le test antifongique. Il est préparé par faire
bouillir 220 g de pomme de terre dans 900 ml de I’eau distillée pendant 15 min. Le filtrat obtenu
est ensuite complété a 1100 ml par I’eau distillée auquel 22 g de glucose et 16,5 g d’agar ont
€té ajoutés sous agitation et chauffage jusqu’a obtenir une solution claire. La solution est ensuite

autoclavée a 100 °C pendant 2h et demi.

1.5.3.2. Réalisation du test antifongique

Les extraits ont été préparés dans de DMSO a des concentrations de 100 mg, 50 mg, et
25 mg. Un volume de 1 ml de chaque concentration est mélangé avec 100 ml du milieu PDA
apres refroidissement (60 °C) dont les concentrations finales dans le volume final seront de 1,
0,5, et 0,25 mg, respectivement. Le milieu PDA contenant I’extrait est ensuite réparti sur 4
boites de Pétri stériles. Apreés solidification, un disque de la souche FOL a été aseptiquement
déposé au milieu de chaque boite. Les boites sont ensuite incubées a 25 °C pendant 6 jours. Un
contréle positif et un autre négatif ont été préparés en paralléle. Le contrdle positif consiste a
déposer un disque de la souche sur un milieu contenant uniqguement de DMSO alors que le
contrble négatif consiste a déposer un disque de la souche directement sur le milieu PDA ne
contenant rien. La lecture des résultats se fait par la mesure du diametre de mycélium de FOL

et la comparer avec le contrdle positif pour calculer les pourcentages d’inhibitions comme suit :
Inhibition (%) = (Cp-Ec) /Cp * 100

Ou:
Cp est le diamétre du mycélium dans le contrdle positif

Ec est le diamétre du mycélium dans les boites contenant les extraits

La figure 14 montre les différentes étapes de la réalisation de I’activité antifongique.
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A. Préparation du milieu PDA Compléter A 1100 ml avee
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Figure 14 : Schématisation du protocole de I’activité antifongique.
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

I1.1. Analyse phytochimique
1I.1.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction référe a la quantité de I’extrait obtenue a partir d’une quantité
précise de la poudre apres extraction. Dans le présent travail, différents solvants de différentes
polarités ont été utilisés pour extraire les composés actifs du gingembre. D’apres la figure 15,
le rendement d’extraction augmente avec la polarité du solvant. Dans ce contexte, I’extraction
avec I’eau a conduit au rendement le plus ¢€levé avec une valeur de 24,7 % suivi par 1’éthanol
(8,5 %), par contre des valeurs proches (4,4 et 4,5 %) ont été obtenues pour les extraits acétate
d’éthyle et chloroforme, respectivement. En effet le type du solvant détermine le type des
composés extraits a partir du matériel végétal qui repose essentiellement sur la solubilité de ses

composes dans le solvant.

NN W
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I I |
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Rendement d'xtraction (%)
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T

Figure 15 : Rendements d’extraction des rhizomes de Z. officinale

11.1.2. Teneurs en composes phénoliques

La quantification des polyphénols dans les extraits végétaux est essentielle vu leurs
nombreuses propriétés pharmacologiques et leur importance dans la bio-activité de ces extraits.
Les résultats de dosage de ces composés montrent que la teneur la plus élevée a été observée
dans I’extrait chloroforme avec une valeur de 213,61+ 4,42 ug EAG/mg d’extrait, suivi par les
extraits éthanol et acétate d’éthyle avec des teneurs de 187,14+ 5,47 et 136,94+ 4,08 ng
EAG/mg d’extrait, respectivement, alors qu’une faible valeur a été obtenue avec I’extrait

aqueux (32,53+4,73 pug EAG/mg) (figure 16 A).
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Les flavonoides constituent une classe de polyphénols caractérisés par un trés grand
nombre de propriétés biologiques et benéfiques pour la santé humaine. Comme pour les
polyphénols, les teneurs les plus élevées des flavonoides ont été obtenues avec les extraits
éthanol et chloroforme avec des valeurs similaires et statistiquement non différentes (p <0,05)
(108,1 £ 4,1 et 98,94 + 5,77 pg QE/mg, respectivement) suivis par I’extrait acétate d’éthyle
(54,14 £ 6,5 ng QE/mg), par contre une tres faible teneur a été enregistrée avec 1’extrait aqueux

(2,06 + 0,36 pg QE/mg) (figure 16 B).
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Figure 16 : Teneur en polyphénols totaux (A) et en flavonoides (B) des différents extraits de
Z. officinale. Les lettres differentes sur les colonnes indiquent des valeurs statistiquement
différentes (p <0,05).

La quantité des polyphénols dans les extraits dépend fortement du type du solvant utilisé
de facon. Généralement les polyphénols ont tendance a étre solubles dans les solvants organique
polaires comme le méthanol, éthanol, acétone, acétate d’éthyle etc. ou des mélanges de ses
solvants avec I’eau. Dans le présent travail, le chloroforme a eu la teneur la plus élevée qui
pourrait étre expliquée par la nature des polyphénols du gingembre de nature plutdt apolaire.
Ghasemzadeh et al., (2010) ont montré I’influence du solvant d’extraction sur les teneurs en
polyphénols totaux et flavonoides de deux variétés de gingembre. Une faible variation entre les
teneurs a été constatée en utilisant le méthanol, acétone, et acétate d’éthyle comme solvants
avec la valeur la plus élevée obtenue avec le méthanol. Une étude récente par Ezez et Tefera,

(2021) ont également rapporté une variation des teneurs en polyphénols avec la variation du
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solvant d’extraction. Dans leur travail, le méthanol a eu la teneur la plus élevée en comparaison

avec I’acétate d’éthyle, I’éthanol, et I’acétone.

11.1.3. Analyse CCM

L’analyse CCM des quatre extraits utilisant les différents systémes a montré la présence
de plusieurs bandes pour les extraits acétate d’éthyle, chloroforme, et éthanol, tandis qu’aucune
migration n’a été constatée pour I’extrait aqueux (figure 17). Une migration a été déja observée
lors de I'utilisation de chloroforme 100%. Au contraire, I'utilisation de 1’éther de pétrole 100
% n’a pas induit la migration des composés mais une faible migration a été observée lorsque le
systeme éther de pétrole 95 % (Ether de pétrole : méthanol 95: 5, v: v) a été utilisé. Ces
résultats indiquent que les composés présents dans ces extraits sont de natures apolaires solubles
dans le chloroforme mais pas dans 1’éther de pétrole. Le nombre des bandes augmente avec
I’augmentation de la polarité du systéme utilisé (chloroforme : méthanol 95 : 5). Dans tous les
systemes utilises, une bande tres claire est détectee dans le profil de ces trois extraits qui est trés

claire apres révélation a 365 nm.

Cette bande pourrait correspondre aux composés majoritaires du gingembre qui sont les
gingérols. En effet, des quantités de 17,22 % dans ’extrait acétate d’éthyle, 15,58 % dans
I’extrait hexane, et de 4,41 % dans I’extrait méthanol ont été estimées par HPLC tandis que ces
composés sont absents dans ’extrait méthanol 70% et I’extrait aqueux. D’autre part, les
shoagols considérés également comme les composes actifs du gingembre ont été détectés a de
faibles pourcentages (hexane (0,52 %), acétate d’éthyle (0,72 %), méthanol (1,85 %) et absents

dans les extraits hydro-méthanolique et aqueux (Priya Rani et al., 2011).
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Figure 17 : Aspect des plagues CCM des différents systemes de migration apres révélation a
365 nm.
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11.4. Effets biologiques
11.4.1. Effet antioxydant

Parmi les effets biologiques des extraits de plantes et plus particulierement des polyphénols,
I’effet antioxydant figure parmi les effets les plus étudié. Dans ce travail plusieurs méthodes
ont été utilisees pour prendre en considération la complexité de la composition des extraits et
la nature des composes présents dans chaque extrait pouvant exercer leur effet antioxydant via

différents mécanismes.

11.4.1.1. Effet antiradicalaire

L’effet anti-radicalaire d’un antioxydant est li¢ a la neutralisation des radicaux libres dans
les systemes biologiques ou in vitro en donnant un électron et/ou un atome hydrogéne pour
former des composés non réactifs. L’effet anti-radicalaire du Z. officinale a été déterminé par
I’utilisation du radical DPPH et ABTS.

La neutralisation du radical DPPH des extraits utilisant différentes concentrations est
présentée dans la figure 18. Comme constaté, I’effet est trouvé dose-dépendant (1’inhibition du
radical augmente avec la concentration de I’extrait). En comparant entre les extraits, 1’acétate
d’éthyle montre ’effet le plus prononcé suivi par les extraits chloroforme et éthanol. L’extrait
aqueux a montre un effet inhibiteur faible a des concentrations plus fortes (12,5 a 800 pg/ml)
(figure 18 A1) que celles utilisés pour les autres extraits (1,5-100 pg/ml) (figure 18 Ay). Pour
une comparaison plus précise, le paramétre Clso a été détermine (figure 18 B). Plus la valeur
est faible plus I’effet fort. Dans ce contexte, I’extrait acétate d’éthyle a eu la valeur Clsg la plus
faible (15,77 £ 0,63 pg/ml) suivi par les extraits chloroforme et éthanol (21,13 + 1,07 et 22,67
+ 0,86 pg/ml, respectivement), et finalement I’extrait aqueux a eu la valeur la plus élevée
(187,74 £ 3,29 pg/ml).

En outre, les trois extraits organiques ont un effet trés fort en comparaison avec celui montré
par le trolox et I’acide ascorbique qui ont neutralisé le radical avec des valeurs Clso de 5,12+0,21

et 4,39+0,01 pg/ml, respectivement.
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Figure 18 : Courbes d’inhibition du radical DPPH (A) et les valeurs Clso des différents extraits
et standards (B). A1 correspond aux courbes d’inhibition de DPPH par les extraits acétate d’éthyle,
chloroforme, et éthanol, A, correspond a la courbe d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux. Les
lettres a-d correspond a I’analyse statistique des valeurs (les colonnes avec différentes lettres sont

significativement différentes, p<0.05).

Pour le radical ABTS, les extraits chloroforme, acétate d’éthyle, et éthanol ont eu les
inhibitions les plus fortes, par contre I’extrait aqueux a eu 1’effet le plus faible (figure 19 A; et
19 A, respectivement). Les valeurs Clso ont été calculées et présentées dans la figure 19 B.
Comme montré, les extraits éthanol et chloroforme ont eu les valeurs les plus faibles (4,06+0,12
et 4,53+0,36 pg/ml, respectivement). Ces deux extraits ont exercé un effet similaire
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(statistiquement non différent, p > 0,05) que celui de trolox et de I’acide ascorbique utilisés
comme standards (Cls0=3.21+£0.06 et 3.04+0.05 pg/ml, respectivement). L’extrait acétate
d’éthyle a également exercé une activité trés forte avec une valeur Clso de 8,53+0,62 pg/ml
mais statistiquement différentes des standards (p< 0,05) et des deux autres extraits organiques,

par contre une valeur Clsp élevée a été enregistrée avec 1’extrait aqueux (161,51+4,12 pg/ml).
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Figure 19 : Courbes d’inhibition du radical ABTS (A) et les valeurs Clso des différents extraits
et standards (B). A1 correspond aux courbes d’inhibition de DPPH par les extraits acétate d’éthyle,

chloroforme, et éthanol, Az correspond a la courbe d’inhibition de DPPH par I’extrait aqueux.
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11.4.1.2. Capacité réductrice

Parmi les mécanismes exercés par les antioxydants est leur pouvoir a réduire d’autres
antioxydants ayant subis une oxydation lors de leur action. Ce mécanisme est souvent observé
dans le systéme a-tocophérol/vitamine C. La capacité réductrice des extraits du gingembre a

été évaluée par la réduction de certains métaux comme le fer (Fe®*) et Ag®").

La réduction des ions du fer a été premiérement évaluée dans le systéeme ferrocyanure de
fer (Fe** (CN)s) en milieu acide dont sa réduction conduit a la formation du complexe (Fe?*
(CN)s) de couleur bleue. Le pouvoir réducteur des extraits rapporté en termes d’absorbance est
dose-dépendant comme montré dans la figure 20 A dont I’absorbance a 700 nm augmente avec
I’augmentation de la concentration de I’extrait (3,125-200 pg/ml). Les extraits Acétate d’éthyle,
chloroforme, et éthanol ont eu les effets les plus forts avec des absorbances > 1 par rapport a
I’extrait aqueux qui a eu des absorbances tres faibles (< 0,5). Les valeurs Aos sont rapportées
dans la figure 20 B. L’extrait acétate d’éthyle a eu la valeur la plus faible (11,74 + 0,25 pg/ml),
suivi par ’extrait chloroforme (15,86 + 1,10 pg/ml) et ’extrait éthanol (33,92+1,17 pug/ml). Les
deux extraits acétate d’éthyle et chloroforme ont eu un effet proche de celui des standards trolox
et acide ascorbique (Aos = 5,25£0,20 et 3,62+0,29 pg/ml, respectivement). Par contre 1’extrait

dont les absorbances sont < 0,05 aura une Ags> 200 pg/ml).
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Figure 20 : Pouvoir réducteur des extraits de Z. officinale. Les valeurs d’absorbance
a différentes concentrations (3,125-200 pg/ml) (A) et les valeurs Aos (ug/ml) des extraits
et des standards BHA et acide ascorbique (B)

La réduction du fer ferrique (Fe®") a été également estimée par la méthode de
phénanthroline. La réduction des ions Fe** complexés au phénanthroline conduit a la formation
d’un complexe rouge dont I’absorbance est fonction de degré de la réduction (transfert
d’électrons) par les extraits. Les résultats sont rapportés en termes d’absorbance a différentes

concentrations et de valeurs A0,5 (figure 21).

41



Chapitre 11 : Résultats et discussion

A
Al A2
1.50
—@— Acétate d'éthyle
E 1.259 - Chloroforme
o
o 1004 -a— Ethanol
-«
8 0.75
g o
2 0.50
2
2 0.251
0.00-
T T T T T 1T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 50 100 150 200
Concentration en pg/ml Concentration en pg/ml

Valeurs A0.5 en pg/ml

Figure 21 : Réduction du fer par la méthode de phénanthroline des extraits de Z.
officinale. (A) : les valeurs d’absorbance a différentes concentrations des extraits ; A; sont les
résultats obtenus avec les extraits acétate d’éthyle, chloroforme, et éthanol a différentes
concentrations (0,39-25 pg/ml), Az représente les absorbances de I’extrait aqueux a
différentes concentrations (3,125-200 pg/ml). (B) représente les valeurs Aos (ug/ml) des
extraits et des standards BHA et acide ascorbique.

Comme constaté les extraits obtenus utilisant les solvants organiques (acétate d’éthyle,
chloroforme, et éthanol) ont eu un effet réducteur tres remarquable avec des concentrations
entre 0,39 a 25 pg/ml (figure 21 A1) par contre des concentrations plus élevees (3,125 a 200
pg/ml) ont été utilisées pour I’extrait aqueux pour avoir un effet comparable a celui des autres
extraits (figure 21 Az). En termes des valeurs Aos (figure 21 B), les extraits acétate d’éthyle,
chloroforme, et éthanol ont eu de trés faibles valeurs par rapport a I’extrait aqueux avec une

valeur élevée (4,88 + 0,21, 5,71 + 0,65, 7,13 + 0,32, et 61,24 £ 3,23 pg/ml, respectivement).
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Dans ce contexte, les extraits peuvent étre classés selon un ordre décroissant comme suit :
acétate d’éthyle =~ Chloroforme ~ éthanol > aqueux dont le signe =~ indique que les valeurs ne
présentent pas une différence significative (p > 0,05). D’autre part, les valeurs Ao s des extraits
acétate d’éthyle et chloroforme ne présentent pas une différence significative avec les valeurs
Ao des standards trolox et acide ascorbique (5,21+0,27 et 3,08+0,02 pg/ml, respectivement)
tandis que les valeurs Ags des extraits éthanol et aqueux sont significativement différentes des

valeurs Ao s des standards.

La réduction des ions d’argent (Ag®") a été également évaluée et les résultats sont
représentés sous forme de courbes d’absorbances a différentes concentrations (figure 22 A).
L’extrait acétate d’éthyle a eu la capacité la plus efficace a réduire ces ions par rapport aux
autres extraits avec une absorbance maximale de 1,79+0,03 a la concentration maximale (400
pg/ml). L’extrait chloroforme a eu aussi une absorbance importante a 400 pg/ml qui est de
1,35£0,10 suivi par I’extrait éthanol (0,97 £0,02), tandis que des absorbances trés faibles ont

été enregistrées avec I’extrait aqueux dont le maximal est de 0,15 a 400 pg/ml.

Une valeur Aos de 35,33+2,28 pg/ml a été obtenue avec 1’extrait acétate d’éthyle qui est
similaire a celle du trolox (34,17£1,23 pug/ml) mais relativement plus élevée que celle de ’acide
ascorbique (7,14+0,05 pg/ml). D’autre part, les extraits chloroforme et éthanol ont eu des
valeurs similaires 100,92+3,97 et 109,76+8,26 pg/ml, respectivement alors que la valeur Ags
de I’extrait aqueux situera au-dela de la concentration maximale utilisée (> 400 pug/ml) (figure
22 B).
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Figure 22 : Réduction des ions argent Ag?* par les extraits de Z. officinale. Les
absorbances a 432 nm obtenues a différentes concentrations (6,25-400 pg/ml) des extraits
de Z. officinale (A) et les valeurs Ao des extraits ainsi que les standards, acide ascorbique

et Trolox (B).

L’effet antioxydant des extraits est généralement li¢ a la présence des polyphénols qui grace

a leur structure portant un ou plusieurs groupements hydroxyle ont la capacité de donner un

électron et/ou un atome hydrogéne (ElI Aanachi et al., 2021). En effet plusieurs travaux

précédents ont montré une forte corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et ’activité

antioxydant des extraits de plante. Les résultats de présent travail sur I’activité antioxydant

montrent que les extraits obtenus utilisant des solvants organiques ont eu I’effet le plus grand
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en utilisant les différentes méthodes. Plus spécialement, 1’extrait acétate d’éthyle est le plus
souvent 1’extrait qui est le plus actifs parmi les autres extraits malgré que les teneurs des
polyphénols totaux et des flavonoides les plus élevées ont été enregistrées dans les extraits
chloroforme et éthanol. Ces résultats pourraient étre expliqués par le fait que la capacité
antioxydant ne dépend pas seulement de la quantité des polyphénols mais aussi de la qualité

des composés présents dans 1’extrait.

L’effet antioxydant du gingembre a ¢été largement étudi¢ et a été montré par plusieurs
méthodes. Peng et al., (2012) ont rapporté I’effet antioxydant des composés isolés du
gingembre on se basant sur plusieurs méthodes. Le 10-gingérol ainsi que certains polyphénols
appartenant de type diarylheptanoides et diarylheptanoides époxyde ont montré une forte
inhibition sur le radical DPPH et I’inhibition de I’oxydation lipidique des homogénats des rats.
D’autre part, (Tohma et al., 2016) ont montré que 1’effet antioxydant du gingembre mesuré par
plusieurs méthodes dépendait du solvant d’extraction de maniére que I’extrait éthanol a eu
I’effet le plus fort que I’extrait aqueux. Plus récemment (Ghafoor et al., 2020), ont montré une
forte activité antioxydante de 1’extrait hydro-méthanolique utilisant la méthode de DPPH.
L’extrait a une concentration de 1 mg/ml a entrainé I’inhibition du radical avec un pourcentage
entre 12,5+ 0,01 % et 82.00 £ 0.04 % correspondant au gingembre frais et au gingembre séché

a froid (lyophilisation).

11.2.3. Activité anti-inflammatoire

L'inflammation est un mécanisme de défense important et une réponse immunitaire qui
permet au corps de maintenir I'noméostasie des tissus dans des conditions défavorables
(Dhanik et al., 2017).

L’effet antiinflammatoire a été évalué par la méthode de I’inhibition de la dénaturation de
la protéine BSA et les résultats sont rapportés en termes de pourcentages d’inhibition (figure
23). Les extraits acétate d’éthyle, chloroforme, et éthanol ont été inactifs aux concentrations
testés (5 mg/ml dans le volume final). Par contre I’extrait aqueux a montré un faible effet a la
concentration 2,5 mg (2,42 %) qui augment jusqu’a 67,68 % a 5 mg/ml. La dénaturation de
BSA sous I’effet de la température implique la perte de la structure tertiaire par la perturbation
des liaisons électrostatiques, hydrogéne, et hydrophobe provoquant son agrégation et
précipitation qui se traduit par la formation d’un trouble. Dans I’organisme cette dénaturation

peut provoquer une réaction antigénique a 1’origine d’une réaction inflammatoire.
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L’activité antiinflammatoire de I’extrait aqueux pourrait étre due a la présence de composés
pouvant interagir avec la protéine empéchant sa dénaturation en maintenant les liaisons de sa

structure.

L’effet antiinflammatoire du gingembre a été largement prouvé par des études antécédentes.
Le gingembre (et certains de ses composants) s'est avéré efficace contre les cytokines, qui sont
synthétisées et sécrétées aux sites d'inflammation et régulent certaines voies biochimiques
activées dans l'inflammation chronique (Grzanna et al., 2005). Dans une étude récente,
I’extrait aqueux du rhizome du gingembre a été rapporté d’avoir un effet antiinflammatoire tres
important dans des rats. L’effet a été constaté par la réduction du diamétre des pattes des rats
traités par la carraghénane par rapport au control (rats traités uniqguement avec la carraghénane).
Les marqueurs de I’inflammation comme le fibrinogene et la protéine réactive C (CRP) ainsi
que les éléments du sang comme les globules blancs et les plaguettes sanguines ont également
diminué suite a I’administration de I’extrait aqueux du gingembre ce qui démontre son effet
inflammatoire trés efficace. En effet, I’effet de I’extrait était trouvé plus élevé que celui de

I’indométacine utilisé comme standard (Zammel et al., 2021).
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Figure 23 : Inhibition de la dénaturation de BSA par I’extrait aqueux du gingembre.
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11.4.3. Effet antifongique

Fusarium oxysporum f. sp lycopersici abrégé en FOL est une souche pathogéne qui
touche les plantes comme la tomate en causant son flétrissement et par conséquent conduit a la
réduction de la production et du rendement. Le champignon entre dans 1’épiderme des racines
de la plante et par la suite se propagent via le tissu vasculaire et habite les vaisseaux de I’xyléme
qui conduit a leur colmatage et un stress hydrique sévere conduisant au flétrissement de la
plante. Cette maladie se caractérise par des feuilles jaunes sur la plante avec un minimum ou
absence totale de la production du fruit (tomate) (Srinivas et al., 2019). Le traitement contre ce
pathogene implique [’utilisation des pesticides mais aussi la production de plantes
génétiquement modifiées plus résistantes. Actuellement, vu le danger des pesticides
communément utilisés sur la santé humaine et animale, un grand intérét pour I’utilisation des
molécules ou extraits d’origine naturelle a été constaté et par conséquent de nombreuses

recherches ont été conduites dans ce contexte.

Les extraits du gingembre (chloroforme, acétate d’éthyle, et éthanol) testés sur la souche
FOL ont montré une activité inhibitrice trés intéressante qui dépend de la concentration de
I’extrait utilisée. Les pourcentages d’inhibition calculés par rapport au contrdle sont rapportés
dans la figure 24. Les images des zones d’inhibition des trois extraits a différentes
concentrations sont également presentées dans la figure 25. Comme constaté, 1’extrait acétate
d’éthyle acétate a eu I’effet le plus prononcé a toutes les concentrations utilisées. A 0,25 mg/ml
I’extrait acétate d’éthyle a provoqué la réduction du diametre du mycélium de 38 %, suivi par
I’extrait éthanol avec un pourcentage d’inhibition de 28 % qui est proche de I’effet exercé par

I’extrait chloroformique (25 %).

L’effet antifongique le plus important est observé a la plus forte concentration qui est de
1 mg/ml. A cette concentration, 1’acétate d’éthyle exerce toujours la meilleure capacité
inhibitrice de la souche fongique donnant une réduction du diametre du mycélium de 60 % par
contre les extraits, chloroforme et éthanol ont montré une activité proche avec des pourcentages

d’inhibition de 56 et 55 %, respectivement.
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L’effet antimicrobien du gingembre a été trés largement rapporté dans la littérature
montrant I’efficacité de 1’huile essentielle ainsi que les extraits organiques a inhiber certaines
bactéries et champignons. Les composés phénoliques comme (eugénol, les shogaols, la
zingérone, les gingerdiols, et les gingérols) en synergie avec d’autres composés comme le -
phellandréne, le cis-caryophilléne, le zingiberéne, le a-farnéséne, et le B-bisabolene sont
principalement responsables de 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentille, de I’oleoresine,
et de I’huile essentielle du gingembre (Beristain-Bauza et al., 2019). L’effet antimicrobien du
gingembre est essentiellement évalué sur les bactéries par contre, trop peu d’études sur son effet
antifongique ont été réalisées. Par exemple, Karuppiah et al., (2012) a rapporté un remarquable

effet antibactérien contre un nombre de bactéries pathogénes.
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Figure 24 : Activité antifongique des extraits de Zingiber officinale contre Fusarium

oxysporum f. sp lycopersici
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

Acétate d'éthyle chloroforme

i
: |

\ -

Figure 25 : Photos de I’activité antifongique des différents extraits de Zingiber officinale.
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Conclusion et perspectives

Dans le présent travail, une étude phytochimique et pharmacologique de la plante
Zingiber officinale (gingembre) a été réalisée dans le but de justifier ses multiples utilisations
dans la medecine traditionnelle et la possibilité de la considérer comme une source de
substances bioactives. Pour cela, les effets antioxydant, antiinflammatoire, et antifongique des

extraits obtenus par différents solvants de différentes polarités ont été évalués.

Les résultats ont montré de fortes teneurs en polyphénols dans les extraits organiques
par rapport a I’extrait aqueux obtenu par décoction. La réalisation de la CCM a révélé la
présence de plusieurs bandes dans les extraits organiques mais pas dans I’extrait aqueux. La
bio-activité des extraits est fortement liée a leur composition. A cet effet, les extraits organiques
sont les plus actifs comme antioxydants et antifongiques contre Fusarium oxysporum f. sp

lycopersici.

A T’essor de ces résultats, les effets exercés par le gingembre peuvent expliquer ses effets
thérapeutiques. En outre, I’extraction avec des solvants organiques s’est avéré le meilleur
moyen pour atteindre un meilleur effet a I’encontre de 'utilisation de la décoction due a la
nature hydrophobe des composés actifs de cette plante. Le gingembre pourrait étre alors
considéré comme une source potentielle de substances bioactives naturelles aux effets

antioxydant, antiinflammatoire, et antifongique.

Néanmoins, des études supplémentaires devraient étre conduites dans le méme contexte

pour compléter les résultats de la présente étude a savoir :

-Evaluation des effets biologiques sur des fractions pour identifier les composés

responsables de I’activité

-Etude d’autres effets biologiques comme ’effet antidiabétique ou utiliser d’autres tests
complémentaires (évaluer I’effet antiinflammatoire par d’autres méthodes) pour prouver les

effets exercés.

-Effectuer des études in vivo sur les effets thérapeutiques pour prendre en considération

la complexité des systemes biologiques par rapport aux réactions in vitro

-Etude in vitro et in vivo de la toxicité des extraits afin d’éviter tout inconvénient de leur

utilisation
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Résumé

Le présent travail a pour but principal d’étudier la composition chimique et quelques effets
biologiques des extraits de la plante Zingiber officinale (gingembre) afin de justifier ses
multiples actions thérapeutiques et son potentiel comme une source de substances bioactives
d’origine naturelle.

Des teneurs en polyphénols totaux variant de 32,53+4,73 a 213,61+ 4,42 ng EAG/mg d’extrait
correspondant aux extraits aqueux et chloroforme, respectivement ont été obtenues. De plus,
des valeurs entre 2,06 + 0,36 et 108,1 £ 4,1 ng QE/mg d’extrait ont été enregistrées pour les
flavonoides. La séparation sur CCM a révéle la richesse des extraits organiques par I’apparition
de plusieurs taches sur la plaque.

Les résultats de I’activité antioxydante ont montré que les extraits organiques sont les plus
puissants. Particulierement, I’extrait acétate d’éthyle était le plus actif dans la réduction du
radical DPPH (Clso= 15,77 = 0,63 ng/ml) et exergait ’effet réducteur des ions métalliques le
plus important (des valeurs Aos variant entre 4,88 + 0,21 et 34,17+1,23 pg/ml). D’autre part,
aucun effet antiinflammatoire n’a été observé pour ces extraits tandis qu’une légere capacité a
inhiber la dénaturation thermique de la BSA a été obtenue par I’extrait aqueux atteignant un
pourcentage d’inhibition de 67,68 % a 5 mg/ml. En outre, les extraits organiques ont montré
une grande capacité antifongique contre Fusarium oxysporum f. sp lycopersici dont I’extrait
acétate d’éthyle était le plus actif (inhibitions entre 55 et 60 % a 1 mg/ml).

Les différents résultats du présent travail prouvent les effets thérapeutiques de la plante liés
essentiellement aux effets antioxydants, antiinflammatoire, et antifongique et pourrait par
conséquent étre considérée comme une source de substances bioactives.

Mots clés : Zingiber officinale, Polyphénols, Effet antioxydant, Activité anti-inflammatoire,
Fusarium oxysporum f. sp lycopersici



Abstract

The main aim of the present work is to study the chemical composition and some biological
effects of extracts from the plant Zingiber officinale (ginger) in order to justify its multiple
therapeutic actions and its potential as a source of bioactive substances of natural origin.

Total polyphenol contents ranging from 32.53+4.73 to 213.61+4.42 pg EAG/mg extract
corresponding to aqueous and chloroform extracts, respectively, were obtained. In addition,
values between 2.06 £ 0.36 and 108.1 + 4.1 pg EQ/mg extract were recorded for flavonoids.
TLC separation revealed the richness of the organic extracts by the appearance of several spots
on the plate.

Antioxidant activity results showed that organic extracts were the most potent. In particular,
ethyl acetate extract was the most active in reducing the DPPH radical (C150= 15.77 + 0.63
pg/ml) and exerted the greatest reducing effect on metal ions (AQ.5 values ranging from 4.88 £
0.21 to 34.17£1.23 pg/ml). On the other hand, no anti-inflammatory effect was observed for
these extracts, while a slight ability to inhibit thermal denaturation of BSA was obtained by the
aqueous extract reaching a percentage inhibition of 67.68% at 5 mg/ml. In addition, the organic
extracts showed high antifungal capacity against Fusarium oxysporum f. sp lycopersici, with
the ethyl acetate extract being the most active (inhibitions between 55 and 60% at 1 mg/ml).

The various results of the present work demonstrate the therapeutic effects of the plant,
essentially linked to antioxidant, anti-inflammatory and antifungal effects, and could therefore
be considered a source of bioactive substances.

Key words: Zingiber officinale, Polyphenols, Antioxidant effect, Anti-inflammatory activity,
Fusarium oxysporum f. sp lycopersici
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Résumé

Le présent travail a pour but principal d’étudier la composition chimique et quelques effets biologiques des extraits
de la plante Zingiber officinale (gingembre) afin de justifier ses multiples actions thérapeutiques et son potentiel
comme une source de substances bioactives d’origine naturelle.

Des teneurs en polyphénols totaux variant de 32,53+4,73 a 213,61+ 4,42 ng EAG/mg d’extrait correspondant aux
extraits aqueux et chloroforme, respectivement ont été obtenues. De plus, des valeurs entre 2,06 + 0,36 et 108,1 +
4,1 pg QE/mg d’extrait ont été enregistrées pour les flavonoides. La séparation sur CCM a révélé la richesse des
extraits organiques par ’apparition de plusieurs taches sur la plaque.

Les résultats de I’activité antioxydante ont montré que les extraits organiques sont les plus puissants.
Particulierement, I’extrait acétate d’éthyle était le plus actif dans la réduction du radical DPPH (ClIso= 15,77 + 0,63
ug/ml) et exergait 1’effet réducteur des ions métalliques le plus important (des valeurs Ags variant entre 4,88 + 0,21
et 34,17+1,23 pg/ml). D’autre part, aucun effet antiinflammatoire n’a été observé pour ces extraits tandis qu’une
légere capacité a inhiber la dénaturation thermique de la BSA a été obtenue par I’extrait aqueux atteignant un
pourcentage d’inhibition de 67,68 % a 5 mg/ml. En outre, les extraits organiques ont montré une grande capacité
antifongique contre Fusarium oxysporum f. sp lycopersici dont I’extrait acétate d’éthyle était le plus actif (inhibitions
entre 55 et 60 % a 1 mg/ml).

Les différents résultats du présent travail prouvent les effets thérapeutiques de la plante liés essentiellement aux effets
antioxydants, antiinflammatoire, et antifongique et pourrait par conséquent étre considérée comme une source de
substances bioactives.

Mots-clefs : Zingiber officinale, Polyphénols, Effet antioxydant, Activité anti-inflammatoire, Fusarium oxysporum f]
lycopersici.
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