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Résumés

Résumé

Le gingembre ou Zingiber Officinale, est une plante qui appartient a la famille des Zingibé-
racées et représente 1'une des plantes médicinales les plus anciennes connues par 1’étre
humain. Notre travail de recherche a été initialement consacré a 1’étude phytochimique et
I’évaluation de I’activité antioxydante et anti-inflammatoire de deux extrait des rhizomes
de gingembre. Le premier extrait contient le jus (EZAJ) alors que le deuxiéme ne le con-
tient pas (EZSJ).

Nous avons tout d’abord procédé au screening phytochimique, la quantification des teneurs
des polyphénols totaux et des flavonoides par dosage colorimétrique et 1’activité antioxy-
dante a été déterminée par le test de piégeage du radical libre DPPH. En outre, ’activité
anti-inflammatoire a été effectuée in vitro en utilisant la méthode de I’inhibition de la déna-
turation de 1’albumine.

Les résultats obtenus montrent un rendement plus élevé dans I’EZAJ. L’étude phytochi-
mique a révélé la présence des principaux métabolites notamment : les flavonoides, les
quinones libres et les composés réducteurs dans I’EZAJ. Nous avons enregistré aussi la
présence des polyphénols, des flavonoides, des quinones libres et des terpénoides dans
I’EZS]J. Les dosages quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu
et des flavonoides par la méthode d’AICI3 ont révélé la richesse de ’EZAJ en polyphénols
(71,96 ng EAG/mg d’extrait) et en flavonoides (3,09 ug EQ/mg d’extrait). L’EZSJ con-
tient une quantité plus faible en polyphénols (26,84ug EAG/mg d’extrait) et en flavo-
noides (2,45 ng EQ/mg d’extrait).

La meilleure activité antioxydante a été obtenue par ’'EZAJ, en piégeant le radical DPPH",
avec une valeur d’IC50 de 0.071 £0.02 mg/ml. Aussi, les résultats montrent une activité
anti-inflammatoire importante des deux extraits.

Ces résultats suggérent que le gingembre pourrait servir comme une source alternative
d'agents antioxydants et anti-inflammatoires pour la protection des étres humains contre les

dommages oxydatifs et inflammatoires.

Mots clés : Zingiber Officinale, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, activité

anti-inflammatoire.



Résumés

Abstarct

Ginger or Zingiber Officinale is a plant that belongs to the Zingiberaceae family and is one
of the oldest medicinal plants known to humans. Our research was initially devoted to the
phytochemical study and evaluation of the antioxidant and anti-inflammatory activity of
two ginger rhizome extracts. The first extract contains the juice (EZAJ) while the second
does not (EZS)).

We first proceed to a phytochemical screening, quantification of total polyphenol and fla-
vonoid contents by colorimetric assay and anti-oxidant activity was determined by the
DPPH free radical scavenging assay. In addition, the anti-inflammatory activity was
realized in vitro using the method of denaturation of albumin inhibition.

The results obtained show a higher yield in the EZAJ. The phytochemical study revealed
the presence of the main metabolites including: flavonoids, free quinones and reducing
compounds in EZAJ. We also recorded the presence of polyphenols, flavonoids, free qui-
nones and terpenoids in EZSJ. Quantitative determinations of total polyphenols by Folin-
Ciocalteu method and flavonoids by the AICI; method revealed the richness of EZAJ in
polyphenols (71.96 ug EAG/mg of extract) and flavonoids (3, 09 ug EQ/mg of extract).
EZSJ contains a lower amount of polyphenols (26.84 ug EAG/mg of extract) and flavo-
noids (2.45 ug EQ/mg of extract).

The best antioxidant activity was obtained by EZAJ, trapping the DPPH" radical, with an
IC50 value of 0.071 +0.02 mg/ml. Also, the results show a significant anti-inflammatory
activity of the two extracts.

These results suggest that ginger may serve as an alternative source of antioxidant and anti-

inflammatory agents for protecting humans against oxidative and inflammatory damages.

Key words: Zingiber Officinale, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, anti-

inflammatory activity.
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Introduction

Introduction
De nos jours, la plupart des recherches se concentrent sur les plantes médicinales en raison
de leurs activités pharmacologiques trés importantes et leur faible toxicité. Parmi ces
plantes médicinale nous avons choisi « Zingiber officinale ».
Zingiber officinale Roscoe (Gingembre) appartient a la famille des Zingiberacea. Le
gingembre été utilisé comme épice pour plus de 2000 ans, le rhizome de gingembre est
connu pour sa contribution a la nourritures (Awe et al., 2013) et aussi une plante
médicinale importante et couramment utilisée dans les aliments et les compléments
alimentaires. Cette plante a été considérée comme un ingrédient important pour le
traitement de diverses maladies et troubles (Wang et Wang, 2005 ; Tapsell et al., 2006 ;
Abdelmotalab Omer et al., 2015 ; Rubila, 2014). De nombreuses recherches ont démontré
la puissance biologique des activités de Z. Officinale incluant I’activité anti-inflammatoire,
antimicrobienne et les effets anti-thrombotiques, antioxydante et le traitamant de les
maladies  d'Alzheimer, hépatoprotecteur, analgésique, antipyrétique, activités
antispasmodiques, antitumorales (Khaki et al., 2009 ; Ghasemzadeh et Hawa, 2011 ;
Tohm et al., 2017).
La sélection de cette plante s’est fondée sur les critéres suivants :
» Parce que le gingembre est mentionné dans le coran.
» 1l est parmi les familles de plantes les plus utilisées comme source mondiale
d’épices et d’extraits a qualité¢ médicale intéressante.
> |l est parmi les plus populaires plantes aromatiques et médicinales utilisées dans le
monde entier, leur utilisation fréquente par nos populations dans le domaine
culinaire, celui de la médecine traditionnelle, les industries alimentaires,
pharmaceutiques et cosmétiques.
A la lumiére de ces données, notre travail a pour objectif de réaliser une étude
phytochimique (screening phytochimique et dosages des polyphénols et des flavonoides) et
d’effectuer une recherche sur I’activité antioxydante et anti-inflammatoire in vitro du
gingembre.
Notre travail sera donc réparti en deux parties :
» Une recherche bibliographique ou nous apportons dans le premier chapitre un
abrégé de I’histoire, de I’utilisation et la description botanique et systématique de la
plante étudiée et ses propriétés. Le deuxiéme chapitre elucidera la classification, la

composition et I’intérét thérapeutique de quelques groupes importants des

Etude phytochimique et activité antioxydante et anti-inflammatoire de la plante Zingiber Officinale 1
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métabolites secondaires. Et le dernier chapitre présente un résumé des activités
biologiques étudiées.

» Une partie expérimentale subdivisée en deux chapitres, le premier présente le
matériel et les méthodes utilisés pour la réalisation de ce travail et le deuxiéme

chapitre comportera les résultats obtenus dans cette étude.

e
Etude phytochimique et activité antioxydante et anti-inflammatoire de la plante Zingiber Officinale 2
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Chapitre 1 : Généralités sur la plante

1. Historique

La littérature la plus ancienne souligne l'importance économique et médicinale du
gingembre dans toutes les grandes civilisations du Moyen-Orient, I'Asie et I'Europe
remonte a 5000 avant JC a 2000 avant JC. Le gingembre est connu des Chinois depuis 400
avant J.-C. et il est cultive en Inde depuis des temps immémoriaux. Il a également été
utilisé par les Romains et les Grecs comme épice qui le considérait comme un produit
arabe. Ibne Baitar I'a décrit comme «plante célebre ayant une odeur tres attrayante», il est
décrit dans le Coran et poéte fait de la poésie; Il est utilisé dans la médecine et les remedes
alimentaires depuis trés longtemps. En Inde, il est cultivé depuis I'ére préhistorique. Ses
propriétés sont décrites dans l'ancien texte ayurvédique Charaka (Tauheed, 2017). Une
autre source indique que, des 1400 avant J.C., les Phéniciens en commerce en Gréce.

C'était une épice trés recherchée en Europe pendant le Moyen Age (Pierre et al., 2012).

2. Description botanique

Le gingembre est une plante tropicale herbacée vivace poussant dans les régions
ensoleillées et humides, se dressant sur une tige de 1,50 m en moyenne, mais pouvant
atteindre 3 m de haut (Gigon, 2012). Cette plante porte deux sortes de tiges aériennes
dressées : les unes stériles avec des feuilles linéaires lancéolées, engainantes, et les autres
fertiles portant des sortes de bractées engainantes sont terminées par un épi ovoide avec
des fleurs jaune verdatre. Inflorescence en épi serré de fleurs irrégulieres (Bayala, 2014).
Les rhizomes sont aromatiques, lobés épais, jaunatres pales, (Jyotsna et al., 2017). Le
rhizome est la seule partie utilisée (Perotto, 2013) (Figure 01).

Etude phytochimique et activité antioxydante et anti-inflammatoire de la plante Zingiber Officinale 3



Chapitre 1 : Généralités sur la plante

Figure 01: Zingiber officinale Roscoe (Gigon, 2012).
A) La plante entiére ; B) et C) Le rhizome

3. Classification
Tableau 1 : Classification botanique du gingembre (Faivre et al., 2006 ; Gigon, 2012) :

Régne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Division Magnoliophyta (ou Angiospermes)
Classe Liliopsida(ou Monocotylédones)
Sous-classe Zingiberidae

Ordre Scitaminales ou Zingibérales
Famille Zingiberaceae

Sous-famille Zingiberoideae

Espéce Zingiber Officinale Roscoe

Etude phytochimique et activité antioxydante et anti-inflammatoire de la plante Zingiber Officinale 4



Chapitre 1 : Généralités sur la plante

4. Principaux constituants

Dans le rhizome du gingembre frais, les gingerols ont été identifiés comme les principaux
composants actifs (figure 02 ; tableau 2). Les gingérols sont un groupe de composés
polyphénoliques structurellement apparentés isolés du gingembre et connus pour étre les
constituants actifs. La perception sensorielle du gingembre provient de deux groupes
distincts de produits chimiques, a savoir des huiles volatiles et des composes piquants non
volatils (Subash et al., 2014 ; Gail et al., 2003), Les composants volatils de I'huile sont
principalement constitués d'hydrocarbures sesquiterpéniques, principalement du
zingibéréne (35 %), du curcumeéne (18 %) et farnéséne (10 %), avec des quantités moindres
de bisaboléne et de B-sesquiphellandréne. Une plus petite quantité d'au moins 40 différents
hydrocarbures monoterpénoides sont présents avec le 1, 8-cinéole, néral, le bornéol, le
linalol et le géraniol étant les plus abondantes et beaucoup de ces composants volatils de
I'huile contribuent a I'ardme distinct et le go(t du gingembre. Le gingembre contient des
constituants biologiquement actifs, y compris les principes piquants non volatils, tels que
les gingérols, les paradigmes, les shogaols et le zingérone qui produisent une sensation de
chaleur. Le gingembre contient le zingiberéne et le 6- gingérol qui sont deux constituants
importants des médicaments stomachiques. Les gingérols ont été identifiés comme les
principaux composants actifs dans le rhizome frais et sont une série d’homologues
chimiques différenciées par la longueur de leurs chaines alkyles non ramifiées. En outre,
les shogaols, la forme déshydratée des gingérols, sont les principaux constituants piquants
dans le gingembre séché. Le paradol est similaire au gingérol et se forme lors de
I'nydrogénation du shogoal. En plus des oléorésines extractibles, le gingembre contient
beaucoup de graisses, de vitamines, de glucides, de cires et de minéraux représente dans le
tableau 02. Les rhizomes de gingembre contiennent également le zingibain qui est une
enzyme protéolytique puissante (Ranjani, 2013).

Etude phytochimique et activité antioxydante et anti-inflammatoire de la plante Zingiber Officinale 5
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Figure 02 : Les principaux composants actifs du gingembre : gingérol, shogaol, paradol et

isogingerol (Santosh et al,. 2014).

Tableau 2 : Profil nutritionnel du gingembre (100 g) (Chouleur et al., 2009 ; Singh, 2017)

Types de Exemples de Montant
nutriments Nutriments
Energie - 80Cal
Protéine - /333kJ
Eau - 18¢g
Phyto-stérols - 78940
Les glucides Glucides totaux 15 mg
Fibre alimentaire 18¢
Sucre 29
Graisses et acides gras Graisse totale 1,79
Gras saturé 750 mg
Graisse mono insaturée 203 mg
Graisse polyinsaturée 154 mg
Les acides gras omega-3 154 mg
Acides gras oméga-6 34 mg
Vitamines Vitamine C 120 mg
Vitamine C 5mg Vitamine E 5 mg
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Glycine 162mg
Proline 43mg
serine 41mg

5. Huile essentielle du gingembre

L’analyse chimique de I’huile essentielle de Z. officinale effectuée par Nogueira de Melo
et al., (2011) a permis d’identifier I’arcurcumeéne (59 %), le p-myrcéne (14 %), le 1,8-
cinéole (8 %), le citral (7,5 %) et le zingibérene (7,5 %) comme étant les principaux
composés. D’autres études ont détectées dans cette huile essentielle 1'a-zingibéréne (31 %),
I’arcurcumeéne (15,4 %) et le sesquiphellandréne (14,02 %) comme étant les principaux
composés. L’a-zingibéréne (23,9 %) et le citral (21,7 %) ont également été identifiés
comme étant les composés majoritaires de 1’huile essentielle de cette plante (Bayala,
2014). La figure 03 ci-dessous présente la structure quelques composants de I’huile

essentielle du gingembre.

a-zingibéréne ar-curcumeéne citral

F-sesquiphellandréne B-bisaboléne cingibérol

Figure 03 : Structures de quelques composants de I’huile essentielle du gingembre
(Benzeggouta, 2015).

6. Propriétés biologiques
6.1. Action antioxydante
Plusieurs études ont étudié les effets antioxydants du gingembre. Le 6-gingérol semble étre
le constituant antioxydant présent dans le gingembre. L'huile de gingembre a des effets
protecteurs dominants sur les dommages de I'ADN induite par le H,O,. L'huile de

gingembre pourrait aussi agir en tant que piégeur des espéces réactives de 1’oxygeéne et
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pourrait étre utilisé donc comme antioxydant (Rajesh et al., 2012). Le gingembre inhibe la
peroxydation des lipides, ainsi que la chaine enzymatique liée au stress oxydant (Chouleur
et al., 2009).

6.2. Action anti-inflammatoire

Le gingembre contient des composés anti-inflammatoires puissants appelés gingérols. On
pense que ces substances expliquent pourquoi tant de personnes souffrant d'arthrose ou de
polyarthrite rhumatoide connaissent des réductions de leur niveau de douleur et des
améliorations de leur mobilité lorsqu'elles consomment régulierement du gingembre. L'un
des mécanismes par lesquels le gingembre exerce ses effets améliorateurs pourrait étre lié a
I'inhibition de la biosynthése des prostaglandines et des leucotrienes (Gupta et Sharma,
2014). Le gingembre a été utilisé pour moduler certaines voies biochimiques activées dans
I'inflammation chronique et inhiber I'induction de plusieurs genes impliqué dans la réponse
inflammatoire, et certains d'entre eux les génes qui codent pour les cytokines, les

chimiokines et 1’enzyme cyclo-oxygénase-2 (COX-2) (Ali et al,. 2007).

6.3. Action Antimicrobienne et antivirale

Les extraits du gingembre ont des effets antibactériens a la fois contre les bactéries Gram
positif et les bactéries Gram négatives telles que : Clostridium, Listeria, Enterococcus et
Staphylococcus (Kathi, 1999), et aussi vis-a-vis : Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium et Escherichia coli. Le gingembre possede un effet antifongique vis-a-vis :
Candida albicans et Rhizopus sp. (Ficker et al., 2003), un effet inhibiteur contre le HIV
(Mukherjee et al., 2014).

6.4. Usage de gingembre

- Dans la cuisine : 11 est utilisé dans la confection de pain d’épices, de biscuits, de desserts,
dans les viandes, les poissons, le poulet, dans les soupes et pour aromatiser le riz (Charles,
2013).

- Dans la thérapeutique: Antiémétiques, Anti-cancer, anticoagulants, Antitussifs,
antigénotoxique, antiarthritique, anti nociceptifs. Aussi le gingembre a des effets gastro-

intestinaux cardiovasculaires soulageants. Ainsi il peut aider a perdre du poids (Rajesh et
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al., 2012). Chouleur et al., (2009) ont démontré ’effet bénéfique du gingembre contre la

maladie d’Alzheimer.

7. Toxicité de gingembre

- Plusieurs auteurs recommandent aux personnes prenant des anti-coagulants (tel que
I’héparine, le coumadin ou I’aspirine) ou subissant prochainement une chirurgie, d’éviter
de consommer de grandes quantités de gingembre afin de diminuer les risques de
saignements excessifs, en raison de sa capacité a inhiber la thromboxane synthase.

- Le gingembre peut éventuellement conduire a des avortements spontanés, des mutations

du feetus, ou un risque accru de saignements (Chouleur et al., 2009).
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Chapitre 2 : Les métabolites secondaires

1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement
en trois grandes familles: Les polyphénols, les terpénes et les alcaloides (Lutge et al., 2002
; Marouf et Reynaud, 2007).

2. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois classes :
» Phénols et polyphénols ;

» Terpénoides et stéroides ;

» Alcaloides.

2.1. Les composés polyphénoliques

Les polyphénoliques sont présents dans toutes les parties supérieures des végétaux
(racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) ; et sont impliqués dans de
nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogénése, la
germination des graines et la maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006). Les
composes polyphénoliques sont constitués d’un noyau aromatique comportant une ou
plusieurs fonctions hydroxyles ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyl ester,
glycosides...) (Girotti-Chanu, 2006).

2.1.1. Classification des composes polyphénoliques

La classification de ces substances a été proposée par Harborne (1980). On peut distinguer
les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre d’atomes
constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, six principales classes sont

largement répandues (Macheix et al., 2006).

2.1.1.1. Les acides phénoliques

Sont les principaux polyphénols alimentaires (Watson et al., 2013), ils sont présents dans
tous les fruits et les légumes et représentent environ un tiers de la teneur totale de
I'alimentation en polyphénols (Sharma et al., 2015). Le terme acide phénolique peut

s’appliquer a tous les composes organiques possédant au moins une fonction carboxylique
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et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cette dénomination est réservé
aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique (Belyagoubi, 2011 ; ; watson et al.,
2013).

> Propriétés biologiques
Les acides phénoliques constituent un groupe important de composés organiques naturels
avec un large spectre d'activités pharmacologiques, ils possedent des propriétés non
seulement antioxydantes, mais également des propriétés antivirales et antibactériennes.
(Cazes, 2005), anti-inflammatoires, antiseptiques urinaire, cholagogues, hépato-

protecteurs, cholérétiques, immunostimulants (Zakkad, 2017).

2.1.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides désignent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Marfak, 2003). Ces molécules ont des structures chimiques
variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les fruits, les
Iégumes, les graines, les boissons tels le thé (Tsimogiannins et al., 2006). Ces molécules
sont considérées comme des pigments quasiment universels des végétaux ; ils sont
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Bruneton, 1999).
Ce sont des composés possédant un squelette de base est celle d’un diphénylpropane a 15
atomes de carbone (C6-C3 -C6), constitués de deux noyaux aromatiques(ou anneaux) que
désignent les lettres A et B et d'un hétérocycle central d’oxygenés (figure 04) (Dacosta,
2003 ; De Souza et al., 2004). Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques sont
connus (Edenharder et al., 2003).

Figure 04 : Squelette de base des flavonoides (Girotti-Chanu, 2006).
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Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes (figure 05) dont les plus importantes sont
les flavanones, les flavonols, les flavones, les flavanols, les isoflavones et les anthocyanes
(Zakkad, 2017).
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Figure 05 : Structures des différentes classes de flavonoides (Fraga & Oteiza, 2011).

> Propriétés biologiques
- La principale activité attribuée aux flavonoides est une propriété «vitaminique P», ils
diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et renforcent leur résistance. Les
flavones et flavonols sont deux classes de flavonoides protecteur de cellules végétales
contre les effets nocifs des radiations ultraviolettes excessives, et contre les rayons Y et
I’0zone.
- Les flavonoides sont des piégeurs efficaces des radicaux libres impliqués dans la
peroxydation lipidique.
- Ce sont des protecteurs vasculaires améliorant la résistance et la permeabilité des
vaisseaux aussi bien artériels que veineux. Ils augmentent aussi la résistance des vaisseaux
en protégeant le tissu conjonctif périvasculaire des dégradations enzymatiques (Harbone et
Williams, 2000).
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2.1.1.3. Les coumarines

Les coumarines sont des composés obtenus par lactonisation de I’acide orthocoumarique.
Ces coumarines, une fois hydroxylés sur le noyau aromatique, sont des composés
phénoliques a structures variables. Elles sont généralement substituées en C7 par un
hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue sous le nom d’ombelliférone, est le précurseur
des coumarines 6,7-di-et 6, 7,8-trihydroxylées (Jutiviboonsuk, 2005 ; Zakkad, 2017). Ces
composés sont des hétérocycles oxygénes ayant comme structure de base: le benzo-2-
pyrone. A présent plus de 1000 composés coumariques sont isolés dont plus de 800 sont
isolés a partir des plantes et des micro-organismes (Sakagami et al., 2005). Les coumarines
de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales, ils ont fréeguemment
un réle écologique ou biologique, ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides
membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes (Zakkad,
2017).

> Propriétés biologiques
Les coumarines et leurs dérivées sont connues pour leurs nombreuses utilisations dans
I’industrie des cosmétiques (comme additifs), I’industrie pharmaceutique et agro-chimique.
Elles possédent diverses propriétés biologiques, elles sont utilisées comme agents anti-
coagulants et sont tres fluorescentes, elles sont employées aussi dans la préparation des
insecticides. La majorité des coumarines et leurs dérivées ont été soumises a de profondes
investigations dans le but d’évaluer leurs effets sur la santé humaine, les recherches ont
montré qu’elles peuvent étre des agents anti HIV, anti-tumoraux, anticancéreux,

antimicrobiens et anti- inflammatoires (Dridi, 2015).

2.1.1.4. Les tanins

On appelle communément « Tanins » des substances d’origine végétale, non azotées, de
structure polyphénolique, soluble dans 1’eau, I’alcool, I’acétone, peu soluble dans 1’éther.
Les tanins (ou tannins) représentent une classe trés importante de polyphénols utilisés pour
tanner les peaux. lls ont la propriété de se combiner aux protéines, ces combinaisons
varient d’une protéine a une autre selon les degrés d’affinités. Les tanins sont localisés
dans les vacuoles. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 Da (Karamac,
2009 ; Zakkad, 2017). On retrouve :
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= Les tannins hydrolysables : sont des esters d’acide gallique qui se lient aux
molécules de glucose. Plus précisément, un glucose se lie a plusieurs molécules
d'acide gallique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006) chez les angiospermes
dicotylédones (Richard, 2012).

»= Les tanins condensés (proanthocyanidols) ce sont des composés phénoliques
hétérogenes. Ils se trouvent sous forme d’oligoméres ou polymeéres de flavanes,
flavan-3-ols, 5 desoxy-3-flavonols et flavan-3,4-diols (figure 06). Les polyméres
donnent une structure hérissée d’OH phénoliques capable de former des liaisons
stables avec les protéines (Montenegro de Matta et al., 1976, Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).
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A-Tanins condenses. B-Tanins hydrolysables

Figure 06 : Structures générales des deux types de tanins végétaux (Richard, 2012).

» Propriétés biologiques
- La plupart des propriétés biologiques des tanins sont dues a leur pouvoir de se combiner
avec les macromolécules en particulier les protéines.
- Les tanins exercent un effet antidiurétique et antiseptique.
- lls favorisent la régénération des tissus en cas de blessures superficielles ou de brulures.
Ils ont la propriété de coaguler les protéines de salive, ce qui rend les tissus riches en
tanins peu consommables par les herbivores.
- De méme, la teneur élevée en tanins rencontrée chez les plantes parasitées joue un réle de
défiance contre les bactéries et les champignons en précipitant les enzymes extracellulaires

sécrétées par les microorganismes (Guignard, 2000).
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2.1.1.5. Les quinones

Les quinones sont des composés de benzene dans lesquels deux atomes d’hydrogeéne du
noyau sont remplacé par deux atomes d’oxygéne. Le mot quinone représente un grand
ensemble de composés possédant le méme motif de base un cyclohéxadiéne comportant

deux doubles liaisons exo-cyclique (figure 07).

> N MNom = x
(@] (& Quinone ﬁy
L CRo> Quinomeéethane
CR=2 CR= Quinodimeéthane A
(& NR Quinone imine para- o rther
NR NR Quinone diimine

Figure 07 : Les différents types de quinones (R: groupe d’atomes quelconque) (Stéphane,
2001).

On peut distinguer plusieurs type de quinones selon la nature des substituants X et Y,
chacun de ces groupe étant constitués de sous-groupe : les ortho-(o-) et les para (p-). On
remarquera que le mot quinone est employé pour désigner a la fois 1’ensemble de ces
composes et ceux ou les double liaisons exocycliques sont des carbonyles (Stéphane,
2001).

2.1.1.6. Les lignanes et les lignines

Les monolignols sont les dérivés de I'acide cinnamique, ils servent de précurseurs pour les
composés de types phénylpropanoides tels que les lignanes et les lignines. Les lignines
constituent une classe importante de produits naturels dans le régne végétal et seraient
formées par polymérisation oxydative de monolignols (monomeres) qui sont les alcools

pcoumarique, coniférique et sinapique (Jutiviboonsuk, 2005) (figure 08).
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Figure 08 : Structure chimique de lignine (Scalbert et williamson, 2000).

2.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées, a propriétés basiques ou amers,
d’origine naturelle, avec une structure complexe et ayant des propriétés thérapeutiques ou
toxiques (Dellile, 2007; Bruneton, 2009). lls ont des structures tres diverses et dérivent de

différents acides aminés ou de 1“acide mévalonique en passant par différentes voies

biosynthétiques (Judd et al., 2002).

> Propriétés biologiques

- Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activités
pharmacologiques qui s’exercent dans les domaines les plus variés

- Au niveau du systtme nerveux central, qu’ils soient antidépresseurs (morphine,
scopolamine) ou stimulants (strychnine, caféine);

- Au niveau du systéme nerveux autonome : sympathomimétiques (éphédrine) ou
sympatholytiques, parasympathomimétiques, anticholinergiques et ganglioplégiques.
- On note aussi I’existence de curarisants, d’anesthésiques locaux, d’antifibrillants,

d’antitumoraux, et d’antipaludiques (Bruneton, 1999).
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2.3. Les terpénoides et les stéroides

L'interface entre le métabolisme primaire et secondaire est moins facile a définir dans le
cas des métabolites terpéniques (dérivés isoprénoides), parce que les unités terpéniques
sont également présents dans de nombreux composés associés au métabolisme primaire,
comme les hormones et les vitamines. Les précurseurs de tous les isoprénoides, le
pyrophosphate d'isopentényle (IPP) et son isomeére allylique pyrophosphate dimethylallyl
(DMAPP), sont synthétiseés dans les plantes supérieures (Modolo et al., 2009).

> Propriétés biologiques

-Un certain nombre de stéroides végétaux possedent une activité pharmacologique
intéressante. Il s'agit notamment des glycosides digitaliques (cardénolides) de la digitale
Digitalis lanata. Ceux-ci sont utilisés dans le traitement de l'insuffisance cardiaque.

- L’utilité¢ des terpénes a ¢été démontrée pour la chimiothérapie de plusieurs maladies,
comme le taxol et I’artémisinine (Jennewein et Croteau, 2001 ; Rodriguez-Concepcion,
2004) et aussi pour des propriétés antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires,
antivirales, antioxydantes, antiallergenes, antispasmodiques, antihyperglycémiques, anti-

inflammatoires et immunomodulatrices (Paduch et al., 2007).

2.4. Les saponines

Le nom saponine dérive du mot latin « sapo », qui signifie savon, parce que ces composés
moussent une fois agités avec de I'eau. Ils se composent d’aglycones non polaires liés a un
ou a plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires en
leurs molécules explique leur comportement moussant en solution aqueuse. Comme
définition, on dirait qu’une saponine est un glycoside de stéroide ou de triterpene. Ainsi on
distingue fondamentalement, les saponines stéroidiques et les saponines triterpéniques
dérivant tous deux, biosynthétiquement de 1’oxydosqualéne (Vincken et al., 2007).

> Propriétés biologiques
Les saponines ont des activités : antiallergique, antivirale, hypoglycémiantes, antifongique
et anti-tumorale. Elles ont aussi une action sur le systeme cardiovasculaire, le systéme
nerveux centrale et le systeme endocrinien (Harborn, 1971). lls manifestent des propriétés

hémolytiques, antimicrobiennes, insecticides et molluscicidales (Vincken et al., 2007).
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Le tableau 3 résume les différentes propriétés biologiques des métabolites secondaires

étudiés.

Tableau 3 : Activites biologiques des composés phénoliques(Bruneton, 1999 ; Hennebelle,
2006 ).

Polyphénols Activités
Acides Phénols (cinnamiques et Antibactériennes
benzoiques) Antifongiques
Antioxydante
Coumarines Protectrices vasculaires et antioedémateuses
Flavonoides Antitumorales

Anticarcinogénes
Anti-inflammatoires

Hypotenseurs et diurétiques

Antioxydante
Anthocyanes Protectrices capillaroveineux
Proanthocyanidines Effets stabilisants sur le collagene

Antioxydantes
Antitumorales
Antifongiques

Anti-inflammatoires

Tannins galliques et catéchiques Antioxydantes
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I. Activité antioxydante

I.1. Généralités

L’oxydation de divers substrats endogénes : les phospholipides des membranes cellulaires,
les protéines et I’ADN, conduit a la formation des radicaux libres ou des espéces reactives
oxygénées (ERO). La formation des ERO est un processus tout a fait naturel et joue un role
essentiel dans I’organisme : efficacité de 1’apoptose, prolifération cellulaire normale,
régulation de la pression sanguine, état redox normal pour 1’expression des génes, etc...
(Rousseau, 2004).

1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par ’acceptation d’un autre
électron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al.,
2007). Les espéces réactives de I’oxygéne (ERO) sont des radicaux libres issus de
I’oxygene moléculaire, elles représentent la plus importante classe d’especes réactives
générées dans les organismes vivants a cause de I'importance du métabolisme aérobie
(Valko et al., 2007). Actuellement, on emploie le terme « espéces réactives de 1’oxygéne »
pour désigner un ensemble plus large de molécules :

- Des radicaux oxygenés caractérisés par un électron non apparié: 1’anion superoxyde,
1’O2e-, les radicaux hydroxyles HOs, peroxyle ROOs, alkoxyle RO« (Favier, 2003).

- Des dérivés de ’oxygeéne non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogeéne (H,0,),
L’oxygéne singulet 1’0+ et le nitroperoxyde *ONOOH, mais qui sont aussi réactives et

peuvent étre des précurseurs de radicaux libres (Favier, 2003).

1.3. Les antioxydants
1.3.1. Définition

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir ou
inhiber la génération d’un oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont déja produits et de les
inactiver, bloquer de ce fait la réaction en chaines de propagation produite par ces oxydants
(Tang et Helliwell, 2010). Les antioxydants sont des molécules ayant la capacité de
neutraliser des radicaux libres qui sont responsables de nombreuses maladies. Les

antioxydants sont des composés qui inhibent ou retardent le processus d’oxydation en
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bloquant I’initiation ou la propagation des chaines de réactions oxydatives (Behera et al.,
2006).

1.3.2. Les systemes antioxydants
Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont
produits par I’organisme, ce sont les antioxydants endogénes, ou proviennent de

I’alimentation ou la médication, et sont donc exogenes.

1.3.3. Antioxydants endogenes enzymatiques

a. Superoxydes dismutases
Les superoxydes dismutases (SOD) se présentent sous trois formes (Negre-Salvayre et
Salvayre, 2005), qui différent selon la localisation chromosomique du gene, leur contenu
métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire :

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

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

e SOD mitochondriale tétramérique a manganése (Mn-SOD) (Zelko et al., 2002).

b. Catalase

Essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes. La catalase est
capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire
(Delattre et al., 2005).

Catalase

2HOOH z 2H,0 + O,

c. Glutathions peroxydases
C’est la premiére ligne de défense enzymatique pour lutter contre les effets néfastes des
ERO (Pincemail et al,.2009). Cette enzyme & cofacteur de sélénium se localise dans le
cytosol et la matrice mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes
organiques (ROOH) et du peroxyde d’hydrogéne (H20,) (Valko et al., 2006).

GPX

2GSH (réduit) + H202 > GSSG (oxyde) + 2H20
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GPX

2GSH (réduit) + ROOH GSSG™2 (oxydé) + ROH + H,0

d. Les proteines antioxydantes

La transferrine, la ferritine et la céruléoplasmine jouent un role antioxydant par chélation
des ions (Curtay et Robin, 2000; Pincemail et al., 2002). Ces chélateurs forment des
complexes ou des composés de coordination avec les métaux. Ils inhibent ainsi le cycle
redox du métal et construisent des complexes métalliques insolubles (Cillard et Cillard,
2006).

1.3.4. Antioxydants d’origine végétale non enzymatiques

a. Vitamine E

La vitamine E prévient la peroxydation des lipides membranaires en captant les radicaux
peroxyles. Elle est présente dans les huiles végétales (huiles d'arachide, de soja, de
chardon, de tournesol et d'olive pressées a froid) ainsi que dans les noix, les amandes, les

graines, le lait, les ceufs et les Iégumes a feuilles vertes (Ahamet, 2003).

b. Vitamine C

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est considéré comme le plus important antioxydant
dans les fluides extracellulaires. C’est un piégeur trés efficace des ions superoxydes O2 -,
du peroxyde d’hydrogéne H,0;, des radicaux hydroxyles HOe, et de 1’oxygéne singulet
1’0,, Le role antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les radicaux
peroxyles aqueux, avant qu’ils initient la peroxydation lipidique. Le produit formé étant le
radical ascorbyle. La vitamine C protége ainsi les biomembranes et les lipoprotéines.
(Bouldjadj, 2009).

c. Les antioxydants phénoliques
Les polyphénols sont des métabolites secondaires qui ont des propriétés antioxydantes (Li
et al,.2014). lls qui sont une réserve pour lutter contre les radicaux libres et stopper la

réaction en chaine (Rolland, 2004).
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% Les flavonoides sont de puissants antioxydants vis-a-vis des radicaux libres dus a
leur propriété de donation d’atomes d’hydrogéne disponibles dans les substituants
hydroxyles de leurs groupes phénoliques (Sandhar et al., 2011).

¢ les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires
et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Les conditions
structurales requises pour I’activité antioxydant des coumarines sont similaires a
celles signalées pour les flavonoides (Mogod, 2005).

+«+ Lignanes tels que le sésamol ont démontré des propriétes antioxydantes expliquant
ainsi la stabilit¢ de I’huile de sésame (Sesamum indicum DC., Pedaliaceae
Pedaliaceae) (Bathily, 2002).

¢+ Les tanins possédent des propriétés antioxydantes significatives et agissent comme
capteurs et donneurs de protons face aux radicaux libres lipidiques produits lors de
la peroxydation. Ainsi il a été démontré leurs actions inhibitrices de 1’auto-
oxydation de I’acide ascorbique, du linoléate et de la peroxydation lipidique des
mitochondries du foie et des microsomes (Mohammedi ,2013)

% Les xanthones possedent des propriétés inhibitrices envers la monoaminoxydase.
Ils inhibent la peroxydation des lipides en plus du captage des radicaux libres
(contre les anions superoxydes) (Mohammedi ,2013)

1.3.5. Les oligoéléments

Le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans la
défense contre le stress oxydant. Ces oligoéléments jouent le réle de cofacteur pour
maintenir I’activité catalytique des enzymes antioxydantes (Garait, 2006).

- Le sélénium (Se) joue un role clé dans la protection des cellules et de leurs constituants
contre I’attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence dans le site actif des
glutathions peroxydases sélénodépendantes, et a I’activité biologique anti radicalaire des
scléroproteines (Lhuillier, 2007).

- Le zinc (Zn) et le Cu jouent un réle dans le fonctionnement de SOD. Le zinc protége les
groupements thiols (SH) des protéines contre 1’oxydation induite par le fer, en empéchant

la formation de ponts disulfure intramoléculaires (Bouldjadj, 2009).
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1. Activité anti-inflammatoire

11.1. Généralités sur ’inflammation

La réponse inflammatoire est une réponse adaptative engendrée en réponse a des stimuli
nocifs telle qu’une infection ou une agression tissulaire, vis a éliminer ou isoler 1’agresseur
et maintenir I’intégrité¢ des tissus infectés. L’inflammation est un état morbide caractérisé
par les signes cardinaux suivants : chaleur, douleur, rougeur et tuméfaction de la partie
malade. Elle nécessite une régulation fine, généralement bénéfique, elle conduit a
I’élimination d’éventuels pathogénes et au retour a ’homéostasie du tissu 1ésé (Nathan,
2002 ; Barton, 2008 ; Sarkhel, 2015).

La réaction inflammatoire est la réponse de 1’organisme a une agression ayant pour origine
des éléments physiques : chaleur, froid, rayonnements ionisants... ou des éléments solides
exogenes ou endogenes : pathogenes microbiens, piqiire d’insecte, produits chimiques ou
biologiques, composés issus de la réaction immunitaire (complexes immuns, anticorps
cytotoxiques, cytokines...). Quelle que soit la nature du facteur déclenchant, les
manifestations de la réponse inflammatoire seront les mémes mais avec des intensités et
des duréees variables. La réaction inflammatoire peut étre aigué, voire suraigué ; se
manifeste immédiatement aprés 1’intrusion des micro-organismes et dure jusqu’a 48 h
environ. Elle est la réponse typique du systeme immunitaire inné. Pour exemple, on
observe des états infectieux séveres lors de pancréatites aigués, de brilures... La réaction
inflammatoire peut aussi étre chronique et ainsi durer des semaines, voire des années

(Zerbato, 2010). Les étapes de la réaction inflammatoire représentée dans la figure 09.
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Figure 09 : La réaction inflammatoire schématisée (Prin et al., 2009).

11.2. L’inflammation aigue

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours a
quelques semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes
vasculoexsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante

(Charles et al., 2010). L’ inflammation aigue se constitue en trois phases :
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A. Phase vasculaire (initiation)

La phase est immédiate, de 1’ordre de quelque minute et caractérisée par une vasodilatation
artérielle entrainant un érythéme et un dégagement de chaleur locale. Cette phase se
produit une altération des micro-capillaires par relachement des cytokines et des
substances vasoactives (histamine, bradykinine, sérotonine, prostaglandine et dérivés du

complément) et I’exsudation des cellules et du plasma vers les tissus (Weill et al., 2003).

B. Phase cellulaire (amplification)

La réponse cellulaire fait suite a la phase vasculaire. Elle se déroule en trois étapes
essentielles, la premic¢re met en jeu les cellules de I’'immunité innée (Les polynucléaires
neutrophiles et monocyte/macrophage), la seconde comprend une réponse non adaptative
précoce (lymphocytes porteurs des récepteurs pour 1’antigéne) et la derniére étape, le
développement d’une réponse immunitaire adaptative (activation des lymphocytes T (LT)

et B (LB) spécifique) (Weill et al ., 2003).

C. Phase de réparation (effectrice)

C’est la phase de résolution permettant la restauration du tissu lésé. En effet, les conditions
les plus favorables, les agents agresseurs et les débris cellulaires et tissulaires du foyer
inflammatoire sont éliminés par les polynucléaires neutrophiles et les macrophages qui
vont secréter des médiateurs induisant ainsi la réparation tissulaire, les cellules fibroblastes
et endothéliales forment alors un tissu conjonctivo-vasculaire aboutissant a la cicatrisation
(Weill et al., 2003) (figure 10).

A g T
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Figure 10: La réponse inflammatoire aigue : (A) initiation, (B) amplification, (C)
réparation (Weill et al., 2003).
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11.3. L’inflammation chronique
Morphologiquement, I'inflammation chronique est définie par la présence de lymphocytes,
macrophages, et plasmocytes dans les tissus. Dans de nombreux cas, la réponse
inflammatoire chronique peut persister pendant de longues périodes (plusieurs mois ou
années). Elle est considérée comme étre causée par I’engagement persistant des réponses
de I'immunité innée et acquise, comme dans la polyarthrite rhumatoide et dans
I'inflammation granulomateuse. Il est prouvé que les macrophages dans ces lésions
produisent une série de médiateurs pro-inflammatoires qui activent les fibroblastes pour
fixer le collagene et activer les autres macrophages et lymphocytes pour libérer des
médiateurs responsables des réponses inflammatoires. L’inflammation chronique est
initialement déclenchée par des réponses vasculaires qui impliquent l'apparition de
molécules d'adhésion sur la surface des cellules endothéliales qui vont spécifiquement
entrainer I'adhésion des lymphocytes et des monocytes, et permettent leur transmigration
dans le compartiment extravasculaire (Charles et al., 2010). Tout comme dans la réponse
inflammatoire aigué, les lymphocytes et les monocytes, subissent un processus d'activation
qui favorise I'adhérence et la transmigration de ces cellules dans le compartiment
extravasculaire. En tout type de réponse inflammatoire, les différences entre les types de
molécules d'adhésion exprimées sur les cellules endothéliales détermineront le type de
leucocytes qui migrent (Nourshargh et al., 2006; Charles et al., 2010).
L’inflammation chronique est divisé€e en trois types :

* [’inflammation chronique non spécifique : Elle fait suite a une inflammation

aigue non guérie.
* L’inflammation chronique spécifique (primaire) : Elle survient d’emblée en
réponse a certains types d’agressions.
» L’inflammation granulomateuse : C’est un sous-type d’inflammation chronique

spécifique caractérisé par la présence de granulomes (Stevens et al ., 2004).

11.4. Anti-inflammatoires
11.4.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
11.4.1.1. Définition

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médicaments aux propriétés
antalgiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires. Plusieurs classifications sont proposées,

fondées soit sur la structure des AINS, la puissance, les modalités d’action et/ou la
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sélectivité anti-COX (Cuvillon et Viel, 2002). En effet, les AINS agissent tous en inhibant
les deux isoformes de la cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2), diminuant ainsi la synthése
des prostaglandines E2 et du thromboxane A2 (Risser et al., 2009).

11.4.1.2. Mécanisme d’action des AINS

La réaction inflammatoire intervient dans les suites d’une stimulation extérieure de
I’organisme comme un traumatisme ou une infection. Les phospholipases A2 sont alors
activées, transformant les phospholipides membranaires en acide arachidonique. Celui-ci
est ensuite métabolisé en prostaglandines (PG) par des enzymes appelées cyclo-oxygénases
(COX) dont il existe deux types. Les COX 1 sont constitutives et jouent un réle
physiologique en formant d’une part des PG protectrices des muqueuses gastriques et
rénales, ainsi que des thromboxanes A2 (TXA 2), qui favorisent 1’agrégation plaquettaire
et la vasoconstriction. Les COX 2, elles, sont inductibles et donc activées en réponse a une
réaction inflammatoire. Elles interviennent dans la formation de prostaglandines
pathologiques, mais aussi des prostacyclines, qui sont des PG antiagrégantes et
vasodilatatrices. Elles seraient aussi impliquées dans certains processus physiologiques
comme la cicatrisation ou la fonction rénale. Le principe des AINS consiste a inhiber la
synthése des PG en agissant sur les COX et empéchant ainsi 1’inflammation (Neantl.
2017).

11.4.1.3. Classification des AINS
Les AINS peuvent étre classés en plusieurs groupes selon leur sélectivité ou non pour les
COX (Raphaél, 2017) :
= Les anti-COX non sélectifs (la plupart des AINS et I’aspirine a dose anti-
inflammatoire) ;
= Lesanti-COX 1 préférentiels (indométacine, piroxicam et I’aspirine a faible dose) ;
= Les anti-COX 2 préférentiels (essentiellement méloxicam) qui perdent leur
sélectivité s’ils sont utilisés au-del a des doses thérapeutiques ;

= Les anti-COX 2 sélectifs appelés « coxibs » (célécoxib, parécoxib, étoricoxib).

11.4.2. Anti-inflammatoires stéroidiens
Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS), constituent une vaste famille de médicaments

deérivés de cortisol, principale glucocorticoides surrénaliens. Les glucocorticoides sont des
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substances dérivées de cholestérols, sous 1’action de I’hormone adrenocorticotropine
(ACTH) de I’hypophyse. Les AIS sont responsables de nombreux effets biologiques,
notamment sur 1’inflammation, soit en répriment I’expression de géne pro-inflammatoire,

I’induction de I’expression de géne anti-inflammatoire, ou inhibent la production des
prostaglandines (Weill et al., 2003).
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Matériel et Méthodes

I. Matériel

Notre étude expérimentale a été realisée au sein du laboratoire "n°05 biochimie”
département de biologie, faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Abbes
Laghrour —Khenchela-. Ce travail a été fait en deux parties:

v Partie phytochimique : elle a comporté :

e La préparation des différents extraits de rhizome de Zingiber officinale ;

e Les tests phytochimiques sur les différentes préparations ;

e Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides.

v’ Partie biologique : réalisée pour :

e L’¢évaluation de l'activité antioxydante des extraits obtenus par la méthode piégeage du
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrozyl (DPPH) ;

e [>évaluation de I'activité anti-inflammatoire des extraits obtenus in vitro.

I.1. Matériel végetal

1.1.1. Récolte et préparation

Les rhizomes secs entiers de la plante Zingiber officinale ont été fournis par un herboriste
situé au centre de Khenchela (importé de la Chine) au mois de mars 2018.

Les rhizomes récoltées ont été lavés puis rapés sur une grille a raper ordinaire. La quantité
obtenue du gingembre et divisée en deux partie, une est séchée avec son jus et 1’autre sans
le jus. Le gingembre est seché a l'air libre, a ’abri de la lumiére et a une température
ambiante, pour préserver le maximum de l'intégrité des molécules. Le gingembre est broyé

jusgu'a l'obtention d'une poudre.

1.2. Matériel du laboratoire

1.2.1. Reéactifs utilisés

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos experiences, ces

produits sont mentionnés dans le tableau 4 :
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Tableau 4 : Réactifs Chimiques utilisés.

Produits

Extraction et leur -méthanol
Fractionnement
Activité antioxydant - DPPH,

-acide ascorbique

Activité anti- - Sérum bovine albumine (BSA) 0.5%
inflammatoire -Declofinac
Dosage -réactif Folin-Cioclateu

-solution de carbonate de sodium (Na,COs: 7,5 %)

-méthanol -AICl3 a 2%

Criblage - Acide sulfurique -NH40H
-Hel 1% -Solution FeCl;
-Réactif de Mayer et Wagner - chloroforme
-acide sulfurique - Anhydride acétique

-Fehling (liqueur de fehling Aet B),  -Solution de NaOH

1.2.2. Appareillage

-Spectrophotomeétre UV -vis adoube faisceau
- Balance

-Agitateur magnétique -Vortex (VELP)

- Etuve universelle de 5 & 220°c

-Papiers filtre

- micropipette

I1. Méthodes
I1.1. Preparation des extraits

Différentes méthodes d’extractions peuvent étre adaptées a 1’extraction des composés
naturels. Parmi celles-ci nous avons choisi la macération, une technique simple et facile a

mettre en ceuvre. Une quantité de 60 g de la poudre du rhizome de gingembre, broyeée le
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jour méme, a été mise en contact avec 300 ml du méthanol/eau a 80/20 (v/v). Les deux
préparations ont été agitées a la température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 24h.
Aprés filtration par un papier filtre, les deux extraits ont été évaporés. L’extrait

méthanol/eau a été ensuite mis dans 1’étuve a 40 °C.

11.2. Etude phytochimique

Le rendement des extraits a été calculé par la formule suivante :

[ Rendement % = mo/m1x 100 ]

mo : Masse en gramme de 1’extrait brut évaporé ;

m1: Masse en gramme de la matiere végétale.

11.2.1. Tests phytochimiques

L’¢étude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes familles chimiques
présentes dans les extraits préparés par des réactions de coloration, de précipitation et des
observations sous lumiére ultra- violette. Ces tests (répétés trois fois) ont été réalisés selon
les techniques décrites par : Harborne, (1998) et Bruneton, (1999).

e Tanins
Dans un tube a essai, nous avons introduit 2 mL de I’extrait a analyser avec 0,5 mL d’une
solution aqueuse de chlorure de fer (FeCl3) a 1 %. La présence des tanins est dévoilée par

une coloration verdatre ou bleu-noiratre.

e Flavonoides : Test de Shinoda
Macérer 10 g de la poudre séche dans 150 ml d’HCI dilué a 1 % pendant 24 h. Filtrer et
procéder au test suivant : prendre 10 ml du filtrat, le rendu basique par 1’ajout du NH,OH.
Un test positif est révélé par I’apparition d’une couleur jaune dans la partie supérieure du

tube a essai.
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» Coumarines : Fluorescence UV
Dans un tube a essai, nous avons introduit 1 mL d’extrait avec 0,5 mL de I’hydroxyde
d'ammonium (NH;OH) & 10 %. Un deuxieme tube non traité par NH,OH a été préparé
pour servir comme témoin. Apres dépot d’une goutte sur un papier filtre, ’apparition d’une
fluorescence intense, sous la lumiére ultra-violette (366 nm) indique la présence des

coumarines.

» Quinones libres
Dans un tube a essai, nous avons ajouté 5 mL de I’extrait a 0,5 mL de soude (NaOH) a 1%.
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet révéle la présence des

quinones libres.

» Anthraquinones
Dans un tube a essai, nous avons introduit 5 mL de I’hydroxyde d'ammonium (NH4OH a
10 %) avec 5 mL d’extrait. Aprés agitation, la présence des anthraquinones est indiquée

par une coloration violette.

» Alcaloides

La mise en évidence des alcaloides a été effectuée par une réaction de précipitation en
présence des réactifs des alcaloides (Mayer et Wagner). A 1 mL d’extrait, nous avons
ajouté quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCI & 1 %), puis la solution est divisée en
deux volumes égaux. Nous avons introduit 0.5 mL de réactif de Mayer dans le premier
tube, et 0.5 mL de réactif de Wagner dans le deuxiéme tube. La formation d’un précipité

blanc ou brun respectivement dans les deux tubes révéle la présence des alcaloides.

» Stérols et triterpénes : Test de Liebermann-Burchard
A 5 ml d’extrait, nous avons ajouté 0,5 mL d’anhydre acétique et 0,5 mL d’acide
sulfurique. Apres incubation de 15 min, 1’apparition d’une couleur mauve, verte ou violette

indique un test positif.
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> Terpeénoides : Test de Salkowski
Dans un tube a essai nous avons introduit 5 mL d’extrait, 2 mL de chloroforme et 3 mL
d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a

I’interphase indique la présence des terpénoides.

> Saponosides: Test de mousse
Dans un tube a essai, 10 mL d’extrait ont été agité énergétiquement pendant 15 secondes
puis laissé au repos pendant 15 min. Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm

indigue la présence de saponosides.

» Composes réducteurs
Un volume de 1 mL d’extrait a été mélangé avec 2 mL de la solution de Fehling (1 mL de
la liqueur de fehling A et 1 mL de la liqueur de fehling B), puis incubé au bain marie
bouillant pendant 8 minutes. Un test positif est indiqué par 1’apparition d’un précipité

rouge-brique.

11.2.2. Analyses quantitatives des extraits

11.2.2.1. Dosage des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des molécules bioactives trés recherchées car ils sont
réputés pour leurs excellentes propriétés biologiques (antioxydantes, antimicrobiennes,
etc.). Pour ces raisons, des dosages des polyphénols totaux, des flavonoides ont été
réalisés. L’extrait méthanol/eau a été solubilisé dans le méthanol et eau distillé a une

concentration de 1 mg/ml.

a. Dosage des polyphénols totaux

e Principe

La méthode utilisée est celle utilisant le réactif de Folin Ciocalteu, qui est un mélange de
complexes de I’acide phosphotungstique (H3PW12,04) et ’acide phosphomolybdique
(HsPMO1,040) de couleur jaune. Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des
composés phénoliques par ce réactif. Elle entraine la formation d'un nouveau complexe
molybdéne -tungsténe de couleur bleu. La coloration produite absorbe a un maximum
compris entre 725 et 760 nm, et est proportionnelle a la quantité de polyphénols présente

dans les extraits végétaux (Boizot et charpentier, 2006 ; Vermerris et Nicholson, 2006).
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e Mode opératoire

Ce dosage a été réalisé selon la méthode décrite par Wong et al. (2006) (figure 11) :

200 pL de P’extrait (Img/ml) + 1ml de réactif de
Folin-Ciocalteu 10 fois dilué

4 minutes d’incubation a la température ambiante

800 pl de la solution de carbonate de sodium
Na,COj3 (7.5%)

Incubé pendant 2 heures dans I’obscurité

et température ambiante.

L’absorbance des extraits a été mesurée par un
spectrophotomeétre a 765 nm

Figure 11 : Mode opératoire de dosage des polyphénols.

e Expression des résultats
La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de
la gamme d’étalonnage établie avec le standard étalon 1’acide gallique et exprimée en

microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG /mg)

b. Dosage des flavonoides
La détermination quantitative des flavonoides de I’extrait méthanolique est effectuée par la

méthode colorimétrique de Djeridane et al., (2006).

e Principe

La méthode colorimétrique de dosage des flavonoides repose sur la capacité de ces
composés a former des complexes chromogénes avec le chlorure d’aluminium (AICl3), qui
donne a la solution une coloration jaunatre dans I’absorption maximal et la longueur

d’onde a 448 nm, contre un témoin préparé dans les mémes conditions et ne contenant pas
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I’extrait des zingiber officinale. Le protocole de dosage est présenté dans la figure

suivante.

e Mode opératoire

Le protocole de dosage est présenté dans la figure 12 ci-dessous :

1 ml d’extrait (1mg/ml de méthanol)

+1ml d’AlClsa2 %

Agitation puis incubation a I’obscurité pendant
10 mn température ambiante

Lire ’absorbance a 430 nm

Figure 12 : Mode opératoire de dosage des flavonoides.

e Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire
(y=ax+b) réalisée par un standard étalon "la quercétine” a différentes concentrations dans
les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont exprimés en microgrammes

d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).

11.2.3. Evaluation de I’activité antioxydante
e Test de piégeage du radical libre DPPH

a. Principe
Le radical 2,2-Diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH") est généralement le substrat le plus

utilisé pour I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité

en forme radicale libre et la simplicité de 1’analyse (Bozin et al., 2008) (figure 13).
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b. Mode opératoire

Le DPPH- (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée
qui absorbe a 517 nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH- est
réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent
a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH-, qui est proportionnel au pouvoir
antioxydant de I’échantillon (Figure 8).

Cette méthode spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de
capteurs de radicaux libres, il se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine. Ceci permet de
suivre la cinétique de décoloration a 517 nm. Pour cela, I’effet de chaque extrait sur le
DPPH est mesuré par la procédure décrite par Benariba et al., (2013) avec quelques
modifications. 100 pl de chacune des différentes concentrations des extraits ont été
mélangés avec 900 ul d’une solution méthanolique de DPPH a 0.004 %. Aprés une période
d’incubation de 30 minutes a température ambiante, les absorbances a 517 nm ont été
enregistrées. Le contrdle négatif est composé de 100 pl de méthanol et de 900 pl de la
solution de DPPHe. Le contréle positif est représenté par une solution d'un antioxydant
standard : l'acide ascorbique. Les résultats obtenus pour chaque extrait testé ont été

exprimés par rapport a ceux obtenus pour le ascorbique dans les méme conditions

c. Expression des résultats
Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par les extraits a été calculé comme

suit ;

[ 1% = ((Abs BIanc'Abs Test)/AbS Blanc) x 100 ]

ADs ganc: absorbance du control négatif lue a 517 nm

ADS 1est: absorbance de 1’échantillon lue a 517 nm

La concentration inhibitrice de 50 % de I’activité du DPPH (IC50) de chaque extrait a été
par la suite calculée a partir de 1’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en
fonction de la concentration de I’inhibiteur. Elle a été exprimée en pg/ml et comparée avec

celle de I’acide ascorbique.
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Figure 13 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH Mohammedi (2013).

11.2.4. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
L’évaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits méthanoliques de zingiber
officinale a été effectuée selon la méthode d’inhibition et dénaturation des protéines
(Williams et al., 2008) avec des modification.
L’activité a été effectuée avec deux concentrations pour chaque extrait (0.1 mg/ml, 0.2
mg/ml) (Williams et al., 2008 ).
La méthode consiste a préparer quatre solutions :
e La solution d’essai (0.5 ml) composée de 0.45ml de la solution aqueuse de sérum
bovine albumine (BSA) 0.5 % et 0.05 ml de I’extrait méthanolique.
e La solution controéle test (0.5 ml) composée de 0.45 ml de la solution aqueuse de
sérum bovine albumine (BSA) 0.5 % et 0.05 ml d’eau distillé.
e La solution contréle produit (0.5 ml) composée de 0.45 ml d’eau distillé et 0.05
ml de I’extrait méthanolique.
e La solution standard test (0.5 ml) composée de 0.45 ml de la solution aqueuse de
sérum bovine albumine (BSA) 0.5 % et 0.05 ml de la solution de standard

diclofenac de sodium a concentration de 250 pg /ml.

Les échantillons ont été incubés a 37 °C pendant 20 min, ensuite la température était
augmentée pour garder les échantillons a 57 °C pendant 3 min, apres refroidissement des
tubes, 2.5 ml de la solution phosphate tampon salin (pH 6.3) a été ajouté aux solutions ci-
dessus, 1’absorbance a été lue par le spectrophotométre UV-visible a 255 nm, et le

pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines a été calculée comme suit :
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Pourcentage d’inhibition = 100-(Abs de la solution Test — Abs de la solution controle)
/ Abs de la solution controle test *100

Le controle représente 100 % de proteine dénaturées ; et les résultats sont comparés avec le
Diclofenac de sodium (250 pg/ml).
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Résultats et discussion

I. Etude phytochimique
I.1. Rendements des extraits

La préparation des extraits des rhizomes de la plante Zingiber officinale par la méthode de
maceration a été réalisée en utilisant le mélange méthanol/eau a 80/20 (v/v). Les différents

rendements obtenus sont représentés dans la figure 14.
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Figure 14 : Rendements des extraits des rhizomes de Zingiber Officinale.

Les résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction le plus élevé est celui de

I’extrait de gingembre sans jus (5 %), suivi par I’extrait avec jus (3.33 %).

1.2. Tests phytochimiques

L’¢évaluation préliminaire de la composition phytochimique de plante sélectionnée pour
cette étude a permis de mettre en évidence la présence de quelques constituants chimiques.
Les résultats de ’analyse phytochimique des deux extraits étudiés sont présentés dans le

tableau 5.
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Tableau 5 : Résultats des tests phytochimiques des extraits des rhizomes de Zingiber
Officinale.

Métabolites secondaires Extraits
Zingiber avec jus Zingiber sans jus
Flavonoides ++ ++
Tanins - -
Coumarines - -
Quinones liber + +
Anthraguinones - -

Réactif de Mayer - -

) Réactif de - -
Alcaloides
Wagner
Stérols et triterpénes - -
Terpénoides - +
Saponosides - -

Composés réducteurs +++ -

(++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : test négatif

D’apres les résultats d’analyse phytochimique des extraits préparé des rhizomes de Z.
officinale présenté dans le tableau 5, nous avons enregistré la présence des flavonoides, et
des quinones libres dans les deux extraits préparés et la présence des terpénoides dans
I’extrait de zingiber sans jus et composés réducteurs dans 1’extrait de Z. officinale avec jus.
Par contre nous n’avons pas révélé la présence des tanins, des coumarines, des
anthraquinones, des alcaloides, des stérols, des triterpénes et des saponosides dans les deux

extraits de Z. officinale.

1.3. Analyses quantitatives des extraits: Dosage des composes
phénoliques

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides sont mentionnees dans le tableau suivant :
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Tableau 6 : Teneurs en composés phénoliques dans les extraits des rhizomes de Z.

officinale.
Composés phénoliques
Extraits
Polyphénols totaux Flavonoides totaux
(ng EAG/mg d’extrait) (1g EQ/mg d’extrait)
EZAJ 71,96 3,09
EZSJ 26,84 2,45

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 06, les résultats du dosage des polyphénols
totaux révelent que I’extrait EZAJ est riche en composés phénoliques avec un taux de
71.96 pg équivalant d’acide gallique par mg d’extrait, suivie par I’extrait EZSJ d’ordre
26.84 ug équivalant d’acide gallique par mg d’extrait.

Le dosage de flavonoides totaux montre que la teneur la plus élevée est celle de ’'EZAJ, il
renferme 3.09 pg équivalant quercitrine/mg d’extrait, suivie par I’EZSJ de teneur d’ordre
2.45 équivalant quercitrine /mg d’extrait.

Nous remarquons aussi que le taux des flavonoides totaux dans I’EZSJ est plus faible que
celui dans ’EZAJ.

D’apres les résultats d’analyse phytochimique des extraits préparés de Z. officinale nous
avons enregistré la présence des terpénoides, des flavonoides et des quinones libres et des
sucres réducteurs. Par contre nous avons marqué [’absence des coumarines, des
anthraquinones, des tanins et des alcaloides. Les travaux de Riaz et al., (2015) et Bhargava
et al,. (2012) ont révélé la présence des saponosides, flavonoides, des alcaloides, des tanins
et des terpénoides dans leurs extraits de chloroformique de gingembre et I’extrait
méthanolique. Contrairement a Girhepunje et al.,(2016), leurs résultats ont montré la
présence des déterpénes dans leurs extraits chloroformique du gingembre.

Osabor et al., (2015) ont enregistré la présence des alcaloides, des saponines, des
flavonoides, des polyphénols et des sucres réducteurs dans I’extrait aqueux par contre dans
I’extrait d’éther de pétrole ils ont révélé 1’absence des alcaloides.

Pour le dosage quantitatif des composés phénoliques, nous avons noté des teneurs élevées

en polyphénols et en flavonoides pour I’extrait de Z. officinale d’ordre de 71.96 (ug
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EAG/mg) et une teneur d’ordre 3.09 (ug EQ/mg) respectivement. Ces résultats sont
supérieurs a celle de 1’extrait de Z. officinale sans jus ou les teneurs polyphénols et en
flavonoides sont de 1’ordre de 26.84 ng EAG/mg ; 2.45 ng EQ/mg, respectivement.
Mosovska et al., (2015) en Slovakie ont noté que les teneurs en polyphénols et les teneurs
en flavonoides dans leurs extraits de gingembre sont de 1’ordre de 181.41+0.07 (mg GAE/g
ginger extrait) et 14.15 + 0.12 (mg quercetin/g ginger extrait) respectivement, ces résultats
sont supérieurs a ceux que Nous avons trouves.

Ghasemzadeh et al., (2010), ont étudié deux variétés de Zingiber officinale Roscoe (Halia
Bentong et Halia Bara), ont enregistré que les teneurs polyphénols et les teneurs flavonoide
de rhizomes de Zingiber officinale de la variété de Halia Bentong 10.22 + 0.87 mg Acide
gallique g et 3.66 = 0.45 mg quercetin/g respectivement et la variété de Halia Bara teneurs
polyphénols d’ordre 13.5 + 2.26 mg Acide gallique /g et les teneurs flavonoide d’ordre
4.21 + 0.98 mg quercetin/g. Aussi Ghasemzadeh et al., (2010) ont montré qui il y a une
différence des teneurs en polyphénols et en flavonoide dans différentes parties de la plante
Zingiber officinale.

Tohma et al., (2016), ont montré que la teneur totale en phénols et en flavonoides de
différent extraits de gingembre : extrait liquide aqueux lyophilisé et extrait d'éthanol de
gingembre est différente selon les méthode d’extraction. Le teneur en polyphénols et en
flavonoides dans I’extrait liquide aqueux lyophilisé était 52.8 ug EAG/ mg d'extraits, 3.9
ug EQ/mg d’extrait respectivement, alors que le teneur des polyphénols et des flavonoides
dans I’extrait d'éthanol de était d’ordre de 137.5 pg EAG/ mg d'extraits, 25.1 ug EQ/mg
d’extrait.

Il est difficile de comparer ces résultats avec les notres de la bibliographie car 1’utilisation
de différentes méthodes d’extraction, et différentes espéces réduisent la fiabilité de la
comparaison entre les études a cause des plusieurs facteurs :

-Le solvant d'extraction emporte des substances non phénoliques comme les sucres, les
protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique
(Djeridane et al., 2006).

- La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le
développement de la plante. Ceci peut étre lié aux conditions climatiques dures : la
temperature élevée, exposition solaire, secheresse, salinité, qui stimulent la biosynthese des

métabolites secondaires tels que les polyphénols (Falleh et al., 2008).
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-La teneur de phénols totaux n’est pas stable, et se différe d’une plante a une autre et
entre les espéces du méme genre. Cela dépend d'un certain nombre de facteurs intrinséques
(génétique) (Falleh et al., 2008 ; Podsedek, 2007).

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

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

I1. Evaluation de I’activité antioxydante

o Test de piégeage du radical libre DPPH
La mise en évidence du pouvoir antioxydant de 1’extrait de la plante a été réalisée par la
méthode de piégeage du radical libre DPPH, dans le but de déterminer les concentrations
d’inhibition du radical DPPH.
Les résultats obtenus, montrent une augmentation proportionnelle des pourcentages
d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de chaque extrait et de
I’acide ascorbique (contr6le positif) (figure 15 et 16).

L' activité antioxydante de I'EZAJ
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Figure 15 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

Concentrations d'extrait de zingiber officinale avec jus.
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Figure 16 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

Concentrations d'extrait de zingiber officinale sans jus.

D’aprés les résultats obtenus dans les figures ci-dessus, nous avons enregistré une
augmentation des pourcentages d’inhibition de DPPH en fonction des différentes

concentrations des extraits étudiés.

Tableau 7 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH dans les deux extraits de
Zingiber Officinale.

Pourcentage d’inhibition

Concentration EZAJ EZSJ
(mg/ml)
1 60.89+0.03 52.00+0.03
0.8 56.47+0.001 43.01+ 0.002
0.6 49.39+006 33.96+0.03
0.4 36.70+£0.0007 18.74+0.03
0.2 12.89+0.004 4.8+0.006

A partir des équations de régressions logarithmiques des graphes représentés dans les

figures 12 et 13, nous avons calculé les 1C50, qui représentent les concentrations
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nécessaires pour réduire 50 % du radical libre DPPH (mg/ml), de ’acide ascorbique et les

différents extraits étudiés. Les valeurs d’IC50 sont représentées dans le tableau 08.

Tableau 8 : Valeurs des IC 50 de I’acide ascorbique et les différents extraits méthanolique

des rhizomes de Zingiber officinale.

Extraits
Acide ascorbique
EZAJ EZSJ
IC50 exprimee
en mg/mL 0,71+0.02 0,92+0.03 0,14+0.01

Nos résultats indiquent que 1’extrait de EZAJ présente une activité remarquable vis-a-vis le
piégeage du DPPH avec un IC50 de 0,71+0.02 mg/ml. Cette valeur est inférieure a celles
de I’EZSJ qui ont montré une activité antioxydante avec une valeur d’IC50 de 1’ordre de
0,92+0.03 mg/ml et supérieure par rapport a celle obtenue avec le standard qui est de
I’ordre de 0,14+0.01 mg/ml.

On remarque aussi que I’IC50 obtenue pour 1’acide ascorbique, utilisé comme molécule de
référence, est bien plus inférieure a ceux des extraits, est donc, on peut dire qu’il posséde
une activité antiradicalaire tres élevée par apport aux extraits méthanoliques.

L’évaluation de I’activité antioxydante des rhizomes de Z. officinale est réalisée par la
technique du piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus ont montré que
I’extrait méthanolique de Z. officinale avec jus présent la meilleure activité antioxydante
avec une IC50 de 0,71+£0.02 mg/ml mais cette activité reste faible par rapport a celle de
I’acide ascorbique IC 50 d’ordre de 0,14+0.01 mg/ml.

En comparant nos résultat avec d’autre étude de Rubila et al., (2014) effectuée sur I’extrait
méthanolique de gingembre, ils ont trouvé un IC50 d’ordre 64.4pug/ml. D’autre part, Mohd
etal., (2011) I’IC50 de I’extrait de zingiber officinale il montré résultat de 24,97ug/ml,
Ces résultats suggerent que Zingiber officinale pourrait servir comme source alternative
antiradicalaires pour la protection des étres humains contre dommages oxydatifs induits

par les radicaux libres.
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I11. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro
Le tableau 09 montre les résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vitro des deux extraits
méthanolique de zingiber officinale qui consiste a évaluer les pourcentages d’inhibition de

la dénaturation de Bovine sérum albumine (BSA).

Tableau 9 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA

Echantillon Concentration Pourcentage d’inhibition de la

dénaturation des protéines

EZAJ 0.1 mg/ml 99.09
0.2 mg/ml 98.97

EZSJ 0.1 mg/ml 98.99
0.2 mg/ml 98.85

Diclofenac sodium 250 pg/ml 98.90

Nous remarquons d’aprés les résultats présentés dans le tableau 09 que le pourcentage
d’inhibition de la dénaturation des protéines de ’extrait EZAJ a la concentration de 0,1
mg/ml et 0,2 mg/ml et de 99,09 % et 98,97 %, ils ont été donné des résultats voisins a I’
inhibition de la dénaturation de BSA de I’extrait EZSJ qui étaient d’ordre de 98,60 % et
98.85 % respectivement. Lorsque nous comparons ces résultats a ceux obtenus pour le
diclofenac sodium a 250 pg /ml, un médicament anti-inflammatoire utilisé comme
standard qui exercé un pourcentage d’inhibition de 98.90, nous pouvons déduire que les
deux extraits de gingembre présente une inhibition de la dénaturation de I'albumine trés
élevée et donc une activité anti-inflammatoire trés intéressante.

Ezzat et al., (2012) ont montré que les extraits a (125-500 pg / ml) ont une activité anti-
inflammatoire élevée en inhibant la dénaturation de l'albumine induite par la chaleur. Le
pourcentage d'inhibition le plus élevé (66 %) a été démontré par I'extrait a 50 % d'éthanol
suivi de 70 et 90 % d'éthanol (65 et 63 % respectivement) et une activité moderée a été

observeée pour I'extrait éthanolique a 80 % et 58 % respectivement).
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Nous pouvons conclure que I’EZAJ et I’EZSJ possede un effet anti-inflammatoire trés

élevé marqué in vitro contre la dénaturation des protéines, et que d'autres études définitives
sont nécessaires pour déterminer les mécanismes anti-inflammatoires.
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Conclusion et perspectives

A travers notre étude, nous avons tenté d’apporter une modeste contribution en étudiant I’effet

du séchage sur la qualité du gingembre et I’importance de la présence de jus de gingembre.

Dans une premiere étape, nous avons procédé a I’extraction méthanolique a partir des rhizomes

de Zingiber officinale puis a faire les tests phytocimiques et le dosage des polyphénols et des

flavonoides. Ensuite, nous avons terminé par 1’évaluation de I’activité antioxydante et anti-

inflammatoire in vitro.

Un certain nombre de résultats ont été obtenus :

v

L’extrait méthanolique de gingembre sec sans avec jus ayant un meilleur rendement par
rapport a I’extrait de gingembre sans jus.

Dans le test phytochimique nous avons enregistré la présence des flavonoides, des quinones
et des sucres réducteurs dans I’EZAJ par contre dans I’EZSJ nous avons enregistré la
présence des flavonoides, des quinones et des terpénoides.

Le dosage des polyphénols et flavonoides des deux extraits de Zingiber Officinale a montré
des résultats variés de la teneur en polyphénols des deux extraits I’EZAJ et EZSJ d’ordre de
71,96 (ug EAG/mg d’extrait) et 26,84 (ug EAG/mg d’extrait) respectivement. La teneur en
flavonoides était de 1’ordre de 3,09 (ug EQ/mg d’extrait) et 2,45 (ug EQ/mg d’extrait)
des deux extraits ’EZAJ et EZSJ respectivement.

La richesse de EZAJ en polyphénols et flavonoides a démontré que le I’EZAJ a une
meilleure activité antioxydante d’IC 50 d’ordre 0,71 mg/ml par apport a I’EZSJ a IC50
d’ordre 0,92 mg/ml.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire évaluée par I’inhibition de la dénaturation des
protéines ont révélé des résultats voisins de I’inhibition de la dénaturation de BSA entre les

deux extraits de Zingiber Officinale avec une différence de 0,1.

Pour complété mon travail il sera intéressant :

» De signaler I'importance du jus de Zingiber officinale ; Il est important de réaliser
d’autres études sur le gingembre frai et le jus de zingiber officinale.

» D’¢élargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d’autres
tests biologiques : antitumorale, anticancéreuse et anti-analgésique.

> De réaliser une étude in vivo, pour obtenir une vue globale sur I’activité anti-
inflammatoire de 1’extrait testé vu son grand pourcentage d’inhibition de la dénaturation

de proteines.
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Figure 2 : Courbe d'étalonnage de la Quercétine.
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Figure 3 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
Concentrations d’acide ascorbique

e Préparation du Tampon phosphate salin (pH 6.3)

-2gNaCl;
-0.05 g kCl; + 200 ml eau distille
-0.06 KH,POy4; pH=6.3

-0.036g Na, POy, .



Présenté par : Encadré par :
BELHADJ Fatiha Dr. KRIM Meriem

Theme : Etude phytochimique et activité antioxydante et anti-inflammatoire de la plante Zingiber |

Officinale
i Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Biochimie Appliquée |
Résumé :

Le gingembre ou Zingiber Officinale, est une plante qui appartient a la famille des Zingibéracées et
représente 1’'une des plantes médicinales les plus anciennes connues par 1’étre humain. Notre travail de
recherche a été initialement consacré a 1’étude phytochimique et 1’évaluation de I’activité antioxydante
et anti-inflammatoire de deux extrait des rhizomes de gingembre. Le premier extrait contient le jus
(EZAJ) alors que le deuxiéme ne le contient pas (EZSJ).

Nous avons tout d’abord procédé au screening phytochimique, la quantification des teneurs des
polyphénols totaux et des flavonoides par dosage colorimétrique et 1’activité antioxydante a été
déterminée par le test de piégeage du radical libre DPPH. En outre, I’activité anti-inflammatoire a été
effectuée in vitro en utilisant la méthode de I’inhibition de la dénaturation de 1’albumine.

Les résultats obtenus montrent un rendement plus élevé dans ’EZAJ. L’étude phytochimique a révélé la
présence des principaux métabolites notamment : les flavonoides, les quinones libres et les composés
réducteurs dans ’EZAJ. Nous avons enregistré aussi la présence des polyphénols, des flavonoides, des
quinones libres et des terpénoides dans I’EZSJ. Les dosages quantitatifs des polyphénols totaux par la
meéthode de Folin-Ciocalteu et des flavonoides par la méthode d’AICI3 ont révélé la richesse de ’'EZAJ
en polyphénols (71,96 £0.02 pg EAG/mg d’extrait) et en flavonoides (3,09 pg EQ/mg d’extrait). L’EZSJ
contient une quantité plus faible en polyphénols (26,84pg EAG/mg d’extrait) et en flavonoides (2,45 ug
EQ/mg d’extrait).

La meilleure activité¢ antioxydante a été obtenue par ’EZAJ, en piégeant le radical DPPH’, avec une
valeur d’IC50 de 0.071£0.02 mg/ml. Aussi, les résultats montrent une activité anti-inflammatoire
importante des deux extraits.

Ces résultats suggeérent que le gingembre pourrait servir comme une source alternative d'agents
antioxydants et anti-inflammatoires pour la protection des é&tres humains contre les dommages oxydatifs

et inflammatoires.

Mots- clé :, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire.
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