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Introduction

Les plantes aromatiques médicinales constituent une source inépuisable de molécules
biologiquement actives (terpénes, polyphénols, alcaloides...) (Oueslati et al., 2018). Ces
métabolites secondaires sont utilisés dans diverses industries telles que les industries cosmétiques,

agroalimentaires, pharmaceutiques (Oueslati et al., 2018).

Parmi ces plantes, on site les zingibéracées qui ont des fortes propriétés aromatiques et
medicinales (Rahath Kubra et Jagan Mohan Rao, 2012). Cette famille contient environ 1300
espéces dans 50 genres importants en médecine dont zingiber (Rahath Kubra et Jagan Mohan Rao,
2012).

Le gingembre (Zingiber Officinale Roscoe) est une herbacée annuelle vivace (Nandkangre et
al., 2015), largement utilisée comme agent aromatique et herbe medicinale depuis des siecles (Anh
et al., 2020). La consommation de rhizome de gingembre est un reméde traditionnel typique pour
soulager les probléemes de santé notamment la douleur, la nausée et les vomissements (Li et al.,
2019) et cité par (Mao et al., 2019).

De plus, de nombreuses études ont demontrées que le gingembre posséde un potentiel de
prévenir et de guerir plusieurs maladies, telles que les maladies neurodégénératives (Ho et al.,
2013), les maladies cardiovasculaires (Akinyemi et al., 2015), I’obésité (Suk et al., 2017), diabete
sucré (Wei et al., 2017), nausées et vomissements induits par la chimiothérapie (Walstab et al.,
2013), et trouble respiratoire (Townsend et al., 2013) et cités par (Mao et al., 2019) ; Ou il a été
suggeré que le gingembre a des effets anti-inflammatoires, anti-cancéreuses, hépato-protecteurs
(Mohamed et al., 2015), néphro-protectives (Mahmoud et al., 2011), propriété androgéne (Ghlissi
et al., 2013), potentiel anti-glycation (Nagendra et al., 2013) et effet antioxydants (Nagendra et al.,
2013).

Dans plusieurs maladies graves notamment celles liées au vieillissement, le stress est le
facteur déclenchant originale (Zbadi et al., 2018). Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre
les systemes producteurs d’espéces réactives d’oxygene (ERO) et des systémes antioxydants

enzymatiques ou non enzymatiques (Zbadi et al., 2018).

Le traitement du stress et les recherches sont de plus en plus axés sur la fagon de maintenir

I’équilibre ou de restaurer I’homéostasie d’oxydo-réduction, de traiter les processus pathologiques
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et de favoriser les processus physiologiques (Lozada et al., 2009) soit par des substances naturelles
antioxydantes de 1’organisme (défenses antioxydants enzymatiques ou non enzymatique) soit par

les antioxydants synthétiques (Wang et al., 2017).

Les systéemes antioxydants natif ne sont généralement pas suffisantes pour prévenir les
organismes vivants des dommages oxydatifs (Wang et al., 2017). Par conséquent, il existe un
intérét croissant pour la recherche d’antioxydants d’origine végétale naturelle pour piéger les
radicaux libres et empécher le corps humain du stress oxydatif (Mosquera et al., 2007). En effet le
gingembre est recommandé pour son haute potentiel antioxydant (Bellik et al., 2014) et cité par
(Oueslati et al., 2018).

A cause que nous n’avons pas fait le travail pratique - de fait des conditions sanitaires qui
nous empéchaient (diffusion de virus SARS-COV-2) -, nous avons analyse et discuté les résultats
(avec d’autres travaux) d’un article scientifique intitulé : Antioxidant activity and phenolic
compounds of Ginger (Zingiber officinale Rosc.) determined by HPLC-MS/MS, en considérant ce

dernier comme notre travail, dont ses objectifs sont :

v Quantification des polyphénols totaux et les flavonoides.

v Détermination de quelque acide phénolique en utilisant la méthode HPLC-MS/MS a partir
des extraits aqueux et éthanolique de rhizome de gingembre.

v Analyse des propriétés antioxydantes des extraits aqueux et éthanolique de rhizome de
gingembre en les comparant avec des antioxydants synthétiques connue (BHA, BHT,

Trolox, a-tocophérol).
La présente étude consiste en :

v Une partie bibliographique comporte deux chapitres ; le premier contient des généralités
sur le gingembre et le deuxiéme sur le stress oxydatif.
v Une partie expérimentale subdivisé en deux chapitres :
e Le premier chapitre englobe le matériel et les méthodes.

e Le deuxiéme chapitre contient les résultats et les discussions.
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Chapitre 1: Généralité sur le zingiber officinale Roscoe

1.1.Classification botanique

Selon Faivre et al. (2006) ; Gigon (2012) la classification de gingembre est comme suite :

Tableau 1. Classification de gingembre.

Régne Plantae

Sous regne Trachéobionta

Division Angiospermes (Magnoliophyta)
Classe Monocotylédones (liliopsida)
Sous classe Zingibéridées

Ordre Zingibérales (Scitaminales)
Famille Zingibéracées

Sous famille Zingibéroidées

Genre Zingiber

Espece Zingiber officinale Roscoe

1.2.Description botanique

Figure 1. (A) le zingiber officinale, (B) le rhizome de gingembre (Gigon, 2012).

Le gingembre est une plante vivace tropicale herbacée, a port de roseau qui mesure jusqu'a 3

m de haut (Faivre et al., 2006). Elle est constituée de deux parties :
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1.2.1. La partie souterraine

Le rhizome, est constituée de tubercules globuleux ramifiés. L apparence du rhizome est beige
pale et sa chair est jaune pale juteuse. La cassure est fibreuse et granuleuse, 1’odeur est aromatique

avec une saveur chaude et piquante (Gigon, 2012).

1.2.2. La partie aérienne

Les feuilles sont longues et larges de 2 a 3 cm avec des bases gainantes. Le limbe se
rétrécissant progressivement en une pointe ( Syafitri et al., 2018). Le gingembre posséde deux
sortes de tiges : tiges hautes stériles servant a l'assimilation chlorophyllienne et des tiges plus
courtes (20 cm environ) portant des fleurs irrégulieres (Faivre et al., 2006) parfumés blanc jaune,
avec des trainées rouges sur les lévres. La floraison a lieu entre les mois d’aout et novembre (Faivre
et al., 2006) Les fruits sont arrondis, cOtelés, de couleur rouge orangé. Ils s’ouvrent a maturité et

dévoilent des graines entourées d’une pulpe blanche (Ho Hio Hen, 2017).

1.3.Répartition géographique
Le gingembre est une plante tropicale herbacée vivace poussant dans les régions ensoleillées

et humides (Gigon, 2012), Elle se trouve dans toute 1’ Asie, les Caraibes, 1’ Afrique et le Brésil, mais

plus de 50 % de sa production mondiale provient de 1’Inde et de la Chine (Gigon, 2012).
1.4.Utilisation traditionnelle

Pendant des siecles, le gingembre a été largement utilisé comme agent médicinal et diététique
en Asie du Sud. Dans le Systeme de meédecine ayurvédique, le gingembre est appelé maha
aushadhi, signifiant le grand médicament et est utilisé pour traiter plusieurs maladies (Haniadka et
al., 2013).

Pour la médecine traditionnelle chinoise, le gingembre est utilisé surtout pour calmer la toux,

arréter les vomissements (Faivre et al., 2006 ; Gigon, 2012).

Le gingembre est largement utilisé autour du monde dans les aliments comme une épice
(Banerjee et al., 2011).

1.5.Composition chimique
Le gingembre est I'un des agents diététiques les plus étudiés pour ses constituants chimiques

et des études ont montré qu’il contenait une grande variété de composés volatiles et non volatils,
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et que leur concentration varie en fonction des conditions de croissance, de la température, de la
récolte et traitement (Vasala, 2004) et cité par ( Haniadka et al., 2013).

Le rhizome est tres riche en amidon (60 %), renferme des protéines, des graisses de types
acides oléique et linolénique (10 %), de I’huile essentielle (a raison de 10 a 25 ml/kg de rhizome),

un complexe oléorésineux et une enzyme, la zingibaine (Gigon, 2012).

La composition de I’huile essentielle varie beaucoup selon 1’origine géographique. Environ
54 composants ont été identifiés dans cette phase. Mais les éléments principaux, des carbures
sesquiterpéniques représentant 30 a 70 % de I’huile essentielle, semblent €tre constants : dont le
zingibéréne (15 %), le B-sesquiphellandréne (5 %), curcuméne (8 %), le pB-curcuméne, I’E-a-
farnésine, le B-bisabolene et les germacrénes B et D ; accompagnés d’alcools sesquiterpéniques
comme principalement I’a-curcumene (7 a 19 %) et le [6]-gingérol (12 %) ; mais également une
fraction de carbures monoterpéniques dont le camphéne (8 %), le B-phellandrene (23 %), le
géraniol (5 %) et le citronellol (2 %) (Gigon, 2012).

Parmi les autres constituants remarquables, il existe des acides phénoliques dont les acides
cinnamique, gallique, syringique, caféique et p-coumarique (Gigon, 2012). Les minéraux présents
dans le gingembre sont le fer, le calcium et phosphoreux. Il contient également des vitamines telles

que thiamine, riboflavine, niacine et vitamine C (Banerjee et al., 2011).

Les feuilles contiennent : des monoterpenes (acetate de bornéol, cis-/trans-tujanol,
diméthoxy-1,8-cinéole, canféne); cuniméaldéhyde, y-terpinéne, terpinol, p-cimene, terpinolene, 4-
terpinol, thymol, terpinéne-4-ol, 1,8-cinéole; sesquiterpenes (carophyllene, oxyde de
caryophyllene, murolene); kavapyrones (dihydrokawaine); stérols (sitostérol, stigmastérol et
campestérol); phénylpropanoides; syringines et lignanes; flavonoides (rutine kaempférol-3-O-
glucuronide) ( Mpalantinos et al., 1998) et cité par (Ho Hio Hen, 2017).
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Chapitre 2 : Stress oxydatif

2.1.Définition

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées
activées (EOA) et les défenses antioxydantes de I’organisme, en faveur des premiéres. Notre mode
de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi nos mauvaises
habitudes alimentaires, augmentent de facon anormale la production des EOA dans notre
organisme (Haleng et al., 2007) Ce déséquilibre conduit potentiellement a des dégats structuraux
et fonctionnels (Bensakhria, 2018).

Plusieurs facteurs influencent le stress oxydatif, certains augmentant la production des ERO
comme la consommation élevée d’O2 au cours d’une activité sportive intense consommatrice

d’énergie, d’autres réduisent les capacités antioxydantes tels que le déficit enzymatique congénital

en GePD (Bensakhria, 2018).

2.2.Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique contenant un ou plusieurs électrons célibataire
(électron non apparié sur une orbitale) (Goudable et Favier, 1997), est trés instable avec une demi-
vie tres courte (Avello et Suwasky, 2006; Goto et al., 2008). Ce radical libre aura toujours tendance
a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable, il va donc se réduire en
oxydant un autre composé (Halliwell, 1996) et cité par (Goudable et Favier, 1997). Parmi les
radicaux libres : les espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) et sont dérivées de I’oxygéne (Finaud et
al., 2006), les especes réactives de ’azote (ERA) et les espéces réactives du soufre (ERS) (Finaud
et al., 2006).

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont
bénéfiques pour l'organisme a des doses raisonnables, mais la production peut devenir excessive
ou résulter de phénomenes toxiques externes et I'organisme devra se protéger de ces exces par
différents systémes antioxydants (Favier, 2003). L’origine des différents radicaux libres oxygénés

et especes réactives de I’oxygeéne ERO est présenté dans la figure 2.
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Figure 2. Origine des différentes radicaux libres oxygéenés et ERO (Favier, 2003)

La formation de radicaux libre se produit en continu dans les cellules a la suite de réactions
enzymatiques et non enzymatiques. Les réactions enzymatiques comprennent celles impliquées
dans la chaine respiratoire, dans la phagocytose, dans la synthése des prostaglandines et dans le
systéme de cytochrome P-450 (Liu et al., 1999) et cite par (Lobo et al., 2010).

2.3.Antioxydants
Pour se protéger des effets délétéres des EOA, ’organisme dispose d’un ensemble complexe

de systeme de défenses antioxydantes (Haleng et al., 2007).

Un antioxydant peut étre défini comme une substance qui aide a réduire la gravité du stress
oxydatif soit en formant un radical moins actif ou en désactivant la réaction en chaine de radical
libre dommageable sur des substrats tels protéines, lipides, glucides ou ADN (Dekkers et al., 1996)
et cité par ( Finaud et al., 2006). Une gamme d'antioxydants sont actifs dans le corps, y compris
des antioxydants enzymatiques (endogenes) et non enzymatiques (principalement apportés par les
aliments) (Powers et Lennon, 1999) et cité par ( Finaud et al., 2006). Tous peuvent étre des

antioxydants intracellulaires ou extracellulaires ( Finaud et al., 2006).
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2.4.Types d’antioxydants
2.4.1. Antioxydants enzymatiques
2.4.1.1.Superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est la principale défense contre les radicaux superoxydes et constitue la premiére
ligne de défense contre le stress oxydatif. Les SOD représentent un groupe d'enzymes qui
catalysent la dismutation de I’O2" et la formation de H2O. ( Finaud et al., 2006)

202¢- +2H2, — H202 + O2 ( En présence de SOD)

Dans toutes les cellules, au repos, la majeure partie de I'O2e- produit par les mitochondries
est réduite par la SOD mitochondriale et l'autre partie se diffuse dans le cytosol ( Das et al., 1997)
et cité par ( Finaud et al., 2006). Dans les cellules musculaires, 65 a 85% de l'activité de la SOD se
fait dans le cytosol (Powers et al., 1999) et cité par ( Finaud et al., 2006) ; différentes formes de

SOD sont préesentes si dessous (tab. 2).

2.4.1.2.Catalase

La catalase est une enzyme commune trouvée dans presque tous les organismes vivants, ou
il catalyse la réaction de décomposition du peroxyde d'hydrogéne en eau et oxygene (Chelicani et
al., 2004) cité par (Lobo et al., 2010). Le peroxyde d'hydrogéne est un sous-produit nocif de
nombreux processus métaboliques normaux: pour éviter les dommages, il doit étre rapidement

converti en d’autres substances moins (Gaetani et al., 1996) et cité par (Lobo et al., 2010).
2H202 3, 2H20+02 (En présence de catalase) d’aprés ( Finaud et al., 2006)

2.4.1.3.Glutathionne peroxydase (GPx)

Le GPx est une séléno-protéine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes aux dépens de son
substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH) (Haleng et al., 2007). Comme la catalase, il elimine
H202 en présence de glutathion réduit et limite également la peroxydation des lipides (Mariaca et
al., 2016). La GPx est effondrée en cas de déficit majeur en sélénium, elle est donc un bon reflet
de cette carence (Haleng et al., 2007), Sa synthése étant rénale et hépatique, d’autres facteurs tels
que ’insuffisance rénale ou la cytolyse hépatique peuvent modifier sa concentration (Haleng et al.,
2007).
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Tableau 2. Localisation et action des antioxydants enzymatiques ( Finaud et al., 2006).

Antioxydants | Cofacteurs Localisation cellulaire Cibles

Mn-SOD Manganése Mitochondries Superoxyde d'anion
Peroxynitrite

Cu-Zn-SOD | Cuivre Cytosol- mitochondries Superoxyde d'anion

Zinc (membrane) Peroxynitrite
CAT Peroxysome Peroxyde d’hydrogene
Cytosole et mitochondrie

GPX Sélénium Cytosol et mitochondries | Peroxyde d'hydrogéne

Peroxynitrite

CAT = catalase; GPX = glutathion peroxydase ; SOD = superoxyde dismutase.
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2.4.2. Antioxydants non enzymatiques

Tableau 3. Localisation et action des antioxydants non enzymatiques ( Finaud et al., 2006).

Antioxydant Localisation Actions Cibles
Lipides Inhibition de la
Vitamine E Membranes peroxydation lipidique | ROOH - 102
(tocophérol) cellulaires / Stabilisation de la
mitochondries membrane
Lipides Réduction de la
Vitamine A (rétinol) Membranes peroxydation lipidique | 102 - ROOH
cellulaires
Milieu aqueux
Vitamine C (acide Le cytosol Régénération de la
ascorbique) Liquides vitamine E OH+-02--
extracellulaires Protection LDL
Substrat pour GPX
Glutathion Milieu aqueux Regeénération des 102-0OH
vitamines E et C
Cystéine Milieu Précurseur du
intracellulaire glutathion
Inhibition de la
peroxydation lipidique
Acide lipoique Milieu aqueux Vitamines C et E et
cysteine
régénération
Synthése Mn-SOD
Thiorédoxine Milieu aqueux Régénération de la H202 - ROOH
vitamine C
Glutarédoxine Milieu aqueux H202
Inhibition des enzymes | O2+--OH -
pro-oxydantes ROOH - RO
Flavonoides Lié aux glucides lons pro-oxydants (Fe2
+, Fe3 +, Cu2 +)
Piégeage
Protection LDL
Membrane interne régénération de la ROO
Coenzyme Q10 de mitochondries vitamine C et E
Protection LDL
lons pro-oxydants ROOH -OH - 03 -
(Fe2 +, Fe3 +, Cu2 +) | HOCL
Acide urique Milieu aqueux Piégeage
Erythrocytes,

hémoglobine, ADN,
protection lipidique
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Chapitre 3: Materiel et méthodes

Au vu de la situation épidémiologique sanitaire cette année (covide 19), nous n’avions pas la
capacité de réaliser la pratique et nous nous sommes appuyés sur I’analyse et la discussion (avec
d’autres articles) de I’article scientifique intitulé : Antioxidant activity and phenolic compounds of
Ginger (Zingiber officinale Rosc.) determined by [HPLC-MS/MS] ou nous avons considéré cet

article comme notre travail afin de discuter ses avec des résultats d’autres articles.
Information sur P’article de référence :

> DOI 10.1007/s11694-016-9423-z

> Les auteurs : Hatice Tohma, Ilhami Giilgin, Ercan Bursal, Ahmet C. Goren, Saleh H.
Alwasel, Ekrem Kdksal.

> Publier en ligne le 18 october 2016 par springer. Nombre de page :11 pages.

3.1.Matériel
3.1.1. Matériel biologique

Le materiel vegétal utilisé dans cette étude correspond a I’espéce de Zingiber officinale Rosc
reconnue sous le nom de gingembre. Le rhizome de gingembre séché a été obtenu a partir de
marché a Erzurum, Turquie (Figure 3). Le mateériel était identifié par Dr Mustafa Korkmaz,
département de biologie, faculté des sciences et des arts, universit¢ d’Erzincan (Herbier de

I'Université No: 4327).
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Figure 3. Présentation géographique de la région d'étude (site webl).

11



Chapitre 3 Matériel et méthodes

3.1.2. Produits chimiques et matériel instrumental

Les produits chimiques utiliser dans cette étude sont :
L’hydroxyanisole butylé¢ (BHA),

Hydroxytoluéne butylé (BHT),

1,1-diphényl 2-picryl-hydrazyl (DPPH),

Acide linoléique,

3- (2-pyridyl) - 5,6-bis (acide 4-phényl-sulfonique) -1,2,4-triazine (ferrozine),
Acide 6-hydroxy- 2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique (Trolox),
Acide ethylendiamin tétra acétique (EDTA),

Monolaurate de polyoxyéthyléne sorbitane (Tween-20),

2'-bipyridine et l'acide trichloracétique (TCA) ont été obtenus aupres de Sigma (Sigma-
Aldrich Gmbh, Sternheim, Allemagne),

Thiocyanate de munitions a été acheté aupres de Merck.

Les composes ont été utilisés comme étalons en HPLC-MS/MS sont représenté dans le (tab. 4) si

dessous.

3.1.3. Appareillage

Agitateur magnétique; moulin; évaporateur rotatif; incubateur; spectrophotométre; vortex;

lyophilisateur.
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Tableau 4. Composeé utilisé comme étalon en HPLC-MS/MS.

Composé Formule brute Fournisseur

Acide caféique CoHgO4 (98%, Sigma-Aldrich)
Acide ferulique C10H1004 (98% Sigma Aldrich
Acide syringique CoH100s (97%, Fluka)

Acide ellagique C14HeOs 95%, Fluka
Quercétine CisH1007 (98%, Sigma-Aldrich)
Catéchol CsHsO2 (99% Sigma Aldrich)
Pyrogallol CeHeOs3 98%, Sigma-Aldrich
Acide p-hydroxybenzoique C7Hs0O3 (99%, Merck)
Vanilline CsHgOs3 (99% Merck)

Acide p-coumarique CoHsO3 (98%, Sigma-Aldrich)
Acide gallique C7HeOs (98%, Sigma-Aldrich)
Acide ascorbique CeHsOs (99%, Sigma-Aldrich)

3.2.Méthodes

3.2.1. Préparation des extraits

3.2.1.1.Extraction éthanolique

L’extraction éthanolique a été réalisée selon la procédure décrite par Hatice Serbetci Tohma

et Ilhami Gulgin (2010).

25¢g de rhizome de gingembre séché et moulu en poudre a été mélangé avec 100 ml d'éthanol

et mis sous agitation magnétique pendant 1 h ( Tohma et Gulgin, 2010), puis filtré. Le mélange est

ensuite concentré a I'évaporateur rotatif & 50 °© C pour éliminer I'éthanol et obtenir I’extrait

éthanolique de gingembre (EEG).
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3.2.1.2.Extraction aqueuse

Pour I’extraction aqueuse, elle a été réalisée par la méthode décrite par Ilhami Giilgin et al.,
(2007) comme suit : 25 g de gingembre en poudre a été mélangé a 100 ml d'eau distillée par
agitateur magnétique pendant 60 min puis filtré sur un tissu a fromage et papier Whatman N ° 1,
respectivement. Les filtrats ont été ensuite congelés a -30 ° C dans un congélateur, et lyophilisé
dans un lyophilisateur a des pressions de 5 mm-Hg a —50 ° C a fin d’obtenir ’extrait aqueuse de
gingembre (EAG).

Les extraits sont ensuite stockés dans une bouteille en plastique hermétiqguement fermée a -

20 ° C jusqu'a utilisation pour des études expérimentales (Gulcin et al., 2007).

3.2.2. Etude de P’activité antioxydante

3.2.2.1.Détermination de I'activité antioxydante totale

L'activité antioxydante totale d’EAG, EEG et les antioxydants standards sont déterminés a
l'aide de la méthode au Thiocyanate ferrique en émulsion d'acide linoléique, tel que décrit par
(Koksal et al., 2011).

Principe :

Les peroxydes formés lors de l'oxydation de I'acide linoléique oxydent Fe?* en Fe®* et ces
derniers ions forment un complexe avec Thiocyanate. Le complexe a une absorbance maximale a
500 nm (Gilgin et al., 2010).

Mode opératoire :

» 10 mg de EAG ou EEG ont été dissout dans 10ml d’cau distillée pour préparer les solutions
meres, puis des délutions ont été prépare,

> Des dilutions aux différentes concentrations (10-20 pg / ml) de solution mére de EAG ou
EEG ont été préparées dans 2,5 ml de solution tampon de phosphate de potassium (0,04 M,
pH 7,0),

> Les différents échantillons ont été ajoutés a 2,5 ml d'émulsion d'acide linoléique dans une
solution tampon de phosphate de potassium (0,04 M, pH 7,0),

» Les solutions finales ont été incubées a 37 ° C,

14



Chapitre 3 Matériel et méthodes

> Pendant l'incubation périodique, une aliquote de 0,1 ml du mélange a été diluée avec 3,7
ml d'éthanol, puis 0,1 ml de 30% de Thiocyanate d'ammonium et 0,1 ml de chlorure ferreux
20 mM dans l'acide chlorhydrique (3,5%) ont été ajouté au mélange.
> L'absorbance a été mesurée a 500 nm pour la détermination du niveau de peroxyde,
- Le processus est répéte toutes les 6 h jusqu'a ce que I’échantillon atteigne sa valeur d'absorbance

maximale et les pourcentages d'inhibition sont calculés par lI'équation suivante :

[ Inhibition de peroxydation lipidique (%) = 100-(AS/AC) *100. ]

Ac: est I'absorbance de la réaction témoin, qui contient uniqguement une émulsion d'acide linoléique
et du phosphate de sodium amortir ( Giilgin et al., 2010).

As: est I’absorbance de I'échantillon en présence de WEG et EEG ou autres composés d'essai
(Gilgin et al., 2010).

3.2.2.2.Test de pouvoir réducteur de Fe®*

La capacite réductrice du EAG et de I'EEG a été determinée par la méthode d'Oyaizu (Oyaizu,
1986) et test FRAP.

Principe de d’Oyaizu :

Cette méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe3+ présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium en Fe2+, la réaction est révélée par le virage de couleur jaune du fer
ferrique (Fe3+) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe2+), 'intensité de cette coloration est

mesurée par spectrophotométrie a 700 nm (Abudunia, 2018).
Mode opératoire :

> Des échantillons de 1 ml de EAG et d'EEG a différentes concentrations (10-30 pg / ml)
dans de I'eau distillée ont été préparé.

> Les échantillons ont été mélangé avec 2,5 ml de phosphate tampon (0,2 M, pH 6,6) et 2,5
ml de ferricyanure de potassium [K3Fe (CN) 6] (1%).

> Le mélange a été incubé a 50 ° C pendant 20 min.

> Ensuite, 2,5 ml d'acide trichloracétique (10%) et 0,5 ml de FeClI3 (0,1%) ont été ajoutés au
mélange réactionnel.

» L'absorbance a été mesurée a 700 nm.
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- Une augmentation de I'absorbance a été considérée comme une plus grande capacité de réduction.
Principe du test FRAP :

Le test FRAP mesure la capacité réductrice des ions ferriques (Fe*) - ions ferreux (Fe?*) de
la substance. 1l a été rapporté que le test FRAP offre un indice bien connu de potentiel antioxydant
ou réducteur d'échantillons ou de composés purs a de faibles valeurs de pH, le test FRAP mesure
la capacité des antioxydants pour réduire le complexe ferrique 2,4,6-tripyridyl-s-triazine [Fe3 + -
(TPTZ) 2] 3+ en complexe ferreux de couleur bleu intense [Fe2 + - (TPTZ) 2] 2+ qui a une
absorption maximale a 593 nm avec une couleur bleu intense du milieu réactionnel (Topale et al.,
2016).

3.2.2.3.Test de pouvoir réducteur Cu?*
La capacité réductrice de EAG et de EEG a egalement eté mesurée par la methode CUPRAC
développee par Apak ( Apak et al., 2007) comme décrit auparavant (Gulgin, 2008).

Principe :

La méthode de mesure des antioxydants CUPRAC (CUPric Reducing Antioxidant Capacity),
est basé sur la mesure de I'absorbance du chelate de Cu (1) -néocuproine (Nc) formé a la suite de la
réaction d'oxydoréeduction des antioxydants de rupture de chaine avec le réactif CUPRAC, Cu (l1)-
Nc, ou l'absorbance est enregistrée a I'absorption maximale de la lumiere longueur d'onde de 450

nm d’aprés ( Ozylirek et al., 2011).
Mode opératoire :

» Trois solutions de méme volume 0.25ml ont été mélangeée :
e Solution de CuClI2 (0,01 M),
e Solution de néocuproine éthanolique (7,5 x 10-3 M),
e Solution tampon CH3COONH4 (1 M).
» Un extrait de gingembre a différentes concentrations (10 a 30 ug / ml) a été ajouté a ce
mélange.
> Les volumes finaux ont été ajustés a 2 ml avec de l'eau distillée.
> Apres 30 min, les absorbances ont été mesurées a 450 nm.
- L'augmentation de l'absorbance a été interprétée comme une augmentation de la capacité

réductrice
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3.2.2.4.Activité chélatante sur les ions ferreux (Fe?*)
L’activité chélatante des ions ferreux (Fe2 +) du EAG et de I'EEG a été déterminé selon la
méthode de (Re et al., 1999).

Principe :

Une mesure de I’activité de chélation des métaux d’un antioxydant est basée sur la mesure
de I’absorbance du complexe Fe'-ferrozine aprés le traitement préalable d’une solution d’ions

ferreux avec matériau d’essai (getinkaya et al., 2012).
Mode opératoire :

> Diverses concentrations d'échantillon ont été mélangées :
e 0,25 ml Solution de FeSO4 (2 mM),
e 1 ml de solution tampon Tris — HCI (pH 7,4),
e 1 mlde solution de 2,2"-bipyridine (0,2% dans 0,2 M HCI),
e 2,5mld'éthanol.
» Le volume final a été ajusté a 6 ml par addition d'eau distillée et bien mélange.
> Les absorbances des échantillons ont été enregistrées spectrophotométriquement a 562
nm.

» L'EDTA est utilise comme chélateur standard des ions ferreux (Fe2 +).

3.2.2.5.Activité de piégeage des radicaux libres DPPH

La propriété de piegeage des radicaux du EAG et de 'EEG a été évaluée en utilisant le 1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) comme réactif selon ( Giilgin, 2010).
Principe :

La réduction du radical libre DPPH*(2,2’-diphenyle-1-picrylhydrazyle) par un antioxidant
peut étre suivie par spectrométrie UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm
provoguée par les antioxydants (Molyneux, 2004) en présence des piégeurs de radicaux libres, le

DPPH de couleur violette se réduit en 2.2diphenyl 1picryl hydrazine de couleur jaune (Maataoui
et al., 2005) et cité par (Athamena et al., 2010).
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Mode opératoire :

>
>

>
>

Une solution de DPPH d’éthanol (1 mM) a été préparée immediatement avant le test.

1 ml de solution de DPPH ont été mélangés avec 3 ml d'extrait de gingembre éthanolique a
différentes concentrations (10 & 30 pg / ml).

Le mélange a été incubé pendant 30 min.

Les mesures d'absorbance ont été spectrophotométriques fait a 517 nm.

- La diminution de I'absorbance de I'échantillon indique la capacité de piégeage des radicaux libres
du DPPH.

3.2.2.6.Activité de piégeage des radicaux libres DMPD

La capacité de piégeage des radicaux du EAG et de I'EEG a été déterminée en utilisant un

test d'activité de piégeage des radicaux DMPD avec de légeres modifications (Gulgin, 2011).

Principe :

Ce test est basé sur 1’inhibition de la formation de cations radicalaires DMPD™.

Mode opératoire :

YV V V V

Y

105 mg de DMPD ont été dissous dans 5 ml d'eau distillée (S1).

1 ml de cette solution (S1) a été ajoute a 100 ml de tampon acétate (0,1 M, pH 5,3) (S2).
0,3 ml du chlorure ferrique (0,05 M) a été ajouté a la solution (S2), pour obtenir du DMPD".
Différentes concentrations (10 a 30 pug /ml) de EAG et d'EEG ou des antioxydants standard
ont été ajouteés aux tubes a essai et le volume total a éte ajusté avec de I'eau distillée a 0,5
ml.

Un millilitre de solution DMPD a été directement ajouté au mélange réactionnel.

Ces échantillons ont été agités avec un vortex et incubés dans l'obscurité a température
ambiante pendant 15 min.

Absorbance a été mesurée a 505 nm.

Une solution tampon a été utilisée comme blanc et au lieu de I'échantillon, de I'eau distillée

a éte utilisée pour le contréle.
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3.2.3. Détermination de la teneur phénolique totale

Principe :

Les polyphénols extraits de EAG et d'EEG réagissent avec le réactif spécifique de Folin —
Ciocalteu et forment un complexe bleu, qui peut étre quantifié par spectrophotométrie a 760 nm
(Gulcin et al., 2008).

Mode opératoire :

> 1 mldéchantillon EAG et EEG ou de solution standard a été introduit dans un tube a essai
et 2,3 ml de volume final ont été réalisé avec de I'eau distillée.
> 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu a été ajouté au tube a essai et aprés 5 min, 1,5 ml d'une
solution de Na2CO3 (2%) a éte ajoutée.
> Apreés les tubes ont été vortexé et maintenu a température ambiante dans l'obscurité pendant
30 min, l'absorbance des eéchantillons a été mesurée a 760 nm a I’aide d’une
spectrophotometrie.
> Diverses concentrations d'acide gallique allant de 0 a 500 pg ont été utilisés comme
standard avec les échantillons et la quantité de phénols totaux ont été calculés en utilisant
la courbe d'étalonnage de I’acide gallique.
> Les résultats sont exprimés en pg d'acide gallique équivalents par mg d'extrait.
3.2.4. Détermination de la teneur totale en flavonoides
La teneur totale en flavonoides du EAG et de I'EEG a été estimée par un test colorimétrique
(Gilgin et al., 2010).

Mode opératoire :

> 1 mg d'extrait de gingembre éthanolique a été introduit dans un tube a essai et 0,1 ml
CH3COOK (1 M), 0,1 ml de 10% Al (NOz3)s dans 4,3 ml d’une solution d'éthanol a été
ajoutée a I'échantillon.

> Puis le mélange a été vortexé et maintenu a température ambiante pendant 40 min.

> L’absorbance de l'échantillon a été mesurée en triple & 415 nm en utilisant un
spectrophotometre UV — VIS.

» La courbe standard de quercétine a différentes concentrations allant de 0 a 100 pg a été

utilisé pour la détermination de la teneur en flavonoides de gingembre dans I'éthanol.
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> Les résultats sont exprimés en pg de quercétine équivalents par mg d'extrait.
3.2.5. Méthode HPLC-MS/MS et quantification de certains acides-phénols

> L'analyse HPLC-MS / MS de I'EEG a été réalisée a l'aide de Spectrophotométre de masse
HPLC et Tandem Gold Triple quadripble (Istanbul, Turquie) équipé d'une colonne de
gravité Macherey Nagel Nucleoder C18 (125 x 2 mm d. Granulométrie 5 um) de type
Zivak®.

> La séparation HPLC des échantillons était réalisée sur une colonne de gravité Macherey-
Nagel Nucleoder C18 (125 x 2 mm d.i., taille de particule de 5 pum).

> La phase mobile était composée de méthanol (A, 0,5% d'acide formique) dans I'eau (B,
0,5% d'acide formique), dont le programme de gradient était de 0-1,00 min 50% A et 50%
B, 1,01-30,00 min 100% A et enfin 30.01-35.00 50% A et 50% B.

> L'injection le volume de I'échantillon était de 10 L et le débit de la phase mobile était de
300 pL / min.

> La colonne chromatographique était conservée a 30 ° C.
Principe de HPLC :

Les composés a séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce meélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, elles interagissent

plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne chromatographique.

La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le systéme
chromatographique. Le melange a analyser est injecté puis transporté au travers du systéeme
chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre la
phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de colonne grace a un détecteur approprié. Les
différents solutés sont caractérisés par un pic. L'ensemble des pics enregistrés appelait

chromatogramme (De Rouen, 2010).
Principe de spectrométrie de masse en tandem MS/MS:

Une trés petite quantité du composé a analyser est transformée en ions par un moyen adapté
(bombardement avec des électrons ...). Ces ions sont alors soumis, sous un trés bon vide, a I’action
d’un champ électrique et / ou magnétique selon les cas. Les forces qui s’exercent sur ces ions

permettent de déterminer leur rapport masse / charge, donc éventuellement leur nature.
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Les résultants sont présentés au moyen d’un graphe appelé spectre de masse sur lequel
figurent les abondances des ions formeés classés par ordre croissant de leur rapport masse /charge
(site web 2).

3.2.6. Analyses statistiques
L'expérience concernant l'activité antioxydante totale a été effectuée au double, alors que
le reste des analyses ont été réalisées en triple. Les valeurs ont été exprimées comme moyenne +
SD et analysés par SPSS (version 11.5 pour Windows 98, SPSS Inc.). Une ANOVA
unidirectionnelle a été effectuée pour déterminer la signification de la différence. Les différences
significatives entre les moyens ont été déterminés par des tests LSD. p <0,05 a été accepté comme

significatif tandis que p <0,01 a été considéré comme étant substantiellement important.
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Chapitre 4 : Résultats et discussion

Dans ce qui suit, nous avons discuté les résultats obtenus par : Hatice Tohma, IThami Glilgin,
Ercan Bursal, Ahmet C. Goren, Saleh H. Alwasel, Ekrem Koksal, publiés sous-titre : Antioxidant
activity and phenolic compounds of Ginger (Zingiber officinale Rosc.) determined by HPLC-
MS/MS.

4.1.Teneur totale en composé phénoliques et en flavonoides

Dans cette étude, les gammes d’étalonnage de l'acide gallique et de la quercétine ont été
utilisés pour quantifier les composés phénoliques et les flavonoides dans les extrait aqueux et
éthanolique. L’activité antioxydante d’extraits de plante est généralement liée a leur contenant
phénolique (Shirin Adel et Prakash, 2010).

Le tableau 5 représente les teneurs en composés phenoliques totaux et en flavonoides des

extraits aqueux (EAG) et éthanolique (EEG) de Zingiber officinale Roscoe.

Tableau 5. Teneur des composés phenolique totaux et flavonoides de différents extraits de
rhizome de gingembre.

Contenus EEG (pg équivalent d’acide | EAG (pg équivalent de

galligue EAG /mg d’extrait)

quercétine EQ/mg d’extrait)

Teneur totale en polyphénol

Teneur totale en flavonoides

137.5
25.1

52.8
3.9

La teneur en polyphénol dans les extraits EEG et EAG de rhizome de gingembre a été
respectivement de 137.5 et 52.8 ug EAG/mg d’extrait. Ainsi que la teneur totale en flavonoides a
été de 25.1 et 3.9 ug EQ/ mg d’extrait EEG et EAG respectivement.

On remarque que la teneur totale en polyphénol dans I’extrait EEG et plus que dans I’extrait

EAG (137pg/mg > 52.8pg/mg).

Le méme pour les flavonoides qui ont été remarquer dans 1’extrait EEG par une teneur plus

que dans I’extrait EAG (25.1pg/mg >3.9 pg/mg).

Concernant la teneur en polyphénols, nos résultats sont presque identiques a ceux menés par
mosovka et al. (2015) ou ses résultats ont été de 181.41 + 0.07 mg EAG/ g d’extrait méthanolique

de rhizome de gingembre. Et supérieurs a ceux de Maizura et al.(2011) qui a trouvé 101.6 £ 0.6
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mg EAG 100g d’extrait de gingembre en utilisant un extracteur de jus (Breville Juice Fountain ®

plus Juice extractor, Australie) sans aucun ajout d’eau.

Tandis que nos résultats différaient d’une autre étude fait par Shirin Adel et Prakash (2010)
qui ont été trouvé que les polyphénols totaux étaient plus élevés dans I’extrait aqueux que I’extrait
éthanolique des rhizomes de gingembre, avec une valeur (840 + 2.1 mg d’équivalent d’acide
tanique (EAT) en 100g d’extrait aqueux de gingembre et de (800 £ 4.3 mg EAT/100g d’extrait
éthanolique de gingembre, respectivement (Shirin Adel et Prakash, 2010).

Jaffery et al. (2003) ont été mentionné dans son étude que la composition et la quantité des
phénols varient considérablement en fonction de différentes facteurs interne et externe y compris
la variété végétale, le sol et les conditions de récolte. Le processus d’extraction a également un
grand impact sur la composition et les caractéristiques de 1’extrait final (Gallardo et al., 2006) et
cité par (Moskova et al., 2015). Oueslati et al.(2010) ont été prouvé que I’efficacité de I’extraction
dépend du pouvoir d’extraction du solvant utilisé et du temps d’extraction, ou ils ont été utilisés
deux méthodes d’extraction: la méthode de macération (éthanol comme solvant) qui a obtenus 51.7
mg EAG /g de matiere séche et la méthode de sonication qui a obtenus 23.7 mg EAG/g de matiere
seche; et de la ils ont été conclu que I’accés aux extraits obtenus par la macération sont plus riche

en polyphénols totaux que ceux obtenus par sonication (Oueslati et al., 2018).

Concernent la teneur en flavonoides, Oueslati et al. (2018) ont éte estimeé une valeur égale a
32.1mg d’équivalents catéchine / g de matiére séche dans I’extrait éthanolique de rhizome de

gingembre.

Tandis que les résultats de la teneur en flavonoide dans nos extraits sont moindres que celle
de Shirin Adel et Prakash (2010) qui ont été dans I’extrait EAG de rhizome de gingembre d’une
valeur de 1.371 + 0.01 g EQ /100g d’extrait, et dans I’extrait EEG de 0.352 + 0.002 g EQ /100g
d’extrait. Cette différence pourrait étre due aux méthodes d’extraction (Shirin Adel et Prakash,
2010).

La partie étudie de la plante peut également avoir un effet sur la distribution différente de la
quantité de polyphénols et des flavonoides comme montre 1’étude fait par Ghasemzadeh et
al.(2010) ou ils ont été déclarer que la teneur totale en flavonoides et polyphénols dans les feuilles

était supérieure a celle des racines suivies du contenu dans les tiges.
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Les teneurs en flavonoide et polyphénols totaux ont été estimer dans les extraits de gingembre
(éther de petrole, hexane, chloroforme, butanol) dans une étude fait par Saiah et al.(2017) ou les

chercheurs ont prouve la richesse de gingembre en flavonoides et polyphénols totaux.

D’aprés ’étude réalisé par Oueslati et al. (2018), I’utilisation des solvants avec différentes
polarités permet également une meilleure extraction, alors une grande variation des teneurs totales

en polyphénols et flavonoides sera estimée.

4.2.La quantification de quelque acides-phénoliques
Apres détermination des teneurs des polyphénols et des flavonoides totaux, les acides

phénoliques de EAG et EEG ont été déterminés par méthode HPLC-MS/MS ( Tohma et al., 2016)

Le tableau 6 suivant représente les résultats de contenu phénolique de ’EAG et ’EEG de

rhizome de gingembre :

Tableau 6. Les composés phénoliques dans I'EEG et TEAG par la technique HPLC-MS/MS.

Temps lon La | Energie
Contenus de parent | fille de EAG EEG
rétention lon | Collision | (mg/kg) | (mag/kg)
(V)

Curcumine 18.42 367 216.4 10 - -
1 | Pyrogallol 3.26 125 78.8 20 142.4 264.3
2 | Acide p— 4.40 137 92.7 10 321.1 29.4

hydroxybenzoique
3 | Acide ferulique 5.85 193 177.5 10 88.8 224.7
4 | Vanilline 5.50 181 135.5 10 101.2 89.4
5 | Acide p-coumarique 5.96 163 118.7 10 291.4 170.2
6 | Acide gallique 2.01 169 124.6 10 29.8 39.6
7 | Acide ascorbique 4.95 175 114.0 12 -b 31.3
8 | Acide caféique 4.45 179 134 11 9.8 91.2
9 | Acide syringique 4.47 197 181.6 10 -b -b
10 | Acide ellagique 8.03 301 150 10 -b -b
11 | Quercétine 7.98 301 178.6 10 -b -b
12 | a- tocophérol 429 162.6 20 b b
13 | Catéchol 3.95 109 64.8 35 b b

a : Il a été utilisé pour 1’étalon interne.

b : Ces valeurs sont inférieures aux limites de la quantification.
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D’apreés ces résultats on note la présence de pyrogallol, acide p -hydroxybenzoique, acide
ferulique, vanilline, acide p-coumarique, acide gallique et I’acide caféique dans ’EAG de rhizome
de gingembre par une quantité suffisante : 142.4 (mg/kg), 321.1 (mg/kg), 88.8 (mg/kg), 101.2
(mg/kg), 291.4 (mg/kg), 29.8 (mg/kg) et 9.8 (mg/kg) respectivement.

L’EEG contient pyrogallol, acide p -hydroxybenzoique, acide ferulique, vanilline, acide p-
coumarique, acide gallique, acide ascorbique et acide caféique par une quantité suffisante : 264.3
(mg/kg), 29.4 (mg/kg), 224.7 (mg/kg), 89.4 (mg/kg), 170.2 (mg/kg), 39.6 (mg/kg), 31.3 (mg/kg) et
91.2 (mg/kg) respectivement.

Les acides syringique et ellagique, la quercétine, I’a- tocophérol, le catéchol ont été
également trouvé dans nos extraits aqueux et éthanolique mais par des valeurs inferieures aux
limites de quantification. D’autre part I’acide ascorbique a été trouvé dans I’EAG par une quantité

suffisante 31.3 (mg/kg) mais dans ’EEG été d’une valeur inferieur aux limites de la quantification.

La figure suivante représente les chromatogrammes fait par HPLC-MS/MS :
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Figure 4. Chromatogramme des standards fait par HPLC-MS/MS.

1. Pyrogallol, 2. Acide p —hydroxybenzoique, 3. Acide ferulique, 4. Vanilline, 5. Acide p-coumarique, 6.
Acide gallique, 7. Acide ascorbique, 8. Acide caféique, 9. Acide syringique, 10. Acide ellagique, 11.
Quercétine, 1 2. a- tocophérol, 13. Catéchol.
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Comme montre la figure 5 (A et B), les profils HPLC-MS/MS de EAG et EEG :

Figure 5. Profile HPLC d’extrait EAG (A) et EEG(B).

D’apres les résultats présentés dans la figure 5: le profile HPLC-MS/MS représentent profile

phénolique similaire pour EEG et EAG. Dans ces chromatogrammes :

- Le pic 1 dans les extraits EAG et EEG est similaire au pic de pyrogallol (TR = 3.26 min)

- Le pic 2 dans les extraits EAG et EEG est similaire au pic d’acide p -hydroxybenzoique (TR=
4.40 min)

- Le pic 3 dans les extraits EAG et EEG est similaire au pic d’acide ferulique (TR = 5.85 min)

- Le pic 4 dans les extraits EAG et EEG est similaire au pic de vanilline (TR = 5.50 min)

- Le pic 5 dans les extraits EAG et EEG est similaire au pic d’acide p-coumarique (TR = 5.96
min)

- Le pic 6 dans les extraits EAG et EEG est similaire au pic d’acide gallique (TR = 2.01 min)

- Le pic 7 dans les extraits EAG et EEG est similaire au pic d’acide ascorbique (TR = 4.95 min)
- Le pic 8 dans les extraits EAG et EEG est similaire au pic d’acide caféique (TR = 4.45 min).

Dans une étude fait par Yang et al. (2020), les chercheurs ont été quantifié les composé
phénoliques de trois herbes et épices australiennes [I’ail (allium sativum), le gingembre (zingiber

officinale), et ’oignon (allium cepa)] en utilisant la méthode (LC-ESI-QTOF/MS) ou ils ont
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détecter 19 acides phénoliques dans I’extrait EEG de gingembre (I’acide syringique, acide 4-0-
méthyl gallique, acide sinapique, acide 3-caféoylquinique, acide p-coumaroyl tartrique, acide
ferulique, ester éthylique de l'acide p-coumarique, acide 3-caféolyquinique, acide cinnamique,
acide coumarique, acide 3-sinapoylquinique, acide p-coumarique4-o glucoside, acide ferulique4-
oglycoside, acide chlorogenique, acide p-coumaroyl glycolique, acide caféique, Acide 5-(3,4-
dihydroxyphényl)-valérique, 5-(3,5-dihydroxyphényl)-y-valérolactone 3-o-glucuronide, acide
dihydrosinapique).

Cette méthode a été utilisé par Tanweer et al. (2020), pour la quantification de gingerol dans

I’extrait EEG des difféerent parties de gingembre (rhizomes, feuilles, fleurs) ou ils ont trouvé
respectivement 1.03, 4.19, 2.87 mg/g de matiéere séche.

L’analyse RP-HPLC-DAD a réveélé la présence de huit principaux acides phénoliques
bioactifs accumulé a différents stades de régénération de zingiber zérumbet (acide gallique,
catéchol, acide hydroxybenzoique acide syringique, vanilline, acide ferulique, acide salicylique,
coumarine) (Chavan et al., 2018).

4.3.Evaluation de I’activité antioxydante

L'activité antioxydante totale de EAG et de I'EEG a été déterminée en utilisant différentes

méthodes. Les résultats sont représentés dans la figure suivante :
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Figure 6. Activités antioxydantes d’extraits aqueux et éthanolique de gingembre : (A) activité
antioxydante totale (B) activité réductrice de Fe3* (C) activité réductrice de cu?* (D) activité
chélatante de Fe?* (E) activité de piégeage DPPH et (F) activité de piégeage du DMPD+ a
différentes concentrations des echantillons de gingembre

4.3.1. Activité antioxydante totale

La figure 6 (A), montre la prévention d’oxydation de I'acide linoléique en présence de EAG,
EEG. On remarque que I’absorbance de ’EEG est moins que ’EAG; et les deux extraits ont une
absorbance moins que 1’absorbance du control négatif et plus que 1’absorbance du Toko et Trolox ;

ce dernier a montré I’absorbance la plus basse.

EAG et EEG ont supprimé la formation de peroxydation de I’acide linoléique mais leurs
effets sont inférieurs aux standards (a-tocophérol et Trolox). EAG et EEG ont montré un effet
d'inhibition de 38,9% et 57,4%, tandis que 'a-tocophérol et Trolox ont indiqué 69,3% et 81,4%,

respectivement.

Alors on peut considérer que nos extraits ont une capacité antioxydante suffisante et 'EEG
a une capacité plus que 'EAG. Cette propriété pourrait étre due a la richesse de gingembre en
composeés phénoliques et en flavonoides qui sont connus par leur forte capacité antioxydante par

exemple I’acide p-coumarique et I’acide ascorbique...etc.
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Comme nous avons trouvé que ’effet inhibiteur de nos extraits est inférieur aux standards,
singh et al.(2008) ont prouver que I’huile de gingembre et les oléorésines s’avérent &tre des
meilleurs antioxydants; Cependant, leur activité est moindre que le BHA et le PG. Tandis que
Baliga et al.(2011) ont montré que I’huile essentiel extraite du gingembre présentait une meilleure
activité antioxydante que les composeés standards comme le BHT et le BHA. En effet la partie non
volatile conserve sa forte activité alors que la partie volatile n’a que de faible effet ; Ce schéma
peut indiquer que les composants antioxydants sont principalement présent dans I’huile non volatile

de I’extrait (Kikuzaki et Nakatani, 1993).

Nos résultats sont presque identiques a celle mené par Shirin Adel et Prakash (2010) selon
I’extrait ayant forte capacité antioxydante, malgré les différentes valeurs liées aux conditions
d’étude, ou les chercheurs ont été conclu que ’activité antioxydante totale 1a plus forte était de
I’extrait méthanolique (98822 pumol/g) suivit de 'EEG avec (91176 umol/g) puis PTEAG avec
(79400 pumol/g).

4.3.2. Les pouvoirs Réducteurs

Les tests FRAP et CUPRAC ont été utilisés pour déterminer le pouvoir réducteur de EAG et

EEG ainsi que le BHT, I'a-tocophérol et le Trolox ont été utilisés comme standards.

4.3.2.1. Test FRAP

La figure 6 (B) représente le pouvoir réducteur de Fe3*. Elle montré que I’'EEG de rhizome
de gingembre a une absorbance presque similaire au Toko et Trolox, En concentration de 10 pg/ml
I’absorbance a été moins que le BHT et moins que le BHA mais aprés la concentration de 20pug/ml
I’EEG a éte présenté une absorbance plus que celle de BHA, Trolox et Toko mais mois que celle
de BHT. L’EAG a été montré I’absorbance la plus basse.

Une augmentation de l'absorbance a été considérée comme une plus grande capacité de
réduction (Tohma, et al., 2016). Alors, 'EEG a montré le grand pouvoir réducteur de Fe3* qui a
été comparable aux contrdles positifs. Tandis que ’EAG a montré le pouvoir réducteur de Fe3* le

plus faible.

Dans une autre étude, les valeurs de FRAP des extraits méthanolique des feuilles, des
rhizomes et des tiges de gingembre sont révélées significativement inferieurs a celle de 1’acide

ascorbique (vitamine ¢) et de I’a-tocophérol, mais supérieures a celles de BHT (Ghasemzadeh et
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al. (2010). Ainsi Tanweer et al. (2020) a observé une capacité maximale dans I’extrait éthanolique
de gingembre (102.62 + 4.28mole TE/Q) par apport a I’extrait méthanolique (98.14 + 3.3moleTE/Q)
et ’extrait aqueux (94.86 * 3.32moleTE/g).

En effet, des études ont démontré que le type de solvant et de la fraction étudiée de gingembre
ont un effet critique, leur interaction influence 1’effet sur le test FRAP ( Tanweer et al., 2020).
L’étude menées par Oueslati et al. (2018) a montré que le plus faible pourcentage d’activité
réductrice du fer a été déterminé a une concentration de 50% dans les extraits obtenus par

macération, ce qui était meilleur que les autres méthodes d’extraction.

Du co6té de la plante, il a été constaté que les feuilles de gingembre ont présenté un potentiel
FRAP maximale (101.12 £ 4.04moleTE/qg) suivi de la floraison (98.68 £ 3.95umole TE/g) et de
I’extrait de rhizome (95.82 + 3.83umoleTE/g) ( Tanweer et al., 2020).

Oktay et al. (2003), El-ghorab et al., (2010) ont fait leurs travaux de recherche sur le potentiel
antioxydant du gingembre et ont conclu qu’il y a une forte corrélation positive entre les teneurs en
phénols totaux et I’activité antioxydante, ce qui semble étre la tendance chez nombreuses espéces

vegétales.

4.3.2.2.Dosage CUPRAC

Les résultats sont représentés dans la figure 6 (C); on note que I’absorbance de ’EEG est
plus que celle de ’EAG qui a été la plus faible (A 450 :0.18).

L’absorbance de ’EEG a été similaire aux standard Toko et Trolox, mais aprés 10 pg/ml elle
a augmenté jusqu’a (A450 :0.54) comme une valeur maximale a concentration de 30 ug/ml puis
devenu proche de celle de BHA (A450 :0.56). Ainsi que Toko et Trolox ont montré une absorbance
de (1450 :0.42) et (A450 :0.45) respectivement comme une valeur maximale a la concentration de

30 pg/ml.

Une augmentation de l'absorbance indique un pouvoir antioxydant (Tohma et al., 2016).

Alors on peut dire que I’EEG a une forte pouvoir antioxydant par rapport a 'EAG.

Une étude dans laquelle le test CUPRAC a été utilisé pour des échantillons de gingembre a
montré une diminution (des composeées a activité antioxydant) par séchage thermique, au contraire,
une augmentation (des composées a activité antioxydant) des échantillons CUPRAC lyophilisés a

été déterminée. Kerkhofs et al. (2005); Toor et Savage (2006) ont signalé que Il’activité
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antioxydante diminuait proportionnellement a la perte de contenu phénolique. Cependant, on peut
affirmer que la raison de I’augmentation des valeurs CUPRAC pour les échantillons lyophilisés
cela peut étre du a une efficacité d’extraction accrue et a une perte réduite de composants ayants

une activite antioxydante (Gumu Say et al., 2014).

4.3.3. Test de chélation des métaux

Dans cette étude, ’effet de chélation des métaux de gingembre a été mesuré pour la premicre

fois dans des extrait aqueux et éthanolique de rhizome de gingembre.

Les résultats de I’activité de chélation des métaux sont représentés dans la figure 6 (D) ot on
observe que les deux extraits EEG et EAG ont une absorbance minimale plus que le standard EDTA
a une concentration de 10ug/ml qui sont respectivement (A562 :0.8) ; (A562 :0.7) ; (A562 :0.42).

Cependant, EAG et EEG ont étaient chélates 27.3% et 36.2% d’ion ferreux (Fe?")
respectivement a une concentration de 10pg/ml, ainsi que 'EDTA a été chélate 90.7% de Fe?* en
tant que source naturelle de chélation des métaux. Alors, nos extraits aient une activite de chélation

de métaux, mais inferieur que cell de standard EDTA.

Oboh et al. (2010) ont étudié la capacité de chélation de Fe?* des extraits de gingembre rouge
et de gingembre blanc ot ils ont été estimé que les deux variétés de gingembre chélatant le Fe?* et

la meilleure activité était du gingembre rouge (Zingiber officinale var. Rubra).

Yesiloglu et al. (2013) a été trouve que les pourcentages de capacité de piégeage des métaux
a la concentration de 250 pg/ml d'extraits méthanolique et éthanolique de graines de Zingiber
officinale L., BHA, BHT, Acide ascorbique, a-tocophérol et EDTA ont éte 22,3%, 30,2%, 49,1%,
42,8%, 34%, 39,4% et 54,9 %, respectivement. L'effet de piégeage des métaux des deux extraits
ont été classé dans ’ordre : EDTA > BHA > BHT > a-tocophérol > acide ascorbique > extrait
éthanolique de graine de Zingiber officinale L. > méthanolique extrait de graine de Zingiber

officinale L.

Dans le test fait par Tanweer et al. (2020) a partir des extraits méthanolique, éthanolique, et
aqueux des trois parties (rhizome, feuilles, fleurs) de gingembre, le potentiel de chélation le plus
fort a été estimé dans I’extrait éthanolique de fleurs puis ceux des rhizomes ou la capacité de
chélation était de (17.98 + 0.76%), (15.02 + 0.53%), (13.86 + 0.54%) dans les extraits :

méthanolique, éthanolique et aqueux respectivement.
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Hinneburg et al. (2006) ont été trouves que les extraits de gingembre préparés avec
différentes concentrations ont eu un potentiel de chélation des ions ferrique différent qui variait de
16,0 £ 0,17% a 21,6 + 0,51 %. lIs ont en outre signalé que le potentiel de chélation des métaux de
gingembre dépend de la concentration de gingembre pris pour produire de I'extrait (Tanweer et al.,
2020).

4.3.4. Activités de piégeage des radicaux

Dans cette étude les méthodes de DPPH et DMPD ont été utilisées pour évaluer I’activité de
piégeage des radicaux d’extraits de gingembre en comparant aux standards: BHA, BTH, o-

tocophérol et Trolox ( Tohma et al., 2016).

4.3.4.1.Test de piégeage DPPH

Les résultats de test de DPPH sont représentés dans la figure 6 (E) nos extraits ont montré
les plus fortes absorbances par apport les trois standards BHA, BHT, Trolox.

A la concentration de 30 pg/ml, PEAG a montré une absorbance maximale (A517 :2) suivi
de ’EEG avec une absorbance similaire aux BHT (A517 :1.25). Les deux standards BHA et Trolox

ont été montré les absorbances les plus basse dont (A517 :0.1) et (A517 :0.4), respectivement.

Cependant, a la méme concentration ’EAG, BHT, EEG, BHA, Trolox, a-tocophérol ont
piégé les radicaux libres DPPH a 16.2%, 37%, 43.8%, 74.3%, 77.1%, 78.8%, respectivement.

La diminution de I’absorbance de 1’échantillon indique la capacité de piégeage des radicaux
libres du DPPH donc nos extraits EAG et EEG ont présenté une faible activité pour le radical DPPH
par apport aux standards qui ont montré une grande capacité de piégeage des radicaux DPPH libre.
On ajoute que I’extrait EEG avait une capacité plus que ’'EAG qui est augmenté par I’augmentation

de concentration.

En revanche, une autre étude fait par murphy et al. (2020) dans laquelle des ultrasons ont été
utilisé pour ’extraction, I’activité de piégeage des radicaux DPPH de I’EEG de gingembre a été
plus que nos résultats (54.5% > 43.8%) ce qui peut étre due a ’effet de méthode de séchage de
gingembre ; les extraits de gingembre qui contiennent de 1’alcool agissent comme des donneurs

d’hydrogéne (murphy et al., 2020).

D’autre part, 1’étude réalisé par Shirin Adel et Prakash (2010) a atteint les mémes résultats

gue nous avons obtenus en termes d’extrait le plus piégeur, ou les chercheurs ont déclaré que

32



Chapitre 4 Résultats et discussion

I’activité de piégeage DPPH la plus forte a été estimée dans 1’extrait de méthanol a 80% suivi de

I’extrait éthanolique a 80% puis I’extrait aqueux.

Nous avons également constaté dans notre étude que les deux extraits ont montrés des
activités plus faibles que les controles standard BHA, BHT, Trolox, a-tocopheérol, ou Alp Avcil et
al.(2020) a été attribué la raison de cette différence aux solvants d’extraction ; on peut considérer
que I’effet des antioxydants sur le DPPH et due a leur capacité a donner I’hydrogéne (Baumann et
al., 1979) (Mohd Zin et al., 2002) et cité par (Ghasemzadeh et al. 2010). Cette étude a également
montré que la capacité de piégeage radicalaire du DPPH des extraits de plante étaient inferieur a
celles du BHT (83.7%) et de a-tocophérol (92.3%). Cela signifie que les parties et la nature de la
plante ont un role dans la différence de I’activité de piégeage. L’étude précédente a prouvé que
I’extrait de feuille et de racines ont une activité plus élevée que celle trouvée dans les tiges (An et
al., 2019).

4.3.4.2.Test de balayage DMPD +

Les deux extrait EAG et EEG ont montré une activité piégeage des radicaux DMPD similaire
comme représenté dans la figure 6 (F). Ils ont montré une activité de balayage plus eélevée que BHT

et inférieur a Trolox.
Les résultats ont montré que EAG et EEG ont recupére le radical DMPD.

Malgré la différence dans le piégeage radical du gingembre en raison de différentes causes,

.....

(Alp Avcil et al., 2020) le gingembre a un effet antioxydant presque comme 1’acide ascorbique,
qui est considérer comme un élément antioxydant importants et sont estimé respectivement a
(28.6pg/ml) et (32.2pg/ml).
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Conclusion

Le Zingiber Officinale Roscoe est recommandé depuis I’antiquité car il contient un
pourcentage élevé d’antioxydants. Dans cette étude, deux extraits (aqueux et éthanolique) de
rhizome de zingiber officinale Roscoe ont été utilisés pour évaluer I’activité antioxydante du
gingembre, leurs teneurs en polyphénols et flavonoides ont été quantifiés et quelques acides
phénoliques ont été déterminer par la méthode HPLC-MS/MS.

Aprés avoir effectué différents tests afin d’évaluer les capacités antioxydantes de nos
échantillons, Le résultat a montré que I’EEG posséde une activité de réduction des métaux similaire
a celle qui a été montré dans les tests FRAP et CUPRAC. L’activité de chélation des métaux des
¢chantillons, en particulier 'EEG, était meilleure que celle de ’EDTA qui est connu comme un
chélatant standard. L’activité de piégeage des radicaux, telle qu’indiquée dans les tests de piégeage
des radicaux DPPH, DMPD, a montré que les extraits de rhizome de gingembre avaient

généralement des résultats similaires a ceux des antioxydants synthétiques standards.

Les teneurs des polyphénols totaux et des flavonoides étaient de 137 pg EAG/mg et 25.1ug
EQ/mg dans I’extrait EEG et de 52.8 ug EAG/mg et 3.9 ug EQ/mg dans I’extrait EAG,

respectivement.

Huit acides phenoliques : pyrogallol, acide p-hydroxybenzoique, acide ferulique, vanilline,
acide p-coumarique, acide gallique, acide ascorbique, acide caféique) ont été détectés par la

technique HPLC-MS/MS dans les deux extraits de rhizome de gingembre.

Cette étude suggére a travers ses résultats qu’il est possible de traiter des maladies qui sont
due a un désequilibre entre les radicaux libres et les antioxydants avec le gingembre et cela grace

a sa richesse en polyphénols, qui ont un r6le dans le traitement de nombreuses maladies,

Malgré I’importance de ce travail, il y a toujours un besoin de plus d’études sur le gingembre
afin d’isoler ses composés actifs et vérifier la fagon dont ils fonctionnent pour atteindre des

meilleurs résultats.
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Résumé

Les rhizomes de gingembre (Zingiber officinale) sont largement utilisés dans les industries pharmaceutiques a
cause de leurs propriétés médicinales qui aide a la prévention de plusieurs maladies tels celles liées au stress oxydatif.
Ces propriétés reviennent a la richesse de cette plante en composés phénoliques qui sont connus par leurs fortes
propriétés antioxydantes. Dans ce contexte s’inclue notre travail qui a pour but d’évaluer la capacité antioxydante des
extraits aqueux et éthanolique de gingembre par le test FRAP, dosage CUPRAC, test de chélation de Fe?*, activité de
piégeage des radicaux libres (DPPH, DMPD) en les comparants avec des antioxydants synthétiques (BHA, BHT, a-
tocophérol, Trolox), de quantifier la teneur totale en polyphénols et flavonoides et d’identifier quelques acides
phénoliques dans les deux extraits par la méthode HPLC-MS/MS. Nos résultats ont montré que I’EEG avait la meilleur
capacité antioxydante dans tous les dosages par apport ’EAG, ainsi que huit acides phénoliques (Pyrogallol, Acide p-
hydroxybenzoique, Acide ferulique, Vanilline, Acide p-coumarique, Acide gallique, Acide ascorbique, Acide
caféique) ont été détectés par I’analyse HPLC-MS/MS dans le gingembre. Alors, cette étude a montré que le zingiber
officinale est une source des antioxydants naturelles pour la prévention des maladies induit par le stress oxydatif.

Mots clés : Zingiber officinale, stress oxydatif, antioxydants, acides phénoliques, HPLC-MS/MS.
Abstract

The rhizomes of ginger (Zingiber officinale) are widely used in the pharmaceutical industries because of their
medicinal properties which helps in the prevention of several diseases such as those related to oxidative stress. These
properties are due to the richness of this plant in phenolic compounds which are known for its strong antioxidant
properties. While our work aims to assess the antioxidant capacity of aqueous and ethanolic extracts of ginger by the
FRAP test, CUPRAC assay, Fe?* chelation test, free radical scavenging activity (DPPH, DMPD) by comparing them
with well-known synthetic antioxidants (BHA, BHT, a-tocopherol, Trolox), to quantify the total content of
polyphenols and flavonoids and to identify some phenolic acids in both aqueous and ethanolic extract by the HPLC-
MS/Ms method. Our results showed that EEG had the best antioxidant capacity in all assays by supplying WEG, as
well as eight phenolic acids (Pyrogallol, p-Hydroxybenzoic acid, Ferulic acid, Vanillin, p-coumaric acid, Gallic acid,
ascorbic acid, Caffeic acid) have been shown by HPLC-MS/MS analysis in ginger. So, this study has shown that
Zingiber officinale is a source of natural antioxidants for the prevention of diseases induced by oxidative stress.

Key word: Zingiber officinale, oxidative stress, antioxidants, phenolic acids, HPLC-MS/MS.
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