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Résumé

L’étude de I’espéce Alpinia Officinarum qui appartienne a la famille des Zingibéracées, a
porté d’une part sur un screening phytochimique visant a caractériser les différentes familles
de composés chimiques contenus dans le rhizome et d’autre part 1’effet du solvant
d’extraction sur le pouvoir antioxydant et I’activité antibactérienne. Quatre extraits bruts secs
ont eté préparés a partir de cette espece en utilisant différent solvants et de différentes
polarités (chloroforme, acétone, meéthanol et un mélange méthanol-eau 70-30 (v/v)). Le
méthanol donne un meilleur rendement d’extraction de 10.5%. Les tests phyochimiques
révelent que les tanins, les phénols, les flavonoides et les composés réducteurs sont les
constituants les plus abondants dans les extraits d’Alpinia officinarum.

Les solvants polaires (acétone, méthanol et méthanol/eau) sont riches en phénols,
flavonoides et en caroténoides avec des teneurs variables.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer (FRAP) et celle
du piégeage de radical libre DPPH des extraits a montré que 1’extrait méthanolique a le
pouvoir antiradicalaire le plus puissant (ECso = 0.42 mg/mL) tandis que 1’extrait acétonique a
le pouvoir antiradicalaire le plus élevé (ECso = 1.21 mg/mL).

L’évaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur le milieu Muller-
Hinton gélosé montre que seul la bacterie Staphylococcus aureus est la plus sensible parmi les
bactéries testées en particulier vis-a-vis des extraits acétoniques et chloroformique.

Mots clés : Alpinia Officinarum, étude phytochimique, solvant d’extraction, COMpPOSEés

phénoliques, flavonoides, activité antioxydante, activité antimicrobien.



Abstract

The study of the specie Alpinia Officinarum that belongs to the family Zingiberaceae,
focused in part on the phytochemical screening to characterize the various families of
chemical compounds contained in the rhizome and in the author part the effect of extraction
solvent on the antioxidant and antibacterial activity. Four dry crude extracts were prepared
from this specie by using different solvents and different polarities (chloroform, acetone,
methanol and a methanol-water 70:30 (v / v)). Methanol gives a better extraction yield of
10.5%. The phytochemical tests reveal that the tannins, phenols, flavonoids and reducing
compounds are the most abundant constituents in extracts of Alpinia officinarum.

Polar solvents (acetone, methanol and methanol / water) are rich in phenols, flavonoids and
carotenoids with variable contents.

The evaluation of the antioxidant activity by the ferric reducing power (FRAP) and the free
radical scavenging DPPH extracts showed that the methanol extract has the most powerful
anti-radical power (EC50 = 0.42 mg / mL) while the acetone extract has the highest reducing
power (EC50=1.21 mg/ mL).

The evaluation of antibacterial activity by diffusion method on Muller-Hinton agar
medium shows that only the bacterium Staphylococcus aureus is the most sensitive among the
tested bacteria in particular with the acetone and chloroform extracts.

Keywords: Alpinia officinarum, phytochemical study, solvent extraction, phenolic

compounds, flavonoids, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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Introduction

Pendant longtemps, les remédes naturels et surtout les plantes médicinales furent le
principal recours de la médecine de nos grands parents, malgré I’important développement de
I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de
maladies souvent mortelles. Environ 80 % de la population mondiale profite des apports de la
médecine traditionnelle a base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs empiriques de nos
ancétres (EL Rhaffari et Zaid, 2004).

Dans les derniéres décennies il y eu un intérét croissant pour 1’étude des plantes
médicinales et leur utilisations traditionnelles dans différentes régions du monde (Muthu et
al., 2006). Selon certains auteurs, les composés d’origine naturelle présentent 1’avantage
d’une trés grande diversité de structures chimique et ils possédent aussi un tres large éventail
d’activités biologique (Bérubé-Gagnon, 2006).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments.
Elles sont considérées comme source de matiere premiére essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualit¢é malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le regne végétal représente une source
importante d’'une immense variété de molécules bioactives. Cette matiere végétale contient un
grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoligues, les tannins, les terpénes et les flavonoides
(Bahorun et al., 1996).

La reconnaissance des composés phénoliques comme des antioxydants naturels et des
agents antibactériens est maintenant bien acquise et est pour une part a ’origine du regain
d’intérét que 1’on port a ces composés dans le domaine de la nutrition et de la pharmacologie.
En effet, un trés grand nombre de données expérimentales plaide aujourd’hui en faveur de
leur implication dans la prévention des diverses pathologies associées au stress oxydant telles
que les cancers, les maladies cardio-vasculaire ou maladies inflammatoires (Macheix, 2005).

La famille des Zingibéracée est une grande famille qui regroupe environ 50 genres et
pres de 1300 espéces dans le monde entier, principalement distribués dans le Sud et le Sud-
Est d'Asie. Les plantes appartenant a cette famille botanique sont caractérisées par leurs
rhizomes tubéreux ou non tubéreux, qui ont des fortes propriétés aromatiques et médicinales.
Elles sont connues sous le nom de gingembre qui est largement utilisé dans les remedes

traditionnels et appliquée comme un additif alimentaire (Chen et al., 2008).
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Le Petit galanga (Alpinia officinarum Hance) est un rhizome aromatique piquant et il est un
membre de la famille gingembre (Zingiberaceae) (Eumkeb et al., 2011) qu’a plusieurs
activités pharmacologiques notamment anti-inflammatoire, analgésique, antipyrétique,
antioxydantes, antibactérien et antifongique (Phornchai et al., 2015). Les études chimiques et
pharmacologiques des rhizomes de petit galanga réveélé trois grands groupes de constituants
chimiques: flavonoides, des glycosides et diarylheptanoides (Eumkeb et al., 2011).

D’aprés nos connaissance aucune étude n’a était effectuée sur 1’effet du solvant
d’extraction sur les propriétés biologiques de le petit galanga (Alpinia officinarum). Pour cela,
I’objectif principal de notre travail est d’étudier 1’effet du solvant d’extraction sur les activités
antioxydantes et antibactérienne d’Alpinia officinarum.

Ce mémoire est scinde en trois parties :
> La premiére partie, est une synthese bibliographique qui résume les principales
caractéristiques de 1’espéce alpinia officinarum appartenant a la famille de
zingibéracées, 1’effet thérapeutique et des substances actives végétales.
> Ladeuxiéme partie du travail est expérimentale, elle est consacrée a :

e L’extraction des composés phénoliques par différentes solvants.

e La détermination des différentes classes chimiques par criblage
phytochimique.

e La détermination des phénols totaux, des flavonoides et des
caroténoides.

e [’¢évaluation in vitro de Deffet antioxydant des extraits selon la
méthode du piégeage du radical libre DPPH et celle de la réduction de
fer FRAP.

e L’évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits vis-2-vis des
souches bactériennes.

» Dans la troisieme partie, nous discuterons les résultats ainsi obtenus lors de

cette étude et ce manuscrit est acheveé par une conclusion.
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. Généralité sur les plantes médicinales et la phytothérapie

I.1. la phytothérapie

La phytothérapie ; du grec, phytos, plante, et therapia, soins, c¢’est-a-dire le traitement des
maladies par les plantes ou par leurs extrait (Houdret, 2004). Etymologiquement c’est le
traitement par les plantes. C’est une méthode thérapeutique qui utilise 1’action des plantes

médicinales. (Pribitkin et Boger, 2001).

1.1.1. Différents types de la phytothérapie
1.1.1. 1. Aromathérapie
C’est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes ou huiles essentielles,
substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de plantes (Strang, 2006). Elle
est devenue une médecine paralléle a part entiére. Les huiles essentielles se retrouvent aussi
dans des topiques médicamenteux comme principes actifs ou comme excipients (Malek et al.,
2015).
1.1.1. 2. Gemmothérapie
Se fonde sur I'utilisation d’extraits alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que les
bourgeons et les radicelles (Strang, 2006).
1.1.1. 3. Herboristerie
Correspond a la meéthode de phytothérapie la plus classique et la plus ancienne.
L’herboristerie se sert de la plante fraiche ou séché ; elle utilise soit la plante entiere, soit une
partie de celle si (écorce, fruits, fleurs). La préparation repose sur des méthodes simples, le
plus souvent a base d’eau : décoction, infusion ou macération. Ces préparations existent aussi
sous forme plus moderne de gélule de poudre de plante séche que le sujet avale (Strang,
2006).
1.1.1. 4. Phytothérapie pharmaceutique
Utilise des produits d’origines végétales obtenus par extraction et qui sont dilués dans de
I’alcool éthylique ou un autre solvant. Ces extraits sont doses en quantités suffisantes pour
avoir une action soutenue et rapide. lls sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de

gélules, de lyophilisats (Strang, 2006).
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1.1.2. Les aventages de la phytothérapie

Malgré les énormes progrés réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages.

N’oublions pas que de tous temps a 1’exception de ces cent dernieres années, les hommes
n’ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu’il s’agisse de maladies bénignes ; rhume ou
tous ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria (Iserin et al., 2001) et avec la
mode du « naturel » ou du « bio », la phytothérapie est de plus en plus utilisée (Avenel, 2015).

Aujourd’hui, la phytothérapie occupe une place importante dans le patrimoine culturel de
la société par leurs vertus curatives de plusieurs types de maladies, considérée comme moins
cher, sans effets indésirables. Par ailleurs, le danger réel de cette thérapie réside dans le
traitement des maladies chroniques telles que les infections urinaires (Ghourri et al., 2014),
I’asthme ou I’arthrite (Iserin et al., 2001).

I.2. Les plantes médicinales

La définition d’une plante médicinale est trés simple. En fait il s’agit d’une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les planes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses
(Farnsworthe et al., 1986). De tout temps les plantes ont été utilisées pour soigner et
introduites comme principe actif ou agent parfumant de topiques médicamenteux (Avenel,
2015)

Les plantes ont fourni a I'hnomme les drogues utiles pendant des siecles. Malgré la
disponibilité de différentes approches pour la découverte thérapeutique, les produits naturels
restent I'un des meilleurs réservoirs de la médecine traditionnelle (Malek et al., 2015).

Environ 3500 especes de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce
qui consiste le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré I’influence croissante du
systeme sanitaire moderne (Elqgaj et al., 2007).

1.2.1. parties utiles des plantes médicinales dans le domaine de la phytothérapie

Les principes actifs qui sont derri¢re 1’effet thérapeutique des plantes se trouvent réparties
d’une maniére non équitable entre les différentes parties de ces dernieres, dont quelles que
unes en contiennent dans les feuilles par exemple et d’autres dans les racines. C’est pour cela
dans certaines recommandations de leur usage, il y’ lieu a préciser la partie de la plante a
appliquer. Dans le recours a leur utilisation, les feuille sont répandues (26.3%), suivis par les
fruits (11.32%), la plante entiere (9.74%), des racines (8.68%), les graines (6.58%), la
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floraison des sommités (4.74%), parties aériennes (4.21%), et fleurs (4%) (Elbeyrouthy et
al.,2008).
|.2.2. Formes d’application et mode d’emploi des plantes médicinales

Les principales formes d’application des plantes médicinales se présentent par : décoction
(40.23%), infusion (15.1%), maceration (11.9%), poudre (8.50%), et jus (5.41%). Les plantes
médicinales sont principalement utilisées pour des usages externes sur la région affectée, mais
plusieurs sont utilisées par voie orale (Elbeyrouthy et al., 2008). Aujourd’hui, il existe la
poudre de plante totale cryobroyée, plus pratique et plus concentrée, proposée sous forme de
gélules. La technique du cryobroyage permet de sauvegarder 1’intégralité des constituants de
la plante, alors que dans un broyage classique, les vitamines, les enzymes, les substances
volatiles et de nombreux autres constituants sont détériorés en partie (Schauenberg, 2000).

1.2.3. Intéréts d’utilisation des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont généralement admises par beaucoup de personnes dans le
monde entier que leurs effets bénéfiques peuvent étre obtenus par 1’ingestion de produits
vegétaux. Ils se comportent comme des médicaments authentiques, car les substances
chimiques dont ils sont constitués, peuvent avoir une activité biologique chez I’homme
(Fragoso et al., 2008).

Beaucoup de végétaux et de certains compléments alimentaires sont une bonne source
d’antioxydants et d’anti-inflammatoires. Ces derniers, peuvent étre utilisés dans la prévention
de complication de colon et de cancer du sein (Wargovich et al., 2001). Les composés
chimiques dans les fruits, les 1égumes, d’épices et des herbes médicinales jouent un role de
protection contre des nombreuses maladies chronique chez ’homme, telles que les maladies
cardiovasculaires (Tsao et al., 2004).

L’importance économique des plantes médicinales occupe une place importante dans les
marchés nationaux des pays en développement. Ainsi, I’Allemagne importe chaque année
plus de 75 millions d’euros de plantes médicinales, provenant majoritairement de payes en
développement et en transition. La vente durable de matériel végétal peut donc
considérablement améliorer la balance commerciale des pays exportateurs et représente un

facteur important de développement (Kasparek et al-Janabi, 2008).
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1.2.4. Risques d’utilisation des plantes médicinales
La prise des plantes s’effectue soit sous leurs formes brutes soit sous forme de recettes
(décoction, poudre ou infusion) qui peut provoquer des intoxications voire méme des effets
secondaires pour d’autres organes (cceur, poumons, foie, vésicule biliaire...) sachant que
certaines especes employées sont toxiques et d’autres deviendront toxiques a forte doses ou a

utilisation répétée (Mohammadi et al., 2014).

1.3. Le petit galanga Alpinia officinarum

Notre étude est focalisée sur 1’investigation préliminaire, d’une plante appelée alpinia
officinarum, cette plante (figure 01) est largement utilisée par la population locale comme un
aromatisant du café ou comme une tisane. Cependant son utilisation est limitée a un usage
traditionnel. Pour cela nous avons tenté d’établir des bases scientifiques pour son exploitation
dans le domaine pharmaceutique.

Le Petit galanga est un plant annuel bien connue dans la région de Sud-Est d’Asie (Saeed
et al., 2014) et largement cultivée dans le sud de la Chine (Xusheng et al.,2012), Taiwan
(Hisashi, 2009) en Inde, le Vietnam et la Thailande (Griangsak et al., 2010). Il est I'un des
importants médicaments chinois traditionnels (Zhao et al., 2010; Ling et al., 2010),
appartient a la famille des Zingiberaceae, qui comprend d'autres plantes médicinales
importantes comme Curcuma longa et Zingiber officinale avec des propriétés médicinales
bien documentés (Krishnan et al., 2009).

La célebre abbesse botaniste Hildegarde de Bingen considérait le petit galanga
comme « I’épice de vie ». Cette plante est aujourd’hui encore volontiers utilisée comme
remeéde stimulant, digestif, anti-inflammatoire et carminatif. On en utilise 1’épi rhizome qui

est aussi trés apprécié en cuisine pour son gout piquant (Hans, 2007).

Figure 01 : Image illustre les raciness Alpinia officinarum (Hans, 2007)
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1.3.1. Nomination d’Alpinia officinarum
. Nom vernaculaire arabe : Khoulonjan (ulsis3) (Benzeggouta et al., 2012)
" Nom vernaculaire francais : le petit galanga (Hans, 2007).

" Nom chinoise : Gao liang jiang (Liu et al., 2014)

1.3.2. Systématique (Arti et al, 2015 ; Ghosh et Rangan, 2013)
Regne : Plantae
Embrochement : Angiospermes
Sous embronchement : Monocotylédones
Ordre : Zingiberales
Famille : Zingiberaceae
Genre : Alpinia

Espéce : Alpinia officinarum

1.3.3. Description botanique
Grande plante herbacée, vivace ; (Ken et al., 2008) pouvant mesurer jusqu’a 1.5 m (Hans,
2007), annuel (Jisuk et al., 2009) avec des fleurs blanches, veinées de rose, a long filet (Paul
et Ferdinand, 2010) en forme de lance (Iserin et al., 2001) staminal. Le rhizome noueux est
entouré de bandes circulaires de coloration plus claire (Paul et Ferdinand, 2010). Il ya environ
46 especes de ce genre en Chine (Bei-Bei et al., 2010) dont on utilise le rhizome qu’est

piquant et aromatique (Griangsak et al., 2010 ; Tram et al., 2008).

1.3.4. Données phytochimique d’Alpinia officinarum
Parmi les nombreux constituants chimiques isolées a partir de cette plante du rhizome de
petite galanga on peu cité les huiles volatiles (Ling et al., 2010 ; Jisuk et al., 2009), les
glycosides (Tram et al.,, 2004), les diarylheptanoides (Griangsak et al., 2010), les
monoterpenes, les phénylpropanoides (Xusheng, et al., 2012) et les composes phénoliques
(flavonoides et acides phénoliques) (Saeed et al., 2014).

1.3.5. Application médicales d’Alpinia officinarum
Le rhizome du Petit galanga a été largement utilisé comme condiment pour les aliments et
comme un médicament a base de plantes traditionnelles pour guérir divers maux depuis des
siecles en Asie (Hui et al., 2008). 1l est largement utilisé pour traiter les douleurs et les ulcére

gastrique et duodénal , nausées, indigestion, , le rhume (Dan et al., 2012), comme
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stomachique aromatique (Tao et al., 2006) et carminative (Hisashi et al., 2009), soulage les
maux d'estomac et pour dynamiser le systéme circulatoire (Ning et al., 2010 ;Dan et al.,
2012).

Le rhizome d’Alpinia Officinarum a longtemps été utilisé dans la pratique pour ses
propriétés antioxydantes, antidiabétiques, anti-diarrhée, antiémeétiques, anti-inflammatoires
(Zhi-Sheng et al., 2013 ; Hisashi, 2009), anti-thrombotique, antalgique (Ling et al., 2010)
antiarthritique, antispasmodique (Jisuk et al., 2009), anti-tumorale, antibactérien et
antifongiques (Griangsak et al., 2010 ; Gao-jun et al., 2007).

Ce médicament est efficace et bien établie a travers une longue histoire d'utilisation

humaine, mais il manque un soutien scientifique (Jisuk et al., 2009).

Il. Principales substances actives d’origine végétale

Les plantes produisent un vaste groupe de composés organiques appartenant aux
métabolites secondaire, qui fait une des originalités majeures des végétaux synthétisant des
substances naturelles trés diversifiées (Croteau et al., 2000). En effet, a coté des métabolites
primaires classiques (glucides, protides, lipides et acide nucléiques), ils accumulent
fréquemment des métabolites dits « secondaires » dont la fonction physiologique n’est pas
toujours évidente mais qui représentent une source important de molécules utilisables par
I’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou 1’agroalimentaire
(Macheix et al., 2005).

Parallelement au développement des utilisations des métabolites secondaires a usage
thérapeutique, le domaine de la cosmétique est aussi trés demandeur de substance végétales,
par exemple les flavonoides sont utilisé a la fois en thérapeutique et en cosmétique (Minh et
al., 2004).

En raison, de leur diversité moléculaire (environs 12000 molécules) et de leur propriétés
biologique important tels que antioxydantes, anti-inflammatoires, antivirales...etc.; cesS
métabolites constituent une source inépuisable d’agents thérapeutiques pour lutter contre

diverses pathologies (Samy et Gopalakrishnakone, 2008).

I1.1. définition de métabolites secondaires

Les métabolites secondaires se présente par des groupes chimiques varies dont parmi eux
on trouve les polyphénols, les huiles essentielles et les alcaloides. Ces groupes de composes
sont trés inégalement repartis chez les végétaux mais dont le niveau d’accumulation peut

quelquefois atteindre des valeurs élevées (Macheix et al., 2005).
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11.2. Classe de métabolites secondaires

Sur la base de leurs origines biosynthétiques, les métabolites secondaires peuvent étre
divisés en trois grands groupes: les huiles essentielles, les alcaloides et les composé
phenoliques (Croteau et al., 2000).

11.2.1. Les alcaloides
11.2.1.1.Définition
Les alcaloides sont tres importants en medecines en raison de leur grande activité
biologique. Ils sont de faible poids moléculaire et ’on retrouve dans 20% des espéces
végétales. Ce sont des composés azotés hétérocycliques, largement distribués dans les
différents groupes de plantes.
Ils sont présents dans la vacuole des cellules sous forme des sels et peuvent en étre extrait

par de I’eau acidifiée, de 1’éthanol, ou par d’autres solvants organiques (Csek et al., 2006).

11.2.1.2.Classification
IIs contiennent plus de 10 000 composeés dont le premier a avoir été découvert en 1803 par
Derosne, est la narcotine (noscapin) de 1I’opium selon leurs hétérocycles, il existe plusieurs

sous-classes d’alcaloides qui sont présentés dans la (figure 02) (Csek et al., 2006).

Pyrrolidine Piperidine Pyridine
HM
g D SOy
Pyrrolizidine Indolizidine Quinolizidine Tropane
0]
S |\/-j |\/ﬁ ‘\ =
‘ . g N oy o
H H
Indole Quinoline Isoquinoline Acridone

Figure 02 : Classification des alcaloides selon leur noyau hétérocyclique (Cseke et al.,
2006).
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11.2.1.3. Exemples d’activité biologique des alcaloides
Les alcaloides présentent diverses activités biologiques, témoins de leurs productions par
les végétaux. Certains sont des poisons pour I’homme et le bétail comme la strychnine des
graines de la loganiaceae Srychnis nuxvomica, d’autre sont des drogues (cocaine des feuilles
d’Erythroxylon coca). Certains ont des vertus thérapeutiques (morphine des Papaveraceae),
d’autres présentent des activités antimicrobiennes comme les calystegines antivirales des
feullet de Morus (Moraceae) et 1’écorce des Berberidaceae antibactériennes (Louis, 2004).
11.2.2.1es huiles essentielles
11.2.2.1. Définition
Les huiles essentielles sont des substances organiques aromatiques liquides qu’ont trouve
naturellement dans diverses parties des arbres, des plantes, des épices...etc. Elles sont tres
concentrées, volatiles et sensibles a la décomposition sous 1’effet de la chaleur (Turgeon,
2001).
11.2.2.2. Classification
La composition chimique d’une huile essentielle est assez complexe, on y trouve
généralement de nombreuse constituants appartenant principalement a deux grandes familles
chimiques : les composés terpéniques et les composés aromatique dérivés du phénylpropane.
o Les composés terpéniques sont formés par condensation d’unités isopréniques (en C5)
et comprennent : les monoterpenes (en C10), les sesquiterpenes (en C15), les diterpénes (en
C20) et les triterpénes (en C30).
o Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane ont une biogenése différente de
celle des terpénes. On peut citer I’acide et ’aldéhyde cinnamique (HE de cannelle), I’eugénol
((HE de girofle), le carvacrol (HE d’origan), I’anéthol et 1’aldéhyde anisique (HE de badiane,

d’anis et fenouil) qui sont les principaux membres de cette famille (Chami, 2005).

11.2.2.3. Exemples d’activité biologique des huiles essentielles
A titre d’exemple, la composition de ces huiles essentielles et en particulier, la nature de
leurs composés majoritaires sont responsables de ’activité antimicrobienne. En effet, il est
admis que I’activité antimicrobienne des huiles essentielles se classe dans 1’ordre décroisant
selon la nature de leurs composés majoritaires : phénols > alcool > aldéhydes > cétones >

oxydes > hydrocarbures > esters (Chami, 2005).
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11.2.3.Les compose phénoliques
11.2.3.1. Définition
Les polyphénols sont des molécules spécifiques du régne végétal (Bruneton, 1993). Bien
qu’étant trés diversifiés, ils ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonction hydroxyles (Macheix et al., 2005). lls sont
présents partout ; dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous les végétaux
(Middleton et al., 2000). Ils sont étudiés dans le but de trouver de nouvelles structures
modeles pour le développement de medicaments thérapeutiques ou protecteurs (Bossokpi,
2003).
11.2.3.2. Classification
Les composés phénoliques peuvent étre classifies selon le nombre et I’arrangement de
leurs atomes de carbones. Ces molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et

les acides organiques. (Crozier et al., 2006).

11.2.3.2.1 les phénols simples et les acides phénoliques

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiqueS possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique.

En phytochimie I’emploi de cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides
benzoiques et cinnamiques. (Macheix et al., 2005)
Acides hydroxycinnamiques

Dérivent de l'acide cinnamique et ont une structure genérale de base de type (C6-C3).
Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés
d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent une réactivité chimique

importante de ces molécules (Figure 03) (Macheix et al., 2005).

R1 R2 R3 Acides phénoliques
R1 OOH H H H Acide cinnamique
H OH H Acide p coumarique
OH OH H Acide catéique
R2 OCH3 oOHn H Acide férulique
R3 OCH3 OH 0OCH3 Acide sinapique

Figure 03: principaux acides hydroxycinamiques (Sarni-Machado et Cheynier, 2006).
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Acides hydroxybenzoiques

Sont des dérivés de l'acide benzoique et ont une structure générale de base de type (C6-
C1). Ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides. Les acides
hydroxybenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans (la figure 04) (Macheix et al.,
2005).

R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
Acide p hydrox
H H OH H P Y
benzoique
R2 Acide
R1 H OH OH H )
protocatechique
H OCH3 OH H Acide vanillique
R3 COOH e
H OH OH OH Acide gallique
H OCH3 OH OCH3 Acide syringique
R4 OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Figure 04 : principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Machado et Cheynier, 2006).

Coumarines

Les coumarines derivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la
chaine latérale (Macheix et al., 2005). Appartiennent au groupe des composes connus par des
benzo-a-pyrone (O’Kennedy et Thornes, 1997) et toutes sont substituées en 7 par un
hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a I’état libre ou bien combiné avec des sucres.

(Cowan, 1999) (Figure 05).

R6 R7 R8 Acides phénoliques
R6 H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
C=0 ocH3 OH H Scopolétol
R7 U OCH3 OH OH Fraxétol
R8 H OH OH Daphnétol

Figure 05 : principaux types de coumarines (Macheix et al., 2005).
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11.2.3.2.2. Les flavonoides

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

Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques sont connus (Edenharder et
Grunhage, 2003) et ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones (figure
06) qui sont arrangés a une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane (Yao et
al., 2004).

Figure 06: Structure chimique de base des flavonoides (Krishna et al., 2001).

La nature chimique des flavonoides dépend de leurs classes structurales, de degré
d’hydroxylation et méthylation, de degrés de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sue le cycle C (Yao et al., 2004). En basant sur leur squelette, les flavonoides
peuvent étre divisés en différentes classes (figure 07): anthocyanidines, flavonoles,
isoflavonol, flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes, flavanol, isoflavanoles, flavanones,

isoflavanones, aurones (Edenharder et Grunhage, 2003).
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Figure 07 : structure des squelettes de base des flavonoides (Havsteen, 2002)

11.2.3.2.3. Les tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif des groupes des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 qui présente, a coté
des réactions classique des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autre protéines (Cowan, 1999). Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et
sont trouvé dans tous les parties de la plante (Scalbert, 1991).
Le terme tannin vient de la source de tannins utilisée pour le tannage des peaux d’animaux en
cuir. Dans ce processus, les molécules de tannins se lient aux protéines par des liaisons
résistantes aux attaques fongiques et bactériennes (Hagerman et Butler, 1981). On distingue
deux groupes de tannins les tanins hydrolysables et les tanins condensés.
Les tannins hydrolysables

Sont formés par liaison de plusieurs acides galliques a un carbohydrate (généralement le
glucose). On parle de gallotannins. Comme leur nom I’indique, ces composés peuvent étre

dégradés en fragments simples (acides phénols et sucres) (figure 08) (Seigler, 1998).
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OH

OH OH

OH

Figure 08: exemple de tanin hydrolysable (pentagalloyglucose) (Macheix et al., 2005)

Les tannins condensés

lls se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de
sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des
polymeres flavaniques (figure 09) constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des

liaisons carbone-carbone (Bruneton, 1999).

OH
_ | _OH
HQ O -‘|-- ‘ OH
B on
on | o I
b
OH Ra

Figure 09 : Structure chimique d’un tanin condensé (proanthocyanidine) (Derbel et Ghedira,
2005).
11.2.3.3 Exemples d’activité biologique des composés phénoliques

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont tres poussees en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les
activités  antiallergique, anti-inflammatoire, hépato  protective,  antimicrobienne,
anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardioprotective et vasodilatoire ... (Ksouri et al.,
2007).
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I11. Activités biologiques des polyphénoles

I11.1. Activité antioxydante des polyphénols

L’oxygéne est indispensable aux processus vitaux et notamment a la respiration cellulaire.
Toutefois, le métabolisme de 1’oxygéne peut générer des éléments réactifs appelés radicaux
libres, notamment 1’ion superoxyde (O,°) et I’ion hydroxyle (OH®) (Koechlin-Ramonatxo,
2006). Ces especes réactives de I’oxygéne sont produites physiologiquement, certaines
contribuant d’ailleurs a la régulation de fonctions biologiques, et participent a la réponse au
stress, notamment d’origine infectieuse (Hennebelle et al., 2004), mais leur production
excessive entraine des dommages sur ’ADN, les protéines cellulaires essentielles et les
lipides membranaires (peroxydation lipidique), pouvant aller jusqu’a la mort cellulaire
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Dans les conditions dites « physiologiques », il y a équilibre entre la production de
radicaux libres et les mécanismes endogenes de defenses antioxydantes. Ces mécanismes
impliquent principalement des enzymes spécifiques (superoxyde dismutase, catalase,
gluthation peroxydase), ainsi que des molécules antiradicalaires (« scavengers »), qui piegent
les radicaux libres (R-caroténe et vitamines antioxydantes A, C, E) (Afonso et al., 2007).
Cependant, certaines conditions s’accompagnent d’une production accrue de dérives instables
d’oxygeéne : métabolisme des sucres au cours de I’effort physique, métabolisme graisses,
réponse immunitaire notamment vis-a-vis des infections microbiennes, exposition a des
rayonnements, pollution, tabagisme... Par ailleurs, des études épidémiologiques indiquent que
les niveaux de défenses antioxydantes diminuent avec 1’age (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Pour échapper aux graves séquelles du stress oxydant, une consommation suffisante
d’antioxydants s’impose. Les antioxydants alimentaires comprennent des vitamines (A, C et
E), certains oligoéléments (Sélénium, Zinc), mais également des éléments bioactifs qui ne
sont ni des vitamines ni des minéraux et qui se trouvent naturellement dans les aliments issus
du régne végétal « polyphénols et caroténoides» (Derbel et Ghedira 2005).

De nombreux composés phénoliques naturels dont les flavonoides (flavonols, flavanols, les
isoflavonoides, ...), les acides phénoliques, en particulier les dérivés de 1’acide caféique,
(Derbel et Ghedira; 2005) et les tannins présentent une activité antioxydante marquée
(Hagerman et al., 1999). Dans tous les cas, I’effet protecteur dépend des concentrations

utilisées et des structures chimiques en présence (Marcheix et al., 2005).
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11.1.1. Mode d’action des polyphénols

Les composés phénoliques agissent comme donneurs de protons ou d’électrons, comme
chélateurs de métaux de transition (Marquez-Garcia et al., 2009), et comme inhibiteurs
d’enzymes génératrices de radicaux libres et inducteurs de la synthése d’enzymes
antioxydantes (Hennebelle et al., 2004).

Gréce a leur diversité structurale, les composés phénoliques exercent une activité
antioxydante via plusieurs mécanismes et agissent a différents niveaux des réactions
radicalaires (Derbel et Ghedira, 2005). Cette activité est étroitement liee a leurs propriétés
structurales, a savoir le nombre et la position des groupements hydroxyles et le degré de
méthylation, de glycosylation et de polymérisation (Heim et al., 2002). L’activité
antioxydante des composeés phénoliques augmente avec le degré de polymérisation et diminue
avec le degré de méthylation et de glycosylation au niveau des groupements hydroxyls
(Marcheix et al., 2005).

11.1.1.1 Chélation des métaux
Les composés phénoliques inhibent la formation de radicaux libres par la chélation de
métaux tels que le Cuivre, le Fer et I’ Aluminium (figure 10) (Marcheix et al., 2005).
Ces ions métalliques renforcent les effets nocifs du stress oxydant, en stimulant la production
des radicaux hydroxyles (OH®). Ces composés en chélatant les ions métalliques, forment des
complexes de coordination avec ces métaux, en occupant tous les emplacements et peuvent
ainsi convertir les ions métalliques en complexes insolubles, empéchant leurs interactions

avec les intermédiaires lipidiques (Virgili et al., 2001).

Figure 10: Chélation des métaux de transition par les flavonoides (Pietta, 2000).
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11.1.1.2. Neutralisation des radicaux libres

Les composés phénoliques sont des piégeurs efficaces de radicaux libres (Hennebelle et
al., 2004), et ceci grace a leur groupement hydroxyle fortement réactif (Derbel et Ghedira
2005) contre I’anion superoxyde, le radical hydroxyle et I’oxygéne singulet, selon la réaction
suivante :

Flavonoide (OH) + R°® — flavonoide (O°) + RH (Heim et al., 2002).

Les flavonoides préviennent la peroxydation lipidique en réagissant avec les radicaux
libres, qui sont susceptibles d’arracher un hydrogéne sur le groupement CH, situé entre deux
doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (Lahouel et al., 2004) et protégent ainsi les
membranes cellulaires (Havsteen, 2002).

I1.1.1.3. Inhibition d’enzymes
Les composés phénoliques affectent l’activité de nombreux systémes enzymatiques
impliquée dans le stress oxydant (Marcheix et al., 2005). Certains flavonoides comme
I’apigenine, la quercétine et la myricétine inhibent la xanthine oxydase (Morelle- Lauzanne,
2006), qu’est considérée comme une source biologique importante du radical superoxyde lors

de I’oxydation de I’hypoxanthine en acide urique (Nijveldt et al., 2001).

111.2. Activité antimicrobienne des polyphénols

Les composés phénoliques jouissent de propriétés bactériostatiques ou bactéricides
marquées grace a leur fonction phénol par une inhibition des systemes enzymatiques ou par
découplage des réactions énergétiques. Cela se traduit par une dénaturation de la membrane
cytoplasmique entrainant une fuite des constituants cellulaires (Meyer et al., 1999).

De nombreux composés phénoliques purifiés de différentes plantes ; hydroxycoumarines,
dérivés de I’acide hydroxycinnamique, flavonoides (pigallocatechine, catechine, myricetine,
quercetine), proanthocyanidines (tannins condensés), hydroxystilbenes etc., sont bien
documenté pour avoir une bonne activité antimicrobienne et lutter contre un grand nombre de
bactéries pathogénes (Hatano et al., 2005). Plusieurs études ont montré que les polyphénols
fortement hydroxylés présentent un potentiel important en tant qu’agents antimicrobiens
(Falleh et al., 2008). Les acides caféique et cinnamique sont dotés d’activités antibactérienne,

antifongique et antivirale (Cowan, 1999).
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Les flavonoides sont connus pour se complexer avec des composants des parois cellulaires,
ils possedent une activité bactériostatique et bactéricide en perturbant les métabolismes
énergeétiques (Tim Cushnie et Lamb , 2005). Les flavonoides sont doués aussi d’une activité
anti- HIV leur a également été attribuée grace a leur potentiel inhibiteur vis-a-vis de la

transcriptase inverse et I’ADN polymérase de ce virus (Derbel et Ghedira 2005).

Les micro-organismes présentent des réactions diverses en présence d’un milieu contenant
les tannins. Ces comportements dépendent egalement des types de tannins, les tannins
condensés ayant un effet inhibiteur plus marqué sur 1’activité microbienne que les tannins
hydrolysables (Zemmer et Cordesse, 1996). Zemmer et Cordesse (1996), indiquent que les
tannins ne sont pas toxiques dans le sens usuel du terme car ils n’affectent pas le catabolisme
des substances simples comme les sucres et les acides aminés. En revanche, ils diminuent
I’accessibilité aux nutriments et aux ions métalliques, inhibent les activités enzymatiques et

peuvent agir au niveau de la membrane cellulaire.

I1.2.1. Modes d’action des composés phénoliques sur les bactéries
L’effet antibactérien des composés phénoliques met en jeu trois mécanismes ; action sur la
membrane cellulaire, inhibition des enzymes microbiennes et la privation des substrats et des

métaux (Rodriguer-Vaquero et al., 2007).

11.2.1.1 Action sur la membrane cellulaire
Il a été rapporté, par plusieurs auteurs, que le principal site d’action des composés
phénoliques était la membrane cytoplasmique. Les polyphénols pénétrent dans la cellule
bactérienne et inactivent les perméases du périplasme qui sont impliquées dans le transport
des aminoacides et des polysaccharides. Cela entraine une modification de la perméabilité
cellulaire, avec une lyse de la cellule bactérienne suivi par une perte de ses constituants
(Saidana et al., 2008).

11.2.1.2. Action sur les enzymes et privation de substrat
L’interaction des polyphénols, en particulier les tannins, avec les protéines enzymatiques
(telles que les proteases et les carbohydrolases), en se fixant sur les sites actifs (de

reconnaissance de substrat), induit I’inhibition de I’activité de I’enzyme (Cowan, 1999).
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D’autres part, les composés phénoliques peuvent aussi se lier aux molécules substrats
rendent ces derniéres moins accessibles aux enzymes en les insolubilisant ou en masquant les

sites de reconnaissances enzyme- substrat (Leinmuller et al., 1991).

11.2.1.3. Privation des métaux

L’inhibition de ’activité bactérienne par la formation du complexe ion métallique compose
phénolique, peut decouler de la reduction de la teneur en ARN et ADN de la bactérie suite a la
réduction de I’utilisation du Phosphore, ce dernier fait partic constituante des acides
nucléiques. Elle peut également découlée de la réduction de I'utilisation du Fer qui est un
nutriment indispensable a la survie des microorganismes (Zemmer et Cordesse, 1996). Et
enfin, peut découler de la privation de divers minéraux tels que Cuivre. Ces derniers sont des
cofacteurs et des activateurs enzymatiques, et ils jouent sans aucun doute un role tres
important dans le maintien de 1’équilibre physicochimique de la bactérie (Ribereaux-Gayon,
1968).
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I. Matériels
1.1 Matériel biologique
Les racines d’Alpinia officinarum ont été achetées auprés d’un herboriste du marché local

de la région de Laghouat (photo 01).

Photo 01 : Photo illustre les raciness Alpinia officinarum (Originale.2015)

1.2 Matériel chimiques

Meéthanol, acétone, chloroforme, DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl), ferricyanure de
potassium KsFe(CN)g , chlorure de fer ( FeCls), Na,HPO,4, KH,PQ,, acide trichloracétique,
acide hydrochlorique, iodate de potassium(KI), I, NH4OH, acide acétique, acide
sulfurique(H,SO,4), NaOH, NH4O0H, acide gallique, carbonate de sodium, folin Ciocalteu,
Hgcly, liquire de Fehling, ninhidridine, nitrite de sodium, AICIl3;, Les autres produits
chimiques utilisés dans ce travail sont d’un grade analytique.
I1. Méthodes

11.1 Broyage et préparation des extraits

La plante est réduite en poudre fine suite au broyage a I’aide d’un mortier dans un premier

temps puis a I’aide d’un mixeur (photo 02).

QR y

Photo 02 : la poudre obtenue aprés le broyage de matériel végetal de plante (Originale.2015)
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La poudre obtenue est macérée dans du méthanol, de 1’acétone, de chloroforme et dans un
mélange méthanol-eau (70-30) a raison de 100 ml pour 10g de la poudre, pendent 24 heures

sous agitation continue a la température ambiante. Les macéras obtenus sont ensuite filtrés

(photo 03) puis évaporés a sec sous pression réduite a 45°C a I’aide d’un Rotavapeur.

Photo 03: les extraits obtenus apreés filtration (Originale.2015)

Les résidus obtenus sont solubilisés dans du méthanol pur pour une concentration finale de

200 g/l et seront conservé a 4°C pour étre utilisé ultérieurement (photo 04).

Photo 04: Aspect des résidus obtenus apreés solubilisation dans le méthanol
(Originale.2015).
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11.2 Calcul du rendement d’extraction
Le rendement d’extraction (%) est calculé en appliquant la formule suivante :
R(%) = {(P1 - P0) / E} x 100
R (%) : Rendement exprimé en %.
P1 : poids d’extrait apres évaporation (g).
PO : poids vide du ballon (g)
E : poids de la poudre végétale (g).

11.3 Tests phytochimiques
Des tests phytochimiques ont été effectués sur les différents extraits obtenus. Cette
recherche consiste en la mise en évidence des différentes familles de composés par la
réalisation de réactions chimiques caractéristiques.
Les tests sont bases sur des essais de solubilité, des réactions de coloration et de
précipitation ainsi que des examens en lumiére ultraviolette.
11.3.1 Les tanins
La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a 2 ml de I’extrait (50ul d’extrait
+ 1.95 ml méthanol) quelques gouttes (50 pl) de solution de FeClsz (2 %). Un test positif est
révélé par I’apparition d’une coloration bleue ou vert-noire (Palaniselvam et al., 2014)
11.3.2 Les flavonoides
La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 5 ml de I’extrait (100 ul d’extrait
+ 4.9 ml méthanol) avec 1 ml d’HCI (1%) et 100 pl de NaOH. La présence des flavonoides
est mise en évidence par I’apparition d’une coloration jaune. (Palaniselvam et al., 2014).
11.3.3 Glucosides cardiotoniques
A 2.5 ml de chaque extrait (100 pl d’extrait + 2.4 ml méthanol), on ajoute dans I’ordre 1
ml d’acide acétique glaciale, quelques goutes (100 pl) FeCI3 (2%) et 0.5 ml d’acide
sulfurique. La présence des glucosides cardiotoniques est confirmée par la formation de deux
phases, une sous forme d’un annaux colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxieme en
bleu-vert (acide sulfurigque).
11.3.4 Les composeés réducteurs
Leur détection consiste a traiter 1ml de I’extrait (50ul d’extrait + 0.95 ml méthanol) avec 2
ml d’eau distillée et 20 gouttes (500 ul) de la liqueur de Fehling, puis chauffage a ebullition
(100°C). Un test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et

Evans, 1987).
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11.3.5 Les phénols
A 1ml de I’extrait (50 pl d’extrait + 0.95 ml méthanol) 2 ml d’cau distiller est ajouter avec
quelques goutes (50 ul) FeCl3 (10%). La présence des phénols est mise en évidence par
I’apparition d’une coloration bleu ou verte. (Palaniselvam et al., 2014).
11.3.6 Les résines
Leur détection consiste a traiter 5ml de I’extrait (50ul d’extrait + 4.5 ml méthanol) avec 2.5
ml d’acide acétique glaciale, puis chauffer quelques minutes et en fin ajouter 0.125 ml d’acide
sulfurique. Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration pourpre brillante.
11.3.7 Les glycosides
A 1 ml de chaque extrait (100 pl d’extrait + 0.9 ml méthanol) ajouter 1 ml d’acide
sulfurique (5%), chauffer pendant 1 minute puis centrifuger 5 minutes. Prendre des volumes
identiques ; 1 ml de surnageant avec 1ml de chloroforme. Ce mélange est incubé 5 minutes et
enfin ajouter 100 pl NaOH a la phase chloroformique. La présence des glucosides est
confirmée par la I’apparition d’une coloration jaune.
11.3.8 Les alcaloides
Réactif de Mayer (mercuritétraiodure de potassium), témoigne de la présence d’alcaloides
qui est préparé comme suit : 5 g de KI et 1,358 g de HgCl2 solubilisés dans 100 ml d’eau
distillée. Ce test se fait par ajout de quelques gouttes (100 ul) de réactif de Mayer, aux 2 ml
de différents extraits étudiés (200 ul d’extrait + 0.8 ml méthanol). L apparition d’un précipité
confirme la présence des alcaloides (Bruneton, 1999).
11.3.9 Les acides amineés
Ce test est basé sur la réaction des acides aminés avec la ninhydrine. A 0.01 g des résidus
obtenus apres évaporation da chaque solvant d’extraction solubilisée dans 1 ml d’eau distillée
ajouter 1ml de solution de ninhydrine préparée dans 1’acétone (ou éthanol) dont la
concentration est de 1%. Chauffer dans le bain marie et observer le changement de couleur.
La présence des aminoacides est confirmée par 1’apparition d’une couleur violette (Harbone,
1998).
11.3.10 Les stéroides
A 0.01 g des résidus obtenus apres évaporation da chaque solvant d’extraction solubilisée
dans 2 ml de chloroforme. Ajouter 10 gouttes (70 ul) d’acide acétique glacial puis 2 gouttes
(10 pl) d’acide sulfurique concentré. La solution devenue rouge puis bleu et enfin bleu claire

qui indiquent la présence des stéroides.
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11.4 Dosage des composés phénoliques
11.4.1 Dosage des phénols totaux
11.4.1.1 Principe de la méthode

La teneur en phénols totaux des extraits des plantes qui font 1’objet d’analyse a été
déterminée par la méthode de Singleton et Rossi (1965). Cette méthode est basée sur la
réaction des composés phénoliques avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif de couleur
jaune est constitu¢é d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW1,049) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMO1,04). 1l est réduit, lors de 1’oxydation (Ribéreau-Gayon, 1972)
par les groupements hydroxyles des phénols (Vermerris et Nicholson, 2006), en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite, dont 1’absorption
maximale est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité des polyphénols
présents dans les extraits végétaux (Ribéreau-Gayon, 1972).

11.4.1.2 Protocole expérimentale

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode décrite par Waterhouse
(2001). Un volume de 40 pl de 1’échantillon convenablement dilué ou de solution de standard,
est introduit dans un tube a essai contenant initialement 3.16 ml d’eau distillée et 40 pl
d’extrait dilué. On ajoute ensuite 200 ul du réactif de Folin-Ciocalteu et on 1’agite. Aprés 3
minutes, une solution de carbonate de sodium (Na,COs3) d’une concentration de 200 g/l (600
ul) est ajoutée tout en agitant.

Aprées une incubation de 30 min a 40° C, I’absorbance est mesurée a 765 nm a I’aide d’un
spectrophotométre UV-Visible, contre un blanc (le méme mélange excepté 1’échantillon qui
est remplacé par le MEOH). Tous les essais sont reproduits au moins trois fois.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle par ’acide gallique (Voire annexe I) a
différentes concentrations dans les mémes conditions que les échantillons. (Figure 11).

Les résultats ont été¢ exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme du
poids sec de la plante en poudre en appliquant la formule suivante :

C=(cxV)/m

C : La teneur en phénols totaux (mg d’ac. gallique/ g de matiére s€che).

¢ : La concentration de I’ac. gallique établie a partir de la courbe d’étalonnage (mg/ml).

V : Volume de I’extrait.

m : Le poids de la matiére seche (g).
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Figure 11 : Courbe d'étalonnage d'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

11.4.2 Dosage flavonoides
11.4.2.1 Principe de la méthode

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux dans les extraits est déterminé par la
méthode de Bahorun et al., (1996).

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyl (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium (Boulekbache, 2005). Les flavonoides forment des complexes jaunatres par
chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux
¢électrons pour s’unir a deux atomes d’oxygene de la molécule phénolique agissant comme

donneur d’électrons (Ribérau-Gayon,1968 ).

11.4.2.2 Protocole expérimentale
La teneur totale en flavonoide des extraits est mesurée selon la méthode
spectrophotmeétrique décrite par (Kim et al, 2003). 500 pl de I'extrait sont ajoutés a 150 pl de
la solution de nitrite de sodium (5%) suivie par 1’addition de 300 pul de chlorure d’aluminium
a 10%. Les tubes a essai sont incubés a la température ambiante pendant 5 min, puis 1 ml
d'’hydroxyde de sodium (1M) est ajouté. L'absorbance du mélange est lue a 510 nm a ’aide

d’un spectrophotometre UV/Vis.




La teneur en flavonoides a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage realisée par la
quercétine (Voire annexe 1) a différentes concentrations dans les mémes conditions que les
échantillons (figure 12). Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine

par gramme de la plante.
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Figure 12 : Courbe d'étalonnage de quercétine (mg/ml) pour le dosage des flavonoides.

11.5 Dosage des caroténoides

La teneur en caroténoides a été déterminé selon la méthode de Lichtenthaler et al.(1985).
L’absorbance des extraits convenablement dilué dans du méthanol est mesurée a 1’aide de
spectrophotometre UV-Vis a différentes langueurs d’ondes 470, a 653 et a 666 nm. Les
concentrations des chlorophylles a et b étaient déterminées par les équations suivante :
Chlorophylle a (mg/ml) = 15, 65 Aggs — 7,340 Agss.
Chlorophylle b (mg/ml) = 27, 05 A®*® — 11, 21 Ages.
Caroténoide totaux (mg/ml) = 1000 A4z — 2,860 Ca — 129, 2 Ch/245

I11. Evaluation de I’activité antioxydante
Différentes méthodes ont été utilisées pour évaluer 1’activité antioxydante et anti-radicalaire

des extraits des différents solvants d’Alpinia Officinarum.
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I11.1 Méthode de piégeage du radical libre DPPH
111.1.1 Principe du test

La molécule de 2.2- diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable,
largement utilisé pour évaluer I’activité antioxydante de différents composés (Wojdylo et al.,
2007 ) dont la solution possedent une coloration violette et une absorption caractéristique a
517 nm. Quand une solution de DPPH est mélangée avec une substance donneuse d’atome
d’hydrogéne, antioxudante, il y’a formation de la forme réduite (figure 13). ceci provoque la
pert de la coloration violette en coloration jaune (Molyneux, 2004) caractérisee par une bande
d’absorption dans le visible a 517 nm (Brand et al., 1995). La réaction primaire est :
DPPH ox + Antioxydant red —» DPPH red + Antioxydant ox (Rolland, 2004).

2 02
. H
0N =N OzN N—/N
NO 3 NO 2
1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Figure 13: DPPH avant et apreés réduction (Molyneux, 2004)

111.1.2 Protocole expérimental

Dans un tube & essai, une quantité de 2.9 ml d’une solution méthanolique de DPPH d’une
absorbance comprise entre 0.9-1 & 517 nm a été ajoutée a 100 ul d’extrait dilué 20 fois
d’Alpinia officinarum a des concentration croissantes.aprés incubation pendent 30 min a
température ambiante et a I’abri de la lumicre 1’absorbance des échantillons est lue a I’aide
d’un spectrophotometre calibrer par le méthanol a 517 nm (Brand et al., 1995). Le controle
positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique (Voire
annexe 1) dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Le pourcentage d’inhibition est calculé a partir de la relation suivante :
Pourcentage d’inhibition de DPPH = {(Abs; — Abse) / Abs:} x 100
Abs. : Absorbance du controle

ADbs, : Absorbance de 1’echantillon testé
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Pour chaque extrait nous avons déterminé la valeur ECsy qui est la concentration du
substrat qui cause la perte de 50% de 1’activité du DPPH (Samarth et al., 2008).

Nos résultats ont été exprimés en tenant compte du moyen de deux mesures obtenues.

111.2 Méthode de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing antioxidant power)
111.2.1 Principe du test

L’activité antioxydante des extraits d alpinia officinarum étudiées a été évaluee en utilisant
la méthode de FRAP. Cette derniere est un essai simple, rapide et reproductible (Benzie et
strain, 1997). La présence des réductants dans les extraits < Alpinia officinarum provoque la
réduction du Fe** sous forme d’un complexe ferricyanure a la forme ferreuse. Par conséquent,
le Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant 'augmentation de la densité de la
couleur bleu vert dans le milieu réactionnel a 700 nm. En dautre terme, le systeme
FeCls/K3Fe(CN)g confere a la méthode la sensibilité pour la détermination « semi quantitative
» des concentrations des polyphénols, qui participent a la réaction redox (Amarowicz et al.,
2004).

Fe (CN )2 jaune)t Antioxydant <«——» Fe (CN)¢ pleu—verry + Antioxydant oxydé

111.2.2 Le protocole expérimental

L’activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par
Oyaizu (1986), basée sur la réduction du Fe** présent dans le complexe KsFe(CN)s en Fe?*.
500 pl de I’extrait dilué 10 fois a différentes concentrations est mélangé avec 2,5 ml d’une
solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d’une solution de ferricyanure de
potassium KsFe(CN)g a 1%. L’ensemble est incubé au bain marie a 50°C pendant 20 minutes
ensuite. 2,5 ml d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Les
tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes. 2,5 ml du surnageant sont melangés a
2,5 ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution de chlorure ferrique fraichement préparé a 0,1%.
La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplacant I’extrait par de I’eau distillée qui permet de calibrer
I’appareil (UV-VIS spectrophotometre). Le controle positif est représenté par une solution
d’un antioxydant standard ; 1’acide ascorbique (Voire annexe I) dont I’absorbance a été
mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur

des extraits testés (Hubert, 2006).
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IV. Evaluation de ’activité antibactérienne
Afin de mettre en évidence I’effet antibactérien in vitro des différents extraits d’Alpinia
officinarum, nous avons choisi la méthode de diffusion des disques et des puits sur milieu de
Mueller-Hinton gélosé.

IV.1 Provenance des germes étudiés

Les souches étudiées ont été fournies par le Docteur Belyagoubi Larbi du département de
Biologi de I’Université de Tlemcen. Elles sont responsables de nombreuses maladies qui
affectent actuellement I’homme, les animaux et les plantes qui, dans certaines conditions, se

comportent en contaminants, provoquant ainsi, des allergies et des intoxications.

Tableau 01 : Origines des souches utilisées dans les différents tests d’activité

antimicrobienne.

Bactérie Gram Code Origine
Staphylococcus aureus = ATCC 6538 MNHN
2
o
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 MNHN
IS
Escherichia coli 8 ATCC 8739 MNHN
Klebsiella pneumoniae IBMC Strasbourg MNHN

MNHN : Muséum National d’Histoire Naturelle (France-Paris).

IV.2 Antibiotique utilisé

Nous avons testé I’effet antimicrobien d’un antibiotique (ampicilline (AMP)) couramment
utilisés en médecine sur la souche pathogéne.

Ce test a ¢été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés et le
comparer avec I’effet de nos extraits bruts. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la
surface d’un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a
étudier. La sensibilité des bactéries a 1’antibiotique est appréciée selon le méme protocole

qu’avec les disques de papiers imprégnés d’extrait.



http://scholar.google.com/scholar?q=Staphylococcus+aureus&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
http://scholar.google.com/scholar?q=Pseudomonas+aeruginosa&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
http://www.google.dz/search?hl=fr&lr=&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=Escherichia+coli&spell=1

Matériels et méthodes

IV.3 Méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne
IV.3.1 Les milieux de culture
Le Bouillon BHIB et Muller-Hinton Agar ont eté utilisé comme milieu de culture des

bacteries testées (Voire annexe II).

IV.3.2 Stérilisation du mateériel
L’eau physiologique, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des
solutions bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diameétre) ont été stérilisés

a I’autoclave a 121°C pendant 20 minutes.

IV.3.3 Préparation de I’inoculum
Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a 1’aide d’une anse de platine quelques
colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester. Décharger
I’anse dans 10 ml d’eau physiologique stérile. La suspension bactérienne est bien
homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a une densité optique comprise entre 0.08 a
0.10 mesurée a 625 nm. L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop

faible, ou bien de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort.

IV.3.4 Ensemencement

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri. Un écouvillon est trempé
dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du
tube. L’écouvillon est Frotté sur la totalit¢ de la surface gélosée, de haut en bas en stries
serrees. L’opération est répétée quatre fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est fini en passant I’écouvillon une derniére fois sur toute la surface
gélosée. L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri
avec la méme souche.

Deux méthodes ont été employées pour évaluer I’effet antibactérien des extraits bruts de la

plante.
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IV.3.5 Méthode des disques
Des disques de papier filtre stérilisés de 6 mm de diamétre, imprégnés de 15ul d’extrait,
sont déposés a la surface d’un milieu de Mueller-Hinton coulé en boites de Pétri,
préalablement ensemencées en surface avec une suspension de la bactérie. Aprés incubation
de 24h & 37 °C, la lecture des résultats se fait par la mesure du diametre, en mm, de la zone
d’inhibition (Lesueur et al., 2007).

IV.3.6 Méthode des puits

La méthode des puits ou méthode de diffusion en puits assure une diffusion radiale de
I’extrait a partir d’un puits en donnant une zone d’inhibition claire facilement mesurable. La
méthode consiste a découper un trou circulaire de 6 millimetres de diamétre dans la gélose et
y verser (25 ul) I’extrait de concentration connue qui diffuse radialement en donnant une zone
d’inhibition circulaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension
bactérienne (Eymard, 2003).

Pour les deux méthodes on fait un témoin méthanol pour avoir leur effet sur les souches
bactériennes et aussi chaque expérience est répétée deux fois, en méme temps et en méme

endroit.

IV.3.7 Détermination de I’effet bactériostatique

La CMI (la concentration minimale inhibitrice) ou I’effet bactériostatique est définit
comme étant la plus basse concentration capable d’empécher une croissance bactérienne
visible (Mann et Markham, 1998).

Pour déterminer la CMI des extraits de notre plante médicinale, de dilution en milieu
liquide a été utilisée (Bouillon BHIB). Ainsi, une gamme de concentrations de chaque extrait
allant de 4 a 40 mg/ml a été préparée dans des tubes a essai contenant préalablement 9 ml de
bouillon BHIB stérile. Chaque tube est ensemencé avec 100 pl d’un inoculum de 24 heures.
Un autre tube sans extrait, servant de témoin de croissance est préparés, puis incubées
24 heures a 37 °C.

V. Analyses des données
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart type (n=2). Les courbes
sont effectuées a I’aide du logiciel SigmaPlot (SigmaPlot for Windows Version 11.0,

Copyright 2008 Systat Software, Inc.).
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I. Rendement d’extraction

L’extraction est une étape trés importante pour ’isolement et 1'identification des principes
actifs a haute valeur ajoutée a partir de la matiere végetale, notamment le cas des polyphénals,
qui suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur activités biologiques diverses en
particulier leur propriétés antioxydante et antibactérienne. Beaucoup d'études ont souligné
I'influence de différentes conditions physico-chimique sur les rendements d’extraction des
composés phénoliques d’origine végétale, tels que le temps et la température d’extraction, le
pH, la méthode d’extraction, la composition chimique des échantillons et la polarité du
solvant.

D’aprés les résultats indiqués dans le Tableau (02) on remarque que la polarité du solvant
affecte grandement le rendement d’extraction. Le méthanol seul ou mélangé avec I’eau donne
un bon rendement d’extraction par rapport aux chloroform et 1’acétone.

Nos résultats sont similaires par rapport a ceux trouvé par Negi et al (2005) qui signalent
que les rendements d’extraction obtenus avec le chloroforme et I’acétone sont les plus faibles
comparé avec celui obtenu avec le méthanol. Chen et al (2008) rapportent qu’un meilleur

rendement d’extraction a partir d’A.Officinarum est obtenu avec le méthanol comme solvant.

Tableau 02: L’effet de solvant sur le rendement d’extraction d’alpinia officinarum.

Rendement d’extraction

Type de solvant )
(9/100 g de la matiére seche)
Chloroforme 5.00+0.50*
Acétone 3.76+0.38
Méthanol 10.50+1.98
Méthanol-eau (70-30) 7.65+0.31

*Chaque valeur est exprimée en moyenne = erreur standard (n = 2).

L’utilisation de différents solvants a polarité différente permet de séparer des composés
selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction. Cette méthode d’extraction menée
sous agitation continue et a courte durée, permet d’extraire le maximum des composants
bioactifs et de prévenir leur dénaturation ou modification probable (Hagermann et coll.,
2000).




I1. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles des composes
existantes dans la plante par les réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont
basées sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a
chaque famille de composé.

Les résultats des tests phytochimiques sont regroupés dans le Tableau (03). On remarque
que le choix du solvant d’extraction influe sur la composition chimique de I’extrait de la
racine d’Alpinia officinarum. Les extraits chloroformique et acétoniques renferments sont
plus riches en tanins, flavonoides, polyphénols, alcaloides et les stéroides tandis que les
composés réducteurs et les résines sont omniprésents dans les extaits méthanolique et
méthanoligue-eaux. On note également I’absence des glucosides cardiotoniques dans tous les
extraits. L’absence des alcaloides dans les extraits méthanolique et méthanolique-eau est due

a leur nature apolaire.

Tableau 3 : Résultats des tests phytochimiques sur les extraits d’Alpinia officinarum.

Famille chimique Chloroforme Acétone Méthanol Méthanol-Eau
Tanins + + + + + +
Flavonoides +++ ++ + +
Glucosides cardiotoniques - - - -
Composes réducteurs + ++ +++ +++
Phénols +++ +++ + + +
Résines - + +++ ++
Glycosides + ++ + +
Alcaloides +++ ++ - -
Acides aminés - - - +++
Stéroides +++ +++ ++ +

- : Test négatif + + : Test positif
+ : Test faiblement positif + + +: Test fortement positif

Nos résultats des testes phytochimiques sont similaire a celle d’étude de Srividya et al,
2010 qu’ont confirmé la présence des phénols, les flavonoides, les tannins, les alcaloides, les
glycosides, les acides aminés et les stéroides dans les racines d’A. Officinarum.

Par contre, Jayaprakasha et Bhimanagouda (2007) ont trouvé que 1’extrait méthanolique et
I’extrait Méthanol-eau d’A. Officinarum sont riche en flavonoides et en glycosides.

D’aprés Jayaprakasha et Bhimanagouda (2007), le chloroforme est utilisé¢ pour I’extraction
des composés non polaires comme les acides gras et les caroténoides. Selon leur polarité, les
solvants organiques peuvent extraire les composes polaires comme les flavonoides sous forme

d’aglycone ou de glycoside.
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1. Teneur totale en caroténoides, en phénols totaux et en flavonoides d’Alpinia
officinarum.
La comparaison entre les polyphénols totaux, flavonoides, et les caroténoides des

différents solvants d’extraction sont présentés dans (le Tableau 04).

Tableau 04: Effet du solvant d’extraction sur les teneurs en caroténoides, en phénols

totaux et en flavonoides d’Alpinia officinarum.

Solvant Caroténoides Phénols totaux Flavonoides totaux
d’extraction (mg/ml) (mg EAG/g résidu sec) (mg/g résidu sec)
Acétone 107,78+0.00 190,2348,78* 178,38+4,52*
Chloroforme 77,78+0.00 169,88+14,42 98,74+5,60
Méthanol 157,81+0.00 135,8348,24 177,98+16,08
Méthanol/Eau 143,87+0.00 194,76+1,25 194,67+8,45
(70:30 ; VIV)

*Chaque valeur est exprimée en moyenne + erreur standard (n = 3).

La forte hydrophobicité des caroténoides conditionne leur répartition dans I’environnement
cellulaire : les caroténoides sont associés aux bicouches lipidiques membranaires. Grace a leur
longue chaine polyinsaturée, les caroténoides sont de bons piégeurs de radicaux libres (Faure
et al., 1999). Les résultats ont révélé que I'extrait méthanolique d’A. Officinarum est le plus

riche en carotenoides, tandis que I'extrait Chloroformique a montré la plus faible teneur.

Les polyphénols sont les principaux composés de plantes a activité antioxydante. Les
composés phénoliques sont une classe d'antioxydants qui agissent comme terminateurs de
radicaux libres en raison de leur groupement hydroxyle. La teneur en composés phénoliques
totaux dans la plante a le plus souvent une corrélation avec I'activité de piégeage des radicaux
libres (Gouzi et al., 2013). Les contenus phénoliques totaux d’Alpinia officinarum determinés
par la méthode de Folin Ciocalteu’s sont présentes au tableau 2. Les résultats sont exprimés
en milligrammes d'équivalents AG par gramme de plante séché. L’extrait méthanol/Eau (70
:30 ; V/V) a la teneur la plus élevé en polyphénol (194,76 mg EAG/g résidu sec) suivie par
celle de I’extrait acétonique (190,23mg EAG/g résidu sec).

Le contenu phénolique le plus faible a été observé au niveau de I’extrait méthanolique
(135,83 mg GAE /g résidu sec). Ces différences en rendement en composés phénoliques

peuvent étre attribuées a la polarité du solvant d’extraction utilisé (Negi et al., 2005).




L’utilisation de I’eau en combinaison avec les solvants organiques contribue a la création
d’un milieu modérément polaire qui assure 1’extraction des polyphénols (Liyana-Pathirana et
Shahidi, 2005). Des observations similaires ont été obtenues par Al-Farsi et Lee (2008) qui
ont prouvé que 1’acétone est le meilleur solvant pour 1’extraction des composés phénoliques a
partir de la datte.

Nos résultats sont den désaccords avec ceux trouvé par Srividya et al (2010). Ces auteurs
ont rapporté que I’extrait méthanolique d’Alpinia Officinarum contient 30.6 mg EAG /g de
composés phénolique et 41.35 mg EAG /g dans I’extrait de mélange méthanol-eau.
Mayachiew, De plus, Devahastin (2008) et Chan et al. (2008) ont trouvé respectivement 40.9
mg EAG /g, et 2.14 mg EAG /g de composés phénoliques dans 1’extrait méthanolique.

Selon, Phang et al., (2013) notre plante est plus riche en composés phénolique par rapport
a une autre espece de la méme famille Alpinia pahangensis qui contient 0.75 mg/g.

Les extraits d’acétone ont une teneur moyenne en composés phénoliques de 190.23 mg/g.
Cette teneur peut étre expliquee par la faible solubilité des composés phénoliques polaires
présents dans les extraits d’acétone en raison de sa faible polarité par rapport aux autres
solvants utilisés. De plus, les sucres ne son pas solubles dans I’acétone. Ainsi, les composés
phénoliques glycosides ne peuvent pas étre extraites (Kouri et al., 2007).

Les acides phénoliques tres polaires (acides benzoiques et cinnamiques) ne peuvent pas
étre extraits completement avec les solvants organiques purs. Le mélange alcool-eau est
recommandé pour obtenir des extraits avec une teneur élevée en composés phénoliques (Zhao
et Hall, 2008) et des analytes moins polaires (dérivés d’acides phénoliques) ne sont pas isolés
quantitativement en utilisant I’eau pure comme solvant d’extraction (Cazes, 2005).

Des nombreuses études ont montré que la consumation d’un régime alimentaire riche en
composés phénoliques est associée a une diminution du risque de maladies cardio-vasculaires
et de certains cancers en raison des propriétés antioxydantes des composés phénoliques. En
outre, il a été signale que les composes phénoliques ont été associés a l'activité antioxydante
et jouent un role important dans la stabilisation de peroxidation lipidiques (Gouzi et al, 2013).

Par consequent, les résultats de la présente étude suggerent que les extraits d’A.
Officinarum pourrait réduire les dommages oxydatifs dans le corps humain et assurer la
protection de la santé.

La valeur la plus élevé des flavonoides a éte trouvée dans 1’extrait méthanol/Eau (70 :30 ;
VIV) (194,67 mg/g résidu sec) suivi de I’extrait acétonique (178,38 mg/g résidu sec). Alors

que I’extrait chloroformique a la teneur la plus faible (98,74 mg/g résidu sec) (Tableau 2).
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Nos résultats sont similaires avec ceux obtenus par Jayaprakasha et Patil (2007) et Al-Farsi
et Lee (2008) qui ont montré que les teneurs les plus faibles en flavonoides ont été obtenues
avec 1’acétone. Par contre, nos résultats obtenues ne sont pas similaire de celle de Srividya et
al, 2010 qui ont rapporté que les extraits méthanolique et méthanol-Eau contienent
respectivement 27.64 mg/g et 36.36 mg/g de flavonoides. Chen et al 2008 ont trouvé que
I’extrait méthanolique contient 19.3 mg/g de flavonoides.
1V. Evaluation de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante
par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROOe+ par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant
Parameter); les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant
Parameter); ou les radicaux ABTSe (sel d’ammonium de 1’acide2,2’-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPHe
(Popovici, 2009). Parmi ces différentes méthodes, les tests DPPH et FRAP sont les deux
méthodes qui ont été prises en considération pour I’évaluation de 1’activité antioxydante des
extraits d’Alpinia officinarum étudiée dans ce travail.

IV.1. Test du radical DPPH*

L’activité antiradicalaire de quatre extraits de différents solvants d’Alpinia officinarum
vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a 1’aide d’un spectrophotométre réglé a 517 nm en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la
couleur jaune (photo 05). Le test de DPPH est une méthode fréqguemment employée pour
évaluer le potentiel antioxydant de différents composés naturels vue sa rapidité, sa fiabilité et
son faible codt (Senthilkumar et al., 2012).
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Photo 05 : les résultats aprés 30 min d’incubation a température ambiante et a labri de la
lumiére du radical DPPH en présence de ’extrait de la racine d’Alpinia officinarum a

différentes concentration.

Le DPPH a été largement employé comme un radical libre pour évaluer la réduction des

substances, et il est un réactif utile pour etudier les activités antiradicalaires des composés
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(Senthilkumar et al, 2012). Les résultats du pouvoir antiradicalaire, des différents extraits
d’Alpinia Officinarum étudiée, exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH sont

illustrés dans (la figure 14).
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Figure 14: Présentations graphiques des pourcentages d’inhibition de DPPH résiduels en

fonction de concentration des extraits (B) et de I’acide ascorbique (A).

D’apreés la Figure (14), tous les extraits sont capables de piéger le radical libre DPPH" de
maniere concentration-dépendante. On constate que les allures des courbes sont différentes
d’un solvant & un autre et que le taux d’inhibition du DPPH augmente avec I’augmentation de
la concentration de I’extrait d’Alpinia officinarum. L’extrait méthanolique, réduit fortement le
radical DPPH" par rapport aux autres extraits ou I’extrait chloroformique a la plus faible
capacité de réduction de radical DPPH’. Wang et al (2012) confirment aussi que le
chloroforme a la plus faible capacité de réduction de DPPH.

La variation de capacité antioxydante des différente extraits peut étre attribue aux
différences en composition chimiques comme les phénols, acide ascorbique et les
caroténoides. C’est clair que tous les extraits donnent une augmentation de capacité
antioxydant avec 1’augmentation de concentration d’échantillon (Jayaprakasha et
Bhimanagouda, 2007). L’activité antioxydant de nos extraits peut étre due a la présence des
flavonoides ou des caroténoides.

Les valeurs d’ECsp ont été déterminees a partir des courbes de réduction du radical DPPH
en fonction de la concentration des extraits d’A. Officinarum par extrapolation a partir de

I’analyse de régression non linéaire.
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L’ECso d'un composé est inversement lié a son capacité antioxydante, car elle exprime la
quantité d'antioxydant exigée pour diminuer la concentration de DPPH de 50%, Une faible
ECsoindique I’activité antioxydante la plus élevée (Senthilkumar et al., 2012).

Les valeurs de I’ECsp pour chaque extrait ainsi que celle du standard, sont regroupées dans
le Tableau (05).

Tableau 05: Les valeurs d’ECsy des activités antioxydantes des extraits d’Alpinia

officinarum.
Solvant d’extraction DPPH Test Ferricyanure/bleu
(ECso; de Prusse (ECso; mg/ml)?
mg/ml)®
Acétone 0,68+0,02 1.21+0.00°
Chloroforme 0,98+0,02 1.39+0.18
Méthanol 0,42+0,00 1.78+0.11
Méthanol/Eau (70 :30 ;V/V) 0,84+0,04 1.90+0.12
Acide ascorbique 0.12+0.00 0.52+0.01

#Valeur ECs: la concentration effective pour laquelle I’activité antioxydante est 50%; 1’absorbance est 0.5 pour le pouvoir réducteur; 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). La valeur ECs; est obtenue par extrapolation & partir de I’analyse de la régression linéaire. "Chaque

valeur est exprimée en moyenne = erreur standard (n = 2).

Comme il n’existe pas de mesure absolue de la capacité antioxydante d’un composé, les
résultats sont souvent portés par rapport a un antioxydant de référence, comme 1’acide
ascorbique (vitamine C), les antioxydants synthétiques BHT (butyl-hydroxy-toluene) ou le
Trolox (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique) (Popovici, 2009).

Nous avons utilisés I’acide ascorbique comme antioxydant standard qui a montré 1’activité
antiradicalaire plus élevée par rapport aux extraits d’Alpinia officinarum avec une ECso de
0.12 mg/ml.

D’apreés les valeurs d’ECsp, 1’extrait méthanolique d’A. Officinarum est le plus actif sur le
radical DPPH avec une ECsy de 0.42 mg/ml, tandis que ’extrait chloroformique possede
I’activité antiradicalaire la plus faible (ECso = 0.98 mg/ml).

Selon Popovici (2009), plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la
cinétiqgue de réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, rapport

Antioxydant/DPPH’, type de solvant, pH) et le profil phénolique en particulier.
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La classification des différents extraits d’A. Officinarum selon leur activité antioxydante
d’ordre décroissant est la suivante: acide ascorbique > extrait Méthanolique > extrait
Aceétonique > extrait Méthanol - Eau > extrait Chloroformique.

L’ECsp de nos extraits est supérieure de celle trouvé par Srividya et al (2010) qu’ont
rapportés que I’ECsp d’extrait Méthanolique est de 0.13 mg/ml ainsi I’extrait de mélange
méthanol-eau est de 0.12 mg/ml, par contre Phang et al (2013) ont trouvés que I’extrait
Méthanolique est de 0.57 mg/ml.

Le méthanol a la meilleure capacité antioxydante qui comparé avec nos autres solvants et
par I’Ethanol qui a un ECsy =27,5 mg/ml (Juntachote et Berghofer , 2005).

IV.2. Test de FRAP

La réduction directe du complexe Fe**-ferricyanure qu’est une méthode relativement
rapide, simple et économique a été utilisée pour le screening du pouvoir réducteur des extraits
d’Alpinia Officinarum.

Le pouvoir réducteur d’un I'extrait, qui peut servir comme réflexion de son activité
antioxydante, a été déterminée en utilisant le test modifier de réduction Fe** en Fe?*, par
lequel la couleur jaune de la solution d'essai change en couleur bleu-vert (photo 06), ceci
selon la puissance réductrice de I'échantillon. La présence des antioxydants dans I'échantillon
cause la réduction du complexe de Fe**/ferricyanure & la forme de Fe?*, qui est surveillée en

mesurant la formation du bleu de Prusse du Perl a 700 nm (Do et al., 2013).

Photo 06 : les résultats de teste FRAP en présence de 1’extrait a différentes concentration.

(Originale.2015)

Les résultats de I’activité réductrice des extraits sont représentés dans (la Figure 15).
Nous constatons que la capacité réductrice est proportionnelle a la concentration de
I’extrait. L’acide ascorbique est un excellent donneur d’électron par rapport aux extraits

d’Alpinia Officinarum.
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Nous avons déterminé la concentration ECsy pour comparer ’activité réductrice des
extraits qui est la concentration effective correspond a 1’absorbance de 0,5. L’efficacité de
réduction de fer est inversement proportionnelle a la valeur ECso.

Le pouvoir réducteur des différents extraits peut étre di a leur capacité a donner des
électrons. Le pouvoir réducteur peut étre attribué principalement aux composes bioactifs
associés a 1’activité antioxydante tels que les composés phénoliques totaux, les flavonoides et
autres antioxydants hydrophiles et hydrophobes qui sont de bons donneurs d’électrons et
peuvent terminer la chaine de réaction de radicaux libres par conversion des radicaux libres en

produits plus stables (Yen et al., 2008).
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Figure 15 : Résultats de la mesure de I’activité antioxydante des extraits d’A. Officinarum
(A) et de I’acide ascorbique (B) par la FRAP.

D’apreés les résultats indiqués dans le Tableau (7) et la figure 24 1’acide ascorbique a le
pouvoir réducteur le plus élevé suivit par I’extrait acétonique (ECso = 1.21 mg/ml), par contre
I’extrait de mélange méthanol-Eau (70-30 v/v) a le pouvoir réducteur le plus faible (EC5,=1.9
mg/ml) donc, I’antioxydant standard et les extraits de notre plante sont classé en fonction de
leur pouvoir réducteur décroissant comme suit : acide ascorbique > extrait Acétonique >
extrait Chloroformique > extrait Méthanolique > extrait Méthanol — Eau (70-30 v/v).

Nos résultats sont déférent de celle trouvés par Srividya et al, 2010 qu’ont rapporté que
I’ECsp pour le teste de FRAP d’extrait Méthanolique et 1’extrait de mélange Méthanol-Eau
sont de 0.05 mg/ml et Juntachote et Berghofer (2005) ont rapporté que I’extrait Ethanolique
d’Alpinia Officinarum a un ECs; =0.75 mg/ml.
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V. L’activité antibactérienne

V.1. Antibiogramme

L’antibiogramme a pour but de prédire la sensibilité d’un microorganisme vis-a-vis d’un
ou plusieurs antibiotiques. Cette sensibilité est exprimée par 1’apparition de zones d’inhibition
autour de ces disques. Les mesures de celles-ci sont présentées dans la figure suivante
(Tableau 06).

Tableau 06. Les valeurs des diamétres d’antibiogramme.

o Diamétre d’inhibition (mm)
Souche bactérienne ' o
(Disque d’ampicilline a 10 pg)

Staphylococcus aureus 13.33
Pseudomonas aeruginosa 16
Escherichia coli 15.75
Klebsiella pneumoniae 10.0

D’apres le tableau 06, I’ampicilline semble avoir une action inhibitrice sur la croissance de
toutes les souches a I’exception de la souche Klebsiella pneumoniae qui est moins sensible a
I’antibiotique par rapport aux autres souches.

V.2. Effet antibactérienne des extraits d’Alpinia officinarum

Face aux problémes de la résistance bactérienne aux antibiotiques synthétiques, beaucoup
de travaux ont été menés sur le pouvoir antimicrobien des produits naturels extraits des
plantes. Lors de cette étude, nous avons testé I’action des extraits d Alpinia officinarum vis-a-
vis de quatre souches bactériennes Gram-positif et Gram-négatif.

Les résultats de 1’activité antibactérienne des extraits d’Alpinia officinarum obtenus par la
méthode de diffusion sur le milieu Muller-Hinton gélosé sont regroupés dans la figure (16).
Les valeurs indiquées sont les moyennes de deux essais (voire annexe I1).

Selon la Figure 17 la méthode des puits et la méthode des disques ont donné presque des
résultats similaire de I’activité antibactérienne des extraits d’Alpinia officinarum. On constate
que la nature du solvant d’extraction influe grandement sur le pouvoir antibactérien de
I’extrait de cette plante et que les souches bactériennes ont présentées des sensibilités

variables.



http://scholar.google.com/scholar?q=Staphylococcus+aureus&hl=fr&lr=&um=1&ie=UTF-8&oi=scholart
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Djenane et al (2012) ont supposés que chaque diamétre (@) d’une zone d’inhibition a une
signification ; @ <8 mm : bactérie non sensible ; 9 < @ < 14 mm : bactérie sensible ; 15 < @
<19 mm : bacteérie trés sensible et @ >20 mm : bactérie extrémement sensible.

A partir de cette classification et commencant par la méthode des disques ; on constate que
nos bactéries a I’exception de Staphylococcus aureus ne sont pas sensibles; sauf la
Pseudomonas aureus avec I’extrait de Méthanol-Eau (70-30 v/v) et I’Escherichia coli et la
Pseudomonas aureus avec ’extrait Chloroformique sont sensible. La Staphylococcus aureus
est extrémement sensible avec 1’extrait Chloroformique mais avec les autres extraits elle est

tres sensible.

diameétres de la zone d'inhibition
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S: Staphylococcus aureus
K. Klebsiella
P: Pseudomonas aureus

Eméthode des disques Eméthode de puits E: Escherichia coli

Figure 16. Résultats de I’effet des extraits d’Alpinia officinarum sur le diamétre

d’inhibition de la croissance de quelques souches bactériennes.

Les bactéries sont toutes sensibles a 1’exception de Staphylococcus aureus qu’est
extrémement sensible vis a vis tous les extraits d’Alpinia Officinarum par la méthode des
puits. L’extrait chloroformique, malgré leurs teneurs tres faibles en polyphénols (Tableau 4),
montrent une activité antimicrobienne remarquable. L’importante action antimicrobienne
démontrée par cet extrait est en relation avec sa composition en huiles essentielles réputées
avoir une trés grande action antimicrobienne (Yakhlef et al., 2011).

Haeng et al (2009) remarquant que 1’extrait Chloroformique a une forte activité par rapport
a I’extrait méthanolique A. Officinarum. Ray Et Majumdar (1973) ont trouvés que le
rhizome d’A. Officinarum a une forte activité contre 1’Escherichia coli et Staphylococcus

aureus.
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L’action bactériostatique se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition autour du

disque de papier ou du puits contenant I’extrait (Photo 07) et (Annexe I1I).

Photos 07. Résultats des méthodes de diffusion sur milieu gélose ; effet de I’extrait

chloroformique testé et du méthanol sur Staphylococcus aureus : (A) Méthode des puits ; (B)
Méthode des disques : (C) Méthanol (Originale.2015).

Les effets antimicrobiens observés dans ce travail sont comparables, dans la plupart des
cas, a ceux rapportés dans la littérature scientifique. Srividya et al, (2010) et Mayachiew et
Devahastin (2008) ont montré respectivement que les extraits d’Alpinia Officinarum ont
inhibé la Staphylococcus aureus avec des diameétres 27 mm, Pseudomonas aureus de 12
mm, Escherichia coli de 9 mm vis-a-vis 1’extrait Méthanolique et une zone de 29 mm avec
I’extrait Ethanolique contre Staphylococcus aureus respectivement.

Chen et al. (2008) a trouvé que [’Alpinia Officinarum a donnée une zone de 11 mm
Escherichia coli et 5 mm avec Staphylococcus aureus. Nickell (1943) a rapporté que 1’extrait

d’acétone inhibe les bactéries grame positif.

Le méthanol pur utilisé n’a pas inhibé la croissance des bactéries (photo 07- C). D’aprés
(la figure 17) on constate que le diamétre de la zone d’inhibition différe d’un extrait a un
autre et d’une souche a une autre.

Les résultats obtenus pour ces extraits sont plus ou moins comparables a ceux
d’ampicilline ; I’antibiotique utilis¢é comme un témoin positif. Selon la figure 17, on constate

que I’ampicilline a des diamétres d’inhibition supérieure de celle trouvés.
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Figure 17 : Comparaison entra les diamétres d’inhibition les extraits d’Alpinia officinarum

et I’antibiotique sur les souches bactérienne.

V. 3. Evaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Nous rapportons dans le Tableau 07 les CMI de nos extraits. Yakhlef et al (2011) ont
proposé une classification des extraits du matériel végétal sur la base des résultats des CMI,
comme suit :

» forte inhibition : CMI inferieure a 0.5 mg/mL ;
» inhibition modérée : CMI varie de 0.6 a 1.5 mg/mL ;
» faible inhibition : CMI supérieure a 1.6 mg/mL.

Ainsi selon cette classification, on constate nos extraits ont une faible activité
antibactérienne.

Les différences observées pour les valeurs de CMI peuvent s’expliquer par la présence de
composés antibactériens dans les différents extraits de notre plante a concentrations, mais
aussi par rapport au choix des techniques utilisées.

Le tableau 07 indique que la Staphylococcus aureus est la seul souche qui a un CMI
inferieure a 40 mg/ml par rapport aux autres bactéries testés. La Staphylococcus aureus est

une bactérie a gram positif qui son CMI avec ’extrait de mélange Méthanol-Eau est 4 mg/ml

et de 10 mg/ml avec les autres extraits.
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Tableau 07. Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices des extraits.

CMI (mg/mL)
Solvant -
SA PA KL EC
Acétone 10 > 40 > 40 > 40
Chloroforme 10 > 40 > 40 > 40
Méthanol 10 > 40 > 40 > 40
MéthOH-Eau 4 > 40 > 40 > 40

“SA: Staphylococcus aureus ; KL: Klebsiella ; PA: Pseudomonas aureus ; EC: Escherichia coli.

Srividya et al. (2010) ont rapportés que la CMI d’extrait Méthanolique de Staphylococcus

aureus est de 125 pg/ml, Pseudomonas aureus 500 pg/ml, Escherichia coli pg/ml.

Hui et al. (2008) a trouvé que les CMI pour le Pseudomonas aureus > 1280 pg/ml et la
Staphylococcus aureus 320-640 pg/ml. Lin Zhang et al, 2013 ont rapporté que 1 mg/ml
d’extrait a inhibé 100% de croissance Staphylococcus aureus et 32 % de Pseudomonas
aureus. Les extraits de notre plante a une activité vis-a-vis les bactéries gram négative. Les
lipopolysacharide présentent dans la membrane externe des bactéries gram positif sont
responsable de leurs résistance aux substances antibactériennes (Singh et al., 2015). La
membrane externe contribuée a la résistance des bactéries gram négative.

Chabot et al., (1992) rapporte que les composeés les moins polaires comme les flavonoides
manguant le groupement hydroxyle sur leur cycle B sont plus actifs vis-a-vis des
microorganismes que ceux portant le groupe OH. D’autre part, Mori et al., (1987) ont trouvé
que les flavonoides trihydroxylés 3°,4°,5” sur le cycle B et substitués 3-OH sont nécessaires
pour I’activité antimicrobienne.

Pour cela nous pouvons conclure que ’activité antimicrobienne des extraits dépend non
seulement des composés phénoliques mais, aussi de la présence de différents métabolites
secondaires. Une recherche supplémentaire sur la composition chimique de chaque extrait est
plus que nécessaire pour comprendre I’évaluation de composés présentant 1’activité
antimicrobienne. L’activité antimicrobienne des extraits d’Alpinia officinarum est due aux
différents agents chimiques présents dans ces extraits. La variation de la composition
chimique explique donc les variations observées dans 1’activité antimicrobienne des différents
extraits de plante.

L’efficacité optimale d’un extrait peut étre ne pas étre due & un constituant actif principal,

mais a I’action combinée (synergie) de différents composés a I’origine de cet extrait.
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Conclusion

La découverte de ressources naturelles du regne végétal reste capitale pour la mise au

point de nouveaux remédes thérapeutique.

La présente étude a porté sur 1’espece Alpinia Officinarum qui appartienne a la famille
des Zingibéracées, une des familles les plus importantes et la plus utilisées par les thérapeutes

traditionnels.

Parmi les solvants organiques utilisés, le méthanol donne le meilleur rendement
d’extraction. Les tests phytochimiques effectué¢ sur I’ensemble des extraits de cette plante
montrent la présence des tanins, des flavonoides, des polyphénols, des résines, des glycosides,

des acides aminés et des alcaloides.

Le dosage quatitative des métabolites secondaires montre que les extrait
méthanolique-eau et acétonique sont les plus riches en polyphénols totaux et en flavonoides.

De plus le dosage des carotenoides révéle que les extraits méthanoliques sont les plus riches.

L’étude de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer et celle du
piégeage de radical libre DPPH des extraits a montré que tous nos extraits possédent un

pouvoir antioxydant modéré en particulier 1’extrait méthanolique.

Le test DPPH montre que les extraits méthanolique et acétonique ont la capacité
antiradicalaire la plus élevée par rapport aux autres extraits tandis que celle-ci est faible par
rapport a I’acide ascorbique. Par ailleurs, le test FRAP a montré que le pouvoir reducteur de
I’extrait acétonique est largement supérieur par rapport aux autres extraits, mais nettement

inférieur a celui de I’acide ascorbique.

L’étude du pouvoir antibactérien des extraits de notre plante vis-a-vis de quatre
bactéries a permis de visualiser une action inhibitrice plus intéressante de 1’extrait méthanol-

eau 70-30 (v/v) par rapport aux autres extraits.

La souche Staphylococcus aureus est la plus sensible parmi les souches étudiées vis-a-
vis des extraits acétoniques et chloroformique. On peut déduire que nos extraits sont

faiblement actifs sur les bactéries gram négatif.

On peu conclure que I’Alpinia officinarum est riches en métabolites secondaires ayant
des activités antioxydante et antibactérienne. Cette plante peut étre donc valorisée pour un

usage pharmaceutique et agroalimentaire.




Conclusion

Des travaux supplémentaires seront utiles pour pouvoir identifier les molécules
responsables des activités antioxydante et antibactérienne surtout au niveau des extraits les

plus actifs ceci grace a I’utilisation des méthodes chromatographiques (HPLC et CPG) et

spectroscopiques (IR et RMN).
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Annexes I

La structure chimique des antioxydants utilisés

HO
HO
O ‘w O o
HO HO HO

OH —

HO HO OH

Acide gallique Acide ascorbique Quercétine
Annexes IT

Composition de différents milieux utilisés

e Mueller-Hinton :

Infusion de viande de beeuf.................. 300 cm3
Peptone de caséine...........cccceeeveeiiieniiennenne. 17.59
Amidondemais...............ooiiiiiii. 1.5g
AGAN i e 17¢g
Eaudistillé...............oo 1000ml
PHuooe e e 7.4

Préparation :

38 g par litre. Stérilisation a ’autoclave a température 120C° pendant 20 min.




e Bouillon BHIB :

Infusion de cervellede veau................cooeiiiiiiiiin.. 12.5g
Infusion de coeur de boeuf.................oooeiiiis L, 5.0g
Peptone. ... ..o, 10.0g
GIUCOSE. . 2.0g
Chlorure de sodium..........cccoeviiiiiiiiiii i, 2.0g

Phosphatase di sodique...........ooovviiiiiiiiiiiii e, S5g

pH=7.4

Préparation
37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 120°C, 20min.
e Eau physiologique :

Baudistillé ..., 1000ml

e TABLEAU : Les valeurs des diamétres d’inhibition des extraits d’Alpinia officinarum

par la méthode des disques et la méthode des puits (diametre disque = 6 mm).

Extrait Méthode | Staphylococcus | Pseudomonas | Klebsiella | Escherichia
aureus aureus coli
Acétone Disque 14+1.41 6+0.00 7+0.00 7+£0.14
Puits 23.68+3.42 9.2+0.49 8.87+0.10 | 9.85+0.21
Méthanol Disque 11+1.41 6+0.00 7+0.07 6+0.00

Puits 22.13+2.09 10.85+0.35 | 9.65+1.48 | 10.31+0.62

MéOH-eau Disque 11.95%0.07 9+1.41 6.95+1.34 7.8£1.13
Puits 24.98+0.25 12.75+0.70 | 12.12+0.17 | 12.22+1.37
Chloroforme | Disque 15.5£2.12 6+0.00 6+0.00 6.5+£0.70

Puits 32.22+2.14 10.16+0.23 6+0.00 9.67+0.95
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Résumé

L’étude de I’espéce Alpinia Officinarum qui appartienne a la famille des Zingibéracées, a porté
d’une part sur un screening phytochimique visant a caractériser les différentes familles de composés
chimiques contenus dans le rhizome et d’autre part I’effet du solvant d’extraction sur le pouvoir
antioxydant et 1’activité antibactérienne. Quatre extraits bruts secs ont été préparés a partir de cette
espéce en utilisant différent solvants et de différentes polarités (chloroforme, acétone, méthanol et un
mélange méthanol-eau 70-30 (v/v)). Le méthanol donne un meilleur rendement d’extraction de 10.5%.
Les tests phyochimiques révélent que les tanins, les phénols, les flavonoides et les composes
réducteurs sont les constituants les plus abondants dans les extraits d’Alpinia officinarum.

Les solvants polaires (acétone, méthanol et méthanol/eau) sont riches en phénols, flavonoides et en
caroténoides avec des teneurs variables.

L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer (FRAP) et celle du
piégeage de radical libre DPPH des extraits a montré que I’extrait méthanolique a le pouvoir
antiradicalaire le plus puissant (ECso = 0.42 mg/mL) tandis que ’extrait acétonique a le pouvoir
antiradicalaire le plus éleve (ECsp = 1.21 mg/mL).

L’évaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur le milieu Muller-Hinton
gélosé montre que seul la bactérie Staphylococcus aureus est la plus sensible parmi les bactéries
testées en particulier vis-a-vis des extraits acétoniques et chloroformique.

Mots clés : Alpinia Officinarum, étude phytochimique, solvant d’extraction, composés phénoliques,
flavonoides, activité antioxydante, activité antimicrobien.

Abstract

The study of the specie Alpinia Officinarum that belongs to the family Zingiberaceae, focused in
part on the phytochemical screening to characterize the various families of chemical compounds
contained in the rhizome and in the author part the effect of extraction solvent on the antioxidant and
antibacterial activity. Four dry crude extracts were prepared from this specie by using different
solvents and different polarities (chloroform, acetone, methanol and a methanol-water 70:30 (v / v)).
Methanol gives a better extraction yield of 10.5%. The phytochemical tests reveal that the tannins,
phenols, flavonoids and reducing compounds are the most abundant constituents in extracts of Alpinia
officinarum.

Polar solvents (acetone, methanol and methanol / water) are rich in phenols, flavonoids and
carotenoids with variable contents.

The evaluation of the antioxidant activity by the ferric reducing power (FRAP) and the free radical
scavenging DPPH extracts showed that the methanol extract has the most powerful anti-radical power
(EC50 = 0.42 mg / mL) while the acetone extract has the highest reducing power (EC50=1.21 mg/
mL).

The evaluation of antibacterial activity by diffusion method on Muller-Hinton agar medium shows
that only the bacterium Staphylococcus aureus is the most sensitive among the tested bacteria in
particular with the acetone and chloroform extracts.

Keywords: Alpinia officinarum, phytochemical study, solvent extraction, phenolic compounds,
flavonoids, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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