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Résumeé

L’activité antioxydante et antibactérienne des extraits aqueux prepares par infusion et
par décoction de trois especes (Camellia sinensis, Origanum glandulosum et Zingiber
officinalis) ont été étudié in vitro dans le présent travail. Le potentiel antioxydant des extraits
est évalué par trois méthodes différentes qui impliquent quelque mécanisme du processus

oxydatif.

Les extraits aqueux des feuilles du thé et de I’origan ont fortement piégé le radical
DPPH avec des ICso de 3ug/ml et de 5ug/ml respectivement. Cependant les extraits des
rhizomes du gingembre montrent des effets tres faibles. La décoction du gingembre a produit
un effet plus important que celui produit par I’infusion (ICso: 32ug/ml et 75ug/ml
respectivement). Par contre, dans le cas du thé et de I’origan les deux extraits obtenus par
infusion ou par décoction ont produit des effets scavengers similaires. L’oxydation de ’acide
linoléique est fortement inhibée par les deux extraits du thé et de 1’origan, qui produisent un
effet pratiquement identique a celui de I’antioxydant standard (BHT). Les extraits du
gingembre étaient moins efficace et induisent une inhibition plus faible. L’effet chélateur de
différents extraits a été aussi évalué dans cette étude ou, seulement les deux extraits du thé et

de I’origan semblent étre de bons chélateurs.

L’activité anti-bactérienne est évaluée par la méthode des disques. Les extraits du thé
et de I’origan (infusion et décoction) ont fortement inhibé la croissance de E. agglomerans
avec des zones d’inhibition de 22 a 30mm. Des diamétres d’inhibition de 10mm, 12mm et
25mm produits par la décoction du thé envers: P. aeruginosa (ATTC 27853), S. aureus
(ATCC 25923) et S. typhi respectivement. Tandis que les extraits du gingembre n’ont montré

aucun effet inhibiteur envers les souches testées.

Mots clés : thé, origan, gingembre, antibactériens, antioxydants, DPPH, B caroténe, chélation

des métaux.
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Summary

Antioxidant and antibacterial activity of aqueous extracts prepared by infusion and
decoction of three species (Camellia sinensis, Origanum glandulosum and Zingiber
officinalis) was investigated in this study. The antioxidant potential was evaluated by three

different methods that implicate some mechanism of oxidative process.

Aqueous extracts of tea and oregano leaves scavenged strongly the DPPH radical with
an ICsp of 3pg/ml and 5pg/ml respectively. However, ginger rhizome extracts showed a very
low effects. Ginger decoction exerted higher effect than the infusion one (ICso: 32ug/ml and
75ug/ml respectively). In contrast, infusion and decoction of tea and oregano showed similar
scavenging activities. In addition, linoleic oxidation was strongly inhibited by tea and oregano
extracts that induce activity similar to that exhibited by synthetic antioxidant (BHT). Ginger
extracts showed low efficacy and exerted a slight inhibition. Chelating activities of different
extracts were also evaluated in this study, where only tea and oregano extracts appear to be

good chelators.

Antibacterial activity was evaluated by disc diffusion assay. Tea and oregano extracts
exerted a high inhibition on the growth of E. agglomerans with an inhibition diameters
ranging from 22 to 30mm. Inhibition zones about 10mm, 12mm and 25mm exhibited by
decoction of tea against: P. aeruginosa (ATTC 27853), S. aureus (ATCC 25923) and S. typhi

respectively. While, ginger extracts didn’t show any inhibitory effect against tested strains.

Key words: tea, oregano, ginger, antibacterial, antioxidants, DPPH, [ carotene, metal

chelating.
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Introduction

Les plantes medicinales constituent sans doute une source inépuisable de substances a

activité biologique et pharmacologique variées.

L’utilisation souvent abusive des antibiotiques a induit, en plus des effets secondaires
tels que les réactions allergiques, un phénomene de résistance des bactéries infectieuses aux
antibiotiques disponibles. Ce probléeme que rencontre la médecine actuelle, a relancé la
recherche vers ’¢élaboration d’autres stratégies thérapeutiques visant a exploiter les propriétés
antimicrobiennes des substances naturelles pouvant substituer aux antibiotiques disponibles

Ou méme pouvant agir en synergie avec ces derniers.

Le stress oxydant est le résultat d’un déséquilibre entre les oxydants et les
antioxydants qui est souvent dii a un déficit en substances antioxydantes résultant d’une
carence alimentaire. Cet équilibre peut étre rétabli par une alimentation variée, notamment par
la consommation de quantités suffisantes de fruits, de légumes et de différentes boissons
riches en antioxydants qui peuvent agir dans la prévention de différentes pathologies

associees aux ROS, a condition d’étre apporté trés tot avant I’apparition d’effets irréversibles.

Le thé vert, ’origan et le gingembre constituent trois plantes largement consommées
sous forme de boissons chaudes, comme elles sont utilisées en médecine traditionnelle pour le
traitement de certaines affections. Nous avons choisi les extraits aqueux de ces trois plantes
pour mettre en évidence leurs propriétés antioxydantes et antimicrobiennes ; pour en déduire
leur capacit¢ de réduire I’ampleur du stress oxydant et I’inhibition de la croissance
bactérienne chez les consommateurs des boissons de ces plantes en particulier le thé, I’origan

et le nouvelle boisson du gingembre qui commence a étre largement consommée.

Le but de ce travail est 1’évaluation du pouvoir antioxydant et antibactérien des

extraits aqueux obtenus par décoction et par infusion de thé, de I’origan et du gingembre.
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I. Agents antioxydants et antimicrobiens

1.1. Espéces réactives de ’oxygene

Lors des processus métaboliques, 1’oxygene peut devenir délétére par la formation de
dérivés extrémement réactifs appelées: espéces réactives de 1’oxygene ROS (Reactive
Oxygen Species). Parmi ces especes on trouve les radicaux libres qui sont des especes
chimiques ayant un ou plusieurs électrons non appariés sur I’orbitale externe (Halliwell et
Gutteridge, 1989). Ils sont trés instables, de durée de vie trés courte (10™ & 10 secondes) et
douées d’une grande réactivité chimique (Aurousseau, 2002). Ils sont capables d’induire des
dommages considérables a différentes molécules de [’organisme telles que les lipides
membranaires, les protéines cellulaires et I’ADN (Pelletier et al., 2004). Les plus importants
sont : I’anion superoxyde (O,"), le radical hydroxyl (‘OH), I’oxygéne singlet (‘O,) et le
monoxyde d’azote (NO') et les espéces réactives non radicalaires telle que le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) et le nitroperoxyde (ONOOH). Ces especes non radicalaires dérivées de
I’oxygeéne sont potentiellement toxiques. Le peroxyde d’hydrogene par exemple, malgré qu’il
est peu réactif en milieu aqueux il est trés lipophyle, ce qui lui permet de traverser les
membranes et se trouver a une grande distance de sont site de production (Dellatre et al.,
2004). En présence de certains métaux de transition, tel que le fer, le H,O, peut interagir avec
1’0, pour produire une espéce hautement réactive et de durée de vie trés courte; le radical
hydroxyle (OH") par la réaction de Fenton et Haber-Weiss (Valko et al., 2006). Ce radical
hydroxyle est considéré comme le plus réactif de tous les ROS formés par le systeme vivant
(Datta et al., 2004). Son pouvoir oxydant est tellement puissant qu’il peut réagir pratiquement

avec toutes les macromolécules (Halliwell et Guetteridge, 1989).

Le H,0O; peut également étre converti en acide hypochloreux (HOCI) en présence d’ions
Cl, sous I’action de la myeloperoxydase (MOP). L’HOCI est une substance détergente ayant
des propriétés oxydantes tres importantes (Bandyopadhyay et al., 2004). D’ailleurs, il est
considéré comme 1’espeéce la plus toxique et la plus réactive formée par les phagocytes
(Witko-Sarsat, 2002). En effet, il peut oxyder des molécules biologiques comme 1’inhibiteur
de I’¢lastase (oy-antiprotéase) (Aruoma, 1999), I’albumine sérique et la fibronectine (Borel et

al., 1999).



1.1.2. Sources de production des ROS

Les ROS peuvent étre d’origine exogene ou endogene. Les radiations ionisantes, la
lumiére ultraviolette, le tabac, certains pesticides et polluants ainsi que certains médicaments
représentent les principaux précurseurs exogenes. Plusieurs systémes enzymatiques et non
enzymatiques, situés dans divers compartiments cellulaires représentent des sources d’origine
endogene (Dellatre et al., 2004 ; Berger, 2006).
*Sources exogenes

Les radiations X et y peuvent, par différents mécanismes faire apparaitre des radicaux
libres et ceci en scindant la molécule d’eau en deux radicaux. Quant aux rayonnements UV,
ils sont capables de produire 1’anion superoxyde ou 1’oxygéne singulet (Beani, 1995 ; Favier,
2003).

Les polluants de 1’air, comme la fumée des cigarettes et les contaminants industriels,
constituent une source importante de ROS.

Une large variété de xénobiotiques et médicaments peut contribuer a la production des
ROS qui ne sont que des produits de leur métabolisme in vivo (Martinéz-Cayuela, 1995). Une
grande partie des aliments consommeés contient différents types d’oxydants tels que les
peroxydes, les aldéhydes, les acides gras oxydés et les métaux de transition qui peuvent

générer des espéces réactives de 1’oxygene.

*Sources endogénes

Bien que les systémes exogenes representent une source non negligeable des ROS, les
systemes endogenes intracellulaires sont plus importants, du fait que les ROS sont produits en
continu durant toute la vie de chaque cellule de I’organisme. L’auto-oxydation, les
mithochondries et les microsomes, les protéines hémeniques (hémoglobine et myoglobine),
les cellules phagocytaires activées, les metaux de transition et enfin plusieurs systéemes
enzymatiques sont les sources endogenes majeures des ROS (Dellatre et al., 2004).

La chaine respiratoire mitochondriale constitue une source majeure des ROS dans les
systemes biologiques (Favier, 2003). Dans les conditions physiologiques normales, 1 a 2% de
I’oxygeéne réduit dans la mitochondrie est converti en 0, par la NADH déshydrogénase et
I’ubisemiquinone de la chaine respiratoire (Chiarugi et Fiaschi, 2006). L’anion superoxyde
ainsi formé est dismuté en H,O, par la superoxyde dismutase intramitochondriale. Cette
réaction entraine une accumulation du H,O, qui peut réagir avec les ions ferreux de la
mitochondrie (réaction de Fenton) et produire le radical hydroxyl (Sedensky et Morgan,
2006).



Toute fois, la source majeure du O, est sans doute la "flambée respiratoire des
cellules phagocytaires activees (neutrophiles, eosinophiles et macrophages) en réponse aux
stimuli inflammatoires. Cette flambée respiratoire est caractérisée par une augmentation
intense de la consommation de 1’oxygene, régi par le complexe enzymatique NADPH
oxydase (Babior et al., 2002). Celui-ci est rapidement dismuté en H,O, par la SOD
(Superoxyde dismutase) (Dellatre et al., 2004). Le H,O; ainsi formé est rapidement dégradé
en HOCI par la MPO (myeloperoxydase) (Klebanoff, 2005).

L’activité de quelques enzymes cytoplasmiques conduit également a la formation des
ROS, la xanthine oxydase et I’aldéhyde déshydrogénase forment I’exemple le plus important
(Dellatre et al., 2004). Dans les érythrocytes, une source importante de la production des ROS
est I’auto oxydation de I’hémoglobine conduisant & la formation du radical superoxyde (O").

Le monoxyde d’azote (NO"), une autre espéce radicalaire, est synthétisé a partir de
I’arginine par les différentes NO™ synthases (NOS) a des fins de médiation au niveau des

cellules nerveuses, endothéliales et des macrophages (Hwang et Kim, 2007).

1.1.3 Systeme de défense antioxydante

Les espéces réactives de 1’oxygéne peuvent attaquer tous les types de constituants
cellulaires et engendrer diverses altérations. Pour faire face a ces attaques, les organismes
disposent de systémes d’action antioxydante qui visent a ¢liminer les espéces réactives et les
catalyseurs de leur formation, d’une part et a induire la synthése des antioxydants, d’activer
les systémes de réparation et d’éliminer des molécules endommageées d’autre part (Pelletier et
al., 2004). Ce systeme de protection est constitué de trois groupes majeurs a savoir le systéeme
enzymatique, le systéme des chélateurs et le systeme des piégeurs.
* Systeme enzymatique

Le systeme enzymatique antioxydant est représenté principalement par trois enzymes :
la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx). Leur action est
de neutraliser les ROS par leur transformation en molécules stables et non radicalaires. Ces
enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du superoxyde et
du peroxyde d’hydrogeéne conduisant a la formation d’eau et d’oxygene moléculaire selon les

réactions suivantes (Lehucher-Michel et al., 2001 ; Bandyopadhyay et al., 2004).



superoxyde dismutase
20, +2H* = H,0,+0,

catalase
2 H202 - 2 HZO + O2

glutathione peroxydase
H,O, + 2 GSH > 2 H,0 + GSSG

*Systeme des chélateurs

Le systeme des chélateurs représente une ligne de défense qui prévient le
déclenchement des réactions radicalaires. Ce systeme fait impliquer des enzymes ferroxydases
et certaines protéines qui ont la capacité de fixer les métaux, en particulier le fer (Marfak,
2003). Une fois ces métaux fixés, les réactions radicalaires dépendantes de ces metaux seront
inhibées (Senator, 2004). La ferroxydase transforme les ions ferreux (Fe?*) en ions ferriques
(Fe*"). Cette activité favorise la fixation du fer par la transferrine et la lactoferrine qui ont une
bonne affinité pour ces ions. Le maintient des métaux de transistion dans un état inactif est
assuré aussi par certaines protéines comme I’albumine et la ceruloplasmine qui fixent le
cuivre. L’acide urique joue aussi un réle de chélateur en formant un complexe avec le fer et le

cuivre (Bandyopadhyay et al., 2004).

*Systéme des piégeurs

Certains antioxydants agissent en piegeant les radicaux, en captant I’¢lectron
célibataire, ils les transforment en molécules ou ions stables (Favier, 2003). Ce type
d’antioxydants est appelé piégeurs ou scavengers (éboueurs en anglais). De tres nombreux
composes alimentaires peuvent avoir ce comportement tels que les polyphénols et les
alcalorides (koeschlin-Ramonatxo, 2006 ; ES-Safi et al.,, 2007). De plus, il existe des
composés endogenes synthétises par les cellules qui jouent le méme r6le dont le plus

important est le glutathion reduit (Favier, 2003).

1.1.4. Balance oxydants- antioxydants

La formation des ROS n’est pas toujours synonyme de toxicité. En effet, certaines sont
des intermédiaires de processus physiologiques normaux. Ce n’est que lorsque les systémes
de défense sont dépassés et ne suffisent plus a neutraliser la surproduction de ces espéces que
la toxicité apparait (Pelletier et al., 2004). D’ailleurs, Le terme de stress oxydant signifie un
désequilibre entre les systemes pro-oxydants et antioxydants en faveur des premiers (Fiorucci,
2006 ; Franca et al., 2007). La rupture d’équilibre peut provenir d’une défaillance
nutritionnelle ou de la carence en 1’un ou plusieurs des antioxydants apportés par la nutrition.

Le débordement peut aussi résulter d’anomalies génétiques responsables de la défectuosité



des antioxydants enzymatiques ou des protéines synthétisant ou régénérant les antioxydants
(Favier, 2003). Un bon fonctionnement de 1’organisme dépendra de 1’équilibre entre les pro-
oxydants et les antioxydants qui peuvent étre bénéfiques ou dangereux en fonction des
quantités disponibles dans 1’organisme (Senator, 2004). Ce déséquilibre est responsable de
I’altération des différentes macromolécules de 1’organisme comme la peroxydation des
lipides, I’oxydation des protéines, des acides nucléiques et des glucides.

Les acides gras polyinsaturés sont plus susceptibles aux attaques radicalaires et
génerent des peroxydes lipidiques qui sont eux- méme trés réactifs (Servais, 2004). La
peroxydation lipidique peut libérer différents aldéhydes toxiques dont le malondialdéhyde
(MDA) et le 4- hydroxy nonenal (4-HNE) qui peuvent endommager les protéines et I’ADN
(Servais, 2004 ; Manduzio et al., 2005; Valko et al., 2006). L’attaque des lipides peut
concerner les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides membranaires. L’attaque des
lipides circulants aboutit a la formation des LDL (lipoprotéines de densité 1égeres) oxydées
qui, une fois captées par les macrophages formeront le depot lipidique de la plaque
d’athérome des maladies cardiovasculaires (Favier, 2003). Alors que I’attaque des
phospholipides membranaires entraine la diminution de la fluidité, 1’altération de la
perméabilite, la perturbation des fonctions des enzymes et des transporteurs membranaires, ce
qui conduit a la mort cellulaires (Pincemail et al., 2002).

Les ROS peuvent aussi attaquer sélectivement les protéines comportant des
groupements SH et les acides aminés cyclique (Valko et al., 2006). Les protéines altérées vont
entre autre s’agréger en formant des ponts bityrosines intramoléculaires ou intermoléculaires
(Hwang et Kim, 2007). Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés
biologiques et deviennent beaucoup plus sensibles a 1’action des protéases, notamment des
protéasomes (Dalle-donne et al., 2006). Les protéines oxydées deviennent aussi tres
hydrophobes, elles vont alors former des amas anormaux a I’intérieur ou autour des cellules.
Les amas associés aux lipides forment alors des dép6ts de lipofushines caractéristiques des
tissus des sujets agés (Favier, 2003).

L’attaque radicalaire des glucides et beaucoup moins étudiée que celle des autres
molécules (Favier, 2003). L’oxydation des glucoses en présence des ions métalliques, conduit
a la libération des aldéhydes, du H,O, et de 1I’’OH qui entraineront la coupure des protéines ou
leur glycation (Favier, 2003).

L’ADN est également trés sensible a I’attaque des ROS en particulier le radical
hydroxyl et 1’oxygeéne singulet (Clarkson et Tompson, 2000 ; Favier, 2003). L’ADN

mitochondrial, est la cible privilégiée des oxydations par les ROS du fait de son potentiel de



réparation plus faible que celui de I’ADN nucléaire et de sa proximité directe de la chaine
respiratoire. Ainsi, le taux des bases oxydées serait 2 a 3 fois supérieur dans 1’ADN
mitochondrial par rapport a I’ADN nucléaire (Senator, 2004). Les lésions provoquées dans
I’ADN peuvent étre classées en diverses catégories: bases oxydées, altération du pentose, des

adduits intra-caténaires et des pontages ADN- protéine.

1.2. Agents antimicrobiens

Les agents antimicrobiens ou antibiotiques sont des substances qui ont pour effet de
tuer les microorganismes pathogenes ou d’inhiber leur croissance (Prescott et al., 2003).
Certains antibiotiques sont d’origine naturelle, ils sont totalement synthétisés par des micro-
organismes tels que la vancomycine et la streptomycine produites par Streptomyces sp et la
bacitracine par Bacillus sp, la pénicilline et la céphalosporine produite par Pénicillium sp et
céphalosporium sp respectivement. D’autres antibiotiques sont Ssemi-synthétiques
(ampicilline) et résultent de la modification des antibiotiques naturels par I’addition d’un
groupement chimique et plusieurs autres agents antimicrobiens sont totalement synthétiques

comme les sulfamides.

1.2.1. Mécanismes d’action des substances antibactériennes

Les antibiotiques empéchent la multiplication des bactéries ou entrainent leurs
destruction par action au niveau d’une ou plusieurs étape (s) métabolique (s) indispensable (s)
a la vie de la bactérie. Ces substances agissent au niveau de la paroi et/ ou du cytoplasme par
cinqg modes d’action (tableau 1).

Les parois bactériennes possedent une structure unique inexistante chez les cellules
eucaryotes, cette propriété rend les antibiotiques qui interferent avec sa synthese (tableau 1)
plus sélectifs. D’autres antibiotiques inhibent la synthese protéique par fixation sur la petite
ou la grande sous unité du ribosome procaryote. Certains antibiotiques exercent aussi leurs
action en inhibant la synthése des acides nucléique ou en détériorant les membranes
cellulaires. Les quinolones par exemple inhibent I’ADN gyrase et interférent ainsi avec la
réplication, la réparation et la transcription de I’ADN (Chambers et Sande, 1998). D’autres
antibiotiques agissent comme des antimétabolites et bloquent le fonctionnement normal de

certaines voies métaboliques (Prescott et al., 2003).



Tableau 1. Mécanismes d’action de substances antibactériennes (Prescott et al., 2003).

Agent Mécanisme d’action
Inhibition de la synthése de la paroi
Pénicilline Active les enzymes lytiques de la paroi. Inhibe les enzymes de
transpeptidation impliquées dans le pentage des chaines
Ampicilline polysacharidiques du peptidoglycane de la paroi bactérienne.

Vancomycine

Bacitracine

Streptomycine

Gentamicine

Chloramphénicol

Erythromycine

Ciprofloxacine et autres quinolones

Polymyxine B

Sulfamide

Se fixe directement sur la terminaison D-Ala- D-Ala et inhibe la
transpeptidation

Inhibe la synthése du peptidoglycane en interférant avec 1’action
du transporteurs lipidique qui transfére le précurseurs de ce
polymere a travers la membrane cellulaire

Inhibition de la synthése protéique

Se fixe a la sous unité 30S du ribosome bactérien pour inhiber la
synthése protéique et provoquer des erreurs dans lectures de
I’ARNm

Se fixe a la sous unité 50S du ribosome et empéche la formation
de la liaison peptidiques par I’inhibition de la peptidyl-transférase

Se fixe a la sous unité 50S du ribosome et inhibe I’élongation de
la chaine peptidique

Inhibition de la synthése des acides nucléiques

Inhibe I’ADN gyrase bactérienne et donc interfére avec la

réplication de I’ADN, la transcription et autres activité impliquant
I’ADN

Destruction de la membrane cellulaire
Se fixe a la membrane cellulaire et en perturbe la structure et les
propriétés de perméabilité

Antagonisme métabolique

Inhibe la synthése de I’acide folique par compétition avec 1’acide

p-aminobenzoique




1.3. Antioxydants et antimicrobiens naturels

1.3.1. Antioxydants naturels

Un antioxydant est toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible concentration
comparée a celle du substrat oxydable retarde ou prévient de maniére significative 1’oxydation
de ce substrat (Halliwell, 1997 ; Romieu et Trenga, 2001). Cette définition fonctionnelle
s’applique a un grand nombre de substances comprenant les enzymes a activité catalytique
specifique mais aussi a différentes molécules hydro ou liposolubles.

Outre les substances propres a 1’organisme, I’alimentation et les plantes sont
également d’importantes sources d’antioxydants. L’organisme peut tirer profit de nombreux
antioxydants présents dans son alimentation. Les sources et les mécanismes d’action de
quelques antioxydants naturels sont présentés dans le tableau2. Les plus importants

antioxydants sont: la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides et les flavonoides.

Tableau 2. Sources alimentaires de certains nutriments et son mécanisme d’action proposé
par Romieu et Trenga, 2001.

Nutriment Propriété et Mécanisme Source alimentaire
Vitamine C (acide | *antioxydant hydrosoluble Fruits, agrumes
ascorbique) * scavenge ‘O,, H,0,, le ‘OH,

* la regénération de la vitamine E

Vitamine E (a-tocophérol) * antioxydant liposoluble Légumes, ceufs,
* bloque la peroxydation lipidique huiles
en réagissant avec le radical peroxyl
*piége le 'O,
*réaction rapide avec les radicaux
libre lipidique
B caroténe, lucopéne et | * antioxydant liposoluble Fruits et légumes
autres caroténoides * inhibe la peroxydation lipidique orange et  verts:
* scavenge le ‘O, pomme de terre et
* inactiver I’oxygene singulet carotte.
Flavonoides * Capture directe de radicaux libres Fruits, légumes, thé

* Interaction avec les ions métalliques | vert et propolis

*Inhibition de divers enzymes




1. Vitamine E (a tocophérol)

Les tocopherols sont des molécules apportées par I’alimentation existant sous quatre
isoformes (o, B, y et 8). De ces quatre isoformes, 1’a- tocophérol (la vitamine E) possede la
plus forte activité antioxydante grace a ses 3 substituants méthyls (figure 1) (Kamal- Eldin et
Appelqvist, 1996).
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Figure 1. Structure des tocophérols (Coulon, 2004).

La vitamine E inhibe directement la peroxydation lipidique a I’intérieur des LDL
(Datta et al, 2004). Par son caractére lipophile, la vitamine E peut s’insérer au sein des
membranes ou elle réagit plus rapidement avec les radicaux libres lipidiques (les radicaux
alkoxyls (LO"), les radicaux peroxyles (LOO") et les radicaux alkyles (L") qu’avec I’oxygéne
(Traber et Atkinson 2007). En effet, elle céde son atome d’hydrogéne phénolique au radical
lipidique conduisant a la formation d’un hydroperoxyde, selon les réactions suivantes

(Coulon, 2004).
LOO +VitE —— 5 LOOH + VitE’
LO" + VitE —— LOOH + VitFE’

La vitamine E radicalaire ainsi formée, sera régénérée grace a 1’acide ascorbique et le
glutathion (Evans, 2000).



Les tocophérols réagissent aussi comme des piégeurs chimiques des radicaux
oxygénés, surtout I’oxygene singulet (*O,) (Blokhina et al., 2003 ; Azzi, 2007). La vitamine E
est considérée aussi comme un antioxydant indirect car elle inhibe la NADPH oxydase
(Prévot-D’alvise, 2006).

2. Vitamine C (acide ascorbique)

Contrairement a la vitamine E qui réagit a I’intérieur des lipides membranaires, 1’acide
ascorbique est utilisé comme un systéme de transport d’électron dans le cytosol et les fluides
extracellulaires (Evans, 2000). Elle participe aussi a la regénération de la vitamine E (Favier,
2003). L’acide ascorbique est I’antioxydant majeur du plasma ou il piége les especes réactives
avant qu’elles ne réagissent avec les membranes biologiques et les lipoprotéines (Datta et al.,
2004). 11 piége aussi 1''O, et s’associe rapidement avec ’HOCL généré dans les sites
inflammatoires (Halliwell Gutteridge, 1989). Il peut réagir avec le H,O,, le "OH, le radical
peroxyle (LOO" (Koeschlin-Ramonatxo, 2006).

3. Caroténoides

Les caroténoides forment une famille de polyenes conjugués pigmentaires aux
capacités antioxydantes similaires a celles des tocophérols (Coulon, 2004). Les caroténoides
comme le B-caroténe, le y-carotene ou le lycopene sont des composés liposolubles, transportés
a D’intérieur des particules lipoprotéiques (Pryor, 1984 ; Clarkson et Tompson, 2000). Dans
les conditions physiologiques (basse pression d’O;), les caroténoides sont d’excellents
piégeurs de radicaux libres (Barros et al., 2007). L’effet antioxydant du - carotene est d0 a
une interaction entre le radical et le systeme de doubles liaisons conjuguées de la chaine
insaturée du piégeur (Coulon, 2004). Le B- caroténe est particuliérement réactif vis-a-vis des
lipoperoxydes. Le radical peroxyle se fixe sur un carbone de la chaine poly-insaturée et sera
stabilisé (Milane, 2004). Les caroténoides sont aussi capables d’inactiver 1’oxygéne singulet
(Datta et al., 2004).

4. Flavonoides

Le terme de flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. Considérés comme des pigments quasi universels
des végetaux (Marfak, 2003), les flavonoides se trouvent dans les différentes parties des
plantes a savoir: les graines, les tiges et les fleurs. lls sont trés abondants dans différents fruits
et légumes, dans le thé, le propolis et le miel. Plus de 4000 types de flavonoides ont été isolés
a partir de diverses plantes (Datta et al.,, 2004). Structuralement, les flavonoides se

répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, les



flavonols, les isoflavones, les flavanone et les anthocyanidines (Figure 2). Ils sont connus
pour leurs nombreuses activités biologiques comme entre autres 1’activité antioxydantes, anti-
inflammatoire, anti-tumorale (Vukies et al., 2008), anti-allergique (Yamamura et al., 1998) et

anti-ischémique (Rump et al., 1995).
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Figure 2. Structures chimiques de quelques flavonoides (Dalle-donne, 2006).

Il est connu que la plupart des effets biologiques des flavonoides sont reliés a leur
activité antioxydante (Ghedira, 2005). Les flavonoides possedent une structure chimique
idéale qui leur confére une capacité a piéger les radicaux libres, et ils sont considérés comme
les antioxydants les plus efficaces in vitro méme plus que les tocophérols et 1’acide
ascorbique (Blokhina et al., 2003). L’activité antioxydante des flavonoides peut étre exercée

par 3 mécanismes différents :

1. Capture directe de radicaux libres : Les flavonoides possédent une structure chimique
aromatique permettant une délocalisation électronique importante, donc une stabilisation de
leurs formes radicalaires. C’est pourquoi les propriétés antioxydantes des flavonoides sont
souvent associées a leur potentiel antiradicalaire (Fiorucci, 2006). De nombreuses études
soutiennent le fait que 1’activité antioxydante des flavonoides (FL-OH) est essentiellement
liée a leur capacit¢ de réduire les espéces réactives de I’oxygéne comme les radicaux
superoxydes, hydroxyles, peroxyles, et alkoxyles par transfert d’hydrogene selon la réaction
suivante (Marfak, 2003) :



FL-OH +R° ———»FL-O"+RH

Le radical flavonoxy (FL-O") peut réagir avec un autre radical pour former une structure
quinone stable (Marfak, 2003) (Figure 3).

OH o Q
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Figure 3. Scavenging des ROS (R)) par les flavonoides (Marfak, 2003).

2. Interaction avec les ions métalliques : Les flavonoides sont connus pour leur capacité a
former des complexes stables avec les ions métalliques en particulier le fer et le cuivre et sont
alors capables d’inhiber la réaction de Fenton et ainsi la production de ROS (Rice-Evans et
al., 1997, Fiorucci, 2006).

3. Inhibition de divers enzymes : Les enzymes qui peuvent étre inhibées par les flavonoides
sont la xanthine oxydase, la lipo-oxygénase, les cyclo-oxygeénase, et les nitriques oxyde
synthase (NOS) (Fiorucci, 2006). En outre, les flavonoides préviennent efficacement la
peroxydation lipidique puisqu’ils peuvent réagir avec la plupart des radicaux libres
susceptibles d’arracher un hydrogéne sur le groupement CH, situé entre les deux doubles
liaisons des acides gras polyinsaturés (Milane, 2004). Ils sont donc de puissants inhibiteurs de
I’oxydation des LDL (De Whalley et al., 1990).

1.3.2. Antimicrobiens naturels

La découverte des antibiotiques fat un grand événement dans I’histoire de 1’humanité.
Cependant, 1’utilisation abusive de ces substances est la cause de 1’apparition de la résistance
et du developpement des allergies. En effet, la résistance aux antibiotiques est apparue
rapidement aprés leur introduction dans le traitement des maladies infectieuses (Witte et al.,
2008). Cette résistance est un facteur majeur compliquant le traitement des infections
bactérienne et induisant la dissémination des souches multirésistantes. De ce fait, les
recherches sont orientées vers la caractérisation de nouveaux agents antimicrobiens d’origine
naturelle, plus précisément d’origine végétale qui peuvent substituer les antibiotiques
classiques ou agir d’une maniere synergique avec ces derniers.

Les plantes synthétisent différents métabolites secondaires comme les phénols et leurs

dérivés. Ces substances qui constituent un moyen de défense pour les plantes contre leurs



différents prédateurs sont souvent pourvues d’activités antimicrobiennes remarquables (Nitta

et al., 2002 ; Kordali et al., 2008).

*Flavonoides

Plusieurs flavonoides ont montré des activités antibactériennes remarquables, tels que
la quercétine (Plaper et al., 2003 ) et les catéchines (Si et al., 2006). Les flavonoides exercent
cet effet via trois mécanismes : I’inhibition de la synthése des acides nucléiques, inhibition de
la fonction de la membrane cytoplasmique et enfin I’inhibition du métabolisme énergétique
(Cushine et Lamb, 2005).

L’un des mécanismes d’action qui se trouve a I’origine de 1’effet antimicrobien des
flavonoides serait la capacité d’inhiber la synthese des acides nucléiques. Les catéchines, par
exemple, qui sont les principaux composés du thé vert sont capables d’inhiber la synthése de
I’ADN et de I’ARN chez Protéus vulgaris et Staphylococcus auréus (Mori et al., 1987). En
effet, les flavonoides peuvent s’intercaler par leur noyau B (figure 4) entre les bases des
acides nucléiques ou faire des liaisons avec ces derniers. L’effet des flavonoides sur la
synthese des acides nucléiques serait également dd a I’inhibition de certaines enzymes clées
de la synthése des acides nucléiques (Plaper et al., 2003). La quercétine et 1’apigenine par
exemple, inhibent I’ADN gyrase d’E. Coli apres la formation d’un complexe avec une sous
unité de cette enzyme inhibant de ce fait sont activité ATPase (Plaper et al., 2003). La rutine
par contre, inhibe les topoisomérases de décaténation de ’ADN chez E. Coli et stimule
I’activité de clivage des topoisomérases (Bernard et al., 1997).

La membrane cytoplasmique de la cellule bactérienne constitue une autre cible des
flavonoides. Ces derniers sont capables de détruire cette barriére (Ikigai et al., 1993 ; Kusuda
et al., 2006) ou de changer la fluidité membranaire (Tsuchiya et al., 2000). En effet, en
présence de certains flavonoides comme les catéchines, il se produit une perte de
biomolécules intracellulaires telles que les nucléotides chez Staphylococcus mutans, cette
perte serait le résultat d’un changement de la permeéabilité de la membrane cellulaire et dune
perturbation de sa fonction (Cishine et lamb, 2005). Ce mode d’action a été notamment
attribué au propolis qui a montré la capacite de diminuer la résistance des cellules aux
antibiotiques et un effet synergique avec des antibiotiques comme la tétracycline (Mirzoeva et
al., 1997 ; Bastos et al., 2008) et I’ampicilline (Stepanovic et al., 2003). D’autres études ont
rapporté que les flavonoides peuvent aussi interférer avec le métabolisme énergétique des
bactéries. En effet, certains flavonoides comme les retrochalcones et le flavanone

lonchocarpole A inhibent fortement la consommation de 1’oxygéne (Haraguchi et al., 1998).

*Phénols simples et acides phénoliques



Les Phénols simples et les acides phénoliques sont parmi les molécules bioactives les
plus simples du métabolisme secondaire des plantes. Ces substances montrent une importante
toxicité envers les microorganismes (Cowan, 1999). Les sites et le nombre des groupements
OH dans les phénols seraient en relation avec cette toxicité envers les microorganismes. Cet
effet antimicrobien augmente avec le nombre des groupements OH. Cet effet est
probablement di a I’inhibition de certaines enzymes via des réactions avec leurs groupements
sulfhydryl ou par des interactions non spécifiques avec ces derniéres (Yamamoto et Ogawa ;
2002; Elzaawely et al., 2005 ; Taguri et al., 2006)

*Quinones

Les quinones sont des substances extrémement réactives trés répandues dans la nature
possédant des cycles aromatiques avec des groupements cétones (figure 4). 1l a été rapporté
que les quinones sont capables de se complexer irréversiblement avec les acides aminés
nucléophiles des protéines conduisant souvent a leur inactivation et & la perte de leurs
fonctions (Cowan, 1999). Ce-ci serait probablement a 1’origine de I’effet antimicrobien de ces
substances. Leurs cibles probables au sein de la cellule microbienne seraient les protéines
d’adhésion de surface, les polypeptides de la paroi et les enzymes membranaires (Cowan,
1999).

*Tannins

Le terme de tannins désigne un groupe de polymeéres phénoliques capables de tanner la
peau des animaux. lls se trouvent pratiquement dans toutes les parties de la plante (bois,
écorces, racines, feuilles et fruits). Ce groupe de composés a suscité un grand intérét au cours
de ces derni¢res décennies vu qu’il a ét¢ rapporté que la consommation des boissons
contenants les tannins tels que le thé vert peut guérir ou prévenir plusieures maladies (Zhao,
2006 ; Khan et Mukhtar, 2007). Plusieurs activités physiologiques humaines telles que la
stimulation des cellules phagocytaires et une variété d’actions anti-infectieuses ont été
attribuées aux tannins (Bruneton, 1999). Une de leurs actions moléculaires est la formation de
complexes avec les protéines par des forces non spécifiques en particulier, les liaisons
hydrogenes et hydrophobes (Haslam, 1996 ; Stern et al.,, 1996). Le mode d’action
antimicrobienne des tannins serait similaire a celui des quinones, cela peut étre lié a sa
capacité de détruire la membrane cytoplasmique (Funatogawa et al., 2004) d’inactiver les
adhésines de surface, les enzymes et les protéines de transport membranaires (Cowan, 1999 ;
Kusuda et al., 2006).



*Polypeptides

Les peptides inhibiteurs de la croissance des microorganismes sont connus depuis
longtemps (Brown et Hancock, 2006). La plupart de ces peptides inhibiteurs sont chargés
positivement et comportent des ponds dissulfures. Il semblerait qu’ils agissent par la
formation de canaux ioniques dans la membrane microbienne ou par inhibition compétitive de
I’adhésion des protéines microbiennes aux polysaccharides des récepteurs de la cellule héte
(Yang et al ; 2006 ; Dolezilvoka et al., 2007).

*Huiles essentielles

Plusieures études ont rapporté que les huiles essentielles exercent une action anti-
microbienne a large spectre qui touche aussi bien les bactéries (Chang et al., 2008), les
champignons (Kumar et al., 2006) que les virus (Kokh et al., 2008). Les huiles essentielles
de I’origan par exemple, inhibent fortement la croissance de Escherichia coli, de Listeria
monocytogena, de Salmonella typhimurium et de Staphylococcus aureus (Oussalah et al.,
2007). Il semblerait que cet effet serait d0 a la présence du carvacrole. Le mécanisme d’action
anti-microbienne des huiles essentielles est en générale mal connu et serait probablement due
a la destruction de la membrane cytoplasmique ou a la rupture de la paroi cellulaire de la
bactérie (Cowan, 1999 ; Rasooli et al., 2006).
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Figure 4. Structure de certains composés d’origine végétale doués d’activité antimicrobienne
(Cowan, 1999).



I1. Plantes utilisées

2.1. Le thé (Camellia sinensis)

Il existent de trés nombreuse sorte de thé commerciaux qui différent selon les variétés
botaniques, 1’dge des feuilles, la variété de traitement et 1’origine géographique. Le thé
commercial peut étre vert, noir, semi fermenté (oolong) ou décaféiné. Le thé vert est stabilisé
par la chaleur séche ou par la vapeur, procédé qui sert a inhiber les polyphénols oxydases
(Frei et Higdon, 2003). Il est ensuite roulé et séché rapidement ou plus au moins torréfier
(figure 5). Le thé noir est flétrie pendant 20 heures, puis roulé, fermenté en atmosphére
humide et séché a I’aire chaud. Le thé de 1’oolong est partiellement fermenté. Le thé décaféiné
est produit par mélange des feuilles seches du thé vert, noir ou semi fermenté avec un solvant
organique qui dissout la caféine qui sera ensuite éliminée (Bruneton, 1999 ; Chan et al.,
2007).

Figure 5. Photographie du thé (Camellia sinensis), A : plante fraiche; B: feuilles seches (thé
commercial)
2.1.1. Composition chimiques

Les feuilles de thé comportent plusieurs types de composants dont les polyphénols
sont les plus majoritaires, constituant de 10 a 30% de leur poid sec (Farhoush et al., 2007).
Cette teneur varie selon le climat (Chan et al., 2006), 1’age de la feuille (les feuilles jeunes en
sont plus riches), la saison (plus élevée en été) (Bruneton, 1999) et la variété (assamica de
I’inde 30% et sinensis de chine 22%) (Yao et al., 2006). Ces polyphénols comprennent entre
autres les catéchines, les flavonols, les flavanones, les acides phénoliques et les esters

galliques de glucose (tanin galliques). Les catéchines comme 1’épigalocatéchine (EGC) ;



I’épigalocatéchine galate (EGCG) ; les galocatéchines (GC) et 1’épicatéchine (EC) sont les
polyphénols les plus abondants du thé (Lin et al., 2003 ; Yao et al., 2006 ; Chan et al., 2006).
Une tasse de thé vert apporterait ainsi 300 a 400 mg de polyphénols. Aprés fermentation (thé
noir), la composition du thé change, et la couleur de I’infusion passe du jaune pale (thé vert)
au rouge brun (thé noir) (Brunton, 1999, Bhattacharyya et al, 2006). Outre les composés
phenoliques, les feuilles du thé contiennent des protéines, des acides aminés et des glucides
(Bruneton, 1999 ; Chen et al, 2005). Elles comportent également des hétérosides d’alcools
terpéniques, aliphatiques et aromatiques responsables de 1’ardme de 1’infusion (Bruneton,
1999). Des bases puriques (caféine) (Rong et al., 2005 ; Chen et al., 2006), des vitamines
(acide ascorbique et vitamine K) (Wanatab et al., 1998 ; Reto et al., 2007) ainsi que des
éléments minéraux (Mn, Co, Ca, Cu, Fe, Mg, P, K, Na et Zn) entrent également dans la
constitution des feuilles de thé (Gallaher et al., 2006 ; Mehra et Baker, 2007,).

2.1.2. Activité biologique

Le thé vert (extrait aqueux des feuilles de Camellia sinensis) est 1’un des boissons les
plus populaires et les plus consommeées dans le monde, vue son arome, son godt et surtout ses
effets biologiques. D’ailleurs, en orient le thé était utilisé comme une plante médicinale
pendant 4000 années avant d’étre une boisson (Buneton, 1999 ; Reto et al., 2007). Plusieures
études ont montré que I’incidence des maladies ou le risque de développer des pathologies est
beaucoup plus faible chez les buveurs de thé ou dans les région dans lesquelles le thé est
couramment consommé (Benzi et al., 1999 ; Zhao, 2006 ; Tsai et al., 2006). De ce fait,
1I’étude des propriétés biologiques du thé a suscité un grand intérét au cours de ces dernieres
décennies. En effet, plusieurs études ont rapporté que la consommation réguliere du thé
diminuerait significativement la cholestérolémie, la triglycéridémie et le rapport LDL/HDL
d’ou la diminution du risque d’athérosclérose et de la prévalence des maladies
cardiovasculaires (Brunton, 1999; Burssil et al., 2006; Cheng, 2006 ). Le thé jouerait aussi un
role préventif envers différentes maladies telles que 1’ Alzheimer, le Parkinson (Chaturvedi et
al., 2006 ; Zhao, 2006), I’obésité, le diabéte (Cheng, 2006), 1’ischémie (Brad et al, 2006) et
les ulceres (Maity et al, 1998). Le thé agit aussi comme agent anti-mutagene (composé isolé
du thé) (Van der Merwe et al., 2006), anti-prolifératif (Kuo et al., 2005) et anti-inflammatoire
(De Bacquer et al., 2006). Le thé protegerait également contre différents types de cancers
comme le cancer du colon (Hirose et al., 2001) de I’intestin (Hirose et al., 2002), de la bouche
(Chamdra Mohan et al., 2006) de la peau (Katiyar et al., 2007) et les tumeurs du cerveau
(Zhang et al., 2006). Cet effet serait d0 notamment a 1’induction de I’appoptose et a

I’inhibition des mutations, des enzymes protéolytiques de 1’invasion, de 1’angiogéneése, de la



signalisation intracellulaire ainsi que des dommages de I’ADN. Mais actuellement, c’est le
potentiel antioxydant du thé qui retient le plus d’attention, vue que le stress oxydant est la
base pathologique de la plupart des maladies chroniques (Farhoush et al., 2007).

*Activité antioxydante

Différentes études ont montré que le thé est pourvu d’une activité antioxydante tres
puissante. En effet, il a été montré, par exemple que I’extrait aqueux du thé diminue
significativement la peroxydation lipidique dans I’intestin gréle et les poumons et qu’il est
capable d’augmenter la résistance des érythrocytes envers le radical peroxyl (Sakakibara et
al., 2006). Cette activité serait notamment attribuée a la présence des catéchines (Yamamoto
et al., 2006) Selon d’autres auteurs, I’infusion du thé augmenterait également le taux des
antioxydants plasmatiques chez I’homme (Benzi et al., 1999). Certaines études ont rapporté
que cette activité du thé est en grande partie due a la présence des polyphénols (Hashimoto et
al., 2003 ; Farhoosh et al., 2007). Les polyphénols du thé agissent aussi comme antioxydants
en piégeant des especes réactives de 1’oxygene et du nitrogene ainsi. (Zhao, 2006 ; Tsai et al.,
2006). Ils peuvent aussi fonctionner comme des antioxydants indirectement soit par
I’inhibition des enzymes prooxydantes telles que la iINOS (Nitric Oxide Synthase inductible)
(Lin et al, 2006), lypooxygénase, cyclooxygénase et la xanthine oxydase ; soit par 1’induction
des enzymes antioxydantes comme la SOD et la glutathion S transférase (Frei et Higdon,
2003).

*Activité antimicrobienne

Le thé vert est également un antimicrobien efficace. En effet, il exerce une activité
notable contre les bactéries de I’appareil digestif (Wu et al., 2007) et celles responsables de la
détérioration des aliments (Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium DT104,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, et Bacillus cereus) (Si et al., 2006). Le thé
exerce aussi une activité bactéricide envers différentes souches pathogénes et méme celles qui
sont résistantes a la ciprofloxacine comme staphylococci et pseudomonas aeruginosa (Lee et
al., 2003). Les polyphénols du thé peuvent diminuer la thermo-résistance des bactéries
formants des spores telles que Bacillus stearothermophilus et Clostridium thrmoaceticum
(Sakanaka et al., 2000). Le thé posséde également une activité antifongique (Sato et al., 2000)
et antivirale, sur I’epstein bar virus et le virus de I’influenza (Sato et al,, 2000 ; Song et al.,
2005).



2.2. L’origan (Origanum glandulosum)

L’origan ou Origanum glandulosum est une plante aromatique appartenant a la famille
des lamiacées et largement distribuée dans la région méditerranéenne y compris 1’ Algérie et la
Tunisie (Bendahou et al, 2007). 1l s’agit d’une plante vivace de 20 & 60 cm de hauteur, tres
aromatique et couverte de poils mous (figure 6). Ses fleurs sont roses et ses feuilles sont

ovales (Fournier, 1999).

Figure 6. Photographie de la palnte de I’origan (Origanum gladullosum) A, plante fraiche ; B,
feuilles séches (origan commercial)
2.2.1. Composition chimique

L’origan comporte différents types de composés dont les plus abondants sont les
composés phenoliques comme les tannins (Fournier, 1999; lvanova et al., 2005), les
flavonoides, I’acide caféique et I’acide rosmarinique (Kouri et al., 2007). L’origan est
également riche en huiles essentielles. La fraction majoritaire est celle du carvacrol suivi par
le thymol, le pcimene et le y terpinene avec respectivement : 85.49%, 3.78%, 2.62% et 2.06%
de I’huile essentielle (Bampidis et al., 2005).

2.2.2. Activité biologique

L’origan est en général tres utilisé en cuisine italienne et méditerranéenne comme
épice sous sa forme fraiche ou seche. La plante sechée est également utilisée dans I’industrie
alimentaire pour améliorer le golt (Bertelli et al, 2003). L’infusion de 1’origan est
recommandé contre la catarrhe chronique et I’asthme humide, les troubles circulatoires, la
jaunisse, les maux de gorge, la toux, les névralgies et pour calmer les maux de dents

(Fournier, 1999). Il est aussi utilisé comme antalgique dans les affections de la cavité buccal



et ou du pharynx et en cas de congestion nasale et du rhume (Bruneton, 1999). L’origan est
aussi utilisé pour soulager des douleurs rhumatismales et des crampes (Fournier, 1999).
L’extrait aqueux de 1’origan a montré également un effet antihyperglycémiant chez les rats
diabétiques, mais sans affecter la concentration plasmatique de I’insuline (Lemhadri et al.,
2004). L’huile essentielle de I’origan posséde aussi un effet antimutagéne, une activité
insecticide et serait capable d’altérer la croissance du trypanosome (Ipek et al., 2005; Santoro
et al., 2006; Calmasur et al., 2006; Mezzoug et al., 2007).

*Activité antioxydante

Peu d’¢études ont rapporté 1’effet antioxydant de I’origan. Certaines ont montré que les
extraits alcooliques de 1’origan était capable d’inhiber la peroxydation lipidique, I’oxydation
des LDL humains et de piéger les radicaux libres (Dorman et al., 2003; Chun et al., 2005 ;
Kapeka et al., 2005). Cette activité serait due en grande partie a la présence des polyphénols.
Les huiles essentielles de 1’origan ont également exercées une forte activité antioxydante et
qui serait comparable a celle du tocophérol et du BHT. Cette activité antioxydante des huiles

essentielles est souvent attribuée au thymol et au carvacrol (Kulisic et al., 2004).

*Activité anti microbienne

L’origan aurait également une activité antimicrobienne considérable. En effet, il a été
rapporté que I’extrait méthanolique de 1’origan inhibe la croissance des bactéries appartenant
au genre hélicobacter (Chun et al., 2005). D’autres auteurs ont montré que 1’hydrosol de
I’origan exerce un effet inhibiteur envers la croissance de Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 2392 Yersinia enterocolitica ATCC 1501 (Sagdig, 2003). Les
huiles essentielles de cette plante ont aussi montré une activité antibactérienne et anti
fongique en vers une multitude de bactéries et de champignons (Baydar et al, 2004, Bendahou
et al., 2007 ; Sahin et al., 2004) et inhibent également la croissance et le développement des

spores des levures des aliments (Souza et al., 2007).

2.3. Le gingembre (Zingiber officinalis)
Le gingembre (Zingiber officinalis), est une plante herbacée vivace appartenant a la
famille des zingibéracées (figure 7). C’est une plante rampante au rhizome épais et

tuberculeux qui se trouve ramifié dans un seul plan (Grunwald et Janicke, 2006).



Figure 7. Photographie de Zingiber officinalis montrant la partie aérienne et les rhizomes de
la plante (A : rhizomes sécs ; B : rhizomes frais).

Le gingembre est cultivé en Inde, en Chine, dans tout le sud-est asiatique (Indonésie,
Philippine, etc.) ainsi qu’en Afrique tropicale (Nigeria). L’aspect du rhizome varie selon le
mode de préparation : gingembre gris, gingembre blanc ou gingembre confit. La cassure est
fibreuse et granuleuse, 1’odeur est aromatique et la saveur est chaude et piquante. (Bruneton,
1999 ; Sabulal, 2006).

2.3.1. Composition chimique

Les rhizomes de gingembre sont tres riches en amidon qui représente pres de 60%,
mais ils renferment également des protéines, des graisses, des huiles essentielles (Bruneton et
al., 1999). Les rhizomes frais du gingembre contiennent aussi de 1’anthocyanine qui constitue
0,67-2,38 mg/100g du rhizome (ljima et al., 2003). Leur composition en huiles essentielles
varie beaucoup selon 1’origine géographique, mais les éléments principaux sont des carbures
sesquiterpéniques qui représentent 30 a 70 % des huiles essentielles de la plante. Les
constituants responsables de la saveur trés marqués de la plante sont connus sous les noms de
[3-6], [8], [10] et de [12]- gingéroal.



2.3.2. Activité biologique

Les rhizomes de gingembre sont trés anciennement utilisés en Inde et en Chine soit
comme épice soit comme plante médicinale. La plante est utilisée pour le traitement populaire
de différents désordres tels que la fievre, les douleurs musculaires et les maux de la gorge, la
toux, les sinusites, les diarrhées, les crampes, 1’indigestion, le manque d’appétit et la grippe
(Ma et Gang, 2006) et ainsi pour soulager ou calmer les symptomes de I’arthrite et les
rhumatismes (Khanom et al., 2000).

Chez les personnes diabétiques et hypercholestrolémiques, la consommation de la
poudre du gingembre diminue le taux de glycémie, le taux du cholestérol, de LDL et des
VLDL (Andallu et al., 2004). Le gingembre est également utilisé dans le traitement des
nausées et des vomissements lors de la grossesse chez la femme (Bryer, 2000). Il a été aussi
rapporté que I’extrait aqueux du gingembre exhibe une activité enthélmintique contre les
nématodes gastro-intestinaux (Igbal et al., 2006), une activité contre 1’obésité, une activité
anti inflammatoire et antithrombotique (Han et al., 2005 ; Thomson et al., 2002). Il a été
montré que 1’extrait éthanolique du gingembre peut prévenir le développement de
I’athérosclérose chez la souris en réduisant le taux, I’oxydation et I’agrégation des LDL
plasmatiques réduisant de ce fait I’accumulation du cholestérol cellulaire (Fuhrman, 2000). Le
gingérol et le shogaol, constituants majeurs du gingembre seraient d’importants agents anti
cancéreux (Manju et Nalini, 2005). Ces derniers auraient notamment la capacité de prévenir la
malignité du cancer in vivo et in vitro par inhibition de ’angiogéné¢se (Kim et al., 2005). De
plus, ces constituants montrent aussi une grande activité antiplaquettaire qui serait due a

I’inhibition de la cyclooxygénase (Nurtjahja-Tjendraputra et al., 2003).

*Activité antioxydante

Les substances naturelles extraites du gingembre sont également d’importants agents
antioxydants. En effet, il a été rapporté que 1’addition du gingembre au régime alimentaire des
rats previent la formation des ROS et maintient I’intégrité des érythrocytes (Ahmed et al.,
2000). De plus, I’incorporation du gingembre dans I’alimentation des rats agés diminue le
stress oxydant (Topic et al., 2002). Le taux des enzymes impliquées dans la defense
antioxydante est significativement augmenté, accompagné par une réduction de la
peroxydation lipidique dans le foie et les poumons de ces rats (Kota et al., 2008). Une
diminution des produits de I’oxydation des protéines dans le foie des rats ayant consommé du
gingembre est également observée (Kota et al., 2008). Le [6] gingérol un majeur composant
du gingembre inhibe la synthése de NO" et prévient les dommages NOO™ dépendantes et

serait également capable d’inhiber la NADPH oxydase et la xanthine oxydase (Ippoushi et al.,



2003 ; Kim et al., 2005). L’activité antioxydante du gingembre serait attribuée aux

polyphénols présents dans 1’extrait.

*Activité antimicrobienne

Des activités antimicrobiennes ont également été attribuées au gingembre. Des travaux
ont par exemple montré que I’extrait éthanolique du gingembre exerce une activité anti
fongique (Ficker et al., 2003) et antibactérienne importantes notamment envers les bacilles.
De plus, I’extrait hexanique du gingembre réduit la concentration minimale inhibitrice des
aminoglycosides chez les enterococcus résistants a la vancomycine. Les huiles essentielles du
gingembre ont montré également un effet inhibiteur significatif envers Candidat albicans,
Aspergillus niger (antifongique), Bacillus subtilis et Pseudomonas sp (antibactérien)
(Wannissorna et al., 2005 ; Sabulal et al., 2006). L’huile essentielle du gingembre a montré
aussi un effet contre le virus de ’herpes (Koch et al., 2008). Une protéine isolée a partir du
rhizome de gingembre a montré un effet inhibiteur envers différents champignons comme
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Mycosphaerella, arachidicola, et Physalospora
piricola (Wang et T B Ng, 2005).
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MATERIEL ET METHODES

I. Matériel biologique

1.1. Plantes

Trois plantes ont été utilisées dans cette étude a savoir le thé, le gingembre et 1’origan.
Le thé utilisé (Camellia sinensis sp) est de type vert de marque « DISMA », il est originaire
de Chine et acheté du marché local. Le gingembre (Zingiber officinalis sp) est aussi acheté du
marché local sous sa forme séche, son origine est aussi la Chine. Pour 1’origan (Origanum

glandulosum sp), il a été récolté de la région de Ain Oulmen au sud de Sétif.

1.2. Bactéries

L’activité antimicrobiens des extraits aqueux des trois plantes étudiées a été testée sur
des souches bactriennes dont certaines (Escherichia coli: ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa : ATCC 27853, Staphylococcus aureus ;~ATCC2592 3) proviennent de I’ American
Type Culture Collection, tandis que les autres (Bacillus sp, Klebsiella pneumoniae,

Salmonella typhi, Enterobacter agglomerans, Serratia marcescens, Citrobacter freundii),

nous ont été fourni par le laboratoire de bactériologie du CHU de Sétif, ou elles ont été isolées

a partir de prélévements cliniques humains.

I1. Produits chimiques

2.1. Solutions de travail
Tous les produits chimiques utilisés dans cette étude sont de grade analytique et
proviennent de Sigma (St Louis, USA), Aldrich (Steinhaim, Allemagne), Fluka (Buchs,
Suisse) ou Merck (Darmstadt, Allemagne).
* DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picryl-Hydrazyl) (0.004%), préparé dans le méthanol pur.
* B caroténe (1mg/ml), préparé dans le chloroforme pur.
* FeCl , (2mM), préparé dans de 1’eau distillée.
* Ferrozine (5SmM), préparé dans de 1’eau distillée.
* BHT (Butylated Hydroxy Toluene) (2mg/ml), préparé dans 1’éthanol pur.
* Acide ascorbique (0,5 mg/ml), préparé dans de 1’eau distillée.
* EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) (1mg/ml), préparée dans de 1’eau distillée.
* Milieu Mueller Hinton (38g/1), préparé dans de 1’eau distillée.
* Bouillon nutritif (26g/1), préparé dans de 1’eau distillée.



2.2. Milieux de cultures

Lors de la réalisation des antibiogrammes ou de la détermination de 1’activité
antimicrobienne des différents extraits étudiés, les bactéries sont cultivées sur un milieu solide
de Mueller Hinton (Bio Rad). Tandis que la détermination de la CMI se fait sur des bactéries

cultivées dans le bouillon nutritif de Mueller Hinton (Sigma).

2.3. Antibiotiques

Les antibiotiques de références employés dans cette étude se présentent sous forme de
disques comportant: la polymyxine (PB) a 300 Ul, la doxycycline (DOT) a 30Ul ou le
chloramphénicol (CMP) a 30ug.

II1. Méthodes d’extraction

Les plantes utilisées dans cette étude sont toutes consommeées sous forme de boissons
chaudes voir méme froides. C’est pour cette raison que les extraits aqueux de ces plantes sont
choisis dans cette étude pour tester leurs activités antioxydantes et antimicrobiennes. Pour le
thé et I’origan nous avons utilisé les feuilles, tandis que pour le gingembre nous avons utilisé
les rhizomes secs, aprés les avoir broyés. L’extraction est réalisée en milieu aqueux selon

deux méthodes a savoir, I’infusion et la décoction (Stege et al, 2006).

- Infusion : Les feuilles de thé vert ou d’origan (5g) et les rhizomes de gingembre (5 ou 109)
sont deposés dans 100 ml d’eau distillée bouillante et laissés infuser pendant 20mn dans un
récipient couvert.
-Décoction : Les mémes proportions de plantes et d’eau distillée sont utilisées dans cette
méthode, sauf que les melanges sont laissés bouillir pendant 20mn.

Une fois le temps de I’infusion ou de la décoction écoulé, les extraits obtenus aprés
élimination des feuilles ou des morceaux de rhizomes sont centrifugés a 2000 t/min pendant

7mn. Le surnageant est en suite lyophilisé et conservé a -20°C jusqu’a utilisation.

IV. Activité antioxydante

Les extraits aqueux du thé, de I’origan et du gingembre, obtenus par infusion ou
décoction sont testés pour évaluer leur capacité antioxydante. Trois différents tests
d’évaluation sont utilisés, a savoir le test du DPPH qui permet de déterminer 1’effet
scavenger, le systeme B-caroténe/acide linoléique qui détermine le pouvoir réducteur et le test

de chélation des métaux.



4.1. Effet scavenger des extraits étudiés envers le radical DPPH

L’¢évaluation de D’effet scanvenger des extraits étudiés envers le radical DPPH est
réalisée selon la méthode décrite par Que et ses collaborateurs (2006). Pratiquement, 2 ml de
la solution de DPPH (0,1mM) sont ajoutés a 2 ml d’eau distillée contenant différents volumes
d’acide ascorbique a 0.5 mg /ml ou des extraits etudiés (thé et origan & Img/ml, gingembre a
10mg/ml). Le contr6le est préparé de la méme maniére que pour les échantillons sauf que la
substance testée est substituée par de ’eau distillée. Aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité,
I’absorbance est lue a 517 nm contre un blanc. L’activité scavenger des extraits étudiés est
alors exprimée en % et calculée selon la formule suivante :

Activité scavenger (%) = [(Ac — Ae) / Ac] x 100

*Ac : absorbance du controdle.

*Ae : absorbance de 1’échantillon.

4.2. Test du systéme B caroténe/acide linoléique

L’activité antioxydante des extraits étudiés est évaluée dans cet essai, par le systeme
[-carotene/acide linoléique, selon la meéthode décrite par Sun et Hu (2005), a laquelle
certaines modifications ont été apportées. Pratiquement, une émulsion est préparée en mettant
dans un ballon contenant 0.2 g de tween40, 1 ml de solution de B-caroténe (1mg /ml) préparée
dans le chloroforme pur. Ce dernier est ensuite éliminé par évaporation rotative pendant 4 min
a 45°C a I’aide du rotavapor (Buchi R- 210 Stwitzerland). L’acide linoléique (25ul) et I’ecau
distillée (100 ml) sont en suite ajoutés au melange suivi par une forte agitation pour former
I’émulsion. Des aliquotes de 10 ml de cette émulsion sont immédiatement déposés dans des
tubes contenant 700pl d’eau distillée (contrOle), 700ul d’une solution BHT (produit de
référence) a 2mg/ml ou 700 pl de D’extrait étudié. Immeédiatement aprés le dépbt de
I’émulsion dans les tubes, I’absorbance des mélanges au temps 0 est mesurée a 490 nm. Les
tubes sont alors incubés dans un bain marie a 50C° et 1’absorbance du mélange est mesurée
toutes les 15 minutes pendant 2 heures. Les lectures sont effectuées contre un blanc constitué
de la méme émulsion que celle du départ mais dépourvue de B-caroténe et dans laquelle les
échantillons sont remplacés par leurs solvants. L’activité antioxydante est exprimée en
pourcentage d’inhibition est calculée en appliquant la formule suivante :

Inhibition (%) = [1-(Aet- Aey)/ (Act-Acy)] X100

Aet: absorbance de I’échantillon apres deux heures.
Aeg: absorbance de I’échantillon au temps 0.
Act : absorbance du contréle apres deux heures.

Acy: absorbance du controle au temps 0.



4.3. Chélation des métaux

La capacité des extraits étudiés a fixer les ions Fe** est évaluée selon une méthode
adaptée de celle rapportée par Fei et ses collaborateurs (2006) d’une part et Oktay et ses
collaborateurs (2003) d’autre part. Pour cela, 50ul de la solution de FeCl, (2Mm) et 100ul de
la solution de ferrozine (5mM) sont ajoutées a 1850 ul d’eau distillée contenant différents
volumes d’EDTA a 1 mg/ml ou de I’extrait étudié (10mg/ml). Le contrble est préparé de la
méme facon en remplagant 1’échantillon par de I’eau distillée. Les mélanges sont incubés a
température ambiante pendant 10min puis I’absorbance est mesurée a 562nm. Le pourcentage
de I’activité de chélation des extraits étudi€s est calculé comme suit :

Chélation (%0): [(Ac-Ae)/At] x100

Ac : absorbance du contrdle.

Ae : absorbance de 1’échantillon.

V. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des différents extraits aqueux obtenus par décoction et par
infusion du thé, du gingembre et de l'origan a été déterminée sur plusieurs souches
bactériennes (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus sp,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, Enterobacter agglomerans, Serratia marcescens,
Citrobacter freundii). Une fois I’effet obtenu, il est systématiquement quantifié. L’étude
qualitative détermine le degré de sensibilité des microorganismes a la substance ajoutée au
milieu. Différentes techniques sont utilisées pour étudier cet effet. La plus importante est la
méthode des disques dont le principe se base sur la diffusion des substances testées du disque
vers le milieu de culture solide. Cependant, I’étude quantitative mesure la concentration
minimale inhibitrice (CMI) de la substance testée.

Dans un premier temps, la sensibilité des bactéries envers les différents extraits
utilisés est testée par la technique de diffusion sur I’agar. Dans le cas ou le test est positif
(importante zone d’inhibition), une étude quantitative est alors effectuée pour la détermination

des CMI.

5.1. Etude de I’effet antibactérien des extraits étudiés (test de diffusion sur I’agar)
L’activité antibactérienne, obtenue avec les extraits étudiés est comparée a celle des

antibiotiques standards. Cette approche fournit une meilleure preuve de I’action anti-

bactérienne des substances utilisées. La technique utilisee (Rahal, 2005) permet de mesurer in

vitro le diamétre du halo d’inhibition (zone claire) qui représente la zone de non croissance



bactérienne. Plus le diametre d’inhibition est grand, plus 1’activité antimicrobienne est

importante. La figure 8 résume les différentes étapes de cette technique.

Colonie bactérienne a tester

'

Préparation de la suspension bactérienne dans de 1’eau distillée stérile

¢

Fixation de I’opacité de la suspension a 0.5 Mc Farland

'

Ensemencement des boites coulées avec Mueller Hinton agar

'

Dép6t des disques contenant la substance a tester

l Incubation a 37C°/ 24h

Mesure des diameétres des zones d’inhibition

Figure 8. Etapes de I’é¢tude de I’effet inhibiteur des extraits sur les bactéries.

Pratiguement, une suspension bactérienne d’une opacité de 0.5 Mc Farland est
préparée a partir d’une culture jeune (agée de 18 heures). Cette opacité, correspond & une
absorbance de 0.08-0.1 mesurée a 625 nm (Rahal, 2005). Un inoculum est prélevé de cette
suspension et immédiatement ensemence sur des boites de Peétri contenant une couche de
gélose Mueller Hinton de 4 mm d’épaisseur. L’ensemencement est effectué par
écouvillonnage qui consiste a tremper un écouvillon stérile dans le tube contenant la
suspension bactérienne précédemment préparée et a le frotter sur la totalité de la surface
gélosée de facon a former des stries serrées. Le frottement de 1’écouvillon sur la méme boite
de pétri doit étre répété a trois reprises en tournant a chaque fois la boite d’un angle de 60°.

Une fois I’ensemencement effectué, des disques de 6 mm de diamétre, préparés a partir de



papier filtre stériles sont imprégnés de 15 ul de I’extrait étudié (préparé dans de 1’eau distillée
a 0,4g/ml pour le thé et I'origan et a 70mg/ml pour le gingembre a 10%). Ces disques
imprégnés sont en suite déposés sur la surface de la gélose ensemencée suivie d’une
incubation de 24 heures a 37°C. Chaque boite de Pétri est réalisée en duplicata et comprend 4
disques dont trois sont imprégnés du méme extrait et le quatrieme sert de disque contrdle et se
trouve imprégné d’eau distillée stérile. D’autres boites comportent des disques d’antibiotiques
de références qui sont utilisés comme standards. Apreés le temps d’incubation, les diamétres
des zones d’inhibition produites par les extraits étudiés sont mesurés et comparés a ceux

obtenus avec les antibiotiques standards.

5.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Cet essai a été réalisé afin de mieux définir 1’activité inhibitrice de la croissance
bactérienne induite par les extraits étudiés. Cette technique est réalisée selon une méthode
adaptée de celle rapportée par Ozturk et Ercisli, (2007) et Candan et ses collaborateurs (2003).
Pratiquement, des dilutions successives d’un facteur de % sont réalisées a partir de solutions
meéres des extraits a tester, préparés dans de 1’eau distillée stérile aux mémes concentrations
que celles utilisées dans ’essai précédant. Par la suite, 100pl de chaque concentration obtenue
sont déposés dans trois puits d’une microplaque stérile. Ce volume est alors complété, dans
chacun de ces trois puits par 95 pl de milieu de culture stérile (Mueller Hinton liquide) et 5 pl
de la suspension bactérienne de 0.5 Mc Farland (souche sensible). Dans les puits témoins les
extraits sont remplacés par de 1’eau distillée stérile. Apres une incubation de 24 heures a
37°C, les puits sont examinés a I’eil nu. Un milieu trouble indique une croissance
bactérienne, tandis qu’un milieu clair indique une inhibition. Afin de confirmer les inhibitions
obtenues, un prélevement de chaque puits présentant un aspect clair est transféré dans des
boites de pétri contenant de la gélose Mueller Hinton, préalablement coulée sous forme de
lignes paralléles de 5 cm de long. Ces boites sont ensuite incubées pendant 24 heures a 37 C°.
Les valeurs des CMI sont déterminées comme étant les plus faibles concentrations des extraits

testés qui induisent une absence visible de la croissance bactérienne (Ozturk et Ercisli, 2007).



Analyse statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne arithmétique (M) des n valeurs
obtenues + I’écartype (SD) [M + SD]. Le test de Student est utilis€ pour évaluer la
signification des effets des différentes substances testées. La différence est considérée
statiqguement significatives au risque 5% (p<0,05).

Les ICsy des extraits testés sont déterminées par la méthode du Logit a partir de la

courbe de régression linéaire établie par la transformation linéaire dite de "Logit-Log

probit" dont la formule de 1’équation de régression est la suivante :

Logit =a (-Log vol) + b

Dont :
C

Logit=Log ————
100-C

C : pourcentage d’inhibition.

Log = logarithme décimal.

Vol : volume de I’extrait



Résultats



Résultats

1. Extraction

Le thé, le gingembre et 1’origan sont le plus souvent consommés sous forme de
boissons chaudes ou froides, préparées par décoction ou infusion. Ceci est la raison pour
laquelle nous avons choisi ces deux méthodes pour obtenir les extraits de ces plantes afin
d’étudier leurs activités anti-oxydantes et anti-microbiennes.

Apres extraction, les liquides obtenus sont lyophilisés et le rendement est calculé selon

la formule suivante :

Poids du lyophilisat
Rendement % = —— X 100
Poids initial de la plante

Les différents rendements obtenus sont présentés dans le tableau 3:

Tableau 3. Rendements (%) des extractions du thé, origan et gingembre.

Thé (5%) Origan (5%) Gingembre 5% Gingembre (10%)
Méthode
a . Infusion Décoction | Infusion | Décoction| Infusion | Décoction | Infusion | Décoction
extraction
Rendement 21,4% 21,5% 21,8% 18,1% 5,3% 57% 4,8% 6,7%

Aucune différence n’est constatée entre I’infusion et la décoction du the ou du
gingembre a 5%. Par contre, I’infusion a donné le meilleur rendement avec ’origan et la

décoction a montré un rendement plus éleve avec le gingembre a 10%.

2. Activité antioxydante

2.1. Effet scavenger en vers le radical DPPH

Le test de réduction du radical DPPH est largement utilis¢ pour 1’évaluation des
activités antioxydantes. Le DPPH est un radical libre qui accepte un électron ou un atome
d’hydrogéne pour devenir une molécule stable non radicalaire. La capacité de réduire ce
radical est déterminée par la diminution de 1’absorbance a 517nm induite par la substance
étudiée.

Les différentes concentrations des extraits aqueux du thé, préparés par infusion ou
décoction ont montré des effets scavengers tres significatifs (P< 0,01) en vers le radical DPPH

(figure 9). Ces effets restent dose dépendante jusqu’a une concentration égale a 10ug/ml. A



des doses supérieures a celle-ci, les activités antiradicalaires des deux extraits du thé restent
stables et la courbe forme un plateau a la valeur de 88% d’inhibition (figure 9). A la méme
dose, I’acide ascorbique a donné une activité anti-oxydante supérieure a 95%.

La valeur de 50% d’activité antioxydante est produite par 3,25ug/ml de 1’extrait de
I’infusion du thé et par 3,03ug/ml de I’extrait de décoction. Par contre, I’acide ascorbique a
exhibé le méme pourcentage d’activité antioxydante mais a une dose de 2,60 pg/ml
seulement.

Les extraits de I’origan obtenus par décoction ou infusion ont également présenté une
importante activité anti-radicalaire en vers le DPPH (p<0,01) (figure 10). Ces activités sont
dose-dépendantes a des concentrations comprises entre 1ug/ml et 20ug/ml. A partir de
20pg/ml, les effets piégeurs des deux extraits de 1’origan se stabilisent et atteignent un
maximum d’environ 86% (figure 10).

La réduction de 50% des molécules du DPPH est obtenue a une concentration de
5ug/ml avec les deux extraits de 1’origan. Ces concentrations sont supérieures a celles du thé
d’un facteur de 1,5 pour I’infusion et de 1,6 pour la décoction. Alors que 1’acide ascorbique a
donné le méme pourcentage d’activité mais avec une concentration pratiquement deux fois
plus faible que celle des extraits de I’origan.

La réduction du DPPH augmente aussi tres significativement (p<0,01) en présence de
I’extrait du gingembre obtenu par décoction (figure 11), tandis que pour I’extrait de
I’infusion, I’effet ne devient statistiquement significatif qu’a partir de 62pg/ml (p<0,01). Ces
effets antiradicalaires sont positivement corrélés avec les concentrations des deux extraits. A
187pg/ml, I’extrait obtenu par infusion engendre une réduction d’environ 76%. Alors qu’a la
méme concentration, I’extrait obtenu par décoction a induit une réduction d’environ 92%.

La valeur de I’ICs est de 32ug/ml dans le cas de la décoction, alors que dans le cas de
I’infusion, cette concentration est égale 75ug/ml soit pratiquement le double. Ces valeurs sont
supérieures a celle obtenue avec 1’acide ascorbique d’un facteur de 29 dans le cas de

I’infusion et de 12 dans le cas de la décoction.
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Figure 9. Activité anti-radicalaire des extraits aqueux (infusion et décoction) du thé et de
I’acide ascorbique (antioxydant de référence) evaluée par le test de réduction du DPPH. Les
résultats sont exprimés en pourcent de réduction du radical DPPH par rapport au contrdle
considéré comme le 0% de réduction. Chaque point représente la moyenne + SD (n=3). Thé
ou acide ascorbique vs contrdle; P est toujours <0,01 (test t. Student).
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Figure 10. Activité anti-radicalaire des extraits aqueux (infusion et décoction) de 1’origan et
de I’acide ascorbique (antioxydant de référence) évaluée par le test de réduction du DPPH.
Les résultats sont exprimés en pourcent de réduction du radical DPPH par rapport au contréle
considéré comme le 0% de réduction. Chague point représente la moyenne + SD (n=3).
Origan ou acide ascorbique vs controle; P est toujours <0,01 (test t. Student).
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Figure 11. Activité anti-radicalaire de I’extrait aqueux (infusion et décoction) du gingembre
et de ’acide ascorbique (antioxydant de référence) évaluée par le test de réduction du DPPH.
Les resultats sont exprimes en pourcent de réduction du radical DPPH par rapport au contréle
considére comme le 0% de réduction. Chaque point représente la moyenne + SD
(n=3).Gingembre ou acide ascorbique vs contréle; P est toujours <0,01 (test t. Student).

2.2 Test du B-carotene

La capacité antioxydante des extraits étudiés est aussi évaluée par le systeme B-
carotene/acide linoléique. Les radicaux libres provenant de 1’oxydation de 1’acide linoléique
attaquent le B-carotene et induisent sa décoloration. La présence de substances pourvues
d’une activité antioxydante peut réduire cette décoloration par la neutralisation des radicaux
libres de 1’acide linoléique et d’autres radicaux formés dans le milieu (Sun et Hu, 2005).

Les extraits aqueux (infusion et décoction) du thé, de 1’origan et du gingembre ont
montré une activité antioxydante tres importante. En effet, en présence de ces extraits
(130pg/ml), les absorbances de la solution du B-caroténe restent stables durant tout le temps
d’incubation (figure 12, 13, 14). Aprées 30 minutes d’incubation par exemple, I’absorbance de
la solution du B-caroténe diminue d’environ 60% en 1’absence de toute substance (controle),
tandis qu’elle diminue d’environ de 3 % (p<0,01) seulement en présence des deux extraits du
thé (figure 12). Cette absorbance reste aussi constante aprés 30 minutes en présence de
I’extrait de 1’origan préparé par infusion mais diminue de 5% (p<0,01) seulement avec
I’extrait de I’origan préparé par décoction (figure 13).

En présence de l’extrait du gingembre préparé par décoction, 1’absorbance de la
solution du B-caroténe diminue de 12% (p<0,01) apres 30 minutes également, alors qu’avec

I’extrait obtenu par infusion, la diminution de 1’absorbance est beaucoup plus importante, et
est de 25% (p<0,01) (figure 14).



Apreés deux heures d’incubation, I’absorbance du contréle diminue de prés de 95%, par
contre, en présence de I’extrait du thé obtenu par décoction, 1’absorbance du -caroteéne est
réduite de 7% (p<0,01) seulement et de 12% (p<0,01) avec I’extrait préparé par infusion.
Cette diminution est respectivement de 8% et de 17% (p<0,01) avec 1’extrait de 1’origan
préparé par décoction et infusion. Alors qu’avec les deux extraits du gingembre, 1’absorbance
du B-carotene décroit de plus de 30% (p<0,01). L’incubation avec le BHT, utilis¢ comme
antioxydant de référence a la méme concentration que les extraits étudiés (130ug/ml), a donné
des absorbances qui sont restées pratiquement constantes durant tout le temps d’incubation.

De ce fait, aprés deux heures, les extraits du thé obtenus par décoction et infusion ont
induit une inhibition de 1’oxydation de 1’acide linoléique de 88% et de 93% respectivement
(p<0,01). Les deux extraits de 1’origan ont également engendré des inhibitions semblables
(83% et 93% (p<0,01) pour I’infusion et la décoction respectivement. Ainsi, les extraits du thé
et de 1’origan préparés par décoction ont produits un effet pratiquement identique a celui
induit par le BHT qui a donné, aprés deux heures d’incubation une inhibition égale a 96%
(p<0,01). Par contre, les deux extraits du gingembre sont moins efficaces et 1’inhibition

induite n’était que de 68% (p<0,01) avec les deux extraits.
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Figure 12. Changement de I’absorbance du B-carotene a 490nm en présence des extraits
aqueux (infusion et décoction) du thé et du BHT (antioxydant de référence). Chaque point
représente la moyenne + SD (n=3). Thé ou BHT vs controle; P est toujours <0,01 (test t.
Student)
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Figure 13. Changement de 1’absorbance du fB-carotene a 490nm en présence des extraits
aqueux (infusion et décoction) de 1’origan et du BHT (antioxydant de référence). Chaque
point représente la moyenne + SD (n=3). Origan vs contrble; p<0,05 apres 15 min, a partir de
30 min: p<0,01. BHT vs contrdle; P toujours <0,01 (test t. Student).
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Figure 14. Changement de 1’absorbance du B-carotene a 490nm en présence des extraits
aqueux (infusion et décoction) du gingembre et du BHT (antioxydant de référence). Chaque
point représente la moyenne + SD (n=3). Gingembre (infusion) vs Contrdle; p<0,05 a t=30
min, a partir de t=30 min : p<0,01; gingembre (décoction) ou BHT vs contrdle; p toujours
<0,01 (test t. Student).



2.3 Test de chelation des métaux

La capacité des extraits aqueux du thé, de ’origan et du gingembre a fixer les ions
Fe?* est également estimée dans cette étude. La ferrozine peut former des complexes avec les
ions Fe?* produisant alors une coloration rouge. La présence d’agents chélateurs dans le
milieu inhibe la formation de ces complexes, et induit une diminution de I’intensité¢ de la
couleur.

Les différentes concentrations des deux extraits aqueux du thé ont exhibé des effets
chélateurs envers les ions Fe®* statistiquement trés significatifs (p<0,01) et qui sont
positivement corrélés avec la dose (figure 15). A une concentration de 4,5mg/mi
(concentration maximale utilisée), les deux extraits du thé ont montré un maximum d’activité
de chélation d’environ 75% et 72% pour I’infusion et la décoction respectivement. La
détermination des ICso a donné des valeurs de 1,73mg/ml pour I’infusion et de 1,55mg/ml
pour la décoction. L’EDTA, utilis¢é comme chélateur de référence a produit un effet chélateur
trés important et supérieur a celui du thé. En effet, il a montré une activité maximale égale a
97% a une concentration égale a 200ug/ml seulement et avec une ICso de 51pg/ml soit une
concentration 20 fois plus faible que celles des deux extraits du thé.

Les deux extraits de 1’origan ont également montré une activité de chélation trés
importante (figure 16). Cette activité est hautement significative (p<0,01) avec toutes les
doses testées de ’extrait obtenu par infusion, alors que I’extrait obtenu par décoction présente
une activité qui devient hautement significative (p<0,01) & partir de 750pg/ml. A Une
concentration de 1mg/ml, I’activité de chélation des deux extraits de I’origan atteint 45% dans
le cas de I’infusion et 32% dans le cas de la décoction. Cette activité augmente ensuite d’une
maniére faiblement corrélée avec la dose pour n’atteindre que 69% pour I’infusion et 65%
pour la décoction a une concentration de 4,5mg/ml (figure 16). Les ICso obtenues sont de
2,5mg/ml et de 2,8mg/ml dans le cas de I’infusion et de la décoction respectivement.

Les deux extraits du gingembre ont montré un plus faible effet chélateur envers les
ions Fe?" (figure 17). Pour I’extrait de la décoction, cet effet est trés significatif avec toutes
les concentrations utilisées (p<0,01). Mais avec I’extrait de I’infusion, 1’effet chélateur ne
devient statistiquement significatif qu’a partir de 1,5mg/ml (p<0,05), a partir de 2,5mg/ml
I’activité de I’extrait devient hautement significative (p<0,01). A la concentration maximale
utilisée (4,5mg/ml), activité de chélation atteint 31% dans le cas de I’infusion, et 33% dans

le cas de la décoction (figure 17).
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Figure 15. Effet chélateur des extraits aqueux (infusion et décoction) du thé et de ’EDTA
(chélateur de référence) envers les ions Fe®*. Les résultats sont exprimés en pourcent de
chélation des ions Fe?* par rapport au contrdle considéré comme le 0% de chélation. Chaque
point représente la moyenne + SD (n=3). Thé ou EDTA vs controle; P toujours <0,01 (test t.
Student).
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Figure 16. Effet chélateur des extraits aqueux (infusion et décoction) de 1’origan et de
I’EDTA (chélateur de référence) envers les ions Fe**. Les résultats sont exprimés en pourcent
de chélation des ions Fe®* par rapport au controle considéré comme le 0% de chélation.
Chaqgue point représente la moyenne + SD (n=3). Origan (infusion) ou EDTA vs controle P
toujours <0,01; origan (décoction) a 100pl : p<0,05 a partir de 150ul p<0,01 (test t. Student).
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Figure 17. Effet chélateur des extraits aqueux (infusion et décoction) du gingembre et de
I’EDTA (chélateur de référence) envers les ions Fe®*. Les résultats sont exprimés en pourcent
de chélation des ions Fe®* par rapport au controle considéré comme le 0% de chélation.
Chaque point représente la moyenne + SD (n=3). Gingembre (décoction) ou EDTA vs
contrdle ; P toujours <0,01 (test t de student). Gingembre (infusion), différence non
significative jusqu’a 200ul, entre 300 et 400ul p<0,05, a partir de 500ul P<0,01 (test t.
Student).

3. L’effet antibactérien des extraits

L’effet antimicrobien des extraits aqueux du thé, de I’origan et du gingembre est
évalué dans cette ¢tude par la technique de diffusion sur I’agar. Les résultats obtenus sont
représentés dans le tableau 4.

Tableau 4. Diameétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induite par les

extraits aqueux du thé (3mg/disque), de I’origan (3mg/disque) et du gingembre (1mg/disque)
préparés par infusion (Inf) ou décoction (Déc) et les antibiotiques (PB, DOT et CMP)

Diamétres des zones d’inhibitions (mm)

Thé Origan Gingembre Antibiotiques
Inf | Déc | Inf | Déc | Inf | Déc | PB | DOT | CMP

E. Coli ATCC 25922 6 6 8,5 8 6 6 15 21 26
P. aeruginosa ATCC 27853 6 25 6 6 6 6 9 6 6
S. aureus ATCC 2592 3 6 12 6 6 6 6 16 12 20
salmonella typhi 6 10 6 6 6 6 15 6 6
Enterobacter agglomerans 30 30 22 29 5] 6 14 6 3]




Les deux extraits du gingembre obtenus par infusion ou décoction n’ont montré aucun
effet sur aucune des 5 souches testées (tableau 4). Les deux extraits de 1’origan ont montré
une activité inhibitrice envers uniquement la croissance d’E. Coli et d’E. agglomerans
(tableau 4). En effet, ces deux extraits ont induit respectivement des zones d’inhibition d’un
diameétre d’environ 8mm seulement pour I’infusion et la décoction avec E. coli (figurel8).
Ces effets sont bien plus faibles que ceux obtenus avec les antibiotiques standards utilisés, a
savoir la polymyxine B (PB), la Doxycycline (DOT) et le chloramphénicol (CMP) qui ont
donné des diamétres d’inhibition de 15, 21 et 26mm respectivement avec E. coli (figure 18).

La méme concentration des deux extraits de I’origan a produit une plus forte activité
envers E. agglomerans (figure 19) avec des zones d’inhibition de 29 et de 22mm de diamétre
pour la décoction et I’infusion respectivement. Parmi les 3 antibiotiques utilisés, seul la PB a
donné un effet significatif, et avec un diamétre d’inhibition de 14 mm seulement. Cet effet
reste bien plus faible que celui obtenu avec les deux extraits de 1’origan (figure 19).

L’extrait du thé préparé par décoction, a également induit des effets inhibiteurs
importants envers la croissance de toutes les souches testées sauf E. coli (tableau 4). Cet
extrait a en effet, produit des zones d’inhibition de 25mm, 12mm, 10mm et 30mm de
diamétre avec respectivement P. aeruginosa, S. aureus, S. typhi et E. agglomerans (figure20).
Cependant, seule E. agglomerans était sensible a 1’action de 1’extrait préparé par infusion qui
a produit une zone d’inhibition de 30mm de diametre (figure 20). De ce fait, le thé a produit
des effets inhibiteurs envers P. aeruginosa et E. agglomerans plus importants que ceux
induits par la polymyxine B (Tableau 4).

Les deux extraits du thé, de I’origan et du gingembre obtenus par décoction ou
infusion n’ont montré aucun effet inhibiteur envers la croissance de Bacillus sp, Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens et Citrobacter freundii.

Du fait que seule E. agglomerans a montré une importante sensibilité aux deux extraits
du thé et de I'origan, la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) est
réalisée uniquement avec cette souche. Les résultats obtenus montrent que 1’extrait du thé
préparé par décoction a une CMI égale a 1,56mg/ml, alors qu’avec I’infusion la CMI est de
3,12mg/ml. Par contre, les deux extraits de 1’origan ont donné¢ une CMI de 12,5mg/ml, soit
une valeur 12 et 4 fois plus forte que celle déterminée avec la décoction et I’infusion du thé

respectivement.



Figure 18. Photographies des zones d’inhibition de la croissance d’E. coli induites par
I’extrait d’infusion (A) de décoction (B) de I’origan et les antibiotiques; polymyxine B (C) et
doxycycline (D).



Figure 19. Photographies des zones d’inhibition de la croissance d’E. agglomerans de
I’extrait d’infusion (A), de décoction (B) d’origan et de la polymyxine B (C).



Figure 20. Photographie des zones d’inhibition de la croissance de E. agglomerans (A), de P.
aeruginosa (B), de S. aureus (C), de S. typhi (D) induites par I’extrait du thé obtenu par
décoction et d’E. agglomerans produits par I’extrait du thé obtenu par infusion (E).



Figure 21. Photographies des zones d’inhibition induites par les antibiotiques (CMP, DOT ou
PB) envers S. aureus (A, B, C), P. aeruginosa (D), S. thyphi (E) et E. agglomerans (F).
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et

conclusion



Discussion

1. Extraction

L’extraction par les solvants organiques est souvent la méthode la plus utilisée pour la
préparation des extraits de plantes. Cependant, dans la présente étude, nous avons choisi
d’étudier les extraits aqueux du thé, de 1’origan et du gingembre du fait que ces plantes sont le
plus souvent utilisées pour la préparation de boissons.

Le rendement de la méthode d’extraction dépend de plusieurs facteurs a savoir le
temps, la température, le solvant d’extraction et la nature chimique de 1I’échantillon (Su et al.
2005). Dans cette étude, 1’extraction aqueuse du thé et de 1’origan a donné un rendement plus
élevé que celui obtenu avec le gingembre (tableau 3). Cette différence est probablement due a
la nature et a la partie de la plante utilisée, car les conditions de 1’extraction (solvant,
température et temps) sont les mémes pour les trois plantes. En effet, la partie du gingembre
utilisée est les rhizomes, qui constituent des organes trés rigides, ce qui a rendu probablement
I’extraction de ses composants hydrosolubles plus difficile comparée a celle des feuilles du
thé et de I’origan. L’infusion et la décoction du thé a 5% donnent le méme rendement (tableau
1), ce qui semble indiquer que la température (décoction) n’a pas d’effet sur le rendement de
I’extraction du thé. Le contraire a été rapporté par Su et ses collaborateurs (2006) selon
lesquels, le rendement des extractions aqueuses augmente avec la température. D’autres
auteurs ont également montré que le taux de rendement de chaque extraction décroit
significativement avec 1’age de la feuille du thé (Farhoosh et al. 2007). Cela a été attribué¢ aux
changements physiologiques de la feuille et/ou au transport des composés chimiques dans la
plante durant la période de croissance. L’infusion de I’origan a donné un rendement qui est un
peu plus ¢€levé que celui obtenu avec la décoction (tableau 1). L’infusion et la décoction du
gingembre & 5% ont donné le méme rendement, cependant, celui obtenu avec la décoction a

10% est nettement supérieur a celui obtenu avec 1’infusion.

2. Activité antioxydante

Le test de la réduction du radical stable DPPH est un modele pratique et largement
utilisé pour évaluer 1’activité scavenger et antioxydante en général des substances étudiées
(Duan et al., 2006). Ce test est basé sur la réduction de la solution alcoolique du DPPH en
présence d’antioxydants donateurs d’atomes d’hydrogéne, aboutissant a la formation de la

forme non radicalaire DPPH-H. L’activité réductrice des substances étudiées est alors



déterminée par leur capacité a diminuer 1’absorbance de la solution du DPPH & 517nm (Que
et al., 2006).

Le test du B-carotene/ acide linoléique est un autre modele qui mesure indirectement la
capacité des antioxydants a inhiber la peroxydation lipidique. Le principe de ce test est basé
sur la propriété antioxydante des caroténoides qui, apres neutralisation des radicaux libres se
détériorent et perdent leur coloration ce qui va se traduire par une diminution de I’absorbance
a490nm (Barros et al., 2007).

Les métaux de transition qui jouent un role important dans le processus d’oxydation
sont capables de générer des radicaux ‘OH a partir des peroxydes par la réaction de Fenton.
Dans le test de chélation des métaux, les antioxydants ayants un pouvoir chélateur inhibent la
formation du complexe ferrozine/fer qui a une absorbance caractéristique a 562nm. La
diminution de cette absorbance détermine 1’activité chélatrice des substances étudiées (Wu et
al., 2006).

2.1. Activité antioxydante du thé

Les deux extraits aqueux du thé obtenus par infusion et décoction, ont montré des
effets scavengers tres importants envers le radical DPPH (figure 9). De tels résultats
témoignent de la présence de substances douées d’activité scavengers dans les deux extraits
étudiés. L’effet des antioxydants sur ce radical serait dii a leur capacité a céder des atomes
d’hydrogene (Oktay et al., 2003 ; Que et al., 2006).

Les résultats obtenus montrent que 1’effet des extraits du thé préparés par décoction
sont similaires a ceux induits par les extraits obtenus par infusion ce qui indiquer que les
composés responsables de cette activité scavenger envers le radical DPPH sont extraits aussi
bien par infusion que par décoction.

Des études antérieures ont montré des résultats semblables pour les extraits aqueux du
thé préparés par infusion (Chan et al., 2007 ; Su et al., 2006). Selon certains auteurs, ces effets
anti-radicalaires du thé seraient dus a la présence de polyphénols, connus pour leurs activités
antioxydantes (Almaraz-Abarka et al., 2006). En effet, il a ét¢ montré qu’il existe une grande
corrélation entre la concentration en polyphénols et I’activité antioxydante du thé (Turkmen et
al., 2006). Les catéchines sont les principaux composés phénoliques présents dans le thé et ils
seraient pourvus d’une grande activité réductrice envers le DPPH (Zhu et al., 2001 ; Chan et
al., 2007 ; Manian et al., 2008). L’étude du mécanisme par lequel les catéchines piégent le
radical DPPH a montré que les deux cycles A et B (figure 22) des catéchines sont les

principaux sites de la réaction antioxydante (Zhu et al., 2001 ; Sang et al., 2002). Cette



activité est en relation avec le nombre et I’emplacement des groupements hydroxyles dans ces
molécules (Frei et Higdon, 2003).

Certaines ¢études ont également montré que d’autres composés phénoliques peuvent
étre en relation avec I’activité antioxydante observée. En effet, il a été rapporté que le
traitement thermique du thé durant la préparation des extraits conduit a I’oxydation
progressive des polyphénols, un processus qui conduit a la formation de macromolécules

douées d’un grand pouvoir anti-radicalaire (Mansoco, 1998 ; Su et al., 2006).

R R
EC Epicatechin OH H
ECG - Epicatechin gallate a H
EGC - Epigallocatechin OH OH
EGCG : Epigallocatechin gallaste G OH

Figure 22. Structure chimique des principaux polyphénols du thé

En présence des extraits aqueux (infusion et décoction) du thé, I’absorbance du B-
caroteéne est restée stable durant toute la durée d’incubation. Ceci indique qu’il y a présence
de substances dans I’extrait du thé qui auraient inhibé la peroxydation lipidique et/ou
neutralisé les radicaux générés par ’oxydation de 1’acide linol€éique ce qui prévient
I’oxydation du B-caroténe. Du fait que le thé est tres riche en composés phénoliques et que ces
derniers sont dotés d’une grande activité antioxydante, I’effet du thé obtenu avec ce test serait
probablement aussi d a ces molécules, en particulier les catéchines. En effet, Laporta et ses
collaborateurs (2007) ont rapporté que dans les émulsions huileuses, les catéchines ont un
ceefficient de partition trés élevé et donc une grande affinité aux constituants membranaires
des cellules. L’activité antioxydante de ces substances est reliée a leur capacité a traverser et a
modifier la fluidité de la bicouche lipidique (Caturla et al., 2003), au nombre des groupements
OH et au degré de polymérisation de ces substances. Selon d’autres études (Hashimoto et al.,
2003), D’effet des extraits aqueux du thé serait également due a la présence des tannins. Ces
derniers ont montré en effet, une grande activité inhibitrice, qui est supérieure méme a celle
obtenue par I’antioxydant de référence BHA (butylated hydroxy anysol). 1l a été également

rapporté que les composes phénoliques extraits a partir du thé vert (42 composés différents)



ont, pour la plupart produit une activité inhibitrice tres puissante supérieure méme a celle du
tocophérol. L’étude de la relation structure/activité a montré aussi que 1’action antioxydante
augmente avec la condensation de deux molécules flavan 3-ols (Hashimoto et al., 2003).
D’autres auteurs ont également indiqué que certaines glycoprotéines du thé, telle que la TPC
(tea polysaccharide conjugate), pourrait étre responsable de cet effet antioxydant (Chen et al.,
2005).

Les extraits aqueux du thé préparés par infusion ou décoction ont montré un effet
chélateur trés puissant envers les ions Fe?*. Ce qui signifie que les principes actifs entrent en
compétition avec la ferrozine et forment de ce fait des complexes avec les ions Fe?". Peu
d’études ont été réalisées sur I’effet chélateur de 1’extrait aqueux du thé. Chan et ses
collaborateurs (2007) ont montré que I’infusion du thé vert a donné une activité chélatrice
d’environ 42% a une concentration de 3,3mg/ml. Cette activité est inférieure a celle obtenue
dans la présente étude, qui atteint les 65% a la méme concentration. L’age et I’origine des
feuilles pourraient influer cette activité chélatrice. En effet, il a été rapporté que les feuilles
jeunes du thé exhibent un effet chélateur plus important que celle des feuilles agées, avec des
inhibitions de 68% et 48% respectivement a une concentration de 7mg/ml (Chan et al., 2007).
L’effet chélateur des extraits du thé a été attribué aux polyphénols et a la TPC présents dans le
thé (Frei et Higdon, 2003 ; Chan et al., 2005). Les agents chélateurs sont des antioxydants
secondaires qui forment des liaisons avec les ions métalliques et réduisent alors leur potentiel

redox et stabilisent donc leur forme oxydée (Oktey et al., 2003).

2.2. Activité antioxydante de I’origan

Les deux extraits aqueux de 1’origan ont induit une trés importante activité scavenger
envers le radical DPPH qui atteint environ 86%. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus
par Chun et ses collaborateurs (2005) qui ont rapporté une réduction de plus de 80% du
radical DPPH par I’extrait aqueux de 1’origan commercial. Cette réduction est en relation avec
la présence de substances hydrosolubles capables de céder un atome d’hydrogene au radical
DPPH pour donner la forme non radicalaire. Il a été rapporté que la famille des lamiacées, a
laquelle appartient 1’origan, est trés riche en polyphénols (Tepe et al., 2005). I est par ailleurs
connu que les polyphénols sont doués de propriétés scavenger envers différents types de
radicaux, ce qui leur confere une grande capacité antioxydante. Plusieures études ont rapporté
que ’origan est riche en différents composés phénoliques (Capecka, 2005 ; Skerget et al.,
2005 ; Kouri et al.,, 2007 ), comme I’acide rosmarénique, 1’acide caféique et quelques
flavonoides (Kouri et al., 2007). D’ailleurs, 1’activité anti-radicalaire des extraits de 1’origan

envers le DPPH a été attribuée plus précisement aux flavonoides et aux acides phénoliques



(acide rosmarénique et I’acide caféique) (Capecka, 2005). Il a été rapporté aussi que
I’augmentation de la température au cours de I’extraction n’implique pas nécessairement la
dégradation ou 1’oxydation des composés bioactifs (Meizoso et al., 2006), cela explique peut
étre les effet similaires des extraits de 1’origan préparés par infusion ou par décoction.

Les résultas apportés par cette étude montrent que les deux extraits aqueux de 1’origan
induisent une forte inhibition de 1’oxydation du B-carotene. Cet effet obtenu est bien meilleur
que celui produit par I’extrait méthanolique de 1’origan. En effet, utilisé a une concentration
supérieure plus de 10 fois a celle utilisée dans cette étude, I’extrait méthanolique n’a montré
qu’un tres faible effet inhibiteur envers 1’oxydation de ’acide linoléique (24%) (Sahin et al.,
2004). Les polyphénols présents dans les extraits de I’origan seraient encore a 1’origine de ces
effets antioxydants. En effet, ces polyphénols peuvent inhiber la réaction de la peroxydation
lipidique en chaine et de neutraliser d’autres radicaux (Chun et al., 2005). Certaines études ont
montré que les extraits de 1’origan sont capables de protéger 1’acide linoléique de 1’oxydation
et les flavonoides y seraient a 1’origine (Kouri et al., 2007). Ces flavonoides possédent des
groupements OH libres qui peuvent céder des atomes hydrogenes pour bloquer la réaction
radicalaire au cours de 1’oxydation de I’huile (Skerget et al., 2005). D’autres études ont
rapporté que I’activité antioxydante des extraits aqueux de I’origan est due a la présence d’un
taux élevé de composes phénoliques lipophiles (Chun et al., 2005). Il apparait donc que la
fraction lipidique des extraits de 1’origan semble jouer aussi un role dans 1’inhibition de la
peroxydation lipidique.

La présente étude constitue la premicre a investiguer 1’effet chélateur des extraits
aqueux de I’origan. Les résultats obtenus montrent que les deux extraits aqueux de 1’origan
inhibent fortement la formation du complexe ferrozine/fer, indiquant que les extraits aqueux
de I’origan comportent des composés chélateur capables de fixer efficacement les ions Fe?".
Généralement, I’activité antioxydante des espéces de la famille des lamiacées, est attribuée
particulierement aux acides phénoliques et aux flavonoides présents dans ces plantes
(Capecka et al., 2005).

2.3. Activité antioxydante du gingembre

Les deux extraits aqueux du gingembre induisent une forte réduction du radical DPPH.
Cependant, 1’effet scavenger exercé par la decoction (92%) était plus important que celui
produit par I’extrait préparé par infusion (72%). Cette différence est trés probablement due a
la méthode d’extraction. En effet, il est possible que la décoction ait extrait un taux plus élevé
ou plus de molécules réductrices que I’infusion. D’ailleurs, la décoction est la méthode la plus

conseillée pour la préparation des extraits a partir des organes rigides de plantes tels que les



rhizomes (Grunwald et Janicke, 2006). Les extraits aqueux du gingembre ont montré une
grande activité réductrice envers le radical DPPH, mais avec des concentrations relativement
élevées et les ICs obtenues sont beaucoup plus importante que celle de I’acide ascorbique (29
et 12 fois plus pour I’infusion et la décoction respectivement). Le solvant utilisé lors de
I’extraction joue un role important dans la nature et la teneur des composés de I’extrait.
L’extrait du gingembre obtenu avec le CO, par exemple, a montré une forte activité scavenger
envers le radical DPPH a seulement 20ug/ml (Stoilva et al., 2007). Cette activité a été
attribuée a la présence des polyphénols (871mg/g extrait sec). Bandyopadhya et ses
collaborateurs (2006) a rapporté que le gingérol ou le zingérone présents dans les rhizomes
frais et secs respectivement, sont responsables de 1’activité antioxydante du gingembre et ils
ont rapporté aussi que 1’extrait éthanolique a plus d’activité antioxydante que 1’extrait aqueux
car la plupart des constituants sont thermosensibles.

Les deux extraits du gingembre ont également inhibé I’oxydation du systéme [3-
caroténe/acide linoléique. Ces résultats indiquent que les extraits du gingembre sont capables
d’inhiber 1’oxydation de 1’acide linoléique ou de neutraliser les radicaux libres formés dans le
systéme. Il a été montré en effet, que 1’extrait du gingembre obtenu avec le CO, inhibe la
peroxydation de ’acide linoléique présent dans 1’émulsion acide linoléique/eau (Stoilva et al.,
2007). Selon ces auteurs, les antioxydants hydrophobes se dirigeraient vers [’interface
huile/eau, ce qui protégerait la phase huileuse de 1’oxydation. Différentes activités biologiques
du gingembre dont I’activité antioxydante, sont attribuées aux gingérols et aux shogaols qu’il
comporte (Etoh et al., 2002 ; Nakazawa et Ohsawa, 2002). En effet, il a été rapporté que
I’activité¢ antioxydante de D’extrait organique du gingembre prévient 1’oxydation du fB-
caroténe, cependant, 1’élimination du gingérol et du shogaol diminue fortement cette activité
(Zancan et al., 2002).

Les deux extraits du gingembre n’ont montré qu’un faible effet chélateur envers les
ions Fe?* (figure 9). Cet effet, bien que faible, peut étre expliqué par 1’existence de molécules
hydrosolubles de faible quantité ayant la capacité de fixer ou de faire des liaisons avec les
ions fer. Certaines études ont trouvé un effet chélateur important de I’extrait organique du
gingembre (Stoilova et al., 2007). D’autres ¢tudes ont rapporté que I’extrait chloroformique
d’une espece de la famille des zingibéracées présente un effet chélateur envers les ions Fe?*
avec une ICso del42 pg/ml (Policegoudra et al., 2007). Ces auteurs ont rapporté que les
structures contenants deux ou plus des groupements fonctionnels suivants OH, SH, COOH,
POzH,, CO, NR, dans une configuration de structure fonctionnelle favorable sont

responsables de I’activité chélatrice.



En somme, les trois plantes étudiées dans le présent travail ont montré des activités
antioxydantes non négligeables. Le thé et I’origan, utilisés sous forme de feuilles produisent
des effets antioxydants trés importants et qui sont pratiquement similaires. Par contre, le
gingembre dont les rhizomes ont été utilisés a montré un effet antioxydant bien plus faible que
celui exhibé par le thé et I'origan. Cette différence peut étre expliquée par le fait que les
feuilles sont des organes souples et fins dont les composés chimiques hydrosolubles sont plus
facilement extraits que ceux des rhizomes du gingembre utilisés dans cette étude qui
constituent des organes rigides et fibreux.

Les deux extraits du thé et de I’origan (infusion et décoction) ont montré des effets
scavengers trés importants et similaires. Par contre, les deux extraits du gingembre ont montré
des effets moindres, la décoction a donné un effet relativement meilleur par rapport a celui
obtenu avec I’infusion. Ces mémes extraits aqueux du gingembre étaient également moins
efficaces dans I’inhibition de la peroxydation lipidique comparés a ceux du thé et de I’origan
qui ont montré des effets semblables trés puissants. Le pouvoir chélateur des extraits du thé et
de I’origan était également plus important que celui exercé par les deux extraits du gingembre
qui ont produit des activités tres faible.

Il est connu que le thé, I'origan et le gingembre sont consommés sous forme de
boissons chaudes préparées par infusion ou par décoction. D’apres les résultats obtenus, il est
préférable de préparer I’extrait du gingembre par décoction, opération qui est en générale
recommandée pour la préparation des extraits a partir d’organes rigides. Par contre pour le thé
et I’origan on ne note aucune différence entre I’infusion et la décoction. L’infusion et la
décoction du thé et de I’origan produit des extraits aux activités antioxydantes relativement
similaires. En terme d’activité antioxydante, le thé est un peu plus puissant que 1’origan suivi

ensuite par le gingembre.



3. Activité antibactérienne

3.1. Gingembre

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les extraits aqueux du gingembre
n’ont aucun effet inhibiteur envers la croissance de toutes les souches bactériennes testées a
savoir : E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. typhi et E. agglomerans. La méthode d’extraction
employée dans cette étude (extraction aqueuse) pourrait étre a 1’origine de ces résultats. En
effet, plusieurs études ont rapporté que les extraits aqueux de différentes plantes, de la famille
des astéracées et des lamiacées ne présentent aucune activité antimicrobienne, alors que les
extraits organiques et les huiles essentielles de ces plantes inhibent tres significativement la
croissance des souches testées (Candan et al., 2003 ; Sokmen et al., 2004 ; Tepe et al., 2005).
Dans la majorité des cas, les substances hydrosolubles exercent un effet plus faible comparé a
celui des substances non hydrosolubles (Candan et al., 2003). La plupart des études effectuées
sur I’activité antibactérienne du gingembre sont réalisées sur des extraits organiques, 1’extrait
aqueux n’a fait ’objet d’aucune étude. En effet, des études ont montré que les extraits
méthanoliques et ceux de 1’acétate d’éthyle de Zingiber myoga, une espéce du gingembre,
produisent une grande zone d’inhibition chez Bacillus cereus, activité attribuée a la présence
du miogadial (Abe et al., 2004). D’autre part, le 10-gingérol isolé a partir de I’extrait du
gingembre a I’aide d’hexane diminue fortement la CMI des aminoglysides envers les
entérocoques résistantes a la vancomycine (Nagoshi et al., 2006). Par contre, 1’huile volatil
d’une autre espece des zingibéracée a montré un tres faible effet envers les bactéries Gram +

et Gram™ (Sabulal et al., 2006).

3.2. Origan

Toutes les souches bactériennes testées dans cette étude (Gram™ ou Gram’) sont
résistantes aux deux extraits aqueux de 1’origan, a I’exception d’Enterobcater agglomerans
qui était trés sensible aux deux extraits. Les résultats de la présente étude indiquent peut étre
la présence de substances actives dans les extraits de 1’origan, auxquelles seule 1’ Enterobcater
agglomerans serait sensible. Cette activité pourrait étre di a la présence des tannins, pourvus
une grande activité antibactérienne (Cowan et al., 1999). Il a été rapporté auparavant que
I’extrait aqueux de l’origan (vulgare) ne montre qu’un faible effet inhibiteur envers la
croissance d’Helicobacter pylori (Chun et al., 2005). Ces substances bioactives, responsables
de I’effet obtenu dans cette étude pourraient étre d’huiles essentielles ou volatiles, d’autant

plus que la grande zone d’inhibition est observée avec les souches incubées avec 1’extrait



préparé par décoction. Selon certaines études, 1’huile essentielle de 1’Origanum glandulosum
a montré un effet antibactérien envers diverses souches bactériennes Gram™ et Gram’
(Bendahou et al., 2007). IIs ont attribu¢ 1’activité de ces huiles a leur richesse en composés
phénoliques tels que le thymol et le carvacrol. Par contre, il a été rapporté que 1’extrait
méthanolique de 1’Origanum vulgaris n’a aucun effet envers toutes les souches bactériennes
testées (Gram® ou Gram™ y compris ’enterobacter) (Sahin et al., 2004). Cependant, 1’huile
essentielle de cette espéce d’origan a engendré des effets antibactérien et antifongique
importants (Sahin et al., 2004). Ces mémes auteurs ont rapporté que 1’huile essentielle des
plantes médicinales contient plus de substances antimicrobiennes que les extraits aqueux,

méthanolique, éthanolique ou hexaniques.

3.3.Thé

Contrairement aux extraits de 1’origan et du gingembre, 1’extrait du thé préparé par
décoction a inhibé la croissance de S. aureus, souche Gram” ainsi que P. aeruginosa, S. typhi
et E. agglomerans, trois souches Gram’. L’’extrait de I’infusion n’a inhibé que E.
agglomerans (tableau 2). Des résultats similaires ont été obtenus par Wu et ses collaborateurs
(2007) qui ont montré que 1’extrait aqueux du thé inhibe la croissance de S. aureus de plus de
56%, alors que E. coli était résistante. Par contre, Bacillus s’est montré sensible avec un
pourcentage d’inhibition de 51% (Wu et al., 2007). Il est & noter que dans la présente étude,
Bacillus était résistante au deux extraits du thé. D’autres études ont également rapporté un
effet antibactérien important du thé envers S. typhi, S. aureus et B. cereus (Si et al., 2006). Il a
été rapporté que cette activité inhibitrice du the serait due a la présence des polyphenols,
particulierement des catéchines. Ces substances seraient capables de provoquer des altérations
dans la morphologie de la bactérie qui serait peut étre le résultat d’une perturbation de la
division cellulaire (Si et al., 2006). Ces molécules pourraient agir également par des liaisons
ou des intercalations entre les domaines de la membrane lipidique de la bactérie (activité qui
serait en relation avec le degré d’hydroxylation du cycle B des catéchines) ou encore par une
liaison directe au peptidoglycane (Stapleton et al., 2004). Les groupements gallate des
catéchines par leur queux amphypathiques peuvent probablement faire des interactions avec la
membrane cytoplasmique ce qui conduit a 1’inhibition de la consommation de I’oxygene et a

’altération de la chaine respiratoire (Stapleton et al., 2004).



Dans la présente étude, 1’évaluation de I’effet antibactérien des trois plantes montre
que ’activité antibactérienne exhibée par le thé était plus importante que celle obtenue avec
I’origan; cependant, le gingembre n’a montré aucun effet sur aucune des souches testées. La
décoction du thé a inhibé plus de souches bactériennes que I’infusion, qui a donné quand
méme une inhibition de la croissance de Enterobacter agglomerans qui était aussi importante
que celle de la décoction. Les deux extraits de 1’origan étaient plus actifs envers la méme
souche Enterobacter agglomerans, sauf que la décoction était encore plus efficace que
I’infusion. Ces différences semblent indiquer que la décoction ait extrait un taux plus élevé ou
plus de principes actifs doués d’activité antibactérienne que I’infusion. Généralement,
I’activité antibactérienne dépend de plusieurs facteurs a savoir : 1’especes de la plante, la
préparation de I’extrait, le solvant utilisé, et la sensibilité des bactéries (Loziene et al., 2006).
D’aprés ces résultats et en terme d’activité antibactérienne, il est plus recommandé de
préparer le thé et 1’origan par décoction.

La comparaison de I’activité antioxydante et antibactérienne des extraits des trois
plantes étudiées, indique que dans les limites des résultats obtenus, le gingembre n’a aucune
activité antibactérienne. Cependant I’origan a montré un puissant pouvoir antioxydant mais
une faible activité antibactérienne. Par contre le thé a exhibé un tres puissant effet antioxydant
et un effet antibactérien moyen.

L’existence d’une corrélation entre 1’activité antioxydante et antibactérienne des
extraits a été rapportée par certaines études (Caturla et al., 2003 ; Chan et al., 2005). Selon ces
¢tudes, la grande activité antioxydante indiquée par le test du  caroténe montre une bonne
capacité a agir sur I’interface eau/huile des émulsions et la grande activité scavenger indiquée
par le test du DPPH montre la présence d’antioxydants hydrosolubles (Chan et al., 2005). Ces
deux types d’antioxydants peuvent agir en synergie pour inhiber la croissance de la bactérie
par différents mécanismes comme 1’hyperacidité cytosolique, la perturbation de la chaine de
transport électronique, la déstabilisation membranaire, la perturbation du transport
membranaire ainsi que I’inhibition du métabolisme bactérien (Chan et al., 2005).

D’apres les résultats obtenus dans cette étude, il est possible de conclure que le thé est
un puissant agent antioxydant et un antibactérien moyen. L’origan constitue aussi une
importante source de substances antioxydantes, mais ne présente pas d’activité
antibactérienne significative. Alors que les deux extraits aqueux du gingembre ne montrent

aucun effet antioxydant ou antibactérien remarquable.



Conclusion générale

Dans la présente étude, nous nous somme intéressé aux effets antioxydants et
antibactériens des extraits aqueux préparés par infusion et par décoction du thé, de 1’origan et
du gingembre ; trois plantes médicinales largement consommées.

Les deux extraits du thé et de ’origan ont montré des effets scavenger trés puissants
envers le radical DPPH, un remarquable effet inhibiteur envers 1’oxydation du B-caroténe et
un pouvoir chélateur important envers les ions Fe?*. Alors que ces effets antioxydants se sont
manifestés plus faiblement avec les deux extraits du gingembre.

Les deux extraits préparés par infusion ou par décoction dans le cas du thé et de
I’origan ont produits des effets antioxydants similaires. Par contre 1’extrait du gingembre
obtenu par décoction était plus efficace que 1’infusion.

La decoction du thé a présenté un effet inhibiteur envers la croissance bactérienne de
quatre souches des bactéries testées, alors que 1’infusion du thé ainsi que la décoction de
I’origan ont sensiblement inhibé la croissance de 1’Enterobacter agglomerans uniquement.
L’infusion de I’origan n’a également inhibé que la croissance de 1’Enterobacter agglomerans
mais a moindre degré. Par contre, les deux extraits du gingembre n’ont exhibé aucun effet
antibactérien.

Les résultats obtenus, bien que préliminaires permettent de conclure que le thé et
I’origan sont d’excellents agents antioxydants et sont doués d’activité antibactérienne
moyenne. Le gingembre présente un effet antioxydant moyen et se trouve dépourvu de
pouvoir anti-bacterien.

Pour faire suite a cette étude il est possible de :

- Appliquer d’autres tests pour une meilleure évaluation de I’activité antioxydante des extraits
étudiés.

- Elargir le spectre des microorganismes (autres souches bactériennes, levures, champignons)
et I’utilisation d’autres techniques pour 1’évaluation de 1’activité antibactérienne.

- Caractérisation des principes actifs responsables de 1’activité antioxydante dans le thé et

’origan.
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