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Résumé

Cette étude, a pour but de révélé le potentiel préventif de gingembre comme un
antiseptique pour les plaies superficielle, d’ou on a étudié les caractéristiques physico-
chimiques et microbiologique de la plante, suivie par une préparation pharmaceutique d’une
teinture a base de la poudre du gingembre qui macérait dans I’éthanol. En paralléle on a
soumis une étude pratiquée sur les lapins, afin de confirme I’activité cicatrisante de zingiber

officinale.

Mots clés : gingembre, teinture, antiseptique, cicatrisante.

Abstract

The main goal of this study is to reveal the potential preventive ginger officinal as an
antiseptic for the superficial wounds hence we studied the physicochemical and
microbiological characteristic of the plant, followed by dyeing pharmaceutical preparation
based on ginger powder, which secreted in ethanol. In parallel, we submitted a practical study
on rabbits for confirming the healing activity of ginger officinal.

Key words: ginger, dyeing, antiseptic, healing.
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Glossaire

Analgeésique : en médecine, qui rend insensible a la douleur.

Antalgique : en pharmacologie, calmant la douleur.

Antiarthritique : en médecine, pour combattre l'arthrite.

Antibactérien : en biologie, prévenant ou combattant les bactéries, I'infection bactérienne.

Anticancéreux : en pharmacologie, qualifie une thérapeutique destinée a lutter contre la

prolifération cancéreuse.
Antiémétique : en pharmacologie, propre a combattre les vomissements.

Antifongique : qui détruit les champignons ; en pharmacologie, luttant contre les infections

par les champignons.
Anti-inflammatoire : en pharmacologie, propre a combattre I'inflammation.
Antimicrobien : en biologie, prévenant ou combattant I'infection microbienne.

Antioxydant : composé qui protége les cellules du corps des dommages causés par les
radicaux libres. (Ces derniers sont des molécules trés réactives qui seraient impliquées dans le
développement des maladies cardiovasculaires, de certains cancers et d’autres maladies liées

au vieillissement.)

Antiparasitaire : en pharmacologie, qualifie une substance capable de lutter contre des

parasites externes ou internes.

Antipyreétique : (fébrifuge) en pharmacologie, réduisant la fiévre.

Antirhumatismaux : en pharmacologie, prévenant ou combattant les rhumatismes.
Antiseptique : Ce qui détruit les microbes et évite I'infection.

Anti-tumoral : en pharmacologie, qui permet de lutter contre les tumeurs.

Antiviral : en biologie, combattant les virus.

Cholagogue : en médecine, qualifie une substance a effet cholérétique, évacuant la bile.
In vitro : Biologie qui se fait hors de I’organisme vivant, dans un milieu artificiel.

In vivo : Biologie qui se fait dans le milieu de I’organisme vivant.

Les leucotrienes : sont des lipides, appartenant & la famille des eicosanoides. Ils sont le

produit de I'action de lipoxygénases sur I'acide arachidonique.



Glossaire

Meétabolites secondaires : Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui
interviennent dans I’adaptation de la plante & son environnement ainsi que la régulation des
symbioses et d’autres interactions plantes-animaux, la défense contre les prédateurs et les
pathogénes, comme agents allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la

pollinisation ou de la dissémination des fruits.

pH: potentiel d’hydrogéne mesure I’activité chimique des ions Hydrogénes (H+) (appelés

aussi couramment protons) en solution.



Liste des abréviations

A.M.M : Autorisation de la mise en marche.

Abs : Absorbance.

AFNOR : I’Association Frangaise de Normalisation.
ATCC: American Type Culture Collection.

B.S : Bouillon de soja.

BHT : Butylhydroxytoluéne.

CCM : Chromatographie sur couche mince.

CMI : Concentration minimale d’inhibition.

D.O : densité optique.

DCI :Dénomination commune internationale.

DL50 : Doselétale pour 50% des animaux de I’expérience.
FAO : Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et I’agriculture.
FTIR : Spectrométrie Infrarouge a transformee de Fourier.
G.S : Gélose de soja triptyque

GB : Globule blanc.

GR : Globule rouge.

H (%) : Taux d’humidité.

HE : huile essentielle.

HPLC : Chromatographie liquide a haute performance.
HTA : Hypertension artérielle

M : Molarité.

max : maximal

N : Normalité.

nm : nanometre.

P : Pression.

PE : pharmacopée européenne.

pH : potentiel d’hydrogéne.

ppm : Partie par million.

QSP : Quantité suffisante pour.

Rf: Rapport frontal.

ROS:Reactiveoxygenspecies.

T : Température.

Tr: Temps de rétention.



Liste des abréviations

UV : Ultra-Violet.
VIH : Le virus de I'immunodéficience humaine.
Vit : Vitamine.

A :Longueur d’onde.
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Introduction

Louange a ALLAH, a lui nous nous repentons et sur lui hous comptons et suivant sa
voie.

Depuis la nuit des temps, il y’a toujours eu la maladie et le reméde notre prophéte
Mohamed QSSSL a dit «<ALLAH n’a "envoyé " de maladie que n’a envoyé son
remede » citation de ELBOUKHARI.

L’homme n’avait autre choix que d’essayer et de chercher dans ce qu’ALLAH
lui a affecté parmi les animaux et les végétaux afin de découvrir le remede des
maladies et survient alors la guérison avec la gréce d ‘ALLAH.

Les herbes étaient principalement employées pour la thérapie durant les derniers
millénaires. Avec la succession des civilisations et des générations, la science s’est
développée considérablement, ainsi la médecine a franchi des étapes décisives pour
contrer les défis et enrayer plusieurs pathologies endémiques, telles la peste, la rage et
la tuberculose entre autres.

Une plaie est définie comme une interruption dans la continuité d’un tissu du
corps, une rupture de la barriere cutanée. La guérison d"une plaie cutanée est un
processus dynamique coordonné qui implique la multiplication cellulaire, la migration
cellulaire active et la production de matrice extracellulaire [1,2].

Cependant, cette avancée scientifique a fait découvrir et développée des matiéres
chimiques dont les effets secondaires pourraient présenter des dangers qui vont de
pair avec ses vertus thérapeutiques.

Pour cela il était du devoir des chercheurs de trouver d’autres issues, afin de
réduire et d’annihiler les effets secondaires; ces chercheurs sont retournés a la
médecine originelle pour en extraite des médicaments en toute quiétude.

La médecine traditionnelle reste une option & grande potentialité thérapeutique
des plaies de facon générale. De nombreux travaux ont démontré que les plantes
utilisées comme cicatrisant et antiseptique possedent des propriétés d activation du
systeme immunitaire ; cette activation serait le mécanisme de guérison des plaies.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a la plante de gingembre
(el zanjabile), son extraction, caractérisation et utilisation.

Ce choix a été dicté par le fait que :

e Le gingembre est cité dans le coran et aussi dans le hadith du prophéte.

q
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e L’huile essentielle de gingembre connait diverses utilisations dans différents

domaines industriels : pharmaceutique, cosmétique et alimentaire.

La plante de gingembre fraiche ou sécheconnait actuellement une trés grande
utilisation par une large partie de la population partout dans le monde.
Le fait qu’il soit cité dans le coran indique qu’il est doté de vertus aux pouvoirs

curatifs nom encore mises a jour.

Problématique

% Esest que le gingembre ayant un pouvoir antiseptique et cicatrisant ?

Notre travail est composé de cing parties :
» Une partie théorique comprenant deux chapitres, (Généralités sur le
gingembre) et (teinture officinale et physiopathologie des plaies).
» Une partie expérimentale est consacrée a :

1. L’obtention de I’huile de gingembre « poudre, frais et séche » par
différentes méthodes d’extraction (Hydro-distillation, macération par
différents solvants et soxhlet).

2. Les caractérisations physico-chimiques de ces huiles.

3. L’étude qualitative des principaux constituants de ces huiles par la
méthode chromatographique liquide a haute performance(HPLC),
chromatographie sur couche mince (CCM), Spectrométrie Infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR) et ultra-violet (UV).

» Une partie de la microbiologie pour chercher les diametres de la zone

d’inhibition et la CMI de I’huile sur différentes souches bactériennes.

> Une partie de I'utilisation de I’huile de gingembre pour préparer une teinture

pharmaceutique.

> Application cutanéepour a voir I’impact de teinture on réalisant des

testshiologiques (in vivo) sur les lapins.
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Chapitre 1 : Généralites sur le gingembre

L utilisation des plantes médicinales a des fins thérapeutiques est une pratique aussi vielle que
I’histoire de I’humanité. D’apres les données archéologiques et anthropologiques, cette
pratique remontrait & I’age paléolithique moyen il y a quelque soixante mille ans. L’homme,
poussé par sa curiosité, fut tenté de godter a tout ce qui lui tombait sous la main, s’exposant
ainsi a de cuisantes confrontations aux immenses pouvoirs de créatures végétales
apparemment inoffensives. Au fil des siecles, apprenant a distinguer le comestible du
mortel, a se servir des substances toxiques aux dépens de leurs ennemis, a reconnaitre les
vertus curatives cachées dans leur environnement naturel, nos ancétres nous ont légué une
longue chaine de savoirs traditionnels dont I’ensemble constitue la médicine traditionnelle
actuelle . L’expression «médecine traditionnelle» se rapporte aux pratiques, méthodes,
savoirs et croyances en matiére de santé qui impliquent I’'usage a des fins médicales de
plantes, de parties d’animaux et de minéraux, de thérapies spirituelles, de techniques et
d’exercices manuels, séparément ou en association, pour soigner, diagnostiquer et prévenir les
maladies ou préserver la santé. Selon les estimations de I’organisation mondiale de la santé,
plus de 80 % de la population mondiale, surtout dans les pays sous-développés, ont recours
aux traitements traditionnels pour satisfaire leurs besoins en matiere de santé et de
soins primaires [3-6].

Malgré le développement spectaculaire de la médecine moderne, les plantes médicinales
trouvent encore leurs indications thérapeutiques dans le traitement d’une multitude
d’affections et de maladies dans les différentes sociétés et cultures, y compris dans les pays
développés . Dans ces pays, les adaptations de la meédecine traditionnelle sont appelées
médecine paralléle, complémentaire, alternative ou non conventionnelle [3,7].

Le gingembre (Zingiber officinale) a été utilisé comme épice pour plus de 2000 ans. Le
rhizome de gingembre est connu pour sa contribution a la nourriture et dispose d'un potentiel
antioxydant. Aujourd'hui, les pharmacopées de différents pays utilisent I’extrait du gingembre

pour de nombreuses applications thérapeutiques[8,9].

-
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1.1. Botanique de gingembre
1.1.1. Historique

Le gingembre entrait déja dans la composition des techniques de momification
pratiquées dans I’Egypte antique. Cette plante condimentaire et médicinale depuis plus de
3000 ans est originaire de I’Inde. De la, le gingembre s’est ensuite rapidement répandu grace
a son commerce a partir de toute I’Asie du Sud-Est, jusqu’en Afrique de I’Ouest et aux
Caraibes. Cette épice orientale a probablement traversé la premiére fois la mer Méditerranée
grace aux Phéniciens pour gagner I’Europe durant I’Empire romain des le ler siécle. Le
gingembre est une des plus anciennes plantes connues par le peuple, et il est aussi lI'une des
premiéres épices orientales. Plusieurs revues ont été publiées dans la littérature a propos de
cette plante, ce qui peut refléter la popularité de son utilisation comme une épice et une
plante médicinale[10-12].

1.1.2. Etymologie

Tableau (1.1) : Différentes appellations de gingembre en plusieurs langues [13].

LANGUE APPELLATION

Arabe Juai ), zanjabile

Francaise Gingembre

Anglaise Ginger

Espagnol Jengibre

Allemand Ingwer

Proveng gingebre, gingibre, gingiebre
Japonais Shoga

Kannada Sunthi
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1.1.3. Description

Plante vivace tropicale herbacée mesurant jusqu'a 3m de haut. La partie souterraine utilisée
est le rhizome, celui-ci se divise dans un seul plan et il est constitué de tubercules
globuleux ramifiés [10].

Son rhizome est noueux et parfumé, peau beige pale, chair jaune pale juteuse et parfumée, il
devient de plus en plus fibreux avec I'age, couvert de feuilles écailleuses et pourvu a sa partie
inférieure de racines cylindriques. Ses feuilles sont persistantes bisériées, longues, étroites,
lancéolées, pointues et longues de 20cm. Il y a deux sortes de tiges, tiges hautes stériles
servant a l'assimilation chlorophyllienne et des tiges plus courtes (20cm environ) portant des
fleurs irrégulieres en épi. L'inflorescence est en cours épis axillaires tres serrés, a tige couverte
d'écailles. Elle a des fleurs parfumées blanches jaunes, avec des trainées rouges sur les
levresFigure (1.1). La floraison a lieu entre les mois d'ao(t et novembre. Ses fruits sont des
capsules trivalves contenant des graines noires [14].

Sur le marché, le gingembre se présente sous deux formes, le blanc (pelé) et le noir (non
pelé). Son nom populaire au Maghreb est «Skendjbir» une déformation de «Zandjabil» qui est
la forme arabisée de «Singabera» son nom «Pali» (langue ancienne de I’Inde). Le médecin
grec Dioscoride croyait que le gingembre était importé d’Arabie [15].

Le gingembre est I’'une des épices les plus connues et des plus populaires. C’est une plante qui
épuise beaucoup le sol. Il est cultivé surtout en Inde, principal pays producteur (plus de 50%),
mais aussi au Sri Lanka, en Chine, au Japon, en Jamaique, au Nigéria, en Amérique du Sud,
en Australie, ... Le produit commercial est préparé a partir de ces rhizomes déterrés quand les
parties supérieures de la plante se fanent. Dans les pays producteurs, les rhizomes sont
consommeés a I’état frais[16].

Figure (1.1) : Feuilles, fleurs et rhizome frais du gingembre [16].

]
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1.1.4. Classification de gingembre

Tableau (1.2) : Classification botanique du gingembre [10 ,14].

Nom frangaisGingembre commun

Autres noms utilisés épice blanche,ginger,genjanb

Nom latin Zingiber officinale (Roscoe)
Régne Plantae

Sous régne Trachéobionta

Division Angiospermes(ou Magnoliophyta)
Classe Liliopsida (ou Monocotylédones)
Sous classe Zingibéridées

Ordre Zingiberales(ou Scitaminales)
Famille Zingibéracées

Sous famille Zingibéroides

Genre Zingiber

1.1.5. Principaux Constituants

Des études photochimiques innombrables ont montré que le rhizome du gingembre renferme
une grande variété de composés biologiques actifs et que leur rapport et la
concentration varient selon la saison, le lieu, la période de la récolte et si les rhizomes sont
frais ou secs. Comme cela est le cas avec beaucoup d'autres préparations a base de
plantes, les extraits du gingembre sont des mélanges complexes de constituants
biologiquement actifs. Plus de 400 composes chimiques ont été isolés et identifiés dans les
extraits de rhizome de gingembre et de nouveau le neuf sont toujours en train d'étre
détectes [12, 17-18].
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Les valeursnutritionnelles du gingembre sont listées dans le tableau (1.3) ci-dessous :

Tableau (1.3): Valeurs nutritionnelles du gingembre [10].

Racine de gingembre, brut(Valeur nutritivepour 100g)

Hydrate de carbone 1779

Energie 20 Kcal

Sucrel.7 g

Fibres alimentaires2 g

Graisses0.75 g

Protéines1.82 g

Vitamine C5 mg

Acide folique (Vit, B9) 11pg
Pyridoxine (Vit, B6) 0.16 mg
Niacine (Vit, B3) 0.075 mg
Acide pantothénique (Vit, B5) 0.203 mg
Thiamine (Vit, B1) 0.025 mg
Riboflavine (Vit, B2) 0.034 mg

Calcium16 mg

Magnésium43 mg

Potassium415 mg

Zinc 0.34 mg
Phosphore 34 mg
Fer 0.6 mg

Le rhizome, tres riche en amidon (60 %), renferme des protéines, des graisses de
types acides oléique et linoléiques (10 %), de I’huile essentielle (a raison de 10 & 25 ml/kg de
rhizome), un complexe oléorésineux (qui contient des composés non volatils et une
enzyme, la zingibaine).[8]

L'odeur du gingembre dépend principalement de son huile volatile, dont le rendement
varie de 1 % a 3 %. Plus de 50 composants de I'huile ont été caractérisés et ceux-ci sont
principalement des composés monoterpéniques [B-phellandréne, (+)camphéne, cinéole,
géraniol, curcumene, citral, terpinéol, bornéol] et sesquiterpéniques [a- zingibérene (30-70
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%), B- sesquiphellandréne (15-20 %), B-bisaboléne (10-15 %), (E-E)-a- farnéséne, ar-
curcumene, zingibérol]. Certains des composeés de [I'huile sont convertis en composés
moins acre aprés dessiccation . L’acreté du gingembre frais est due principalement aux
gingérols, qui sont une série homologue de phénols dont le plus abondant est le [6]-gingérol.
L'acreté du gingembre sec résulte principalement de shogaols (Par exemple, le [6]-
shogaol), qui sont des formes déshydratées des gingérols, les shogaols sont formées a partir
du gingérol correspondant au cours du traitement thermique , ou de stockage [19-22].

Les gingérols sont une série d'homologues chimiques différenciés par la longueur de
leur chaine alkyle non ramifiée, (3-6)-, (8)-, (10)-, et (12)-gingérol, ayant une chaine latérale
avec 7-10, 12, 14, ou 16 atomes de carbone, respectivement [17].

Certains appartiennent a la famille des vanilloides, ils sont accompagnés de gingédiols, de
zingérones, de déhydro-zingérones, de paradols, de cétones et d’esters correspondants.

Les constituants phytochimiques acres et non-volatils du gingembre comprennent les
composants biologiquement actifs, prédominés par le gingérol, le shogaol, le paradol et le
zingérone [10].

Les constituants du gingembre sont nombreux et varient selon I’origine de la plante et état
fraiche ou séchée et les méthodes d’extraction. Seulement il est réputé de renfermer une

grande quantité d’amidon qui est au environ de 45%, et parfois plus [23].

P P ~ ™ -
[ N
|
. |
- ~ L o
a-zingibéréne ar-curcumeéne citral
_,;\W\
OH
[-sesquiphellandréne [-bisaboléne zingibérol

Figure (1.2) : Quelques structures de I’huile essentielle du gingembre [23].

.
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Le godt piquant du gingembre frais est d principalement aux gingérols Figure (1.3) qui sont
des séries d’homologues des phénols. Le plus abondant est le (6)-gingérol, mais il y a aussi de
petites quantités d’autres gingérols avec différentes longueurs de chaine. Alors que le go(t
piquant du gingembre sec est di aux shogaolsFigure (1.3), qui sont les composés déshydratés
des gingérols. Les shogaols sont formés durant le traitement thermique de la plante. La
formation de ces composés dépend du pH (avec une grande stabilité a pH=4), cependant a
100°C et a pH=1 la dégradation réversible est relativement rapide [12, 24,25].

0 OH n=4 [6]-gingercl
@ n=2 [4]-gingercl
(CHz)i™ n=5 [7]-gingarol
n=6 [& -gingercl
H n=8 [10] - gingerol
=]
(o]
M n=4 [6] - shogaol
PN CHY n=2 [4]-shogaol
" n=6 [8] - shogaol
H n=2 [10] - shogaol
n= 10 [12] - shogaol
OMe

Figure (1.3):Principaux constituants actifs du gingembre[10].

D’autres molécules caractéristiques de la famille des Zingiberaceae, les diarylheptanoides
Figure (1.4) ont été isolés des extrais du gingembre, certains d’entre eux ont fait I’objet
d’études pharmacologiques [12,26-29].

Hexahydrocurcumine, antiagrégant plaquettaire, (3S,5S)-3,5-diacetoxy-1,7-bis(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)heptaneactivité cytotoxique[28,12].

g
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(=] HO
HOOH
OMe OMe

Hexahydrocurcumine, antiagrégant plaguettaire (Kiuchi et al., 1992)

(38,585)-3.5-diacetoxy-1, 7-bis(4-hvdroxy-3-methoxyphenyl)heprane

activiré cyvtortoxigue (Ali et al., 2008)

Figure (1.4) : Quelques diarylheptanoides du gingembre et leurs effets pharmacologiques
[28].

Le gingembre contient également quelques flavonoides et acides phénoliques mais a faibles
proportions comme la quercétine, la rutine, fisetine, morine, acide gallique, acide ferulique,

acide vanillique [30].

1.1.6. Culture et production du gingembre

Le gingembre est principalement cultivé en Inde et dans tout le Sud-est asiatique,
notamment en Chine, en Indonésie et aux Philippines, mais aussi en Afrique tropicale
(Nigeria). Sa répartition géographique concerne toute I’Asie, les Caraibes, I’Afrique et
le Brésil, mais plus de 50 % de sa production mondiale provient de I’'Inde et de la Chine [10].
Le gingembre jamaicain et indien est considéré comme le gingembre ayant une qualité

supérieure [31] .

=
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Tableau (1.4) : Les principaux payés producteurs du gingembre [14].
Production en tonnes 2003-2004 Données de FAOSTAT (FAO)

Payeés Production % Production Production % Production
en 2003 Mondiale en 2004 Mondiale
Inde 275000 27% 275000 271%
Chine 259719 25% 260000 25%
Indonésie 151000 15% 151000 15%
Nigeria 110000 11% 110000 11%
Népal 90000 9% 90000 9%
Bangladesh 43000 4% 48000 5%
Thailande 33000 3% 33000 3%
Philippines 30000 3% 30000 3%
Autres pays 39259 3% 39270 3%
Total 1030978 100% 1036270 100%

1.1.7. Pharmacologie de la plante

Au 18°™ siécle, on I’ajoutait aux remédes pour réduire leurs effets irritants sur I’estomac.
Il joue encore ce role en Chine, ou il a la réputation de réduire la toxicité de certaines autres
plantes. En occident, la racine seche combat le mal des transports et les nausées de la
grossesse. La racine fraiche s’emploie comme sudorifique et comme expectorant lors des
rhumes et les refroidissements. 11 est recommandé en friction, sous forme de préparation
huileuse, a parts égales d’huile d’olive et de gingembre pilé, contre les douleurs musculaires
et en distillation auriculaires contre certaines otites douloureuses. En chine le gingembre frais
est utilisé pour le traitement de la fiévre, la toux, et les nausées. Séché, il est utilisé contre les
douleurs de I’estomac et la diarrhée. Son godt piquant est parfois utilisé pour masquer le goQt
désagréable d’autres médicaments [15,32-33].
Les études récentes réalisées sur I’huile, I’oléorésine, les extraits et molécules actives du
gingembre dévoilent diverses propriétés, soit in vitro ou bien in vivo, activité antivirale
respiratoire, anti-VIH1 et anti-herpés virus ; activité antibactérienne sur différentes souches ,

sur des germes anaerobies de la cavité orale ,anti-mycobactérieet des extraits obtenus par CO,
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supercritique ; un bon anti-inflammatoire non stéroidien pour les patients ayant une arthrite
rhumatoide ; effet immuno-modulateur de I’huile essentielle in vitro et in vivo et par
conséquent utilise dans le cas de I’inflammation chronique et les maladies auto-immunes ;
I’association d’un repas protéiné a du gingembre diminue de fagon importante les nausées
retardées observées apres une chimiothérapie et permet de réduire I’utilisation d’un traitement
antiémétique ; effet antioxydant des extraits obtenus par CO, supercritique et antioxydant et
antifongique de I’huile et de I’oléorésine; effet antiulcéreux tres proche de celui de
I’Omeprazole ; traitement des troubles gastro-intestinaux comme la dyspepsie, les nausées et
la diarrhée par inhibition de la motilité intestinale ; hépato-protecteur; anticancéreuxet
améliore I’efficacité d’un traitement du cancer cervical; cytotoxique et cytoprotecteur; neuro-
protecteur de maladies dégénératives Le gingembre a été utilisé aussi en médecine vétérinaire
in vivo comme vermifuge de nématodes gastro-intestinaux des moutons

[10,25,34-52].

1.1.7.1.Propriétés biologiques
a)Propriété antioxydant

Le gingembre contient jusqu'a 12 composés importants qui lui offrent une activité
antioxydant 40 fois plus élevée que la vitamine E. Le gingembre a révelé avoir d'excellentes
propriétés antioxydants. Plusieurs travaux ont montré que le gingembre est doté d'une forte
propriété antioxydantin vitro etin vivo. L’action antioxydant du gingembre a été proposée
comme l'un des principaux mécanismes possibles pour les actions protectrices de la plante
contre la toxicité et les rayonnements, un certain nombre d'agents toxiques, tel que le
tétrachlorure de carbone et le cis platiné, et comme un médicament antiulcéreux. Récemment,
il a été démontre que le (6)- gingérol posséde une action antioxydant puissante a la fois in

vivo et in vitro, en plus des actions anti-inflammatoires et anti-apostoliques fortes[ 54-64] .

b)Propriété antibactérienne

Il a été découvert que le [6]-shogaol posséde une activité antioxydants et des propriétés
anti-inflammatoires plus puissantes que le [6]-gingérol, aussi, le [10]-gingérol est le
plus puissant parmi tous les gingérols . 11 est donc un agent trés efficace pour la prévention
contre les ROS induits par l'ultra-violet, et aussi un agent thérapeutique possible contre les

affections de la peau induites par ces rayonnements [12,24].

=
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c)Propriété anti-inflammatoire

L’extrait de gingembre aempécher Le gonflement induit de patte et était aussi actif que
I'aspirine. L’huile essentielle du gingembre a empéché I’arthrite auxiliaire chronique des rats.
Le gingembre et ses composants piquants sont les inhibiteurs de l'acide arachidique que du
métabolisme. C’est a dire,il empéche le cyclooxygénase (synthétase de prostaglandine) et les

enzymes de lipoxygénases de la glande prostatique.

1.1.8. Formes pharmaceutiques de gingembre

Le gingembre est couramment utilisé dans des préparations pharmaceutiques sous
différentsformes galéniques ont pour but de faciliter I’administration de I’ensemble des
principes actifs [65,66]:

» Teinture.
» Capsule.
» Pommade.
> Infusion.
> Sirop.
» Comprimée.
» Creme.
>

Pansement.

1.1.9. Toxicité de gingembre

Le gingembre est généralement considéré comme une plante médicinale sans danger [67]. La
littérature scientifigue abondante sur le gingembre ne met pas en évidence de toxicité
particuliere concernant cette plante. Les précautions d’emploi résident, comme d’habitude,
dans la prévention des risques encourus par I’emploi de I’huile essentielle concentrant
des principes aromatiques par hydro-distillation, comme les carbures mono et
sesquiterpéniques [10].

D’apreés les littératures, le gingembre est considéré comme une plante médicinale sure, car
la DLsp est de 6.284 g/Kg d’oléorésines [68].
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1.2. Les huiles essentielles
1.2.1. Définition

Il s’agit d’un extrait pur et naturel provenant de plantes aromatiques,Elle concentrel’essence
de la plante, autrement dit son parfum. Il s’agit de substances odorantes, volatiles,de
consistance huileuse, tres concentrées, offrant une forte concentration en principes actifs. |1
faut ainsi une trés grande quantité de plantes fraiches pour obtenir quelques millilitresd”huiles
essentielles [69-72].

» Selon la pharmacopée européenne :
« Produit odorant, généralement de compositioncomplexe, obtenu & partir d’'une matiere
premiere végétale botaniquement définie, soit parentrainement par la vapeur d’eau, soit par
distillation séche, ou par un procédé mécaniqueapproprié sans chauffage. L’huile essentielle
est le plus souvent séparée de la phase aqueusepar un procédé physique n’entrainant pas de
changement significatif de sa composition »[73].

> Selon I’AFNOR (I’ Association Francaise de Normalisation) :
Ce sont des produitsgénéralement odorants, obtenus soit par entrainement a la vapeur d’eau,
de végétaux ou departies de végétaux, soit par expression du péricarpe frais de certains citrus.

Cette définitionexcluant les essences obtenues par d’autres procédés d’extraction [74].

1.2.2. Caractéres physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce qui
lesdifférencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les
solvantsorganiques usuels ainsi que dans I’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais tres peu
solubles dans I’eau. Il faut donc impérativement un tensioactif pour permettre leur miseen
suspension dans I’eau. Elles présentent une densité en général inférieure a celle de I’eau etun
indice de réfraction élevé. Elles sont pour la plupart colorées, ex ; rougeatre pour leshuiles de
cannelle et une variété de thym, jaune péale pour les huiles de sauge sclarée et deromarin
officinal. Elles sont altérables et sensibles a I’oxydation. Par conséquent, leurconservation
nécessite de I’obscurité et de I’humidité. De ce fait, I’utilisation de flacons enverre opaque est

conseillée.
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Elles sont constituées de molécules a squelette carboné, le nombre d’atomes de carbone
étantcompris entre 5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15) [75-76].

1.2.3. Les procédés d’extraction des huiles essentielles

La quantité d'huile essentielle contenue dans les plantes est toujours faible, parfois tres
faible, voire infime. Il faut parfois plusieurs tonnes de plantes pour obtenir un litre d'huile
essentielle.

L’extraction des huiles essentielles est certainement la phase la plus délicate. Elle a pour
but de capter les produits les plus subtils et les plus fragiles élaborées par le végétal. 1l existe
différents procédés d'extraction, mais le choix de la méthode utilisée définit obligatoirement

la nature de I’essence ainsi que son éventuelle utilisation.

1.2.3.1. Hydro-distillation

Le matériel végétal est en contact direct avec I’eau. L’hydro-distillation consiste a
immergerdirectement le matériel végétal a traiter (intact ou éventuellement broyé) dans un
alambicrempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont
condensées surune surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité .
Cette méthodeest généralement indiquée pour les huiles essentielles dont les constituants
chimiques sontthermorésistants. Cependant, I’inconvénient majeur de cette méthode est la non
maitrise de latempérature du récipient contenant le mélange (eau + organes végétaux) et la
modification de la couleur, de I’odeur et de la composition de I’huile essentielle au cours de la
distillation[77-78].

1.2.3.2.Extraction par les solvants organiques

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en
essencerelativement faible ou pour les essences que I’on ne peut extraire par distillation. Etant
denature huileuse, les essences sont solubles dans les solvants organiques. Un épuisement
desplantes est effectué a I’aide d’un solvant volatil dont I’évaporation laisse un résidu cireux,
trescoloré et trés aromatique appelé «concréte». Le traitement de cette concréte par I’alcool
absolu conduit a «I’absolue».On utilise comme solvant organique volatil I’hexane,qui est le

plus utilisé actuellement ; le benzene tres utilisé dans le passé mais interdit pour desraisons de
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toxicité ; le propane ; le toluene, etc. L’extraction s’effectue en plusieursétapes, on lave la
matiére avec le solvant deux a trois fois. 1l semble que la presque totalitédes produits odorants
passe en solution dés la premiére extraction. Mais, étant donné que lamatiére traitée retient
une forte proportion de la solution, il est nécessaire de pratiquer desdilutions successives avec
de nouvelles charges de solvant (lavages). La matiere épuiséeretient une proportion
importante de solvant. Il faut donc concentrer la solution en évaporantle solvant qui est
recyclé pour d'autres lavages. La récupération du solvant atteint couramment94 a 96 % de la
quantité retenue. De ce fait une proportion résiduelle de solvants restedans les concrétes d’ou
un risque de toxicité non négligeable. Pour cette raison, cettetechnique est limitée a I’industrie
des parfums [76-77,79-82].

1.2.3.3. Extraction par le CO, supercritique

L’originalité de cette technique repose sur le solvant utilisé: il s’agit du CO; en
phasesupercritique. L’extraction consiste & comprimer le dioxyde de carbone a des pressions
et ades températures au-dela de son point critigue (P=72.8 bars et T= 31.1°C). A
I’étatsupercritique, le CO, n’est ni liquide, ni gazeux, et cela lui confére un excellent
pouvoird’extraction, modulable a volonté en jouant sur la température de mise en ceuvre. Les
fluidessupercritiqgues comme le CO, sont de bons solvants a I'état supercritique, et de mauvais
solvants & I'état gazeux. Les avantages de ce procédé sont les suivants :

> Le CO; est totalement inerte chimiquement, il est naturel, non toxique et peu codteux.

> En fin de cycle, la séparation entre le solvant d'extraction et le soluté pour
obtenirl’extrait est facile (simple détente qui ramene le CO, a I’état gazeux), avec une
récupération quasi-totale et peu colteuse.

» L’extraction des huiles essentielles par le CO, supercritique fournit des huiles detrés

bonne qualité et en temps d’extraction relativement court par rapport aux méthodes
classiques.
En conclusion, il n’existe pas de procedé meilleur que d’autres. Chaque méthode
posséde sa propre indication selon le végétal ou la partie du végétal, et I’utilisation du
produit obtenu commande ainsi que I’aspect économique qui est tout aussi important
[77, 80, 83,84-86].

1.2.4. Activité antimicrobienne des huiles essentielles
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Les propriétés médicinales des huiles essentielles sont nombreuses, antispasmodique,
expectorant, rafraichissant, diurétique, antiseptique.
Cependant, dans ce travail, nous allons nous limiter a leurs propriétés antimicrobiennes qui
constitueront I’essentiel de notre étude de recherche. Les vertus antimicrobiennes des huiles
essentielles sont bien connues et bien documentées. En effet, de nombreux travaux de
recherche ont mis en évidence leur puissante activité antiseptique agissant aussi bien sur les
bactéries, les champignons pathogénes que les virus, leur conférant ainsi diverses indications

thérapeutiques [87, 88].
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Chapitre 2 : Teinture officinale et la physiopathologie des
plaies

2.1. Généralités sur la teinture

2.1.1. Définitions

a)Les teintures sont des préparations liquides, généralement obtenues a partir de matiéres
premieres vegétales ou animales séchées. Pour certaines préparations, les matiéres a extraire
peuvent subir un traitement préalable tel que l'inactivation des enzymes, le broyage ou le
dégraissage.

Les teintures sont obtenues par macération, percolation ou par d'autres procédés appropriés et
validés, en utilisant l'alcool de titre approprié. Les teintures peuvent également étre préparées
par dissolution ou dilution d'un extrait dans un alcool de titre approprié.

Les teintures sont généralement obtenues soit a partir de 1 partie de drogue et de 10 parties de
solvant d'extraction, soit & partir de 1 partie de drogue et de 5 parties de solvant d'extraction.
Les teintures sont généralement limpides. Au repos, les teintures peuvent présenter un léger
sédiment qui est acceptable & condition que la composition de la teinture n'en soit pas

modifiée de maniére significative[89].

b)La Pharmacopée francaise définit les teintures comme étant des préparations liquides
généralement obtenues a partir de matiere premiére végetale séchée .Dans certains cas, les
matieres a extraire peuvent subir un traitement préalable tel que I’inactivation des enzymes, le
broyage ou le dégraissage[90].

Les teintures contiennent de I’alcool et leur titre alcoolique varie selon le type de drogue. Il
peut étre & 60°, pour les principes actifs tres solubles ou drogues a tanins, a 70, 80 ou 90°,
pour les résines. Selon que I’extraction par I’alcool est réalisée sur une seule drogue ou sur
des mélanges de drogues on parle de teintures simples ou de teintures composées.

On appelle teinture officinale une préparation médicamenteuse résultant de la macération de
plantes seches dans de l'alcool allant de 45 a 70° (macération a froid ou & chaud en fonction
de la plante). Cela permet a l'alcool de s'imprégner des principes actifs de la plante. Cette

préparation est ensuite filtrée puis diluée. Les teintures officinales traditionnelles ont une
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dilution au cinquiéme (soit un volume de teinture pour cing volumes de solvant). Elles
peuvent habituellement se conserver cing ans a I'abri de la lumiére et de la chaleur.

Les teintures sont obtenues par action dissolvante de I’éthanol sur des plantes séches,
tandis que les alcoolatures (ou teintures meres) sont obtenues par action dissolvante de
I’éthanol sur des plantes fraiches. Quant aux alcoolats, ils sont obtenus en distillant de

I’éthanol en présence de substances aromatiques [91,92].

2.1.2. Production

En fonction de I’effet thérapeutique recherché, I’usage traditionnel puis la recherche, ont mis
au point des procédés de traitement des plantes qui permettent de ne garder que les molécules
intéressantes. Les produits phytothérapeutiques sont élaborés a partir de plantes fraiches, de

plantes seches, ou d’extraits de plantes Figure (2.5) [66,90].

[ Procédés de fabrication ] Produits obtenus

Alcool —— > Teinture meére
| Macération ~\/, — ——
b B g Alcool-glycérol-eau ——> Macérat glycériné
Extraits de Plantes

Standardisés

Plante fraiche

LCryobroyage > Lixiviation ——>

| Pulvérisation | Poudre de plante
) | Macération
—
o
g Percolation
o L Ethanol Teinture alcoolique
= a
& . Digestion
. Infusion Pl — Evaporation —> Bxtralt fluide
- Ei?u ou P ou sec
- mélange
| Décoction

Figure (2.1) :Procédés de transformation des plantes médicinales [93].

2.1.2.1.Production par percolation

On Réduisant, si nécessaire, la drogue en morceaux de taille appropriée. Mélangez
uniformément avec une partie du solvant d'extraction prescrit et laissez reposer pendant un

temps approprié. Introduisez le mélange dans un percolateur et laissez le percolat s‘égoutter
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lentement en s'assurant que la drogue soit toujours couverte par le restant du solvant

d'extraction. Le marc peut étre pressé et le liquide exprimé réuni avec le percolat.

2.1.2.2.Production par macération

On réduisant la drogue en morceaux de taille appropriée, et mélangeant uniformément avec le
solvant d'extraction prescrit et laissant reposer le mélange dans un récipient fermé, pendant un
temps approprié. La drogue épuisée est séparée du liquide extractif et, le cas échéant, pressée.

Dans ce cas, les deux liquides obtenus sont réunis.

2.1.3.Les teintures-meres

Les teintures-méres sont des préparations a usage homéopathique inscrites a la Pharmacopée
francaise. Par définition ce sont des préparations liquides qui résultent de l'action dissolvante
d'un véhicule alcoolique sur des drogues végétales fraiches.

Elles se réalisent, par macération d’une plante fraiche dans de I’alcool. Les différences
résident dans le fait que celle-ci est beaucoup plus longue, elle dure environ vingt et un jours
et que ces teintures-meres sont préparées en général au dixieme, c'est-a-dire qu’un gramme de
la plante desséchée donnera dix grammes de teinture-meére [94].

La teinture-mére est un procédé consistant a utiliser une plante fraiche qu'on laisse
maceérer plusieurs jours dans un mélange d'alcool. La solution hydro-alcoolique va extraire les
composants végétaux et ainsi se charger en principes actifs (ceux de la plante utilisée). Le
liquide est ensuite filtré, ce qui donne une teinture-mére qui pourra servir telle quelle ou qui
participera a la réalisation de remeédes thérapeutiques, notamment homéopathiques.

Gréce a cette méthode d'extraction, la concentration en principes actifs est optimale[95].

2.1.4.Préparation et usage

La premiére phase, lors de la fabrication d’une teinture-mére, consiste a broyer les plantes
fraiches triées auparavant et a les mettre immédiatement en macération dans de I’éthanol a
95°. On ajoute alors au mélange la quantité d’eau distillée nécessaire pour obtenir un degré
alcoolique de 60 a 70, selon la solubilité des principes actifs. Le macérat est conservé au frais,
en récipient étanche et a I’abri de la lumiere pendant trois semaines. On I’agite de temps a

autre.
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Ensuite arrive I’étape de filtration. La plante macérée est fortement exprimée afin de
récupérer toute la solution extractive. Il convient ensuite d’obtenir le titre requis par rapport
au poids théorique de la plante séche. Pour cela on ajuste le degré alcoolique et le volume de
teinture.

La teinture-mére se fabrique toujours a partir d’une seule plante. La préparation des teintures-
meéres doit satisfaire a un cahier des charges précis et exigeant, en ce qui concerne les zones et
les modes de culture, les récoltes, la sélection des souches et la préparation des produits. 11 est
également possible de fabriquer soi-méme une teinture-mere simplifiée a usage domestique
[96].

2.1.5. Stabilité de la teinture

L’industrie pharmaceutique est tenue d’un point de vue Iégal comme d’un point de vue
moral, a fournir des médicaments qui conserveront leur qualité de départ pendant tout le
temps prévu pour leur utilisation.

Les essais de stabilité sont une série d’essais exigés du fabricant dans le cadre de I’A.M.M,
congus pour fournir des informations sur la stabilité d’un medicament de facon a pouvoir
définir sa durée de validité et d’utilisation dans des conditions d’emballage et de stockage

specifiées[97].

2.1.5.1. Qu’est-ce que la stabilité et date limite d’utilisation d’un
médicament ?

= Stabilite

Aptitude d’un médicament & conserver ses propriétés chimiques, physiques, microbiologiques

et biopharmaceutiques dans des limites spécifiées, pendant toute sa durée de validite.

= Date limite d’utilisation ou date de péremption

Date jusqu’a laquelle le médicament est censé rester conforme aux spécifications s’il est
conservé correctement. Cette date doit figurer en clair sur les conditionnements primaires et

secondaires.
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2.1.5.2. Principales causes d’altération d’un médicament
Elles peuvent étres d’origines interne ou externe.
» Facteurs internes
= Systéme médicamenteux : désequilibre thermodynamique.
= L’état physique du milieu : les émulsions et les suspensions sont particulierement
instables est possedent une tendance naturelle a s’altérer.
= Incompatibilité entre les différents constituants : chimique ou physique.

= |nteraction contenu- contenant : migration, adsorption,...

» Facteurs externes

= La température: accélére et favorise toutes les réactions chimiques ou
biologiques ; peut provoquer des changements d’états physique et favorise le
développement des micro-organismes.

= La lumiere : provoque des transformations moléculaires, dépolymérisations ou des
décompositions.

= L’air atmosphérique : c’est le grand facteur externe d’altération. Ses composants
principalement I’oxygéne et I’humidité sont des éléments destructeurs capitaux par
phénomeénes d’oxydation, d’hydrolyse ou d’effervescence.

= Destruction par contamination microbienne.

= Le temps de conservation.

= Manipulations de fabrication brutales.

Doivent étre vérifiés, la teneur en PA et les propriétés chimiques, physiques,
microbiologiques et bio- pharmaceutiques. Ne sortent par des limites spécifiées pendant toute

la durée de validité proposée.

2.2. Physiopathologie des plaies
2.2.1. LaPeau

La peau est un organe complexe recouvrant le corps en entier. Son poids totalise environ 15 %
du poids total du corps d’un adulte, ce qui lui vaut le titre du plus grand et du plus important
(de par sa surface) organe du corps humain. Elle assure plusieurs fonctions nécessaires a la

survie de I’organisme comme la protection contre les agressions physiques, chimiques et
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biologiques extérieuresElle a aussi un rble dans la régulation thermique, I’excrétion,
IPimmunité, la synthese de la vitamine D et elle constitue un excellent capteur d’informations
extérieures grace aux milliers de terminaisons nerveuses qu’elle contient. De plus, les
nombreux vaisseaux sanguins qui traversent le derme transportent de 8 a 10 % du sang en
circulation dans le corps, ce qui fait de la peau un important réservoir sanguin

[96-99].

2.2.1.1.Epiderme

L’épiderme est la couche en contact direct avec I’environnement extérieur, elle protege
I’organisme contre celui-ci. Elle empéche les agents pathogenes d’envahir I’organisme et
maintient I’eau et les nutriments en son sein. Elle a une épaisseur moyenne de 100 um, mais
celle-ci peut varier considérablement selon la région du corps. Par exemple, I’épiderme des
paupiéres n’a que 50 um d’épaisseur tandis que I’épiderme de la plante des pieds peut
avoisiner le millimétre.Les cellules qui composent I’épiderme forment un épithélium
pavimenteux stratifié et sont a 95 % des kératinocytes. lls produisent de la kératine, qui
imperméabilise et proteége la peau et les tissus sous-jacents [96,98-100].

2.2.1.2.Derme

Le derme est la couche qui donne la souplesse et la résistance a la peau. Il est composé
principalement de tissu conjonctif qui le rend compressible et élastique. Il constitue un
support pour les différentes annexes cutanées que sont les vaisseaux sanguins et
lymphatiques, les poils, les terminaisons nerveuses et les glandes sébacées et sudoripares.
L’épaisseur du derme varie considérablement selon la localisation anatomique. Par exemple,
il est beaucoup plus épais dans la plante des pieds que dans les paupiéres. En moyenne, il a
une épaisseur de deux millimetres, mais peut atteindre quatre millimetres dans certaines

parties du corps [97].

2.2.1.3.Hypoderme

L’hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Il est constitué de tissus adipeux qui
ont pour fonction d’emmagasiner I’énergie sous forme de graisse. En fait, environ la moitié de
tout le gras emmagasiné dans le corps humain est retrouvée dans cette couche. L’hypoderme

joue aussi un role de thermorégulation et de protection contre les agressions mécaniques. Les
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cellules qui peuplent I’hypoderme s’appellent les adipocytes, ce sont des cellules rondes
remplies d’acides gras et de triglycérides [96].

2.2.2. Définition de plaie

Une plaie normale est définie comme une interruption dans la continuité d’un tissu du corps,
une rupture de la barriére cutanée. Outre la lIésion d’organes sous-jacents qui peut se produire
lors de I’accident, la plaie peut entrainer la pénétration de germes pathogénes dans un

organisme et provoquer une infection. Le principal risque pathogéne est le tétanos.

2.2.3. Causes des plaies

Une perturbation de I’intégrité de la peau peut survenir dans plusieurs contextes. La peau peut
subir des dommages lors de chirurgies, de brQlures, de radiations, de coupures, de déchirures,

d’éraflures, d’abrasions, de frottements, de pincements et de pressions [101].

2.2.4. Classification des plaies

L'ampleur des dommages infligés a la peau a la suite d’une blessure dépend de la profondeur
de celle-ci, qui est classifiée en trois degrés (plaie du premier, second et troisieme degré), de
son étendue (la superficie endommagée), et de la nature de [I’agression,(exemple:
traumatisme, chaleur, froid, produits chimiques). Ces trois parameétres influencent le choix du

traitement puisque le déroulement de la guérison en est affecté.

2.2.5. Profondeur de la plaie

2.2.5.1. Premier degré
Les plaies du premier degré (plaies partielles) ne touchent que I'épidermeFigure(2.6). Elles

proviennent généralement d'une Iégere brilure, d'un coup de soleil ou d'une légére abrasion et
demeurent douloureuses pendant quelques jours. Les kératinocytes morts de I'épiderme
desquament et seront remplacés grace a la prolifération des cellules basales sans qu’il y ait

formation d'une cicatrice[102, 103].

2.2.5.2. Deuxieme degré
Les plaies du second degré sont plus profondes et trés douloureuses puisqu’elles

endommagent les terminaisons nerveuses du derme. Une brdlure plus importante, l'abrasion
de la peau ou une coupure provoquent généralement de telles plaies. L'épiderme, la membrane

basale et une portion variable du derme sont détruites Figure (2.6)La
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réépithélialisations’effectuera a partir d’une portion saine du derme et des annexes cutanées.
La réparation tissulaire sera plus laborieuse et souvent une cicatrice permanente subsistera

surtout dans le cas de plaies profondes[102, 103].

2.2.5.3. Troisieme degre

Les plaies du troisieme degré se caractérisent par la destruction compléte de I'épiderme et du
dermeFigure (2.6). Une brilure importante, une coupure ou une abrasion profonde détruisent
les terminaisons nerveuses et rendent ces plaies indolores. Compte tenu de la destruction
totale des annexes cutanées et de I’épiderme, la réépithélialisation doit se faire a partir des
marges des plaies plutdt qu’en foyers multiples a partir des follicules pileux comme c’est le

cas dans les plaies du deuxieme degré.

Epiderme (

Peau Premier  Deuxieme  Deuxieme  Troisieme
normale degré degré degré degré
superlicie]  profond

Plaies

Figure (2.2) :Classification des plaies cutanées selon la profondeur [102].

2.2.6. Nature de la plaie

La nature de I’agression produit une plaie dont les caractéristiques influencent sa présentation,
sa guérison naturelle et thérapeutique. A la suite d’une brilure, la réépithélialisation débute
plus tardivement de sorte que la plaie demeure ouverte plus longtemps. Ainsi, seront traitées

difféeremment : une brilure chaude, froide ou chimique, une incision, une éraflure[104].

2.2.7. Processus de guérison des plaies
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La guérison des plaies dépend de leur présentation, de leur propreté, du temps écoulé depuis
la blessure, du site anatomique, etc. La guérison par premiére intention vise a rapprocher les
marges de la plaie a l'aide d'une suture afin de faciliter le processus de réparation, alors que la
cicatrisation par seconde intention laisse la plaie ouverteFigure (2.7).Les processus mis en
branle au cours de ces deux modes de guérison sont presque identiques, c’est a dire
inflammation, suivie de la formation du tissu de granulation et de la réépithélialisation, puis
de la phase de remodelage [105-108].

2.2.7.1.Phase inflammatoire

L’inflammation est une réaction vasculaire et cellulaire qui permet d’éliminer les substances
étrangeres qui pourraient infecter la plaie. Pendant cette étape, il y a formation d’un caillot de
sang qui réunit lachement les bords de la plaie. Ce caillot est formé lorsque des vaisseaux
sanguins sont endommagés. Des plaquettes entrent alors en contact avec le collagene
subendothélial, ce qui déclenche la cascade de coagulation. Ces mémes plaquettes activées
relachent des médiateurs biochimiques qui causent une vasoconstriction afin de réduire la
perte sanguine. Le caillot servira de matrice sur laquelle les cellules pourront migrer durant

les phases subséquentes [109, 110].

2.2.7.2.Phase proliférant (prolifération, granulation et contraction)

La phase de granulation débute a peu prés quatre jours apres la blessure initiale et dure
normalement jusqu’au jour 21 pour les plaies aigués et selon la taille de la plaie. En pratique
clinique on la distingue par un tissu rouge et rugueux dans le lit de la plaie. Ceci implique le
remplacement des tissus dermiques et parfois des tissus sous-cutanés dans les plaies plus

profondes en plus d’une contraction de la plaie.

2.2.7.3.Phase de remodelage

Le remodelage des tissus cicatriciels peut durer jusqu’a un an et parfois plus. Au début de
cette phase, I’épiderme a retrouvé son épaisseur normale et la crolte formée a partir du caillot
sanguin tombe. Les fibres de collagéne commencent a étre mieux organisées ; initialement
fines et désordonnées, elles deviennent plus épaisses et alignées avec les autres fibres des
marges de la plaie. Malgré toutes les modifications et le remodelage que subit le dermedurant

cette phase, la peau ne retrouvera jamais ni sa fonction ni sa force ou résistance originale. En

*
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effet, la force de tension de la peau cicatrisée ne dépassera pas 80 % de sa force antérieure. De
la méme facon, I’élasticité de la cicatrice sera moindre qu’avant la blessure [98,111-113].

Guérison par premiiére intention Guérison par seconde intention

Epiderme

~

e \_//\\_/
Derme

Derme

Suture

Tissu de granulat:on

S|

Figure (2.3) :Guérison d"une plaie par premiére et seconde intention [113].

2.2.8. Méthode d’étude expérimentale de I’activité cicatrisante «in vivo»

Les animaux de laboratoire (généralement les rongeurs) sont largement utilisés de fagon
expérimentale dans les tests de guérison des plaiesbien que physiologiquement ces animaux
ont un processus de guérison plus accéléré que chez les humains. Les avantages de leur
utilisation résident dans le fait qu’il peuvent étre modifiés génétiqguement pour reproduire
certaines pathologies comme le diabéte, I'immunodéficience et l"obésité tel que chez
I"homme.Contrairement aux rongeurs, la peau du porc est le plus similaire de celle des
humains du point de vue de la structure de la peau, du ratio épaisseur épiderme/derme, des
vaisseaux sanguins, et des follicules pileux. De ce fait, des modeles de test sur les porcs sont
aussi utilisés.

Plusieurs tests sont développés chez les animaux tels que « la chambre de I"oreille du rat » ou
« la Chambre d"Algire » qui consiste a placer une fenétre transparente en plastique sur le

tissus sous cutanée dorsal du rat pour visualiser la vascularisation et de mesurer

=
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I"angiogenése pendant la guérison .De méme que les modeles de plaies dans les différentes
couches de la peau sont aussi provoqués pour évaluer la régénération de I"épiderme et la
production de la matrice. Les plaies excisionelles sont provoquées sur le dos des animaux ; la
guérison de celles-ci passe par le réépithélialisation, la reconstitution du derme et la

contraction de la plaie. Ce qui permet d"étudier toutes les phases de la guérison[114-116].

=
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Chapitre 3 : Identification physico-chimiques et
microbiologique

Dans cette partie d'étude, On fait I’extraction de gingembre, leur caractérisation physico-
chimique et microbiologique ainsi que leur utilisation de préparation d’une teinture officinale

avec leur activité biologique in vivo et font I'objet de discussion.

3.1. Méthodes d’extractions

3.1.1. Hydrodistillation

Matériels
v Ballon.
v Balance.
v Chauffe ballon.
v' Réfrigérant.
Réactifs

v' Eau distillée.

v' Les trois formes de gingembre (sec, poudre et frais).

Mode opératoire

On met un volume de 500 ml d’eau avec 50g de plante rhizome de zingiber de trois formes
séche, poudre, et fraisdans un ballon de 1000ml.
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Figure (3.1):Montage d’hydrodistillation

Résultats

v/ On a obtenu une quantité insuffisante de I’huile essentielle.

v L’huile essentielle a une odeur semblable a celle du gingembre a I’état naturel.
v" Pour le frais, la couleur de I’extrait est trés claire.

v" Pour le sec, la couleur de I’huile est jaune foncée.

Conclusion

La séparation de [I’huile essentielle de gingembre par [I’hydro-distillateur de type
CLEVENGER est facile, a cause de non homogénéité de I’extrait récupere.

3.1.2. Extraction par soxhlet

Matériels

v Balance.
Colonne.
Réfrigérant.
Ballon.
Chauffe ballon.
Réactifs

v Acétone.

v" Rhizome sec de gingembre.

30
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Modeopératoire

On met 10g dechaque forme du rhizome dans la colonne avec 300ml d’acétonedans un
ballon.

Figure (3.2):Extraction par soxhlet.
Résultats

+«+ On a obtenu une quantité insuffisante de I’extrait.

+« La séparation de I’extrait de gingembre a cause de I’nomogénéité totale.
< L’extrait & une odeur semblable a celle du gingembre a I’état naturel.
¢+ Pour le sec : la couleur de I’extrait est jaune foncée.

Conclusion

La separation d’extrait est trés difficile par Soxhlet, & cause de I’homogénéité de solution

récupéree.

3.1.3. Macération a froid

Matériels

Erlenmeyer avec bouchon.

v

v Balance.
v Entonnoir.
v

Papier filtre.
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Réactifs
v' Ether de pétrole.
v Acétone.
v' Ethanol.

Mode opératoire

On mélange 10g de chaque forme de la plante avec 100 ml de chaque solvant dans des
Erlenmeyer et on le laisse pendant 3 jours.

Apres cette période on fait une double filtration puis on procede a I’évaporation des solvants

par le rotavapor.

Figure (3.3):Macération par différents solvants

Figure (3.4):Appareille de rotavapor

Résultat

+«+ On récupéré des mélanges homogenes.

¢+ Pour la forme seche : I’extrait de couleur jaune foncé.
+«+ Pour la forme poudre : I’extrait de couleur jaune claire.
«»+ Pour la forme frais : I’extrait de couleur transparent.

2




Partie expérimentale

Figure (3.5):les différentes oléorésines obtenue par macération

Conclusion
On récupéré des oléorésines se formes de pate pour les deux formes séche et poudre extraite

par macération et par sohxlet, avec un extrait jaune tres clairepour la forme frais.

3.1.4. Calcul de rendement

Le résidu de filtration & été séché a I’air libre pendant 4 jours puis pese, etapres on calcule
le rendement comme suit :
Ce calcul se fait pour difféerentes méthodes d’extraction.
R1= [(Po- P1)/Po]*100.
Po: Poids initial.
P1: Poids aprés extraction et séchage.
» Rendement de I’huile essentielle dans I’extrait (R>)

Notre I’huile essentielle est trés solubles dans les solvants utilisées, donc il n’y a pas
une couche sur nageant qu’on I’utilise pour le calcul du rendement.

D’aprés la pharmacopée Européenne et Britishlkg de gingembre produit 15ml de I’huile
essentielle en minimum (15ml et quelques gouttes)[89, 117].

On utilisant cette donnée on peut calculer le rendement.
Alors :
1000g (Plante)
Mg

v

15ml (HE)
V ml

v

M nuite = A huite ™V huite

R2 = M piile / Am  (de I’extrait)

u
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Ce tableau rétablir les résultats de rendement obtenu :

Tableau (3.1) : les différents rendements obtenus.

Nature de solvants masse durée de Masse R;: (%) R, : (%)
gingembre utilisés initiale de | |’extraction finale de Rendement Rendement
(ml) gingembre gingembre | dextraction de I’huile
9 9 dans
I’extrait
Poudre Ether 10 3 jours 7.7 23 6.95
100
Poudre Acétone 10 3 jours 8.2 18 6.95
100
Poudre Ethanol 10 3 jours 9.3 7 17.83
Frais Ether 10 3 jours 5 50 2.8
100
Frais Acétone 10 3 jours 8 20 6
100
Frais Ethanol 10 3 jours 4 60 2.08
100
Sec Ether 10 3 jours 8,2 18 6.66
100
Sec Acétone 10 3 jours 7.4 26 4.61
100
Sec Eau distillée 50 3 heures 8.3 16.3 7.65
500
Sec Ethanol 10 3 jours 9.2 8 15.63
100
Sec Acétone 10 5 heures 8.3 15 8.34
Soxhlet
300
Conclusion

Onobserve des différents rendements obtenue par différents méthodes d’extraction de
gingembre frais, sec et poudre par différents solvants (Ether, Acétone et Ethanol).

Interprétation

D’aprés les resultats obtenus de différentes méthodes d’extractions (hydro-distillation,

macération et soxhlet) de I’extrait de gingembre a I’état frais, sec et en poudre on constat
que :

¢ Le rendement de I’oléorésine de gingembre poudre extraite par macération

dans éthanol est meilleur que ceux obtenus par les autres méthodes citées

precédemment.

w
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3.2. Caractérisations générales de I’huile de gingembre
3.2.1. Caractéristiques organoleptiques de I’huile de gingembre

< Aspect : Solution limpide huileuse.

< Odeur : a une odeur forte caractéristique de gingembre.
< Couleur : jaune.

< Gout : piquant. [118, 119, 120,53]

3.2.2. Caracteristiques physiques de I’huile (Oléorésine)

3.2.2.1. La densité relative de I’huile de gingembre

Mode opératoire

La densité relative d’une substance est le rapport entre la masse d’un certain volume de cette
substance, et la masse d’un volume égal d’eau a la méme température.On détermine la densité
relative avec le nombre de décimales prescrit dans la monographie, a I’aide d’un pycnomeétre,
d’une balance ou d’un aréométre, sans tenir compte de la poussée de I’air lors de la pesée, ce
qui peut introduire une incertitude d’une unité a la troisieme décimale. Les densités relativesa

I’huile de référence et a I’extrait brut,déterminées a la température ambiante (23°C), sont

données dans le tableau suivant.[89]

Matériels
v pycnomeétre.

v" Balance.

Tableau (3.2) :Densité relative de I’huile gingembre a T = 23°C.

Substance Densité relative Norme [66]
Huile essentielle 0,838 0,832 a 0,846
Conclusion

La densité relative de I’huile correspond a la norme.

)
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3.2.2.2. Taux d’humidité (méthode de perte a la dessiccation)

Matériels
v Bécher.

v' Dessiccateur.

v Balance.

v Etuve.

Mode opératoire

On pesé 5g du I’échantillon (poudre) dans un Bécher, en suit on met le bécher dans I’étuve a

température de 105° C pendant 2 heures. Et puis metre-le bécher dans un dessiccateur, puis

on pése le résidu [65,121]
Calcul
P1: (bécher +5¢g de la substance).
P, : (bécher aprés dessiccation).
Taux d’humidité (%)= (P1-P,) /m *100.

m = masse de I’échantillon.

Tableau (3.3):Résultat du taux d’humidité

Substance Taux d humidité (%)
Poudre (50) 10.34
Conclusion

Le Taux d’humidité du gingembre est selon les normes.

3.2.2.3. Calcination (les cendres)

Matériels
v Creusé en platine.
v" Dessiccateur.
v Balance.
v Bec bunsen.

Norme(%o)

<12
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Mode opératoire
On calciné 1g de poudre du gingembre dans un creusé en platine, en suit on brdlé le creusé

dessus de bec bunsen jusqu’une obtention une cendre blanche.

Et puis on métre le creusé dans un dessiccateur, puis on pése le résidu.[89]

Tableau (3.4):Les cendres.

Nature de gingembre Les cendres (%0)

Poudre 3,29

3.2.3. Caracteristiques physico-chimiques de I’huile de gingembre
3.2.3.1. PH de oléorésineet I’extrait brut
Matériel

pH métre

Résultat
pH; = 4.58

pH,>= 6.58
Conclusion

» Le pH; obtenu indique que notre oléorésine de gingembre a un caractére acide.

> Le pH, de I’extrait brut de gingembre est considéré comme neutre[122,123].

3.2.3.2. Pouvoir Rotatoire a'p

Mode opératoire
Amener I'échantillon & une température spécifiée et I'introduire dans le tube en s‘assurant qu'il
ne reste aucune bulle d'air interposée. Placer le tube dans le polarimetre, voir Figure (3.6),et

lire I'angle de rotation dextrogyre (+) ou "lévogyre (-) de I'échantillon pour essai sur I'échelle
de l'appareil [124].

11 est calculé suivant la formule suivante :

a'p= (A/L)*100
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Avec :

A: Est la valeur de langle de rotation en milliradians ou degrés dangle.

L : Est la longueur du tube utilisé, en décimetre. (L=0,1)

Calcul

A=-0,017
o?°o=[- 0,017/0,1]*100
oD =-17

Figure (3.6):Polarimétre.

3.2.3.3. Indice de Réfraction

L’Indice de Réfraction d'un milieu homogéne, transparent, isotrope peut étre défini comme le

pouvoir que posséde ce milieu de dévier un rayon lumineux arrivant sur sa surface[117].
Si le milieu est considéré comme étant dans le vide on a :

Sin'i

Air

Figure (3.7):Indice de Réfraction.
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Ou i et r sont les angles d'incidence et réfraction du rayon lumineux passant obliqguement du
vide a travers la surface plane du milieu étudié. Pour plus de commodité on a adopté l'indice
de réfraction par rapport a l'air avec la correspondance:

I\lv

--------- =N, =1,00027  ou # est l'indice de l'air

n

L'Indice de Réfraction varie avec la température et la longueur d'onde de la lumiere utilisee.
C'est la raison pour laquelle, par souci de cohérence, on travaille a 20°C avec la raie D de la
vapeur de Sodium (589.3 nm) et on écrit:n*p

Si les mesures sont réalisees a une température différente, par exemple 25°C, ceci doit
étre spécifié : %

Matériel

Figure (3.8): Dispositif du Réfractometre d’ ABBE.

Mode opératoire
v Placer du produit a l'aide d'une liquipipette dans la cellule de mesure jusqu'au trait
signale.

v" Refermer le couvercle et appuyer sur "Mesure”. Au bout de 15 secondes (temps
nécessaire pour l'appareil soit stabilisé a 20°C).

E
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Résultat
L'indice de réfraction n p', a la température de référence t (& 20°C) est également donné par la
formule suivante :
Nnp'=np" +0.0004 (t’-t)
n pest la valeur de la lecture, obtenue & la température t' (en °C).
Calcul
np'= N?°5 +0.0004 * (23-20)
np'=1,362 + 0.0004 * 3
np'=1,3624

Tableau (3.5):Résultat d’indice de réfraction.

Test Résultat Norme [125]
Indice de Réfraction 1,3624 1.3-1.7 (%0.0002)
Conclusion

L’indice de réfraction d’extrait de gingembre est selon les normes.

3.2.4. Caracteristiques Chimiques de I’oléorésine
3.2.4.1. Indices Chimiques

a) Indice de Saponification
L’Indice de Saponification Is est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité
d’Hydroxyde de Potassium nécessaire a la neutralisation des Acides libres et a la

saponification des esters présents dans 1g de substance [89,117].

Matériels

v Fiole 250ml.

v' Réfrigérant a reflux.
v" Billes de verre.
v

Bain marie.
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Réactifs
v Hydroxyde de Potassium 0,5M Alcoolique.
v Phénolphtaléine.
v Acide Chlorhydrique 0,5M.

Mode opératoire

Dans une fiole de 250ml de verre borosilicaté et munie d’un réfrigérant a reflux, introduisez la
prise d’essai (1g) d’extrait de gingembre. Ajoutez 25,0ml d’Hydroxyde de Potassium
Alcoolique 0,5M et quelques billes de verre. Adaptez le réfrigérant et chauffez a reflux
pendant 30min. Ajoutez 1ml de solution de Phénophtaléine R1 et titrez immédiatement (alors
que la solution est encore chaude) par I’Acide Chlorhydrique 0,5M (n; ml d’Acide
Chlorhydrique 0,5M). Effectuez un essai a blanc dans les mémes conditions (n, ml d’Acide
Chlorhydrique 0,5M)[89].

28,05 * (ny-ny)

Is =
M

Calcul

Pour I’échantillon (ny) : Vihcr = 13,4 ml

Pour le blanc (ny) : Ve =21 ml

M= 1g

Résultat
1,.=213.18

b) Indice d’Acide

L’indice d’Acide I est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité d’Hydroxyde de
Potassium nécessaire a la neutralisation des Acides libres présents dans 1g de substance

[89,126].
Matériels
v" Fiole 100ml.
v' Burette.

v" Balance.
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Réactifs
v Alcool.
v" Ether Oxyde.
v Hydroxyde de Potassium 0,01 M.
v Phénolphtaléine.

Mode opératoire
Dissolvez 1g d’extrait de gingembre, dans 50ml d’un mélange a volumes égaux
d’Alcool R et d’Ether R. le solvant doit étre neutralisé au préalable par I’Hydroxyde de
Potassium 0,1M en présence de 0,5ml de solution de Phénophtaléine R1. Aprés dissolution,
titrez par I’Hydroxyde de Potassium 0,01M. Le titrage est terminé lorsque la couleur rose
persiste pendant 15s au moins (n ml d’Hydroxyde de Potassium 0,01M)[89].
5,61 *n

IA:

5,61: Eq de KOH.

n: Volume de KOH.

M: Pesée de I’échantillon.
Calcul

n=0.3 ml
In=1.683

¢) Indice d’Ester

L’Indice d’Ester I est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité d’Hydroxyde de
Potassium nécessaire a la saponification des Esters présents dans 1g de substance. Il est
calculé a partir de I’Indice de Saponification Is et de I’Indice d’Acide 14[122].

Indice d’Ester = Indice de Saponification — Indice d’Acide
le=1ls-la
Calcul
1£=213.18 -1,683
le=211,49
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Tableau (3.6) :Résultats des Indices

Les indices

Tests Is Ia I

Résultats 213.18 1.683 211,497

3.2.4.2. Analyse de la vitamine «C»
Matériels

v Erlenmeyer 250ml.
v’ Burette.
v' Balance.
v Becher.

Réactifs

v Acide Sulfurique.
v Amidon.
v" lode 0,01 N.

Mode opératoire
On calciné 5g de poudre du gingembre + 10ml H,SO4 + 1ml Amidon dans une Erlenmeyer

puis on ajoute 80ml H,0, on titre avec I'lode 0,01 N, on obtention d’une couleur bleu
foncé[122,123].

Calcul
Titre = (V 12* F 12) *EQ (itamine c) / M (Mg)) *100
EQ (vitamine c)=0,881mg F(12) =0.8
1ml de I, correspond & 0,881mg de vitamine C
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Tableau (3.7) :résultat de vitamine (C).

Nature de V (l2001n) Titre calculé Référence [53]
gingembre - (mg/g) (mg/g)
Huile standard 1.8 0,345 ~0,35
Poudre 2,2 0.341 ~0,35
Conclusion

La quantité de vitamine C dans la poudre du gingembre est selon la norme.

3.2.4.3. Les tests limites(Essais des impuretés inorganiques)

Ces tests sont utilisés aux différents produits chimiques et matiéres premiéres utilisées
dans I’industrie chimique et pharmaceutique et ce pour éviter les problémes de toxicité et
d’effets secondaires.

a)Arsenic

A pour but de détecter la présence d’Arsenic dansla poudre de gingembre et de s’assurer que

ce dernier répond aux limites d’acceptation[89,126].

Matériels
v Fiole conique de 100ml avec bouchon rédé.
v Tube en verre.
v Coton hydrophile.

v Bouchon en plastique troué.

Réactifs
v Acide Sulfurique dilué (1 dans 5).
V' Eau distillée.
v Chlorure Stanneux.
v

lodure de Potassium.




Partie expérimentale

v Papier imbibé d’Acétate de Plomb.
v Zinc granulé.

Mode opératoire

L’ appareil est composé d’une fiole *’A’” conique de 100ml fermée par un bouchon
rodé muni d’un tube en verre *’B’” de dimension 8,1cm. Ce tube est relié a un autre tube *’C’’
de 12cm * 3mm. Le tube *’B’’ est garni d’une couche non tassée de coton a I’Acétate de
Plomb en solution saturée (1+1).

Préparation du papier

Le papier au Bromure mercurique S est préparé comme suit :

Immerger le papier dans une solution de 5g de Bromure mercurique dans 100ml d’Alcool
pendant 1 heure, puis sécher & 105°C. Conserver ce papier dans une boite fermée et & I’abri de
la lumiére.
Prendre ce papier et I’introduire dans le tube *’C’’.
Dissoudre la prise d’essai de I’échantillon & analyser dans :

v 20ml de I’Acide Sulfurique 1 dans 5ml,

v 0.5ml de Chlorure Stanneux,
v' 25ml d’eau distillée,
v

2ml d’lodure de Potassium (1dans 5).

Et pour la méme maniére préparer le témoin.

Mélanger et attendre 15min, introduisez 15g de Zinc, dans les deux fioles. Assembler aussitét
les deux tubes B+C dans la fiole et plonger la fiole dans bain d’eau a 25°C ; il se produit un
dégagement de gaz (H.), agiter doucement la fiole a 10min d’intervalle.

Apres 45min, la tache éventuelle observée sur le bout du papier de I’échantillon n’est pas plus

foncée que celle obtenue sur le papier du témoin.

Résultats

On observée une coloration jaune comme des traces sur bout inférieur du papier de

témoin et absence total de coloration sur le papier de I’échantillon.

Conclusion

La présence de I’ Arsenic dans le gingembre est inférieure de la limite d’acceptation (2ppm).

=
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b) Les métaux lourds

A pour but de détecter la présence du Plomb dans I’huile de gingembre et de s’assurer que ce

dernier répond aux limites d’acceptation (<10 ppm)[65,127].

Matériels

v

AN N NN

Creusée de Platine.
Bec bunsen.
Balance.

Pince.
Dessiccateur.
Deux tubes a essai.

Réactifs

v
v
v
v

Glycérine,

Thioacétamide 4%,
Hydroxyde de Sodium 1N,
Tampon Acétate pH 3,5.

Mode Opératoire

On va réaliser une calcination de 1g I’huile de gingembre jusqu'a I’obtention d’une cendre

blanche.

On ajoute 1ml d’Acide Chlorhydrique (HCI) 6N pour dissoudre les résidus minérales dans le

creusé pendant 5min, puis recouper le tout dans un tube a essai et compléter & 10ml de I’eau

distillée.

Préparation du réactif thioacétamide

2ml de Glycérol + 1,5ml NaOH + 0,5ml d’eau distillée + 0,8ml d’une solution Thioacétamide

4%, on chauffe le tout dans un bain marie pendant 20s, et refroidir.

Tube témoin : 10 ppm de Plomb + 10 ml d’eau distillée + + 2ml du tampon Acétate.
Le pH=3,5 pour fixer le pH + 1,2ml de réactif Thioacétamide.
Tube échantillon : 10 ml d’eau distillée + solution des résidus minérales + 2ml du

tampon Acétate. Le pH = 3,5 pour fixer le pH +1,2 ml réactif Thioacétamide.
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Résultats
Apres 5min et sur un fond blanc
= Tube témoin : on observe une légere coloration brune.

= Tube échantillon : aucune coloration ou moins intense que le témoin.
Conclusion

La présence de plomb dans le gingembre est inférieure de la limite d’acceptation (10ppm).

3.2.5. Tests spéctrophotométriques
3.2.5.1. Spectrométrie Infrarouge a transformee de Fourier

Cette technique nous a permis d’identifier et de caractériser les différents pics correspondants
aux groupements constitutionnels du gingembre.

Deux gouttes d’extraits de gingembre ont été mélangées a I’huile de nujol de grade
spectroscopique.

L’analyse a été réalisée sur un appareil de type SHIMADZU 8400 (400-4000 cm™)[122].

Résultats d’FTIR
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Figure (3.9) : Spectre FTIR de I’extrait de gingembre poudre
Obtenu par macération dans I’éthanol.
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Figure (3.10) : Spectre FTIR de I’extrait de gingembre poudre
Obtenu par macération dans I’acétone.

Figure (3.11) : Spectre FTIR de I’extrait de référence
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On résumeé les spectres d’Infrarouge dans le Tableau (3.8) :

Les Les Nombres d’ondes (cm™)
liaisons Huile | Huile Poudre | Séche Poudre | Séche Séche
. [53] | Standard* | (Acétone) | (Acétone) | (Ethanol) | (Ethanol) = Hydro-
chimiques Distillation
O-H 3400 3471.6 3422.43 3355.40 | 3394.50 | 3418.34 3434.09
(C-H)che 2930 2850.6 2855.12 2924.82 | 2929.79 | 2858.29 2927.89
Cc=0 1710 1747.4 1710.59 1707.52 | 1736.00 | 1713.38 1718.34
c=C 1603 1654.8 1651.00 | 1618.09 | 1633.49 | 1613.87 1678.03
(C-H)chs 1430 1458.1 1458.59 1458.40 | 1444.21 | 1643.06 1450.42
a
1465
(C-O)aron | 1370 1377 1376.94 1376.34 | 1382.18 | 1377.11 1377.32
C-OH 935a | 1033.8a | 1122.15 1236.74 | 1122.18 | 1151.76 1110.27
1151 1161.1
Cycle 723a | 720.3a 72224a | 721.64a | 794.21a | 72246a | 729.58 a
aromatique | 850 848.6 848.60 815.41 934.68 889.61 878.15

* huile de gingembre commercialiseé.

Conclusion

Les résultats de I’étude par Spectrométrie Infrarouge a transformée de Fourier des

différentes huiles sont donnés dans le Tableau (3.8).

Les valeurs des Nombres d’onde (V) de vibration de différentes liaisons sont

consignées sur ce tableau.

Les attributions des différents pics sont regroupées dans le Tableau (3.8), Nous
constatons que la majorité des bandes caractéristiques des extraits de gingembre obtenus a
partir de hydro-distillationet de la macération sont pratiquement semblables a celles
correspondantes & I’huile standard et celle de D.W.Connell et al [128].

Notons par ailleurs, que ces liaisons sont celles caractéristiques des constituants de I’extrait de

gingembre.

E
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3.2.5.2. Spectrophotométrie d’absorption dans I’ultraviolet visible

On fait un balayage de longueur d’onde entre [200-400] nm pour avoir les bandes

d’absorption caractéristiques de I’huile de gingembre[95].

Tableau (3.9) : Les résultats de I’Ultra violet.

Nature de gingembre Méthode Absorbance Longueur d’onde
d’extraction (Abs) Amax (NM)

Huile [53] - 1,596 281,6

Huile Standard* - 0,710 288,0

Poudre Macération par 0.8718 280.19
Acétone

Poudre Macération par 0,3208 281.02
Ethanol

Poudre Macération par 1.564 280.27

Ether

Séche Macération par 1.7947 280.06
Acétone

Seéche Macération par 3.2456 280.85
Ethanol

Seéche Macération par 2.5668 281.92

Ether

Seéche Soxhlet par 0,9895 279,45
Acétone

Frais Macération par 0,3750 277,21
Ethanol

Frais Macération par 0,7547 280,05
Acétone

Conclusion

L’ analyse par spectrophotométre UV-Visible des huiles qu’on a extraites et celles de

références et standard a donné les résultats regroupés sur le Tableau (3.9).

On remarque que les longueurs d’ondesd’absorptions de bande sont presque

identiques pour tous les produits : 270 nm a 282 nm avec huile de référence.

3.2.6. Tests chromatographiques

3.2.6.1. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

Pour la Phase mobile : Acetonitrile 55 ml + Eau 45 ml.

E
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Pour la phase stationnaire, on choisit une colonne de C18, un débit de 1.3ml/mn et une

température de 25 C° pour la phase mobile qui va transporter 20ul de I’échantillon a analyser

(injecté par une seringue) [53].

Résultats de la HPLC
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Figure (3.12) :Spectre HPLC de I’extrait de gingembre poudre
Obtenu par macération dans I’acétone.
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Figure (3.13) : Spectre HPLC de I’extrait de gingembre poudre
Obtenu par macération dans I’éthanol.
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Figure (3.14) : Spectre HPLC de I’extrait de référence.
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Figure (3.15) : Spectre HPLC de I’extrait de référence 6-gingérol.
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On résumé les spectres d’HPLC dans le tableau suivant :

Tableau (3.10): Résultats du HPLC.

Temps de Rétention (min)

6-Gingérol 8-Gingérol | 6-Shogaol Composés

Inconnues
Référence [53] 4.75 10,463 13,233 10,275
Huile 4,825 9,892 12,117 11,542

Standard*

Référence [129] 5,888 - - -

Seche 5,283 - - 15.200
(extrait par
Acétone)
poudre 5,433 10,417 13,625 14.258
(extrait par
Ethanol)
poudre 5.308 10.442 13.625 15.708
(extrait par
acétone)
Seche 5.392 - - 24.792
(extrait par
Ethanol)

Conclusion

La chromatographie liquide a haute performance nous a permis de mettre en évidence
et d’identifier les différents constituants de nos extraits,comme il est illustré dans le tableau ci
dessus.

Nous notons la présence du 6-Gingérol dans tous les extraits effectués avec un temps
de rétention trés proche les uns des autres (5,283 a 5,433 min).

Cependant et contrairement au 6-Gingérol, le constituant 8-Gingérol ne se trouve que
dans I’extrait obtenu par utilisation de la poudre dans I’éthanol et poudre acétone. Il est de
méme pour le 6-Shogaol. Les temps de rétention de ces deux constituants sont identiques a

ceux obtenus avec I’huile standard.

E
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3.2.6.2. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Phase mobile 1

Phase mobile 1 [53] 93ml du Toluene + 7ml Ethyle Acetate.

Détection Vanilline dans I’acide sulfurique.

Préparation de I’échantillon | 50mg de I’huile + 5ml du Chloroforme

Révélateur de la plaque de | 1g de vanilline dans 20ml de H,SO,4
C.CM

e Leséchantillons : (1): huile sec extraite par Soxhlet.
(2):huile sec extraite par Acetone.
(3): huile sec extraite par éthanol.
(4) : huile sec extraite par Ether.
(5): huile poudre extraite par Ether.
(6) :huile poudre extraite par acétone
(7): huile poudre extraite par éthanol
(8) :huile de référence [51]

s
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Figure (3.16):CCM de phase 1

> Phase mobile 2

Phase mobile 2 60ml d’éther + 40ml n-Hexane.
Détection Vanilline dans I’acide sulfurique.
Préparation de I’échantillon 50mg de I’huile + 5ml du Chloroforme
Révélateur de la plague de C.C.M | 1g de vanilline dans 20ml de H,SO4

e Les échantillons : (1): huile sec extraite par Soxhlet.
(2): huile sec extraite par Acétone.
(3): huile sec extraite par éthanol.
(4) : huile sec extraite par Ether.
(5): huile poudre extraite par Ether.
(6): huile poudre extraite par Acétone.
(7): huile poudre extraite par éthanol.
(8):huile sec extraite par Hydro-distillation.
(9):huile de référence [51]

N
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(7) (8)

Figure (3.17):CCM de phase 2

(9)
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Tableau (3.11) : Résultats de la CCM.

Phase mobile n-Hexane Toluéne
[53] + +
Ether Ethyl Acétate
Le détecteur Vanilline Vanilline
[53] + +
Acide Sulfurique Acide Sulfurique
Rapport frontal (Rf) | Rapport frontal (Rf) | Rapport frontal
de Gingerols de zingiberene (Rf) de
zingiberene
La couleur Spot violet Spot noir pourpre Spot rouge
Huile [53] 0,30 0,90 0,90
Huile - - 0,91
Standard*
Seche 0.36 - 0.88
(Extrait par
Acétone)
Seche 0.37 - 0.91
(Extrait par
Ethanol)
Seche 0,36 - 0,88
(Extrait par
Ether)
Poudre 0.38 - 0.75
(Extrait par
Acétone)
Poudre 0.32 - 0.91
(Extrait par
Ethanol)
Poudre 0.39 - 0,77
(Extrait par
Ether)
Seche 0,30 - 0,91
(Extrait par
Soxhlet)
Seche 0,39 - 0,90
(Extrait par
Hydro-
distillation)
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Interpreétation

L’utilisation de la chromatographie sur couche mince (CCM) nous a permis de
déterminer le rapport frontal (Rs) pour certains de nos extraits,et de les comparer avec ceux de
la référence et de I’huile standard.

La premiere remarque a relever est I’absence des Gingerols et zingiberene dans I’huile
standard, cet état de fait est di peut étre a la nature de la phase mobile utilisée, vu qu’avec une
autre phase mobile, on arrive a avoir le zingiberene.

Pour les extraits par nos soins, on remarque la présence de 6-gingérol dans tous les
extraits par contre on remarque I’absence de zingiberene dans les extraits (oléorésines) de
poudre dans I’acétone et I'éther. Avec présence dans les autres extraits.

Conclusion

A la lumiere des résultats obtenus par utilisation des spectrophotomeétres UV, FTIR, HPLC et
de la CCM, on peut conclure de fagcon genérale, que I’huile extraite par macérationpoudre du
gingembre dans I’éthanol est celle qui possede en son sein les principaux constituants du
gingembre. Aussi la suite de nos expériences et de notre travail a été menée par utilisation de
cette huile pour les tests microbiologiques, préparation de teinture officinale et on finit avec

I’étude pharmacologique.

3.4. Tests microbiologiques

Les souches bactériennes conservées ont été fournies par le laboratoire microbiologique de
groupe SAIDAL a Médeéa, le pouvoir antibactérien des extraits est obtenu par la mesure des

diameétres des zones d’inhibition (mm).

Tableau (3.12) : Les différentes souches bactériennes utilisées

Souches Bactéries Gram Référence

Escherichia coli Gram- ATCC 25912
Bacillus subtillis Gram+ ATCC 14416
Staphylococcus epidermidis Gram+ ATCC 12228
Staphylococcus aureus Gram+ ATCC 29213
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3.4.1.Détermination des zones d’inhibition en milieu solide
3.4.1.1. Préparation du milieu de culture
On utilise le milieu de culture suivant :

o Gélose de soja triptyque (G.S) :Milieu gélose de soja digeré par la caséine.

Mode opératoire

On fait la dilution de notre extrait de gingembre poudre dans I’éthanol, faire les
dilutions par I’éthanol et quelques gouttes de Tween 80,(100, 80, 60, 40, 20).

On va faire la préparation de I’inoculum d’essai (germe d’essai), on fait le test
spectroscopique des quatre bactéries utilisées.

Figure (3.18):Diamétres d’inhibitions des souches par les différentes concentrations de notre
extrait de gingembre.

Les résultats de notre travaille sur I’extrait de gingembre poudre dans I’éthanol sont
récapitulés dans le tableau suivant :

Tableau (3.13):Diamétres d’inhibitions des souches par les différentes concentrations de
notre extrait de gingembre.

Concentration
(%)

Diamétre d’inhibition (mm)

S. aureus | B. subtillis | S. epidermidis
100 23 30 0 0
80 18 21 0 0
60 15 19 0 0
40 0 14 0 0
20 0 0 0 0

N
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Observation

Pour les bactéries, S. aureus et B. subtillis on observe des zones d’inhibition dans huile de
gingembre poudre en éthanol, extrait par macération.

Pour les bactéries, E. coliet S. epidermidis une absence des zones d’inhibition.

Commentaire
» Pour les bactéries, S. aureus et B. subtillis :
Plus les concentrations de I’extrait de gingembre augmentent plus les diameétres
d’inhibition augmentent.
»Pour les bactéries, S. epidermidis et E. Coli: Aucuns résultats observées.

Conclusion

L’extrait de gingembrepoudre dans I’éthanol inhibe la croissance des bactéries de
Gram (+), (S. aureus et B. subtillis sauf S. epidermidis), par contre il n’inhibe pas la
croissance des bactéries de Gram (-), (E. Coli), d’aprés Kalemba D., et al, L’efficacité
antimicrobienne des huiles essentielles dépend des deux principaux paramétres, I’huile
essentielle et sa composition chimique d’une part, et le microorganisme (type structure ...)
d’autre part [130]

3.4.2. Détermination de la CMI par dilution en milieu liquide

On va déterminer la CMI de notre extrait de gingembre poudre dans I’éthanol par les
bactéries Staphylococcus aureus et leBacillussubtillisen milieu liquide par la méthode des

dilutions successives.

3.4.2.1. Préparation du milieu de culture

On utilise le milieu de culture suivant :

e Bouillon de soja triptyque (B.S) :Milieu de soja digéré par la caséine.

&
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Mode opératoire
v" Deux tubes contiennent le Bouillon de soja triptyque ensemencés I’un par la S. aureus,
et l'autre tubes par S. Bacillus les deux représentent le blanc.
v’ Cing tubes contiennent le Bouillon de soja triptyque ensemencés par la S. aureus + les
différentes concentrations de I’extrait de gingembre.
v’ Sept tubes contiennent le Bouillon de soja triptyque ensemencés par la S. Bacillus +

les différentes concentrations de I’extrait de gingembre.

Apreés on métre les 14 tubes dans I’incubateur pendant 24h a T=32C°

v’ On fait la lecture des deux tubes blancs a t=24 aprés I’ajout de formaldéhyde pour
inhiber (ralentir) la croissance de germe,

v Aprés le temps précédent, on ajoute le formaldéhyde (0,5ml) dans les 14 tubes et, puis
on fait I’agitation de ces tubes par I’appareil VOLTEX, et ensuite on fait la lecture de

la D.O dans le spectrophotomeétre (UV-Visible) a 530 nm.

Figure (3.19):Détermination de la CMI par dilution en milieu liquide.
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Les résultats de notre travaille sur I’extrait poudre dans I’éthanol de gingembre sont
récapitulés dans le tableau suivant :

Tableau (3.14): Les valeurs de D.O de S. aureus et S. Bacillus par différentes concentrations
de notre extrait poudre dans I’éthanol de gingembre.

Concentration % D.O (S.aureus) D.O (S. Bacillus)
D.O =1.826 (t=24h) D.O =0.315 (t=24h)

100 3.569 3.570

80 1.688 2.860

60 1.658 2.345

40 1.521 1.975

20 1.337 1.720

10 - 1.017

5 - 0.309

Commentaire

Plus que la concentration de I’extrait poudre dans I’éthanol de gingembre augmente plus que

les tubes sont plus clairs (la turbidité diminue avec I’augmentation de la concentration).

Conclusion

La valeur de la CMI de notre extrait de gingembre pour inhiber la croissance de ce germe
(S. aureus) comprise entre 80% et 100%.

La valeur de la CMI de notre extrait de gingembre pour inhiber la croissance de ce germe (S.
Bacillus) comprise entre 5% et 10%.
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Chapitre 4 : Préparation d’une teinture officinale a base
de gingembre

Teinture de zingiber officinale

200mg/ml

4 .1.Présentation de la teinture

4.1.1.Forme

Liquide pour application cutané.
Flacon de 60 ml

4.1.2.Composition

Tableau (4.1):Composition de teinture (gingembre officinale)

Substances actives et excipients QSP 100 ml
Huile de gingembre 209
Alcool éthylique 96° 70 ml
Eau purifiée 30 ml

4.1.3. Indications thérapeutiques

» Meédicament homéopathique utilisé en usage local dans le traitement des plaies
superficielles de faible étendue.
Des crevasses.
Ecorchures.
Gergures.
Des piqgdres d'insectes.
Antiseptique.

VvV V V V V V

cicatrisante.

|
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4.1.4.Précautions d'emploi

X/
°

Ne pas appliquer sur les plaies ou les Iésions surinfectées.

X/
°

Ne pas appliquer sur les yeux et les muqueuses.

X/
°

Arréter le traitement des la disparition des symptomes.

X/
°

Usage externe. Ne pas avaler.

4.1.5.Conservation
Dans des récipients bien fermés, a I’abri de la lumiére et une température de 25°C.
4.1.6.Posologie
> Appliquer la teinture sur la peau, 1 a 4 fois par jour a I'aide d'une compresse.
> L'utilisation chez I'enfant de moins de 6 ans nécessite un avis médical.
4.1.7.Mode et voie d'administration

Voie cutanée (Solution a appliquer sur la peau).

4.1.8.Durée du traitement

La durée du traitement ne doit pas dépasser une semaine.

4.1.9.Description des effets indésirables

Comme tous les médicaments TEINTURE de zingiber officinale, solution pour application
cutanée est susceptible d'avoir des effets indésirables, bien que tout le monde n'y soit pas
sujet.

En raison de la présence d'alcool, les applications fréquentes sur la peau peuvent provoquer

des irritations et une sécheresse de la peau.

4.2. ldentification de la composition de teinture

|
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Spécification technique

Principe actif :Extrait de gingembre

Documentation de référence

Tableau (4.2):Document de références d’extrait de gingembre

TESTS SPECIFICATION

Aspect Liquide limpide huileux de couleur jaunatre a
une odeur caractéristique de gingembre

Densité relative 0,832 a 0,846
Arsenic <1 ppm
Métaux lourds <10 ppm
Activité microbiologique Effet sur :

Staphylococcus Aureus,Bacillus.
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Certificat d’analyse

Principe actif : Extrait de gingembre

Tableau (4.3):résultat d’analyse d’extrait de gingembre (poudre dans I’éthanol)

TESTS RESULTATS
Aspect Conforme
Densité relative 0,838
Arsenic Conforme
Métaux lourds Conforme
Identification (UV) 281,02nm

Identification (IR)

Spectre identification a celui de référence

Identification (HPLC)

6-gingérol (5,433)
8-gingérol(10.417)
6-Shogaol(13.625)

Identification (CCM)

R¢=0,36 gingérol (bleu)
R¢#=0,91 zingiberene (rouge)

pH 4,58
Propreté microbiologique Positive
Bacillus, staphylococcus

Vitamine C 0.341mg/g
Indice de saponification 179,0712
Indice d’acide 1,68
Indice d’ester 177,388
Indice de réfraction 1.362
Pouvoir rotatoire -17

Perte a la dessiccation 10,34%

u)
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Certificat d’analyse

Excipient : Alcool Ethylique

Tableau (4.4):résultat d’analyse d’alcool éthylique.

TEST SPECIFICATION RESULTAT
Aspect Liquide limpide incolore avec | Conforme
odeur caractéristique.
Identification chimique -Développement d’une odeur | Positive
iodoforme et précipité jaune.
-Présence d’une coloration bleue
intense qui devient pale apres
quelques minutes.
Solubilité Miscible avec  I’eau, le | Positive
chloroforme, et I’éther.
Densite relative 0,812 a 0,816 & 15,56°C. 0,814
pH (10g/l, H,0O, 20°C) 5a7 6,8
Substance insoluble dans I’eau | Le mélange est clair pendant | Conforme
30min apres
refroidissement & 10°C.
Acidité <0,9ml de NaOH de 0,02 N. 0,04ml
Résidu non volatile < 1mg. 0,75mg
Méthanol On ne doit obtenir une | Conforme
coloration violette
Conclusion

Les résultats obtenus selon les références (Conforme).
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Certificat d’analyse

Excipient : Eau purifiée (H,0)

Tableau (4.5): résultat d’analyse d’eau purifiée.

TESTS

SPECIFICATIONS

RESULTATS

Aspect

Liquide limpide et incolore

Conforme

Acidité ou alcalinité

Par addition de 0,1ml de
NaOH 0,01M la solution
devient rouge ou 0,15ml Hcl

0,1ml NaOH 0,01M

0,01M Ila solution devient
jaune.
PH 5a7 6,75
Substance oxydable La solution doit rester | Conforme
Iégérement colorée en rose
Chlorures <0,5 ppm Conforme
Nitrate <0,2 ppm Conforme
Sulfates Solution limpide Conforme
Ammonium <0,2 ppm Conforme
Calcium et magnésium Apparition d’une couleur | Conforme
bleu franc
Métaux lourds <0,1% Conforme
Résidu a I’évaporation < 0,004 % 0,0020%
Conductivité < 25uS.cm-* Conforme

Conclusion

Les résultats obtenus selon les références (Conforme).

4.3. Préparation de la teinture

Dissout 20 g de huile gingembre dans 100 ml de solution contenue (70 ml alcool + 30ml eau

purifiée).

Apres la préparation de la teinture, on filtre cette derniere par filtre & seringue de 0,22um,

pour bien assure I’absence des germes qui vit dans la teinture.

@
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4.4. Caractérisation de teinture

4.4.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)
La phase mobile : n Hexane + Ether

Teinture(Extrait par éthanol)(53)

Figure (4.1):CCM de teinture officinale.

Résultat

Tableau (4.6):résultat de la CCM.

Rapport frontal (Rf) Rapport frontal (Rf)
de 6-gingérol de zingiberene
La couleur Spot violet Spot noir pourpre
Référence [53] 0,2a0/4 0,91
Teinture 0,43 0,95

.
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Commentaires

» Lavaleur de Rf de zingiberene est proche de la valeur de référence (0,91).

» Lavaleur de Rf des Gingérols dont I’intervalle des valeurs de référence (0,2 a 0,4).

4.4.2. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

Detector A (254nm)
Teinture 010417
Teinture 010417inj001.data
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Figure (4.2) :Spectre HPLC de teinture officinale de gingembre poudre

Obtenu par macération dans I’éthanol.

Les résultatsrésumés dans le tableau suivant :

Tableau (4.7): résultat de HPLC.

TEMPS DE RETENTION (min)

6-Gingérol 8-Gingérol 6-Shogaol
Référence[53] 4.75 10,463 13,233
Référence[130] 5.88 - -
Teinture 5.425 10.367 13.667
Conclusion

Tous les pics caractéristiques de la teinture sont trouves surtout le 6-gingérol.

Composés
Inconnues
10,275

24.467
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4.4.3. Test microbiologique

Le pouvoir antibactérienne de teinture est obtenu par la mesure des diamétres des zones
d’inhibition (mm).
Les résultats de notre travaille sur la teinture et le mélange de Ethanol et I’eau purifiée sont

récapitulés dans le tableau suivant :

Tableau (4.8):Diamétres d’inhibitions des souches par les différents composants.

Diameétres d’Inhibition (mm)

Les S. aureus B. subtillis S. epidermidis E. Coli
composants
Teinture 25 27 16 0
Ethanol et Eau 20 11 0 0
purifiée
Résultats

» Pour la teinture :On observe des zones d’inhibition chez les bactériesS. aureus, B.
subtillis et S.epidermidis de Gram +.

» Pour Ethanol : On observe des zones d’inhibition chez les bactéries S .aureus et
B.subtillis et I’absence de zone chezS. epidermidis. D’apresDorman H. J. D. etal,Les
alcools sont généralement plus connus pour leur activité létale que bactériostatique sur
les cellules végetatives, en denaturant les protéines[131].

Avecune absence totale des zones d’inhibition chez la bactérie d’E. Coli de Gram - dans la
teinture et Ethanol.

)
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Certificat d’analyse

Produit Fini : Teinture de gingembre

Tableau (4.9):résultat d’analyse de teinture officinale.

TESTS SPECIFICATION RESULTAS
Aspect Liquide de couleur jaunatre conforme

a odeur caractéristique d’alcool

et de gingembre
Densité (20°C) 0,90 a4 0,99 0,98
Arsenic <1ppm Conforme
Identification CCM Identique au témoin Conforme
Identification HPLC Méme temps de rétention conforme
Substances non volatiles | 80-120mg 90mg
Metaux lourds <10 ppm conforme
Limite microbiologique | Effet sur : conforme

Staphylococcus Aureus,

Bacillus-subtillis

et staphylococcus epidermidis.

Conclusion

La teinture officinal est conforme selon la :

EP 2001
USP 24

BP 2004
EP 2008

E
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4.5. Activité biologique

Ce test consiste a créer des plaies sur des animaux puis a les traiter avec la préparation de
teinture a tester.

Les animaux utilisés étaient des lapins de couleur blanche (un male ou une femelle), une race
albinos hybride entre les Néozélandais de poids compris entre 1,500 et 2,300kg sélectionné

pour les laboratoires d’analyses. De telle sorte qu’on les traite séparément dans des cages.

Figure (4.3):Les lapins utilisés au cours de I’expérience.

Matériels

v Balance en bascule.
Ciseaux.

Lame de rasoir.
Lame de bistouri.
Pince.

Coton.

AN N N N NN

Regle.

Réactifs
v Teinture de gingembre.
v’ Extrait de gingembre.
v Teinture industrielle.
v Ethanol+Eau purifiée.

Mode opératoire

E
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Les lapins ont été marqués au dos et les deux cotésdans le but de les identifier. Ils ont été
pesés en vue de déterminer leur poids. Les lapins ont été rases avec des ciseaux et une lame de
rasoir. Les plaies d"incision d’environ 4 cm ont été créées avec une lame de bistouri et
nettoyées avec du coton avant application de la teinture. Le pansement des plaies a été fait
tous les jours en raison d’une fois par jour avec une quantité précise de teinture et d’autres
composants appliquée sur les plaies. Les mesures des plaies ont été faites tous les deux jours
jusqu'a guerison compléte. L’aspect des plaies ont été noté pendant toute la durée du

traitement.

4.5.1. Activité antiseptique et cicatrisante « in vivo»

Le processus de guérison s’est passé par plusieurs phases, une disparition progressive de
I"inflammation (plaies devenaient moins rouges 1* jour), une phase de contraction (les plaies

devenaient dures et se couvraient de crotes un peu noiratres, 3°™

géme

jour), Le traitement a

permis d"obtenir une guérison compléte des plaies (9™ jour).

4.5.1.1. Plaies traitées avec la teinture

Les plaies traitées avec la teinture, ont guéri au bout de 9 jours. Elles ont été traitées avec une
quantité d’environ 0,409 de teinture pendant tous les jours de traitement. La figure ci-dessous
montre les images des plaies traitées avec la teinture au J1 (création de la plaie), J3 (lorsque la
plaie a atteint 25% de rétrécissement) et J9 (repousse des poils). En 10 jours de traitement
deteinture a entrainé une guérison totale de la plaie cutanée, le remodelage des tissus et la

repousse des poils.

3émé

1%" jour jour9®™ jour

Figure (4.4) : Photo des plaies traitées avec la teinture.

4.5.1.2. Plaies traitées avec extrait de gingembre poudre dans I’éthanol

)
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Les quatre plaies traitées avec I’extrait de gingembre ont guéri au bout de 6 jours. Les mémes
quantités de teinture ont été utilisées comme précédemment Figure (4.5).Mais on observe des
pores sur la peau de lapin «irritation»comme la figure ci-dessous. D’aprés Couic-Marinier F.,
etal, L’usage des huiles essentielles en application locale, en parfumerie ou en cosmétique,
peut genérer des irritations, allergies voire photosensibilisation. C’est le cas de I’huile
essentielle de Thym, d’Origan, de la Sarriette qui sont connues pour leur pouvoir irritant et
agressif, I’huile essentielle de Cannelle qui est dermocaustique et allergisante pour les terrains
sensibles, et les essences d’agrumes (pamplemousse, citron...) qui sont photosensibilisantes

par des réactions épidermiques aprés exposition au soleil[132].

1% jour3®™ jour9®™ jour

Figure (4.5) :Photo des plaies traitées avec extrait de gingembre poudre dans I’éthanol.

4.5.1.3.Plaies traitées avec teinture industrielle

Teinture industrielle a induis la guérison des plaies en 8jours. Elle a été utilisée selon les

mémes conditions et quantités que les produits a tester Figure (4.6).

o
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1% jour 3™ jour 9°™ jour

Figure (4.6) :Photo des plaies traitées avec la teinture industrielle.

4.5.1.4.Plaies traitées avec le mélange de 70ml d’éthanol-30ml eau purifiée

La plaie traitée avec le mélange d’éthanol-eau purifiée a ne guéri pas au bout de 9 jours. Cette
derniére a été traitée avec une petite quantité pendant les jours de traitement avec 70ml

d’éthanol et 30ml eau purifiée.

1% jour 3*™ jour 9*™ jour

Figure (4.7):Photo des plaies traitées avec (Ethanol+eau purifiée)

76
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4.4.1.5.Plaie non traitée

La plaie non traitée ane guéri pas totalement au bout de 9 joursFigure (4.8).

1% jour 3*™ jour9®™ jour

Figure (4.8):Photo des plaies non traitées.

4.5.2. Récapitulatif des langueurs de rétrécissement des plaies

On va mesurer les langueurs des fissures de chaque jour

Tableau (4.10) :Les longueurs de rétrécissement des plaies.

Les 21-03-2017 23-03-2017 26-03-2017 30-03-2017
composants
Témoin a-4cm a- 3,9 cm a- 3,4 cm a-2cm
b-4 cm b-3,9 cm b-3,3 cm b-1,8 cm
c-4 cm c-3,9cm c-3,9cm c-1,5cm
Teinture a-4 cm a-3,8cm a-2cm a-0,2 cm
b-4 cm b-3,6cm b-1,9cm b-0.4 cm
c-4 cm c-3,5cm c-1,3cm c-0cm
Huile de a-4 cm a-2,9cm a-0 cm a-0cm
gingembre b-4 cm b-1,9 cm b-0cm b-0cm
(poudre c-4cm c-2,4cm c-1.5cm c-0cm
Ethanol)
Teinture a-4 cm a-2,9cm a-1,2 cm a-0,2 cm
industriel b-4 cm b-2 cm b-0,8 cm b-0 cm
c-4cm c-2,5cm c-1,9cm c-0,3cm
Ethanol+ a-4 cm a- 3,2cm a-1,6cm a- 0,8cm
eau purifiée b-4 cm b-2,9cm b-1,4 cm b-0,7 cm
c-4 cm c-2cm c-0,8 cm c-lcm
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Les résultats de tableau est se rapproche se forme de graphe :

longueur(cm)

45 -

3,5

= témoin

2,5 - — teinture
huilede G

—teinture IN

15 - - Ethanol eau

'\’\’\’\’\'\'\'\'\’\Temps
& & S O & QO O O O (jours)

Figure (4.9):les langueurs des fissures en fonction de temps (jrs)

Conclusion

L’efficacité a été presque la méme pour la teinture préparée a base de huile de gingembre et
la teinture industrielle avec une méme durée de traitement (9 jours). L’excipient I’éthanol-eau
purifiée ne semble pas avoir démontré un effet de cicatrisation notoire puisque les plaies
traitée avec ce mélange ont guéri presque au méme rythme que les plaies non traitées. Le

principe actif (extrait de gingembre poudre dans I’éthanol) utilise dans la fabrication de

5éme

teinture testée a guéri au bout de 6 jours mais le
se forme des pores.

jour démontré une irritation sur la peau

&



Conclusion

Notre étude a porté sur I’activité antiseptique et cicatrisante de teinture a base de

gingembre contre les plaies.
Un certain nombre de résultats ont été obtenus.

L’extraction de masse liquide du gingembre poudre, frais et seche,par différents procédés et le

calcul de leurs rendements nous a permis de constater que :

» L’extraction par macération de I’huile de gingembre «séche avec I’éthanol» ayant un
meilleur rendement par rapport les autres solvants et les autres procédés.
> La récupeération de I’huile de gingembre est trés difficile car elle en résulte une

quantite tres infime par rapport a la traitée.

Des études sur les caractéristiques physico-chimiques de la plante et ses divers principes actifs
(gingérols,zingabiréne,...etc) Comprenant tous les tests mis & notre disposition ,au niveau du
laboratoire de SAIDAL (tests physico-chimique, bactériologique et biologique)ont été

menées.
Les résultats obtenus sont comparables & ceux donné par les publications spécialisées.
L’indentification de I’huile a été obtenue par deux méthodes de séparation :

» Chromatographie a haute performance en phase liquide (HPLC).

» Chromatographie sur couche mince (CCM).
Et par deux méthodes de détection :

» Spectrométrie Infrarouge a transformée de Fourier (FTIR).
» Ultra-violet (UV).

On a conclu que I’huile,extraite par macération de gingembre sous forme seche a partir de
I’éthanol,contenait les principaux constituants du gingembre et ces divers principe actifs

(gingérols,zingabirénes,etc... ).

Les tests microbiologiques sur I’huile de gingembre extraite par I’éthanol ont montré une
grande activité antiseptique sur les bactéries de Gram (+) (Staphylococcus et
Aureus,Bacillussubtilis) et rien a voir avec les bactéries de Gram (-) (Echecria coli,) ,par la
méthode de diffusion en milieu solide et de dilution en milieu liquide par contre I’extrait brut
de gingembre ayant un moins activité anti bactérienne sur les méme bacteéries utilisées et avec

la méme méthode.




Conclusion

On a mis en évidence, la préparation pharmaceutique de teinture a base de gingembre,en
réalisant des tests in vivo sur les lapins.

Les résultats de I"activité antiseptique et cicatrisante ont montre un potentiel de guérison
rapide des plaies par la teinture de I’extrait de gingembre sur les lapins.

L’efficacité a été presque la méme pour la teinture préparée a base de I’huile de gingembre et

la teinture industrielle avec une méme durée de traitement.(9 jours).
Dans tous les cas,le gingembre n “est pas loin d’étre une plante providentielle.
Pour complété notre travail on va fait :
> Réalisation d’une étude histologique sur les tissus de lapin pour confirmer I’effet

cicatrisant.

> Déterminer le meilleur effet cicatrisant de notre teinture par un changement de

principe actif a différent concentration.

> Elaboration des autres formes pharmaceutique a base I’extrait de gingembre pour

déterminer son effet thérapeutique.
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Annexes

Annexe 1 : Les résultats Spectrométrie Infrarouge a

transformée de Fourier (FTIR)

:



Tableau (1.2) : Résultats de I'FTIR 1.

Annexes

Les Les Nombres d’ondes (cm'™)

liaisons

chimiques | Huile | Huile Frais Frais Soxhlet

[51] Standard* (Ethanol) (Acétone) | (Acétone)

O-H 3400 3471.6 3418.12 3448.37 3568.30

(C-H)che 2930 2850.6 2972.45 2924.21 2924.43

c=0 1710 1747.4 1712.45 1718.56 1718.43

c=C 1603 1654.8 1633.91 1618.03 1617.98

(C-H)chs 1430 a 1458.1 1454.95 1458.67 1458.69
1465

(C-O)ar-oH 1370 1377 1377.12 1376.73 1376.72

C-OH 9352 1033.8 2 1056.71 - -
1151 1161.1

Cycle 723 a 720.3a - 721.80 722.07

aromatique 850 848.6




Tableau (1.3) : Résultats de I'FTIR 2

Annexes

Les Les Nombres d’ondes (cm™)
liaisons
chimiques Huile Huile Standard* Seéche poudre
[51] (Ether) (éther)
O-H 3400 3471,6 3563.05 3491.80
(C-H)chz 2930 2850,6 2914.08 2923.94
C=0 1710 17474 1713.36 1712.56
c=C 1603 1654,8 1613.91 1614.08
(C-H)chs 1430 a 1465 1458,1 1462.88 1462.59
(C-O)ar-on 1370 1377 1376.72 1377.25
C-OH 935a1151 | 1033,8a1161,1 1149.75 1055.60
Cycle 723 a 850 720,32 848,6 722.12 721.86
aromatique
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Annexe 2 : Les résultats chromatographie liquide a

haute performance (HPLC)

;
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Annexe 3 : Les modes operatoires

Alcool Ethylique : C,HsO  PM : 46,07
1- Aspect :
Liquide limpide, incolore & odeur caractéristique.

2-ldentification :
A- Réaction chimique :
Mélanger 5 gouttes de substance a examiner avec 1ml de permanganate de potassium
(1 dans 100) et 5 gouttes d’acide sulfurique de 2N dans une bécher, couvrir le bécher
immédiatement avec un papier filtre humecté avec une solution fraichement préparée
en dissolvant 100 mg de Nitroferrocyanure de sodium et 250 mg de pipérazine dans 5
ml d’eau : une coloration devient pale.
B- Réaction chimique :
A 5 ml de la solution (1 dans 10), ajouter 1 ml d’hydroxyde de sodium de 1N puis
doucement ajouter 3 ml d’iode (durant une période de 3 min), une odeur iodoforme se
développe et un précipité jaune se forme en moins de 30 min.
3- Densite relative :

Pour une concentration de 92,3% a 93,8% en m/m ou 94,9% a 96% en v/v
d’éthanol, la densité doit varier entre 0,812 a 0,816 a une température de 15,56°C.
3-1 Méthode de calcul :

d=m/v

d =d (C;HeO) /d (H,0)
4- Acidité:
A 50 ml d’alcool ajouter 50 ml d’eau distillée et quelques gouttes de phénolphtaléine
1% et titrer avec la soude de 0,02 N. On ne doit pas utiliser plus de 0,9 ml
d’hydroxyde de sodium de 0,02 N.
5- Solubilité :
Miscible dans I’eau, chloroforme et éther.
6- Substance insoluble dans I’eau :
Diluer un volume de substance a examiné avec la méme volume d’eau : le mélange

est claire et reste ainsi pendant 30 min apres refroidissement a 10°C.
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7- Résidu non volatile :

Dans un récipient taré, évaporer 40 ml de substance a examiner dans un bain-marie
puis sécher a 105°C pendant une heure (1h), le résidu ne doit pas dépasser 1 mg.

8- Méthanol :

A une goutte d’alcool ajouter une goutte d’eau, une goutte d’acide phosphorique dilué
(1 dans 20), une goutte de permanganate de potassium (1 dans 20).

Mélanger et laisser reposer pendant une minute, Ajouter goutte a goutte une solution
de bisulfate de sodium (1 dans 20) jusqu’a disparition de la couleur du permanganate.
Si la couleur bleue persiste ajouter une goutte d’acide phosphorique dilué.

Ajouter 5 ml d’acide chromo tropique TS récemment préparé. Chauffer dans un bain

marie a 60 °C pendant 10 minutes : On ne doit pas obtenir une coloration violette.

Eau purifiée

1-Aspect :

Ampouleen verre incolore, contenant unliquide limpide et incolore .

2-Acidité ou alcalinité :

A 20ml d’eau stérilisée, ajoutez 0,05ml de solution rouge de phénol R, la solution est
colorée en jaune, elle vire au rouge en présence de 0,1 ml d’hydroxyde de sodium
0,01 M. Si la solution est rouge, elle vire au jaune en présence de 0,15 ml d’acide
chlorhydrique 0,01M.

3-pH:

Examiner une solution contenant 0,3ml d’une solution saturée de chlorure de
potassium R pour 100ml d’eau. Le pH de la solutionestde 5a 7.

4- Substances oxydables :

A 100ml d’eau stérilisée ajouter 10ml d’acide sulfurigue 2N avec 0,4ml de
permanganate de potassium 0 ,02M et portez a I’ébullition pendant 5min .la solution
reste légérement rose.

5 -Chlorures :

A 15 ml de I’eau stérilisée pour analyser a I’essai des chlorures (0,5ppm) préparez le
témoin avec un mélange de 1,5ml de solution a 5ppm de chlorure (cl) et de 13,5ml

I’eau. Examinez les solutions dans I’axe vertical des tubes.
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6- Nitrates :

Dans un tube a essai placé dans I’eau glacée, on introduise 5ml d’eau, ajouté 0,4ml
d’une solution de chlorure de potassium R & 100g/l et 0,1ml de solution de
diphénylamine R , puis goutte & goutte en agitant 5ml d’acide sulfurique R .On placé
le tube au bain-marie & 50°C .Apres 15 min s’il apparait une coloration bleu, elle n’est
pas plus intense que celle d’un témoin préparé simultanément et dans les méme
conditions avec un mélange de 4,5ml d’eau exempt de nitrate R et de 0,5ml de
solution & 2 ppm de nitrate (NO3).

7-Sulfates :

A 10ml d’eau stérilisée on ajoute 0,1ml d’acide chlorhydrique dilué et 0,1ml de
solution de chlorure de baryum . L’aspect de la solution ne présente aucun
changement pendant au moins 1h.

8- Ammonium :

A 20ml d’eau stérilisée on ajoute 1ml de solution alcaline de tétraiodomercurate de
potassium R. Aprés 5min, on examine la solution suivant I’axe vertical du tube. La
solution n’est pas plus fortement colorée qu’un témoin préparé simultanément par
addition de 1ml de solution alcaline de tétraiodomercurate de potassium R & un
mélange de 4ml de solution & 3ppm d’ammonium (NH,) R et de 16ml d’eau exempte
d’ammonium R (0,2ppm).

9- Calcium et magnésium :

A 100ml d’eau stérilisée, on ajoute 2ml de solution tampon chlorure d’ammonium (
pH=10) ; 50mg de mélange composé du mordant noir 11R et 0,5ml d’édétate de
sodium 0,01M , il apparait une coloration bleu franc.

10- Métaux lourds :

Evaporé 150ml d’eau stérilisée jusqu’a 15ml sur un bain-marie ,12ml de cette eau
concentrée doivent satisfaire le test des métaux lourds (0,1ppm). Préparer le témoin
avec la solution a 1ppm de plomb.

11- Résidu a I’évaporation :

Evaporé 100ml d’eau sur un bain-marie a sec, sécher le résidu a I’étuve a 100-105°C

pendant une heure. Le résidu ne doit pas dépasser 4mg.

Teinture officinale
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a. Aspect :

Liquide de couleur jaunatre a odeur caractéristique d’alcool et de gingembre.

b. Densité relative :

On utilise un pycnométre muni d’un thermomeétre de capacité 50ml,

d=m/v

c. Arsenic :

Témoin (un ajout de 1ug/g de I’Arsenic) : Coloration jaune sur le bout de le papier
imbibé a acétate de mercure.

Teinture (extrait par I’ Acétone) : coloration doit étre moins intense que le témoin.
Limite d’acceptation : pas plus de 1ug/g.

d. Substances non volatile :

On fait I’évaporation d’une 10 ml portion dans un creuset de platine, et sécher a
105°C pour 6 heures, puis peser le reste.

e. Métaux lourds:

Témoin (un ajout de 10ug/g du Plomb) : Coloration brunétre sur le papier de bromure
mercurique.

Teinture (extraction par I’acétone) : Aucune coloration ou moins instance que le
témoin.

Limite d’acceptation : pas plus que 10ug/g.

f. Cendre totale :

A T’aide d’un creuset en platine ont calcine 1 g de substance. Le résidu doit étre

inférieur ou égale a 0,5%.




