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Élément indispensable à la vie, l’oxygène est également à l’origine de toxicité,

d’altération, et de la dégénérescence dans l’organisme (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Toutefois, il peut former des espèces partiellement réduites et fortement toxiques appelées les

radicaux libres ou encore les espèces réactives de l’oxygène (ERO). Aux doses faibles, les

ERO sont très utiles pour l’organisme et jouent des rôles importants dans divers mécanismes

physiologiques. Aux doses excessives, les ERO deviennent néfastes et toxiques pour

l’organisme (Favier, 2003).

La surproduction des ERO au delà des capacités antioxydantes des systèmes

biologiques donne lieu au stress oxydant qui est impliqué dans l’apparition de plusieurs

maladies telles que les maladies coronariennes (MC), les accidents vasculaires cérébraux

(AVC), les cancers, la maladie d’Alzheimer, le diabète et l’hypertension (Lean et Burns,

2001). Pour lutter contre ces radicaux libres nocifs, notre organisme possède des systèmes de

défense antioxydants, certains sont endogènes, alors que d’autres sont obtenus à partir de

molécules apportées par l’alimentation (exogènes) (Lacan, 2001).

L’action protectrice des aliments est donc attribuée à la présence des nutriments

antioxydants, spécialement les vitamines antioxydantes telles que les vitamines C et E.

Toutefois, l’activité antioxydante est aussi liée à la présence des composés phénoliques qui

renforcent l’éfficacité du système antioxydant (Fokou et al., 2008).

Une grande partie de l’intérêt des recherches actuelles porte sur l’étude de molécules

antioxydantes comme les polyphénols, les vitamines et les caroténoïdes. De multiples études

ont été faites sur les plantes médicinales telles que Zingiber officinalis (gingembre) et sur

d’autres aliments comme le miel et l’huile d’olive ce qui dénote toute l’importance accordée

à la médecine traditionnelle.

Le but de ce travail consiste en une étude comparative de la composition phénolique et

de l’activité antioxydante des extraits gingembre-eau, gingembre-miel et gingembre-huile

d’olive.

La première partie est consacrée à l’étude bibliographique incluant quelques

généralités sur le gingembre, le miel et l’huile d’olive, des notions générales sur les composés

phénoliques et un aperçu sur l’activité antioxydante.

Dans la deuxième partie, nous avons procédé au dosage des composés phénoliques des

différents extraits et à l’étude de leur activité antioxydante par trois tests distincts: le pouvoir

réducteur par la méthode du phosphomolybdate d’ammonium et celle du ferricyanure de

potassium, et l’étude de l’effet scavenger vis-à-vis du DPPH.
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I.Généralités

I.1.Gingembre (Zingiber officinalis)

Le gingembre, Zingiber officinalis, est l’une des espèces les plus largement utilisées de

la famille des zingibéracées(figure 1). C’est un condiment commun pour divers aliments et

boissons. Il a une longue histoire d'une utilisation médicinale qui remonte à 2500 années

(Shukla et Singh, 2007). Le gingembre a suscité une attention croissante à cause de son

activité antioxydante, anti-inflammatoire, antidiabétique et anticancéreuse (Cheng, et

al .,2011). Sa chimie a été intensivement étudié avec plus de 100 composés identifiés dans les

échantillons frais et secs (Araya et al.,2011).

Figure 1 : rizhome du gingembre (Ma et Gang, 2006).

I.1.1. Classification et dénomination internationale

La classification botanique et la dénomination internationale du gingembre est décrite

dans le tableau I.

Tableau I: classification et dénomination internationale de Zingiber officinalis (Faivre et al.,

2006).

Classification botanique Dénomination internationale
Règne : Planta

Sous-règne :      Trachéobionta

Division : Magnoliophyta (ou Angiospermes)

Classe : Liliopsida (ou Monocotylédones)

Sous-classe : Zingibéridées

Ordre : Scitaminales ou zingibérales

Famille : Zingibéracées

Sous-famille : Zingibéroidées

Genre : Zingiber

Français : gingembre

Anglais : Ginger

Arabe : Zanjabil, Rasafil

Chinois : sang geung
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I.1.2. Description botanique

Le gingembre est une plante vivace tropicale herbacée, à port de roseau, qui mesure

jusqu'à 3 m de haut. Son rhizome est noueux et parfumé, peau beige pale, chair jaune pale

juteuse et parfumée. Il devient de plus en plus fibreux avec l'âge, couvert de feuilles

écailleuses et pourvu à sa partie  inférieure de racines cylindriques. Elle a des fleurs

parfumées blanc jaune, avec des trainées rouges sur les lèvres (figure 2). (Faivre et al .,

2006)

Figure2 : Zingiber officinalis. (Ma et Gang, 2006)

I.1.3.Composition chimique

Les constituants du gingembre sont nombreux et changent selon l’origine et l’état des

rhizomes qu’ils soient frais ou secs (Ali et al., 2008). Ses différents constituants sont résumés

dans le tableau II. (Chrubasik et al., 2005).

Tableau II: composition chimique du gingembre. (Chrubasik et al.,2005)

Rhizome du gingembre (%)

Amidon 60%

Protéines 2.3%

lipides ou des glycolipides 10%

des glucides 12,3%

les fibres 2,4%

Composés actifs :d’huiles essentielles et oléorésine 5 à 8%

I.1.4. Propriétés pharmacologiques du gingembre

De nombreuses propriétés pharmacologiques et cliniques ont été enregistrées pour

cette plante dont le rhizome montre effectivement une activité médicamenteuse (Faivre.,

2006) (tableau III).
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Tableau III : propriétés pharmacologiques du gingembre.

Propriétés Rôles Références

effet

anti-oxydant

Des expériences in vitro et sur des animaux ont montré que le

gingembre possède une activité antioxydante et pourrait se

protéger contre les dommages des  radicaux  libres.

(Oboh et al.,

2010)

Effet

anti-microbien

les gingerols empêchent  la croissance de  de Mycobactérium

avium et du Mycobactérium tuberculosis.

L'extrait du gingembre (10 mg/kg) a une activité

antimicrobienne contre Salmonella typhimurium , Escherichia

coli  et Candida albicans

(Oboh et al.,

2010)

(Ali et

al.,2008)

Effet Anti-

cancérogène

les propriétés anticancéreuses du gingembre sont attribuables

par gingerols, shogaols et zingerones.

(Peng, et al.,

2012)

Effet sur le

système

Cardio-

vasculaire

Gingérol et shogaol abaissent de la tension artérielle. (Faivre et al.,

2006)

Effet

Anti-

inflammatoire

Les gingérols inhiberaient la synthèse des prostaglandines et des

leucotriènes augmentant ainsi l'aspect antiulcéreux et anti-

inflammatoire.

(Faivre et al.,

2006)

Effet

Anti-

Diabétique

Les phénols et les flavonoïdes du gingembre sont responsables

de activité hypoglycémique.

(Shanmugam

et al., 2011)

Effet

Gastro-

intestinal

Les rats alimentés avec du gingembre pendant 8 semaines

montrent une augmentation de l’activité du lipase pancréatique,

lipase intestinale, disaccharidases, sucrases et maltase.

(Chrubasik

et al., 2005)

Effet anti-

Emitique

Chez l’Homme, le gingembre réduit les nausées et

vomissements  postopératoires.

(Ali, et

al.,2008)

Activités en

usage Externe

Analgésique, action épilatoire de certains  constituants de l'huile

essentielle.

(Faivre et al.,

2006)
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I.2. Miel

Le miel est un produit naturel sucré et savoureux, consommé pour sa valeur nutritive

élevée et sa contribution dans la  santé humaine (Alvarez-Suarez et al., 2010).

C’ est un produit nutritif  contenant de grandes  quantités de divers sucres et un peu

d'acides aminés, lipides, vitamines et minéraux (Guo et al., 2011). Il est une source

d’antioxydants qui jouent un rôle important dans la santé humaine en combattant les

dommages causés par les agents d' oxydation. (Ferreira et al., 2009)

De façon générale, le miel a une importance majeure dans la médecine traditionnelle,

Il a été utilisé depuis l’antiquité, et présente un rôle dans le traitement des brûlures, les

problèmes gastro-intestinal, d'asthme, les blessures infectée et chroniques, ulcères de peau,

des cataractes et d'autres maux d'œil.(Ferreira et al., 2009).

I.2.1.Composition du miel

Le miel est constitué d’environ 181 composants (Küçük et al., 2007). Chimiquement,

le miel comporte les sucres (70–80%), eau (10–20%) (Ouchemoukh et al., 2007), c’est une

solution sursaturée des sucres, tels que fructose (38%) et le glucose (31%) sont les

constituants principaux (Alvarez-Suarez et al., 2010),mais également un peu d'autres

constituants comme des minéraux, protéines, vitamines, acides organiques, flavonoïdes, les

acides phénoliques et des enzymes (Bertoncelj et al., 2007) . D'autres substances mineures,

tels que lipides, acides aminés sont également retrouvées (Escuredo et al., 2012).

La composition du miel est plutôt variable et dépend  principalement de sa source

florale et de certains facteurs externes, tels  que les facteurs saisonniers et environnementaux

(Alvarez-Suarez et al., 2010) et climatiques (Silici et al., 2010);et également au cours du

traitement et pendant la période de stockage (Saxena et al., 2010).

I.2.2.Propriétés biologiques du miel

L'importance médicinale du miel a été documentée dans les litératures médicales les

plus ancienne du monde , et depuis le temps antique le miel a été employé pour tous les deux

buts alimentaires et médical. Ainsi, une branche alternative de médecine, appelée apitherapy,

a été développé ces dernières années, (Mandal et Mandal, 2011). Les propriétés biologiques

du miel sont résumé dans le tableau IV.
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Tableau IV : propriétés biologiques du miel

Propriétés biologiques Références

Propriétés

nutritionnelles

Il est souvent utiliser par les sportifs pour sa haute

valeur énergétique : 310Kcal/100g.

(Gout, 2009)

Propriétés anti-

inflammatoire

Plusieurs études ont montré l’effet du miel sur les

cellules immunocompétentes intervenant lors de

l’inflammation.

(Tonks et al.,

2001).

Propriétés

antibactériennes

Sont liées au niveau du peroxyde d'hydrogène et

d'autres facteurs nonperoxide comme lysozyme,

acides phénoliques et flavonoïdes.

A son pH bas, en plus à sa haute osmomolarité.

Il presente un effet inhibiteur autour 60 espèces

des bactéries.

(Alvarez-Suarez,

et al., 2010)

(Bogdanov, 1997 )

(Mandal et

Mandal, 2011)

Propriétés anti-

oxydantes

Il a été avéré efficace contre  les réactions

nuisibles d'oxydation en nourriture.

l'activité antioxydante est fortement corrélée avec

le contenu en composés phénoliques totaux et

avec la couleur du miel.

(Ferreira et al.,

2009)

(Bertoncelj et al.,

2007)

Propriétés

thérapeutiques

Les antioxydants du miel, sont efficaces dans la

réduction du risque de maladie de coeur, cancer,

déficit immunitaire, cataractes, différents

processus inflammatoires.

(Bertoncelj et al.,

2007)

Les agents antimicrobiens sont essentiellement

importants  dans la réduction des maladies

infectieuses, cicatrisation rapide des blessures.

La stimulation des brûlures curatives et traitement

d'ulcères gastriques.

Le miel peut favorisez la réparation du muqueuses

intestinal endommagé, et stimulez la croissance de

nouveaux tissus.

(Mandal et

Mandal, 2011)

(Alvarez-Suarez et

al., 2010)

(Ouchemouk et

al., 2007)
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I.3.Huile d’olive

L’huile d’olive représente le principal corps gras dans le régime méditerranien et sa

consommation représente plus que 50% de toutes les huiles de table (Cerretani et al., 2009).

C’est un jus huileux extrait des olives, qui possède naturellement des caractéristiques

exceptionnelles de parfum et de saveur (Argenson et al., 1999). C’est une huile claire,

limpide, sans sédiments, de couleur jaune à jaune brune. Elle est parfaitement fluide et

onctueuse, son odeur est faible et agréable et sa saveur est douce. Ses qualités varient en

fonction de la variété, du degré de maturation des olives et surtout des conditions climatiques

(Perrin, 1992).

I.3.1. Composition chimique de l’huile d’olive

L’huile d’olive est caractérisée d’une part par sa composition en acides gras, d’autre

part par la présence de composants mineurs tels que les antioxydants ( Jacotot, 1997).

Les composantes de l’huile d’olive sont souvent classées en deux catégories : la

fraction saponifiable et la fraction insaponifiable (Cavalli et al., 2004).

 (a) Fraction saponifiable : Elle représente presque 98% de la composition chimique de

l’huile d’olive, elle renferme des triglycirides, des esters dacides gras ou des acides gras

libres non estérifié(Cavalli et al., 2004).

 (b) Fraction non saponifiable : Elle représente 2% seulement de la composition totale de

l'huile d'olive et elle contient des stérols, hydrocarbures, colorants, phénols, flavonoïdes et

composés volatiles (Cavalli et al., 2004).

I.3.2.Bienfaits de l’huile d’olive sur la santé

Grâce à sa teneur en acides gras monoinsaturés et à son taux élevé en antioxydants, en

stérols, et en vitamines, l’huile d’olive a un impact positif sur diverses maladies (C.O.I,

2000). Les propriétés thérapeutique de l’huile d’olive sont résumé dans le tableau V.
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Tableau V :  propriétés thérapeutiques de l’huile d’olive.

Propriétés  thérapeutique Références

Effet Anti-

cancérogène

Les polyphénols et les acides gras monoinsaturés

favorisent la destruction des substances qui

facilitent la multiplication des cellules cancéreuses

des seins.

Les stérols ont également des effets bénéfiques sur

le cancer du colon, du sein et de l’estomac.

(C.O.I, 2001)

(Canalafuentes,

2003).

Effet sur le

système Cardio-

vasculaire

L’acide oléique favorise une diminution du risque

de maladies cardiovasculaires ; il abaisse le taux

de cholestérol total et de LDL dans le sang et il

augmente le taux de HDL.

les acides gras monoinsaturés permettent de

prévenir l’athérosclérose.

(Covas, 2007).

Effet anti-

Diabétique

L’huile d’olive intervient dans le contrôle des

deux types de diabète (type I et type II). sa

consommation  permet en effet d’améliorer les

niveaux de glucose, et de l’homéostasie et la

sensibilité à l’insuline.

(C.O.I, 2000).

Effet anti-

vieillissement

L’huile d’olive permet de prévenir l’apparition des

lésions cutanées et de diminuer les symptômes de

vieillissement de la peau, ainsi que la dégradation

de l’ADN cellulaire. Il empêche la dégradation de

l’acide hialuronique qui donne à la peau son

aspect de bonne santé.

Le squalène présent dans l’huile d’olive,

protégerait le choléstérol de la couche cornée

contre l’oxydation.

(C.O.I, 2000).

(C.O.I, 2000).
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II. Composés phénoliques

II.1. Définition

L’appellation «polyphénols» ou «composés phénoliques» regroupe plus de 8000

molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point

commun: la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique à 6 carbones, lui-

même porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004).

II.2. Biosynthèse des composés phénoliques

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques :

 celle de l’acide shikimique ;

 celle de l’acétate.

De plus, la diversité structurale des composés polyphénoliques due à cette double

origine biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des

deux voies dans l’élaboration de composés d’origine mixte; les flavonoïdes (Martin et

Andriantsitohaina, 2002).

II.3. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent être regroupés en de nombreuses classes

(tableau VI) qui se différencient par la complexité du squelette de base (allant d’un simple

C6 à des formes très polymérisées), par le degré de modification de ce squelette (degré

d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation,…), et par les liaisons possibles de ces

molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, autres métabolites

secondaires pouvant être ou non des composés phénoliques) (Macheix  et al., 2006).
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Tableau VI: principales classes de composés phénoliques (Macheix et al., 2006).

Structure Classe

C6 Phénols simples, benzoquinones

C6-C1 Acides hydroxybenzoiques

C6-C3 Acides hydroxycinamiques, coumarines

C6-C4 Naphtoquinones

C6-C2-C6 Stilbènes, anthraquinones

C6-C3-C6 Flavonoïdes, isoflavonoides

(C6-C3)2 Lignanes, neolignanes

(C6-C3) n Lignines

(C6-C3-C6) n Tanins

II.3.1. Composés phénoliques simples

Ce sont des dérivés en C6 du noyau benzénique. Ils sont rares à l’état naturel et sont

issus de la décarboxylation de l’acide shikimique. L’hydroquinol, le pyrocatéchol et le

phloroglucinol sont parmi les phénols simples (Chira et al., 2008).

II.3.2. Acides phénoliques

Ils regroupent deux classes, les acides hydroxybenzoiques et les acides

hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2006).

 Acides hydroxycinnamiques

Leur structure de base est de type C6-C3 (figure3-a). Ce sont des dérivés de l’acide

cinnamique, ils existent généralement sous forme d’esters ou de glycosides. Les plus

fréquents sont l’acide p-coumarique et ses isomères (o-et m-coumarique), les acides caféique,

sinapique et férulique (Macheix et al., 2006).

 Acides hydroxybenzoiques

Ce sont des dérivés de l’acide benzoïque, ils ont une formule de base de type C6-C1

(figure3-b). Ces composés sont largement répandus sous forme d’esters ou de glucosides et

peuvent également être intégrés dans des structures complexes comme les tanins (Macheix et

al., 2006).
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Figure 3: les principales structures des acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques

(Chira et al., 2008).

II.3.3. Flavonoïdes

La structure de base des flavonoïdes est le noyau flavane qui est composé de 15 atomes

de carbone disposés en trois anneaux (C6-C3-C6), qui sont appelés A, B et C (figure 4)

(Pietta, 2000). Les flavonoïdes sont largement distribués dans les feuilles, graines, écorce et

les fleurs de plantes (Heim et al., 2002). Ils constituent les pigments responsables des

colorations jaune, orange et rouge des différents organes végétaux (Ghedira, 2005).

Figure 4: la structure de base d’un flavonoïde (Heim et al., 2002).

II.3.4. Tanins

Les tanins ont un grand nombre de groupes hydroxyles phénoliques libres qui forment

des liaisons hydrogène fortes avec les protéines et les précipitent (Reed, 1995). Ils sont

généralement subdivisés en deux groupes: les tanins hydrolysables et les tanins condensés ou

proanthocyanidines.

(a): Acide hydroxycinnamique
R1=R2 =R3 = H Acide cinnamique

R1=R3 =H,R2 =OH Acide p-coumarique
R1 =R2 =OH,R3 =H Acide caféique

R1 =OCH ,R2=OH, R3 =H Acide Férulique
R1=R3 =OCH ,R2 =OH Acide sinapique

(b): Acide hydroxybenzoïque
R1=R2=R3=R4=H Acide benzoïque

R1=R4=H, R2=R3=OH Acide protocatéchique
R1=H, R2=R3=R4=OH Acide gallique

R1=OH, R2=R3=R4=H Acide salicylique
R1=R4=OH, R2=R3=H Acide gentisique
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 Tanins hydrolysables

Ce sont des molécules complexes qui font intervenir des liaisons de type ester et qui

donnent par hydrolyse une fraction glucidique et une fraction phénolique

(Figure 5) (Reed, 1995).

Figure 5: la structure chimique d’un tanin hydrolysable (Apak et al., 2007).

 Proanthocyanidines

Les proanthocyanidines ou tanins condensés sont des polymères de catéchines liés par

une liaison carbone interflavane, et qui n’est pas sensible à l’hydrolyse(figure 6) (Reed, 1995).

Figure 6 : structure chimique d’un tanin condensé ( Apak et al., 2007).

II.4. Propriétés biologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques ont été rapportés pour leurs multiples propriétés

biologiques activités anti-inflammatoire, anti-thrombotique, analgésique, antibactérienne,

antivirale, anticancéreuse (Babar Ali et al., 2007), anti-allergène (Falleh et al., 2008) et

antioxydante (Gomez-Caravaca et al., 2006).
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II.4.1.Propriété antioxydante

Les polyphénols protègent les constituants cellulaires contre les dommages oxydatifs

et limitent le risque de beaucoup de maladies dégénératives associées au stress oxydatif

(D’Archivio et al., 2007).

II.4.2.propriété antibactérienne

Les polyphénols notamment les flavonoïdes et les tanins sont reconnus par leur

toxicité vis-à-vis des microorganismes (Zeghad,  2009).

II.4.3. propriété anti-inflammatoire

In vitro, plusieurs flavonoïdes sont capables de modifier le métabolisme de l’acide

arachidonique plaquettaire. C’est ainsi que la myricétine et la quercétine bloquent l’action des

cyclo-oxygénases et des lipoxygénases à des concentrations relativement élevées (Ghedira,

2005).

Les propriétés biologiques de certains composés phénoliques sont résumées dans le

tableau VII.

Tableau VII: activités biologiques des composés phénoliques (Bahorun, 1997).

Polyphénols Activités

Acides phénols (cinnamiques et

Benzoïques)

Antibactérienne, antifongique et
antioxydante

Coumarines Protectrice vasculaire et antioedémateuse

Flavonoïdes

Antitumorale, anticarcinogène, anti-
inflammatoire, hypotenseur, diurétique et
antioxydante

Anthocyanes Protectrice capillaro-veineux

Proanthocyanidines
Antioxydante, antitumorale, antifogique, et

anti-iflammatoire

Tanins galliques et catéchiques Antioxydante
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III. Activité antioxydante

III.1.Généralités

Dans des conditions normales, notre organisme produit en permanence des molécules

oxydantes, ce sont des radicaux libres primaires (O2
.-, OH-, H2O2,…). Les systèmes de

défense chargés de les éliminer sont constitués d’enzymes antioxydantes (SOD, catalase,

peroxydases….), ce sont des antioxydants primaires (Lacan, 2001).

Dans certaines conditions (tabac, stress, pollution, radiations solaires,…), notre

organisme subit un stress oxydant c’est à dire que la production de radicaux libres primaires

augmente très fortement. De ce fait, les systèmes enzymatiques, sont débordés. Les radicaux

libres primaires non éliminés vont alors oxyder les constituants cellulaires ce qui engendre la

formation de radicaux libres secondaires (ROO.) qui sont capables de réaction d’oxydation en

chaînes ce qui peut entraîner de nombreuses pathologies. Ces phénomènes d’oxydation en

chaîne (peroxydation lipidique par exemple) peuvent être ralentis par des antioxydants

secondaires (vitamine E, C, polyphénols,...) qui sont apportés par l’alimentation (Lacan,

2001).

III.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.

Cette propriété rend ces éléments très réactifs du fait de la tendance de cet électron à se

réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées

deviennent à leur tour d’autres radicaux libres et initient une réaction en chaîne (Favier,

2003).

Les radicaux libres réagissent avec les tissus voisins causant des lésions oxydatives,

lésant ainsi les acides nucléiques, les lipides, les protéines et les hydrates de carbone (Berger,

2006).

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des espèces

extrêmement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies, tout

en étant des espèces indispensables à la vie (Favier, 2003).

Les principaux radicaux libres et leurs formules chimiques sont présentés dans le

tableau VIII.
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Tableau VIII: différents radicaux libres (Ekoumou, 2003).

Espèces réactives de l’oxygène Formules chimiques

Oxygène singulet 1O2

Peroxyde d’hydrogène H2O2

Oxygène moléculaire 3O2

Anion superoxyde O2
••

Radical hydroxyle OH•

Radical peroxyle ROO•

Radical hydroperoxyde HOO•

Radical alkoxyle RO•

Radical oxyde nitrique NO•

Peroxinitrite ONOO-

Hypochlorite ClO-

Hydroperoxyde ROOH

Parmi toutes les espèces radicalaires, il convient de distinguer les radicaux primaires

des radicaux secondaires (Favier, 2003) (figure 7).

Figure 7 : les formes actives de l’oxygène dans la cellule (Lacan, 2001).

Radicaux libres primaires Radicaux libres secondaires organiques

O
2

1O2

H2O2

O⁻2
Oxydation

Lipides

Protéines

p

OH⁻
ROO⁻

ROO⁻

ROO⁻

ROO⁻

Réaction en chaîne
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III.2.1. Radicaux libres primaires

Ce sont les plus dangereux car ils sont directement formés à partir de l’O2. Ce sont le

radical superoxyde, le radical hydroxyle, le peroxyde d’hydrogène ou encore l’oxygène

singulet (Lacan, 2001).

III.2.2. Radicaux libres secondaires

Ils ne sont pas formés spontanément. Ils sont formés par l’action d’un radical libre

primaire sur un composant cellulaire (acides nucléiques, lipides membranaires, protéines)

(Lacan, 2001).

III.3. Stress oxydant

La perturbation de l’équilibre endogène entre radicaux libres et antioxydants,

provoque des effets délétères dus, soit à une défense antioxydante défaillante, soit à un état

pro-oxydatif accru, nommé stress oxydant (Berger, 2006).

Chaque individu ne possède pas le même potentiel antioxydant selon ses habitudes

alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou l’environnement dans lequel

il vit (Diallo, 2005). L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible

moléculaire, de la sévérité de l'effort et du mécanisme par lequel l'effort oxydant est imposé

(Aruoma, 1999).

Le stress oxydatif est particulièrement lié au développement des maladies

coronariennes (MC), des accidents vasculaires cérébraux (AVC), des cancers et de la maladie

d’Alzheimer, du diabète, de l’hypertension et des dyslipidémies, de cataracte, et du déclin

intellectuel (Lean et Burns, 2001).

III.4. Antioxydants

Un antioxydant (AOX) est une substance qui inhibe ou retarde significativement

l’oxydation d’un substrat, alors qu’elle présente une concentration très faible dans le milieu

où elle intervient (Berger, 2006).

La lutte contre les radicaux libres fait appel à des systèmes non enzymatiques piégeant

les radicaux libres (vitamines C, E, caroténoïdes, polyphénols…) et à des systèmes

enzymatiques (Levesque, 2006).
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La production d’ERO (espèces réactives de l’oxygène) et les principaux moyens de

neutralisation sont schématisés dans la (figure 8).

Figure 8: production et neutralisation des espèces réactives de l’oxygène (Berger, 2006).

III.4.1. Principaux antioxydants

Les antioxydants peuvent être classés selon leur origine en antioxydants endogènes ou

exogènes. Les antioxydants endogènes sont des enzymes dont les plus connues sont produites

dans le corps humain (Mates, 2000).

III.4.1.1.Enzymes endogènes

Les enzymes constituent le premier niveau de défense par le contrôle de la formation

et de la prolifération des ERO (Césarini, 2004). Les principales enzymes antioxydantes sont

la superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase et la catalase (Vincent et al., 2004).

 Superoxyde dismutase (SOD)

Elle permet d'éliminer les radicaux superoxydes mais elle provoque l'apparition de

peroxyde d'hydrogène (Goudable et Favier, 1997). C’est une des enzymes les plus

abondamment synthétisées dans la cellule. La SOD est présente dans tous les

compartiments cellulaires où il y a une production d’O2 (Lacan, 2001).

 Catalase

Elle réduit le peroxyde d'hydrogène H202 en libérant de l'oxygène et de l'eau

(Goudable et Favier, 1997).
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 Glutathion peroxydase (GSHPX)

La GSHPX réduit le peroxyde d'hydrogène H2O2 et les hydroperoxydes lipidiques.

Pour leur fonctionnement, elle utilise le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur

lequel elle transfère l'oxygène, le transformant en glutathion oxydé (GSSG)

(Goudable et Favier, 1997).

Ces enzymes antioxydantes permettent l’élimination des radicaux libres primaires. De

ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques à partir des lipides

membranaires notamment et contribuent donc à la protection des membranes de la

peroxydation lipidique (Lacan, 2001).

III.4.1.2. Apport exogène

Toutes ces défenses peuvent être renforcées par des apports exogènes en :

 Médicaments

Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes

thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroïdiens, les

antihyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquants et les autres antihypertenseurs ont été évalués

pour leurs propriétés anti-oxydantes (Diallo, 2005).

 Antioxydants naturels

 Vitamine C ou acide ascorbique

Trouvée dans les fruits particulièrement les agrumes, la vitamine C joue un rôle

important dans la régénération de la vitamine E (Bossokpi, 2002).

 Vitamine E ou tocophérol

Elle prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les

radicaux peroxyles (Diallo, 2005) selon la réaction décrite par Lecerf et al.

(1994) comme suit :

ROO• + Vitamine E-OH                          Vitamine E-O• + ROOH
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 ß-carotène

Outre son activité pro vitaminique A, le ß-carotène possède la capacité de capter

l’oxygène singulet (Diallo, 2005). Les caroténoïdes réagissent suivant cette

réaction citée par Zeb et Mehmood (2004).

O2
•‾ + CAR + 2H+ H2O2 + CAR+

 Composés phénoliques

Plusieurs études ont montré que les composés phénoliques possèdent une activité

antioxydante plus élevée que celle des vitamines antioxydantes et des

caroténoïdes (Podsedek, 2005).

 Flavonoïdes

Selon Ghedira (2005), les flavonoïdes ont la capacité de piéger les radicaux libres

selon la réaction suivante:

Flavonoïde (OH) + R. → Flavonoïde (O.) + RH

 Tanins

Ces composés sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques

produits au cours de la peroxydation (Diallo, 2005).

 Sélénium

Les effets bénéfiques de cet oligo-élément sur l’organisme ne sont connus que

depuis un quart de siècle. Il neutralise les métaux toxiques (plomb, mercure); il

aurait aussi une action préventive sur certains cancers (Diallo, 2005).
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IV. Matériel et méthodes

IV.1 .Matériel

Le présent travail a été réalisé sur les racines fraîches de Zingiber officinalis, l’huile

d’olive et le miel. La description des différents échantillons utilisés est donnée dans le tableau

IX.

Tableau IX : description des différents échantillons utilisés.

Site de la récolte Photographie

Le gingembre Il a été fourni par un herboriste

magasinier dans la ville de Bejaïa, il ests

est importé de la chine.

Le miel L’échantillon de miel est collecté

par un apiculteur de la région

d’Amizour en 2011.

L’huile d’olive L'huile d'olive utilisée dans cette

étude a été produite par des oliviers

de la région de khellil de la

commune de barbacha de la

Wilaya de Bejaia.

La présente étude porte sur des

échantillons d’huile d’olive de la

compagne agricole 2011/2012.
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IV.2. Méthodes

IV.2.1. Extraction des composés phénoliques assistée par micro-onde

Le four micro-ondes (figure 9)

utilisé au niveau du laboratoire BBBS, est

une micro-onde domestique qui a été

modifiée et qui fonctionne à une fréquence

de 2450 MHz avec une puissance de sortie

maximale de 1000 Watts (une

incrémentation de 100 Watts). Les

dimensions de la cavité de chauffage sont

de 22,5cm, 37,5cm et 38,6 cm.

Figure 9: photographie du four micro-ondes.

IV.2.1.1. Chauffage au four à micro-ondes

Le transfert de chaleur sous chauffage micro-ondes se fait de l’intérieur vers

l’extérieur. Cela veut dire que le volume traité devient lui-même une source de chaleur, ce qui

est complètement opposé à ce lui du chauffage conventionnel qui se fait de l’extérieur vers

l’intérieur (Ferhat, 2007).

IV.2.1.2. Principe d’extraction

Le processus d’extraction est basé sur la capacité d'une matrice à absorber l'énergie du

micro-onde. L'efficacité d'absorption est en grande partie liée aux teneurs en eau de la plante.

Les molécules d'eau convertissent l'énergie des micro-ondes en chaleur ce qui provoque une

élévation soudaine de la température à l'intérieur des cellules. Lorsque ces dernières sont

soumises à cette contrainte thermique grave, qui dépasse la capacité de leurs expansions, cela

cause leur dislocation plus rapidement et mène le dégagement de leur contenu au milieu de

l'extraction (Chemat et al., 2009). Le temps réduit n’est pas simplement un avantage

économique mais présente également moins de risque de décomposition et d’oxydation des

phytoconstituants (Uttara et al., 2009).

Il existe deux types d’extraction assistée par micro-ondes :
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 Extraction sans solvant assistée par micro-ondes

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes consiste à placer le matériel végétal

dans un réacteur micro-ondes sans ajout d’eau ou de solvant organique (Lucchesi, 2005).

 Extraction avec solvant assistée par micro-ondes

Cette méthode implique de placer la matière végétale dans un applicateur à micro-

onde. L’énergie des micro-ondes est employée pour chauffer le solvant en contact avec les

échantillons. Le chauffage interne de l’eau dans la matière végétale permet la rupture des

tissus et le dégagement des composés actifs dans le solvant organique (Lucchesi et al., 2007).

IV.2.1.3. Facteurs influençant l’extraction

L'efficacité de l’extraction assistée par micro-onde (EAM) se fonde fortement sur le

choix des conditions de fonctionnement et des paramètres affectant le mécanisme d'extraction

et son rendement. Parmi les facteurs qui peuvent influencer  l'exécution de EAM: la nature du

solvant, le temps d’extraction, la puissance du micro-onde, la température, et les

caractéristiques de l’échantillon (Chan et al., 2011).

IV.2.2. Préparation des extraits

Selon Zou (2002), la méthode d’extraction doit permettre une extraction complète des

composés recherchés et d’éviter la modification de leur nature chimique.

La procédure d’extraction utilisée est décrite dans la figure 10.
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Figure 10: procédure d’extraction.

Pour l’extrait gingembre-huile d’olive, une autre étape est nécessaire afin de récupérer

l’extrait polyphénolique. Elle consiste à dissoudre un gramme du mélange gingembre-huile

d’olive dans 5 mL d’hexane (99%) et 5 mL de méthanol (50%). La phase méthanolique est

ensuite récupérée et un deuxième lavage est réalisé, en ajoutant 3 mL d’hexane. Après

centrifugation à 3500 tours/min (centrifugeuse nüve-NF 200) pendant 12 minutes, la phase

méthanolique a été récupérée et va servir pour les différents analyses (Papiti et Tsimidou ,

2009).

5g du gingembre

100 mL d’eau 100 mL d’huile d’olive 100 mL du miel

Porter à la micro-onde à
500watts pendant 3minutes

Mesurer la température

Filtrer et conserver les extraits
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IV.2. 3. Dosage des composés phénoliques

IV.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

 Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique

(H
3
PW

12
O

40
) et d’acide phosphomolybdique (H

3
PMO

12
O

40
). Ce réactif est réduit, lors de

l’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungstène et de molybdène (Boizot

et Charpentier, 2006). La coloration bleu produite est proportionnelle à la teneur en

composés phénoliques (Madi, 2010).

 Mode opératoire

La teneur des composés phénoliques totaux dans les trois extraits, telle qu’elle est

décrite par Bramorski et al. (2011), est déterminée par la méthode de Folin –Ciocalteu selon

le protocole suivant :

 100 μL de chaque solution d’extrait est mélangé à 2mL d’eau distillée ;

 500 μL du réactif de Folin-Ciocalteu est ensuite ajouté ;

 laisser réagir pendant deux minutes ;

 ajouter 1.5 mL de la solution de monocarbonate de sodium (20%) ;

 agiter  et incuber à l’obscurité pendant deux heures à la température ambiante ;

 après incubation, les absorbances sont lues au spectrophotomètre (de marque

SpectroScan 50) à 765nm.

La concentration des composés phénoliques totaux est déterminée en se référant à la

courbe d’étalonnage réalisée avec l’acide gallique (annexe I.1).

IV.2.3.2. Dosage des flavonoïdes

 Principe

Le principe de la méthode repose sur un dosage colorimétrique en utilisant le chlorure

d’aluminium. Après l’ajout du chlorure d’aluminium, il y aura formation d’un complexe acide

labile entre les groupements hydroxyles du cycle A ou du cycle B des flavonoïdes et l’ion

d’aluminium (figure 11) (Chang et al., 2002). Le complexe flavonoïde-aluminium formé a un

maximum d'absorption à 430 nm (Ribereau-Gayon, 1968).
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Figure 11 : mécanisme de réaction du chlorure d’aluminium avec les flavonoïdes (Ribereau-Gayon, 1968).

 Mode opératoire

La teneur totale en flavonoïdes a été évaluée selon la méthode citée par Djeridane et

al. (2006) qui est décrite comme suit :

 1,5 mL d’échantillon a été séparément mélangé à 1,5 mL de la solution méthanolique

de chlorure d’aluminium (2%) ;

 incuber à la température ambiante pendant 15 minutes ;

 lire l'absorbance du mélange de la réaction à 430 nm.

La concentration en flavonoïdes est déterminée en se référant à la courbe d’étalonnage

réalisée avec la quercétine (annexe I.2).

IV.2.3.3. Dosage des tanins totaux

 Principe

Les tanins ont la propriété de précipiter les protéines. La combinaison entre les tanins

et les protéines se fait par l’intermédiaire de liaisons hydrogène entre les groupements OH et

NH2 des protéines et les groupements hydroxyles  des tanins (Guignard, 2001).

Avec la méthode utilisant les sels ferriques, les tanins donnent des colorations et des

précipités bleus noir ou brun verdâtre. Cette méthode de dosage consiste à utiliser la protéine

sérum albumine bovine, celle-ci solubilisée à son pH isoélectrique est précipitée par les tanins

de l’extrait à doser. La teneur en tanins totaux du précipité est déterminée en faisant la lecture

de l’absorbance à 510 nm (Bruneton, 1999).
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 Mode opératoire

L’estimation quantitative des tanins contenus dans les deux extraits est réalisée par la

méthode de Hagerman et Bulter (1978). Cette dernière repose sur la formation d’un

complexe tanins-BSA et elle est décrite comme suit :

 0.5 mL d’extrait est ajouté à 0.5 mL de la solution de BSA ;

 après agitation et incubation de 24 heures à 4°C, le mélange est centrifugé à 14000

tours / minutes pendant 15min;

 le surnagent est jeté et le précipité est dissout dans 2 mL de la solution SDS/TEA et

0.5 mL de FeCl3;

 lire l’absorbance au spectrophotomètre à 510 nm.

La quantification des tanins est déterminée en se référant à la courbe d’étalonnage

réalisée avec l’acide tannique (annexe I.3).

IV.2.4. Détermination de l’activité antioxydante

IV.2.4.1.Test au DPPH

 Principe

Le 2.2 Diphényl-1-picryhydrazyl (DPPH°) est un radical libre, coloré en violet et est

capable d’arracher les atomes d’hydrogène labiles des groupements OH les plus réactifs. En

présence d’un antioxydant, le DPPH° est réduit en (DPPH-H) (figure n°12) (Saadaoui et al.,

2006). Cette réaction conduit à un changement de couleur du violet au jaune et l’absorbance

diminuera ainsi (Coa et al ., 2009). Une diminution de l’absorbance indique un important

pouvoir antiradicalaire de l’extrait (Molyneux, 2004).

Figure 12 : mécanisme réactionnel de la réduction du radical DPPH° (Molyneux, 2004)
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 Mode opératoire

Le protocole d’évaluation de l’activité antioxydante par le test du DPPH est donné selon

Bougatef et al. (2009) comme suit:

 0,15mL de la solution de DPPH° est ajouté à 1mL de chaque mélange eau-extrait à

différentes concentrations;

 ajouter 1mL de méthanol;

 mélanger au vortex;

 incuber à l’obscurité et à température ambiante pendant 30min;

 lire les absorbances à 517 nm.

IV.2.4.2. Pouvoir réducteur

 Pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium

 Principe

Le pouvoir réducteur est estimé par l’aptitude des antioxydants présents dans les

extraits à réduire le fer ferrique (Fe3+) du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe2+) en

présence d’un chromogène, le ferricyanure de potassium [FeCl3/K3Fe(CN)6] et de l’acide

trichloracétique. La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir

réducteur  de l’extrait (Wang et al., 2008).

 Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des extraits a été déterminé selon la méthode décrite par

Benhammou et al. (2009):

 0,5 mL de chaque extrait à différentes concentrations ont été mélangés avec 1mL de la

solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6), et 1mL de ferricyanure de potassium

(1%);

 après agitation, les mélanges ont été incubés à 50 °C pendant 20 minutes, puis 1mL

d’acide trichloracétique (1%) a été ajouté;

 après une centrifugation à 3000 t/min pendant 10 minutes, 1mL de surnageant a été

transféré dans un tube à essai et additionné à 1mL d’eau distillée, ensuite 0,2 mL de la

solution de chlorure ferrique FeCl3 (0,1%) fraîchement préparé est ajoutée;

 l'absorbance a été lue à 700 nm.
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 Pouvoir réducteur au phosphomolybdate d’ammonium

 Principe

Le test de phosphomolybdate d’ammonium est une méthode quantitative pour évaluer

la capacité antioxydante. Il est basé sur la réduction du Mo+6 en Mo+5 avec la formation d’un

complexe phosphate /Mo+5 de couleur verte en milieu acide (Bougatef et al., 2009).

 Mode opératoire

L’évaluation de l’activité antioxydante est déterminée selon la méthode citée par Silici

et al. (2010) selon le protocole suivant :

 0,2 mL de chaque extrait a été additionnée à un volume de 2 mL du solvant réactif

(acide sulfurique à 0,6M, phosphate de sodium à 28 mM et molybdate d’ammonium à

4 mM) ;

 après agitation au vortex; les tubes sont incubés à 90°C pendant 90 minutes;

l’absorbance est ensuite lue à 695nm.
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V. Résultats et discussion

V.1. Dosages des composés phénoliques

V.1.1.Teneur en polyphénols totaux

La capacité des polyphénols à réduire le réactif de Folin-Ciocalteu dépend de leurs

structures chimiques, car plus le nombre de groupements fonctionnels OH est élevé, plus le

contenu phénolique est élevé (Maisuthisakul et al . ,  2007).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau X.

Tableau X : résultats du dosage des polyphénols totaux.

Teneur en polyphénols totaux (mg d’EAG/ g de PF)
Gingembre-eau Gingembre- miel Gingembre-huile d’olive

Moyenne 0,72 ± 0,06 29,93 ± 1,92 0,13 ± 0,01

Les résultats obtenus révèlent que la teneur la plus élevée en polyphénols est observée

dans l’extrait gingembre-miel avec une valeur de 29,93 mg d’EAG/g de PF. Par contre

l’extrait gingembre-huile présente une teneur ne dépassant pas 0,13 mg d’EAG/g de PF.

Ces observations peuvent être expliquées par la différence de solubilité des polyphénols

dans le milieu d’extraction (miel, eau, l’huile d’olive) et aussi à la présence ou absence des

polyphénols dans ce dernier. Les conditions d’extraction telles que la température (micro-

onde) peuvent également avoir un effet sur la composition phénoliques.

Plusieurs composés bioactifs ont été identifiés dans le miel tels que les polyphénols

(Brudzynski et al., 2012).

Selon Pyrzynska et Biesaga (2009), le miel est riche en polyphénols et en flavonoïdes.

L’huile d’olive est bien connue pour son activité biologique bénéfique pour la santé

humaine, en raison de la présence de composés phénoliques (Cerretani et al., 2009). Selon

Taamalli et al. (2012), l’huile d’olive est une source potentielle de polyphénols.

Selon Al-Farsi et Lee (2008), l’efficacité de l’extraction dépend non seulement de la

méthode d’extraction utilisée mais aussi du solvant d’extraction.
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Hayouni et al. (2007) rapportent qu’en plus de la nature du solvant, l’efficacité d’une

extraction est influencée par la quantité du matériel végétal, et par le volume et la polarité du

solvant.

Kruawan et kangsadalampai (2006), dans leur travail sur l’extrait aqueux (obtenu par

décoction) du rhizome du gingembre, ont trouvé une teneur en composés phénoliques égale à

59,86 mg d’EAG/g de PF.

Dans une autre étude réalisée par Hinneburg (2006) sur le rhizome du gingembre par la

méthode de l’hydrodistillation avec l’eau, la teneur trouvée en polyphénols est de 23,5 mg

d’EAG/g de PF.

Selon Ranilla et al. (2010), la teneur en polyphénols obtenu par la méthode de

l’agitation dans l’eau est de 3,7 mg/g de la plante.

Dans leur étude sur les extraits hydroalcoolique (méthanol 50%) obtenu par agitation de

Zingiber officinalis Chan et al. (2009), ont trouvé une teneur en polyphénols totaux égale à

2,91 mg d’EAG/g de la plante.

Ces valeurs sont nettement plus élevées par rapport à celle obtenues dans ce présent

travail 0,72 mg d’EAG/g de PF. Cette différence en quantités de polyphénols peut

s’expliquer par l’origine de provenance, la variété, les conditions de séchage ou de stockage,

l’origine géographique et surtout par la méthode et la nature du solvant d’extraction, ainsi que

par les conditions d’extraction (temps, température).

Les variations de la distribution de ces métabolites secondaires peuvent être dues

partiellement aux facteurs génotypiques qui commandent l'accumulation de ces derniers

composés dans la plante. D'ailleurs, d’autres études suggèrent que les conditions biotiques

(espèce, organe et étape physiologique) et abiotiques (salinité, luminosité, déficit en eau et

facteurs édaphiques) peuvent influencer sur la composition phénolique (Benhammou et al.,

2009).

D’aprés Ksouri et al. (2008), l’humidité et l’aridité du milieu peuvent influencer sur la

teneur en polyphénols, en tenant compte de la composition chimique du Zingiber officinalis.

Bodo et al. (2004), ont constaté que l’augmentation de la température a un effet

négatif pouvant causer une décomposition thermique des agents antioxydants.
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L’extraction par micro-onde a comme conséquence une diminution significative dans la

teneur en composés phénoliques totaux (Chan et al., 2009) .

V.1.2. Teneur en flavonoïdes

Après l’addition de la solution de chlorure d’aluminium, une couleur jaune est obtenue,

dont l’intensité varie en fonction de la concentration de l’extrait en flavonoïdes. Cette

coloration est due à la formation d’un complexe entre le chlorure d’aluminium et les

flavonoïdes. L’apparition de la coloration jaune confirme la présence de flavonoïdes dans les

extraits de Zingiber officinalis.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau XI.

Tableau XI: résultats du dosage des flavonoïdes.

Teneur en flavonoïdes (μg d’EQ /g de PF)

Gingembre-eau Gingembre- miel Gingembre-huile d’olive

Moyenne 0,05 ± 0,006 0,70 ± 0,040 0,05 ± 0,006

Les résultats obtenus révèlent que l’extrait gingembre-miel présente la teneur la plus

élevée en flavonoïdes qui est égale à 0,70 μg d’EQ/g de PF, suivie des extraits du

gingembre-eau et du gingembre-huile d’olive qui présentent des teneurs similaires égale à

0,05 μg d’EQ/g de PF.

Ces observations peuvent être expliquées par la différence de solubilité des flavonoïdes.

Les polyphénols moins polaires comme les flavonoïdes sont plus solubles dans les solvants

moins polaires tels que l’éther de pétrole, le chloroforme et l’hexane par rapport aux extraits

plus polaires (aqueux et acétate) (Brunton, 1999).

D’autres parts, Makris et al. (2006) montrent que les faibles teneurs du mélange

peuvent être attribuées à la modification des groupements fonctionnels des flavonoïdes

présents dans ce mélange, réduisant ainsi leur détection par la méthode de chlorure

d’aluminium.

La teneur en flavonoïdes du gingembre extraite avec l’eau est énormément inférieure à

celle obtenue par Shirin et Prakash (2010), qui est estimée par la méthode d’agitation et qui

a montré que l’extrait aqueux présente la plus grande teneur en flavonoïdes à une température

de 100°C qui est de 29,8 mg d’EQ /g de PF.
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Cette différence pourrait être due à plusieurs facteurs dont la méthode et les conditions

d’extraction et d’analyses, à l’origine de provenance, et aux conditions climatiques (taux

d’ensoleillement).

D’après Pyrzynska et Biesaga (2009), la micro-onde n’est pas recommandée pour les

l’extraction des flavonoïdes, les résultats expérimentaux ont démontré que les rendements en

flavonoïdes sont nettement améliorés lors de la réduction du temps d’extraction.

L’intensité du rayonnement solaire a une influence très marquée sur le métabolisme des

flavonoïdes durant le développement de la plante. Les concentrations les plus importantes des

flavonoïdes sont accumulées dans la partie aérienne des plantes qui est exposée à la lumière

du soleil, seulement des traces sont trouvées dans les parties non exposées au-dessous de la

surface du sol, qui incluent les racines et les rhizomes. (Herrmann, 1988;.Chervin et

Mauguet, 2003 ).

V.1.3. Teneur en tanins totaux

Après un temps d’incubation de 24 heures à une température de 4°C, un précipité blanc

a été formé correspondant à la protéine précipitée par les tanins, le chlorure ferrique ajouté

réagit avec les tanins qui forment par chélation un complexe de couleur marron. Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau XII.

Tableau XII: Résultats du dosage des tanins totaux.

Teneur en tannins totaux (mg d’EAT/ g de PF)

Gingembre-eau Gingembre-miel Gingembre-huile d’olive

Moyenne 0,03 ± 0,01 0,63 ± 0,01 0,18 ± 0

Les résultats obtenus révèlent  que c’est l’extrait gingembre-miel qui présente la teneur

la plus élevée en tanins totaux qui est de 0,63 mg d’EAT/g de PF, par contre la teneur la plus

faible est observée dans l’extrait du gingembre-eau à 0,03 mg d’EAT/g de PF.

Ces variations peuvent être expliquées au fait que même le milieu d’extraction (miel et

l’huile) renferment des tanins totaux. Ferreira et al. (2009) ont obtenu une teneur élevé en

tannins totaux dans différents échantillons du miel.
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Selon Shirin et Prakash (2010), la teneur en tanins totaux estimée par sept solvants

d’extractions différents avec la méthode d’agitation a révélé que l’extrait aqueux, présente la

plus grande teneur en tanins totaux à une température de (30 et 100°C) qui sont de (13,4 et

15,1 mg d’EAT/g de PF) respectivement.

Ces résultats sont nettement plus élevés que ceux obtenus dans cette présente étude

(0,03 mg/g d’EAT de PF). Cela peut être dû à la différence dans la méthode et le protocole

utilisé, et aux conditions d’extraction (temps, température). Ces variations peuvent être dues

également à la composition de l’échantillon, à l’origine et l’état des rhizomes qu’ils soient

frais ou secs.

D’après les résultats obtenus pour les trois extraits (gingembre-eau, gingembre-miel, et

gingembre-huile d’olive), et dans tous les dosages des composés phénoliques, on a constaté

que la mixture du gingembre-miel est nettement plus riche en polyphénoles totaux, en

flavonoïdes et en tanins totaux (figure 13).

Figure 13 : histogramme récapitulatif de la composition polyphénolique des extraits de

Zingiber officinalis dans l’eau, le miel et l’huile d’olive.
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Selon Shirin et Prakash (2010), la teneur en tanins totaux estimée par sept solvants

d’extractions différents avec la méthode d’agitation a révélé que l’extrait aqueux, présente la

plus grande teneur en tanins totaux à une température de (30 et 100°C) qui sont de (13,4 et

15,1 mg d’EAT/g de PF) respectivement.

Ces résultats sont nettement plus élevés que ceux obtenus dans cette présente étude

(0,03 mg/g d’EAT de PF). Cela peut être dû à la différence dans la méthode et le protocole

utilisé, et aux conditions d’extraction (temps, température). Ces variations peuvent être dues

également à la composition de l’échantillon, à l’origine et l’état des rhizomes qu’ils soient

frais ou secs.

D’après les résultats obtenus pour les trois extraits (gingembre-eau, gingembre-miel, et

gingembre-huile d’olive), et dans tous les dosages des composés phénoliques, on a constaté

que la mixture du gingembre-miel est nettement plus riche en polyphénoles totaux, en

flavonoïdes et en tanins totaux (figure 13).
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Selon Shirin et Prakash (2010), la teneur en tanins totaux estimée par sept solvants

d’extractions différents avec la méthode d’agitation a révélé que l’extrait aqueux, présente la

plus grande teneur en tanins totaux à une température de (30 et 100°C) qui sont de (13,4 et

15,1 mg d’EAT/g de PF) respectivement.

Ces résultats sont nettement plus élevés que ceux obtenus dans cette présente étude

(0,03 mg/g d’EAT de PF). Cela peut être dû à la différence dans la méthode et le protocole

utilisé, et aux conditions d’extraction (temps, température). Ces variations peuvent être dues

également à la composition de l’échantillon, à l’origine et l’état des rhizomes qu’ils soient

frais ou secs.

D’après les résultats obtenus pour les trois extraits (gingembre-eau, gingembre-miel, et

gingembre-huile d’olive), et dans tous les dosages des composés phénoliques, on a constaté

que la mixture du gingembre-miel est nettement plus riche en polyphénoles totaux, en

flavonoïdes et en tanins totaux (figure 13).
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V.2. Activité antioxydante

Différentes méthodes sont utilisées pour évaluer l’activité antioxydante, entre outre le

test DPPH, pouvoir réducteur au phosphomolybdate d’ammonium et le pouvoir réducteur au

ferricyanure de potassium.

V.2.1. Test au DPPH°

Cette méthode est basée sur l’utilisation d’un radical libre qui est le DPPH° (2.2

diphenyl 1 picryl hydrazyl), ce dernier est de couleur violette. En présence de donneurs de

protons (antioxydants), le DPPH° vire au jaune et se réduit alors en 2.2 diphényl1

picrylhydrazine. (Maataoui et al., 2006).

Les résultats du DPPH° peuvent être exprimés en terme de valeurs de IC50.

Selon Andrade et al. (2009), le IC50 est définit comme la concentration de l’extrait

nécessaire pour inhiber 50% du radical DPPH°. Un faible IC50 correspond à une forte capacité

réductrice (Chang et al., 2007). Plus il y a apport d’antioxydants, plus les radicaux DPPH°

sont réduits (Hayder et al., 2004).

Les résultats du test du pouvoir antiradicalaire sont présentés dans la figure 14.

Figure 14 : Effet scavenger des extraits de Zingiber officinalis vis-à-vis du radical DPPH°

La valeur de IC50 a été déterminée pour chaque extrait. Les résultats obtenus sont

illustrés dans le tableau XIII.
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Tableau XIII : résultats des IC50 (mg/mL) pour le test du DPPH°

Gingembre-eau Gingembre-huile
d’olive

Gingembre-miel

IC 50 (mg/mL) 75,89 87,006 47,65

D’après la figure 14 et les résultats du tableau XIII, l’extrait gingembre-miel possède le

meilleur pouvoir antiradicalaire, suivie de celui de gingembre-eau, puis l’extrait du

gingembre-huile d’olive. Ces résultats sont en corrélation avec la teneur en composés

phénoliques totaux.

D’après les études réalisées par Bossokpi (2003), cette discordance dans l’activité

antioxydante des différents extraits est due d’une part à la différence dans la composition

chimique et d’autre part à la qualité des composants tels que l’acide ascorbique, les

caroténoïdes et les phénols.

Selon Bertoncelj et al. (2007), l'activité antioxydante est fortement corrélée avec le

contenu en composés phénoliques totaux. Près de ceci, une corrélation forte était trouvée entre

l'activité antioxydante et la couleur du miel. Beaucoup de chercheurs ont constaté que les

miels ayant une couleur foncée ont un contenu phénolique total plus élevé et par conséquent

un plus  haut pouvoir antioxydant.

Selon Cerretani et al. (2009). La teneur en composés phénoliques est strictement liés à

la résistance de l’huile d’olive à l'oxydation (en raison de leurs propriétés antioxydantes). En

particulier, l'effet antioxydant est principalement exercé par composants l'ortho-diphénols.

Des pertes dans l’activité antioxydante des échantillons de Zingiber officinalis soumis à

un traitement thermique ont été attribuées à la dégradation thermique des composés

phénoliques. Une baisse de l’activité antioxydante peut être due à la dégradation des enzymes,

et à la dégradation thermique des composés phytochimiques; et par conséquent à la perte

d'activités antioxydantes enzymatiques (Chan et al., 2009).

V.2.2. Pouvoir réducteur

 Pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium

Le test du pouvoir réducteur est un bon indicateur de la capacité antioxydante qui

détermine le potentiel de réduction du fer ferrique en fer ferreux (küçük et al., 2007) selon la

réaction suivante:
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Fe3+ + antioxydant Fe2+ + antioxydant oxydé

Les résultats du test du pouvoir réducteur par le ferricyanure de potassium sont

présentés dans la figure 15.

Figure 15 : pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium des  trois extraits du gingembre et du

standard.

La valeur IC50 a été déterminée pour chaque extrait et pour le standard; et les résultats

obtenus sont donnés dans le tableau XIV.

Tableau XIV : résultats des IC50 (mg/mL) du pouvoir réducteur par le ferricyanure de

potassium.

Acide gallique gingembre
dans l’eau

gingembre dans
le miel

gingembre dans
l’huile d’olive

EC50 (mg/mL) 34,93 17,16 9,19 14,09

Les courbes obtenues (figure 15) indiquent que l’absorbance augmente au fur et à

mesure que la concentration en extrait s’élève. Plusieurs études, ont confirmé que le pouvoir

réducteur est proportionnel avec l’augmentation de concentrations (Amessis, 2007; Moreira

et al., 2008 ; Medouni, 2009). Ces résultats peuvent être expliqués par la présence de

composés donneurs d’électrons qui entraînent la réduction de Fe3+ en Fe2+ .Plus la

concentration des extraits augmente plus il y a apport d’antioxydants et par conséquent, le

pouvoir réducteur augmente (Amessis, 2007).
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D’après la figure 15 et les résultats de IC50 présentés dans le tableau XIV, l’extrait

gingembre-miel possède le plus grand pouvoir réducteur, suivie de gingembre-huile, puis

gingembre-eau. Ces trois extraits présentent un pouvoir réducteur supérieur à celui de l’acide

gallique.

Les écarts entre les résultats sont remarquables et pourraient être dus à la quantité des

antioxydants contenues dans chaque extrait, au solvant et/ou la méthode d’extraction.

Il est à noter que le mélange miel-gingembre qui à montré le plus grand pouvoir

réducteur possède la quantité la plus élevée en composés phénolique.

Par ailleurs, Saheedeh et al. (2007) ont rapporté qu’il existe une relation entre l’activité

réductrice de l’ion Fe3+ et la teneur en polyphénols totaux.

Selon Bellik (2009), la valeur d’IC50 obtenu pour l’extrait méthanolique du gingembre

par l’hydrodistillation est de 0,56 mg/mL, cette valeur est nettement inférieure à celle qu’on a

obtenue (17,16mg/mL), cela implique qu’elle présente en effet un pouvoir réducteur plus

élevé que celle trouvé dans cette présente étude.

Ces différences peuvent être dues à la méthode et aux conditions d’extraction utilisée, à

la composition et à l’origine de provenance des échantillons, à la période de récolte, et aux

conditions climatique.

 Pouvoir réducteur au phosphomolybdate d’ammonium

La méthode du phosphomolybdate d’ammonium est basée sur la réduction du

molybdate (IV) en molybdate (V) par des antioxydants (Abdel-Hameed, 2009; Ghafour et

al., 2010). Les résultats du test du pouvoir réducteur par le molybdate d’ammonium sont

présentés dans la figure 16.
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Figure 16: pouvoir réducteur des trois extraits du Zingiber officinalis par le

phosphomolybdate d’ammonium.

Les valeurs en IC50 ont été déterminées pour chaque extrait et les résultats sont donnés

dans le tableau XV.

Tableau XV : résultats des IC50 (mg/mL) du pouvoir réducteur par le ferricyanure de

potassium.

Gingembre
dans l’eau

Gingembre dans
le miel

Gingembre dans
l’huile d’olive

IC50 (mg/mL) 24,54 6,79 13,66

D’après la figure 16 et les résultats du tableau XV, l’extrait gingembre-miel possède le

plus grand pouvoir réducteur, suivie de l’extrait gingembre-huile, puis l’extrait gingembre-eau.

Ces différences pourraient être due à l’interaction des différents composés (phénoliques,

peptides, acides organiques, et les enzymes).

L'activité antioxydante et la teneur totale en composés phénolique est différente d'un

échantillon de miel à un autre en raison des différents sources florales (Aljadi et al., 2004).
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Le mélange gingembre-huile détient un pouvoir réducteur plus élevé que celui du

gingembre-eau, malgré, sa teneur en composés phénoliques inférieure à ce dernier. Cela nous

laissera supposer que les antioxydants du mélange gingembre-huile ont un pouvoir réducteur

plus élevé que celui  de gingembre-eau.

Selon Meot-Duros et al. (2008), l’activité antioxydante estimée par la méthode au

phosphomolybdate n’est pas due seulement aux polyphénols, mais aussi à d’autres composés

tels que les acides organiques qui peuvent augmenter l’activité antioxydante.

Les études effectuées par Jayaprakaska et al. (2008) ont montrés  que l’activité

antioxydante dépend de la teneur en composés phénoliques des échantillons et de la position

et du nombre de groupements hydroxylés.

Selon Ferreira et al. (2009), la nature et la structure des composés phénoliques, ainsi

que la présence d’autres composés non phénoliques tels que les enzymes et les substances non

enzymatiques (vitamines et acides aminés) peuvent également intervenir dans l’activité

antioxydante du miel.
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Le gingembre, le miel et l’huile d’olive ont été choisis sur la base de leurs utilisations

en médecine traditionnelle, de plus ils ont été cités dans le coran. D’ailleurs, ils sont

largement connus et réputés pour leurs vertus thérapeutiques.

La présente étude nous a permis de comparer les teneurs en composés phénoliques

(polyphénols totaux, flavonoïdes et tanins totaux) et l’activité antioxydante des extraits:

gingembre-miel, gingembre-huile d’olive et gingembre-eau en utilisant la méthode

d’extraction assistée par micro-onde.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux montrent que l’extrait gingembre-miel

est le plus riche en ces composés avec une teneur de 29,93 mg d’EAG/g de PF. Tandis que la

quantité la plus faible a été enregistrée dans l’extrait gingembre-huile d’olive, et qui est de

0,13 mg d’EAG/g de PF.

Les résultats du dosage des flavonoïdes révèlent que l’extrait gingembre-miel

présente la teneur la plus élevée qui est égale de 0,7 μg d’EQ/g de PF, Par contre les extraits

gingembre-huile, gingembre-eau présentent des concentrations similaires.

En ce qui concerne la teneur des extraits en tanins totaux, le dosage a révélé une

quantité élevée dans la mixture gingembre-miel soit 0,63 mg d’EAT/g de PF, par contre la

teneur la plus faible a été enregistrée dans l’extrait gingembre-eau qui de 0,03 mg d’EAT/g

de PF.

L’évaluation des propriétés antioxydantes par le pouvoir réducteur, ainsi que l’activité

antiradicalaire par le test du DPPH° révèle que l’extrait gingembre-miel manifeste la plus

forte activité antioxydante. Les résultats des EC50 trouvés ont confirmé la propriété

antioxydante de chaque extrait.

Les résultats de la présente étude restent préliminaires. Il serait donc intéressant d’approfondir

cette étude en faisant des recherches plus poussées. Il est souhaitable :

 optimiser les conditions d’extraction assistée par micro-onde (temps et puissance) ;

 réaliser une analyse pour la détermination des antioxydants présents dans le miel et l’huile

d’olive séparément ;

 évaluer in vivo l’activité antioxydante des composés isolés pour une meilleure

compréhension du mode d’action des molécules antioxydantes ;

 élargir cette étude sur d’autres aspects tels que l’activité anti-inflammatoire et

antimicrobienne.
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Annexes I : courbes d’étalonnage

1- Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols totaux.

2- Courbe d’étalonnage du dosage des flavonoïdes

3- Courbe d’étalonnage du dosage des tanins totaux
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Annexe II : courbes représentant les EC50

1- Représentation d’EC50 du DPPH

1.1.Solution de l’acide gallique

1.2.Gingembre-eau.
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1.3.Gingembre dans l’huile

1.4.Gingembre-miel

y = -0,004x + 0,706
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2. Représentation d’EC50 du pouvoir réducteur au phosphomolybdate d’ammonium

2.1. Solution de l’acide gallique

2.2.Gingembre-l’eau
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2.3.Gingembre-huile d’olive.

2.4. Gingembre-miel
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3. Représentation d’EC 50 pour le pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium

3.1.Solution de l’acide gallique

3.2.Extrait du gingembre-eau
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3.3. Extrait du gingembre-miel

3.4. Extrait du gingembre-huile d’olive.

Annexe III : Courbes représentants le pourcentage d’inhibition du DPPH

par les extraits (gingembre-eau, gingembre-huile d’olive, gingembre -miel)

en fonction des concentrations
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1. Gingembre-eau

2. Gingembre-huile d’olive

3. Gingembre-miel
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Annexe VI: préparation de différentes solutions utilisées

Solution Réactifs

Tampon A
Acide acétique glacial 200 mM
0.994 g de NaCl (170 mM)
pH ajusté à 4,9 avec NaOH

Solution BSA 1 mg de BSA
10 mL de Tampon A

SDS/ TEA (5%), pH= 9,4 5 g de SDS
5 g de TEA
Ajouter 100 mL d’eau distillée
Et ajuster le pH à 9,4.

Chlorure ferrique (FeCl3)
PM= 270, 33 g/mol

0.1 g de chlorure ferrique dans 100 mL d’eau
distillée (10 mM)

Solution de chlorure d’aluminium
AlCl3 (20%)

0,4 g de AlCl3
20 mL d’eau distillée

Solution de carbonate de Sodium
NaCO3 (20%)

6 g de NaCO3
30 mL d’eau distillée

Tampon phosphate, 0,2 M, pH= 6,6 1,115 g de K2 HPO4
1,809 g de KH2 PO4
Ajouter 100 mL  d’eau distillée

Acide trichloracétique TCA (1%),
PM = 163,39 g/mol

1 g  de TCA (CCl3COOH),
100 mL d’eau distillée

Ferricyanure de potassium
K3Fe (CN)6 (1%), PM=329,26g/mol

0,4 g de ferricyanure de potassium
40 mL d’eau distillé

Solution de DPPH (10-3 M) 0,0197 g de DPPH dans 50 mL de méthanol

Acide gallique
PM= 188,14 g/mol

1,411 mg d’acide gallique dans 25 mL (0,3mM)

Réactif ferrique 2% 2% sulfate d’ammonium ferrique dans 2M d’HCl
1,72ml de HCl
8,28ml deau distilée
0,2g de sulfate d’amonium
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Acide sulfurique H2 SO4,
Phosphate de sodium Réactif
Molybdate d’ammonium molybdique

3,313 mL (0,6 mM, pur à 96%, PM= 98,07
g/mol)
0,4368 g (28 mM , PM= 156,01 g/mol)
0,4943 g (4 mM , PM= 1235, 86 g/mol)
Ajuster à 100 mL d’eau distillée

méthanol à 50%
5ml du méthanol à 50%  plus 5 ml d’eau distillée

VII. Mesure de la température :

La température des extraits qui à été mesurer à l’aide d’un thermomètre juste après leur sortie

de la micro-onde

Température (°C)

Gingembre dans l’eau 84°C

Gingembre dans le miel 97°C

Gingembre dans l’huile d’olive 97°C



 Accident vasculaire cérébral (AVC): appelé attaque cérébrale, est un déficit

neurologique soudain d'origine vasculaire causé par un infarctus ou une hémorragie au

niveau du cerveau.

 Analgésique: soulage ou suppriment la douleur.

 Anticarcinogène: empêche le développement d’un cancer.

 Athérosclérose: maladie des artères caractérisée par un épaississement de leur paroi,

lié au dépôt d’une plaque d’athérome (dépôt lipidique riche en cholestérol).

 Anti-inflammatoire: qui fait dégonfler, et diminuer l’irritation. La plus part des anti-

inflammatoire sont aussi des antidouleurs.

 Astringent: qualifie la sensation complexe produite dans la bouche par une solution

aqueuse de produits tels que certains tanins.

 Apoptose: processus de la mort cellulaire programmé.

 Cancer: tumeur maligne formée par la prolifération désordonnée des cellules d’un

tissu ou d’un organe.

 Cataracte: opacification du cristallin de l'œil ou de sa membrane.

 Diabète: Trouble de métabolisme des glucides du à une insuffisance de la sécrétion

d’insuline par le pancréas et caractérisé par une hyperglycémie et la présence de sucres

dans les urines.

 Diabète de type: diabète insulinodépendant.

 Diabète de type 2: diabète non insulinodépendant.

 Diurétique: substance qui active la sécrétion des urines.

 Glutathion: molécule formée d'acide glutamique, de cystéine et de glycocolle, qui

joue dans l'organisme un rôle important de transporteur d'hydrogène.

 Le gingérol ou [6]-gingérol: est un composé phénolique de la famille des vanilloïdes

au goût piquant.

 L’homéostasie: l’homéostasie est l’équilibre dynamique qui nous maintient en vie.



 Maladie d'Alzheimer: est une maladie neurodégénérative du tissu cérébral qui

entraîne la perte progressive et irréversible des fonctions mentales et notamment de la

mémoire

 Maladie dégénérative : maladie (souvent génétique) dans laquelle un ou plusieurs

organes sont progressivement dégradés.

 Maladie coronarienne : définit une maladie touchant les artères coronaires du cœur.

 Prostaglandine : substance hormonale dérivée d’acides gras, naturellement présente

dans la plus parts des organes et tissus des mammifères.

 Scavenger: agent chélateur ou complexant des molécules (antiradicalaire).

 Vasodilatateur: substance qui augmente le calibre des vaisseaux sanguins.

 Squéléne: C'est un lipide de composition hydrocarbonée naturellement produit par tous les

organismes supérieurs y compris les humains (Il est notamment retrouvé dans le sébum

humain).

 Vivace: se dit d'une plante qui vit au moins deux ans.



Résumé

Zingiber officinalis (gingembre), miel et huile d’olive sont des aliments très utilisés depuis
l’antiquité pour traiter différentes maladies. Le présent travail porte sur une étude comparative
de la composition phénolique et de l’activité antioxydante de trois mélanges: gingembre-miel,
gingembre-eau et gingembre-huile d’olive.

D’après les résultats obtenus, ont a constaté que l’extrait gingembre-miel est nettement
plus riche en polyphénoles totaux, en flavonoïdes et en tanins totaux avec des teneurs qui sont
respectivement de 29,93 mg d’EAG/g de poids frais, 0,7 μg d’EQ/g de poids frais, 0,63 mg
d’EAT/g de poids frais. Par contre la plus faible teneur en polyphénols totaux et a été
enregistrée dans le mélange gingembre-huile d’olive avec une valeur de 0,13 mg d’EAG/g de
poids frais. Tandis que la teneur la plus faible en tanins totaux a été enregistrée dans l’extrait
gingembre-eau 0,03 mg d’EAT/g de poids frais.

L’évaluation des propriétés antioxydantes par le pouvoir réducteur, ainsi que l’activité
antiradicalaire par le test du DPPH° révèle que l’extrait du gingembre-miel possède le plus
grand pouvoir réducteur et le meilleur pouvoir antiradicalaire.

Mots clés : Zingiber officinalis, miel, huile d’olive, composés phénoliques, activité
antioxydante.

Abstract

Zingiber officinalis (ginger), honey and olive oil, are very used food since antiquity to
treat various diseases. This work concerns a comparative study of the phenolic
composition and antioxydant activity of three mixtures:  ginger-honey, ginger-water and
ginger-olive oil.

According to the results obtained, one noted that the extract of ginger-honey is richer in
total polyphenols, flavonoïds and total tannins which contents respectively 29,93 mg of
GAE/g of fresh weight, 0,7 μg of QE/g of fresh weight and 0,63 mg of TAE/g of fresh
weight. But the lowest contents of total polyphenols and flavonoïds were recorded in the
extract of ginger-olive oil with contents of 0,13 mg of GAE/g of fresh weight. While the
lowest content of total tannins was recorded in the extract ginger-water 0,03 mg of TAE/g
of  fresh weight.

The evaluation of the antioxidant properties by the reducing power, and the antiradical
activity using DPPH test, showed that the extract of the ginger-honey has the most
powerful reduction and the best capacity antiradical.

Key words: Zingiber officinalis, honey, olive oil, phenolic compounds and antioxidant activity.
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