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Glossaire

Alambic : appareil de distillation, composé principalement d’un récipient de chauffe relié a
une tubulure de condensation.

Alloxane : un composé organique basée sur un squelette pyrimidine hétérocyclique, il existe
principalement a I'état de monohydrate qui cristallise en prismes incolores, utilisé pour
provoquer le diabete expérimentale de type II.

Arthrose : dégénérescence des cartilages articulaires qui provoque des douleurs et
malformation pouvant conduire a I’invalidité.

Bracteées : Feuille située a la base (ou aisselle) d'un pedoncule de fleur ou d'inflorescence.
Carragénine : un polysaccharide extrait d'algues rouges servant d'agent d'épaississement et
de stabilisation dans l'industrie alimentaire, utilisé pour provoquer une inflammation
expérimentale.

Cinéol : Principal constituant de l'eucalyptus, utilisé en thérapeutique sous le nom
d'eucalyptol.

Cuticule : Membrane imperméable, souvent présente a la face supérieure des feuilles des
dicotylédones, constituée de cutine

Elliptiques : Se dit d'un cylindre ou d'un paraboloide dont certaines sections sont des ellipses,
Se dit d'un mouvement a accélération centrale

Glucophage : (la metformine) un antidiabétique oral de la famille des biguanides
normoglycémiants utilisé dans le traitement du diabéte de type 2. Son réle est de diminuer
I'insulino-résistance.

Glucoronides : oside de glucose composé dont le carbone anomérique du glucuronate
posséde un groupement hydroxyl provenant d'une molécule de saccharose, dalcool ou de
phénol.

Interleukines : Molécule sécrétée par les lymphocytes ou par les macrophages et servant de
messager dans les communications entre les cellules du systeme immunitaire.

Monoterpenes : Nom générique des composés dérivant de ces hydrocarbures, ils jouent un
réle important dans les industries de la parfumerie et des arémes alimentaires.

(Edéme : Rétention pathologique de liquide dans les tissus de I'organisme, en particulier dans
le tissu interstitiel

Oléoresine : Sécrétion naturelle telle que les exsudats des coniferes, des copaiers et des
élémis, formée d'une essence et de la résine résultant de lI'oxydation de cette essence. (On

recueille les oléorésines par incision du tronc.)



Oxydation : Réaction chimique, souvent provoquée par I'oxygene, par laguelle on retire des
électrons a un atome ou a une molécule. (L'opération opposeée est la réduction.)

Pipérine : Principe piquant du poivre, C17H19NO3, dont I'hydrolyse fournit la pipéridine et
I'acide pipérique.

Réminiscence : (bas latin reminiscentia, du latin classique reminisci, se souvenir) Retour a la
conscience claire de souvenirs non accompagnés de reconnaissance.

Rhizome : tige souterraine qui porte des bourgeons, émet des racines et des tiges aériennes et
sert de réserve nutritive a la plante.

Rhumatisme : affection douloureuse des articulations ou des muscles, de nature
inflammatoire ou dégénérative

Sinusite : inflammation des muqueuses qui tapissent les cavités des os de la face
Sesquiterpénes : Nom générique des hydrocarbures C15H24, dont la plupart sont des
constituants odorants des huiles essentielles, utilisés en parfumerie et dans l'industrie
agroalimentaire.

Terpéne : hydrocarbure insaturé cyclique présent dans les essences naturelles parfumées
distillées a partir des végétaux.

Tradipraticiens : sont parfois des personnes formées a I'approche scientifique dispensée en
université ou des personnes revendiquant un enseignement traditionnel, qui exercent une

pratique médicale non conventionnelle.



Liste des abréviations

C. longa : curcuma longa

CCM : Chromatographie sur couches minces
CRAPC : centre de recherches scientifiques et analyses physico-chimiques
CRD : centre de recherche et développement
CG/SM : Chromatographie en phase gazeuse couplée au spectromeétre de masse
HE : Huile essentielle

R : Rendement en huile essentielle

DO : Densité Optique (absorbance).

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle.

ZI1 : Zone d’Inhibition.

FAO: Food and agronomic organization

WHO: World Health Organization

Glé : glycémie

Tem : témoin

CUR : Curcumunoides

DEC : décocté

REF : référence

DIAB : diabétique

TNF-a: tumor nécrosis factor o

LOX: lipoxygénase

Cox: cyclooxygénase

NF-KB: nuclear factor kappa b

AP-1: activated protein 1

PPAR: peroxisom proliferator activated receptor
INOS : monoxide d’azote synthase inductible
NO: monoxide d’azote

NOS: monoxide d’azote synthase

ROS: réactif oxygene species

H202: I’anion superoxyde

Earlene: earlenemeyer

S: substrat

JECFA: Le Comité d'experts FAO/OMS sur les additifs alimentaires
DMSO: Le diméthylsulfoxyde
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Résumeé

Plusieurs travaux scientifiques ont étudiés le curcuma mais elle reste assez méconnue
en Algérie. D’ou I’intérét de 1’étude que nous avons mené. Ainsi nous avons procédé dans un
premier temps par une enquéte ethnobotanique réalisée auprés de 40 personnes, des
herboristes, phytothérapeutes, tradipraticiens, agronomes et simple utilisateurs du curcuma,
I’enquéte nous a confirmé que les propriétés thérapeutiques du curcuma sont inconnues dans
notre région, le centre algérien.

Pour I’étude expérimentale, nous avons réalisé un test phytochimique qualitatif
comportant un Screening chimique, dont le but est de connaitre les différents constituants
chimiques de la poudre de curcuma dont les résultats ont montré la présence de plusieurs
métabolites secondaires tels que les composés phénoliques principalement les curcumunoides,
les terpénes, les flavonoides, leuco-anthocyane et les saponosides, suite a quoi nous avons
réalisé ’extraction des flavonoides, curcuminoides, I’huile essenticlle (HE) et en fin 1’extrait
aqueux.

Un dosage des polyphenols totaux et du principe actif du curcuma (la curcumine) a été
effectué et qui a révélé une teneur de 38.4 (mg EAG/g) en polyphénols et 3.586(%) en
curcumine. L’analyse CG/SM de I’huile volatile a révélé la présence de 3 fractions
majoritaires (Ar-tumerone 21.46%, a-tumerone 19.23%, pB-tumerone 13.40%).

nous avons prospecté quelques activités pharmacologiques des différents extraits de
curcuma a savoir une évaluation in vitro de Iactivité antioxydante, de son extrait
méthanolique, qui a donner un pourcentage de réduction du DPPH de 75.4%, comparer avec
celui de I’acide ascorbique qui est de 96% ce qui est considéré comme étant une tres bonne
réponse.

Cette partie du travail avait aussi pour but d’évaluer in vivo I’activité anti inflammatoire
de I’extrait aqueux et de I’extrait de curcumunoides qui ont réduits 1’cedéme induit par
carragénine de facon aussi significative que le Diclofenac avec les taux d’inhibition respectifs
(54.81%, 51.62%, 53.35%), tant dis que D’extrait flavonoique et 1’huile essentielle ont
faiblement reduits I’cedéme (26%, 28%) avec une marge d’erreur trés inferieur a 0.0001
(p<0.001) . L’evaluation in vivo de ’activité antidiabétique de I’HE a fortement diminué la
glycémie de 61.80%, qui concurrence le glucophage avec 63.28% avec une marge d’erreur
tres inferieur a 0.0001 (p<0.001). Quand a I’activité antimicrobienne évaluée par la méthode
de diffusion sur milieu solide, elle a montré que 1’effet anti bactérien et anti fongique de ’'HE
et plus important que celui des autres extraits, flavonoique, aqueux et curcuminoides.

Ce travail met la lumiére sur les grands bienfaits du curcuma et ouvre une porte sur des
travaux ultérieurs afin de généraliser sont utilisation dans notre pays.

Mots clés: Curcuma longa, curcuma, curcuminoides, activité biologiques, screening
phytochemique.
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Abstract

Several scientific studies have been reported on this plant (curcuma longa), but it
remains relatively unknown in Algeria. Hence the importance of the study that we
conducted.So we proceeded at first by an ethnopharmacological survey of 40 people,
herbalists , traditional healers, agronomists and simple user of tumeric. Our investigation
confirmed that the therapeutic properties of tumeric are relatively unknown in our region.

At second step , we carried out a qualitative test comprising phytochemical Screening,
whose purpose is to know the different chemical constituents of turmeric powder, the results
showed the presence of several secondary metabolites such as : phenolic compounds mainly
curcuminoides , terpenes , flavonoids, leuco anthocyanin and saponins , whereupon we made
the extraction of flavonoids, curcuminoids , essential oil and the aqueous extract.

After the qualitative study, we passed to a quantitative analysis, which is summarized
by a determination of total phenolic content and the active ingredient of turmeric ( curcumin ),
whose contents are 38.4 ( EAG mg / g) and 3.586 (%) respectively . The GC / MS analysis of
the volatile oil revealed the presence of 3 fractions majority (Ar-tumerone 21.46%, o-
tumerone 19.23%, B-tumerone 13.40).

In the third step, we explored some pharmacological activities of various extracts of
tumeric, including in vitro evaluation of the antioxidant activity of the methanol extract,
which give a percentage of reduction of DPPH of 75.4 % compare with that of ascorbic acid
is 96 %, which is considered a very good response.

This part of the work was also to evaluate in vivo anti-inflammatory activity of the
aqueous extract and extract of curcumunoides, who reduced the edema induced by
carraghenine as significantly as Diclofenac, with rates respective inhibition ( 54.81% ,
51.62% , 53.35%), while that the flavonoid extract and essential oil were slightly reduced
edema (26%, 28%).

The in vivo evaluation of the anti-diabetic activity of the essential oil has declined from
61.80% of glucose, which competes glucophage with 63.28%.

When antimicrobial activity evaluated by the diffusion method on solid medium,
showed that the antibacterial and antifungal effect of the essential oil was more important than
other extracts, flavonoid, curcuminoids and aqueous extract.

This study highlights the large benefits of tumeric, and opens larges perspectives for
more investigations in order to generalize the use of turmeric in our country.

Keywords: Curcuma longa, turmeric, curcuminoids, biological activities, phytochemical
screening.
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Introduction géenérale

Le curcuma, Curcuma longa L., est une plante vivace appartenant a la méme
famille que le gingembre, les Zingibéracées. Le rhizome est la partie utilisée de la
plante, réduit en poudre il est utilisé en tant qu’épice alimentaire. La poudre a une saveur
poivrée et amere. La couleur jaune caractéristique de la poudre de rhizome est donnée par les
curcuminoides. Parmi ceux-ci, la curcumine est la molécule la plus abondante et la plus
étudiée (Hombourger, 2010).

utilisée depuis des siécles en médecine traditionnelle indienne (médecine
ayurvédique) et chinoise, pour traiter I’asthme, les allergies, les désordres hépatiques
comme la jaunisse, I’anorexie, les rhumatismes, le rhume et la sinusite (Aggarwal et al.,
2007).

Ces derniéres années, avec l’augmentation entre autre des maladies inflammatoires
chroniques, des cancers et de la maladie d’Alzheimer, le monde occidental s’est
intéressé de plus en plus a cette épice. En effet, il a été constaté que le cancer du cdlon est
moins fréquent dans les pays ou 1’on consomme du curry quotidiennement (Hombourger,
2010).

Plusieurs études utilisant les techniques modernes ont authentifié le curcuma utilisé
comme anti-inflammatoire, antimicrobien, anticancéreux, antidiabétiques, antioxydant,
hypolipédimiant, anti-venin, anti hépato-toxique, néphroprotecteur, anticoagulant et autres
(Ishita , 2004).

Avec plus de 4500 publications sur PubMed au cours de ces dix derniéres années, la
recherche sur le curcuma éveille sans cesse I’intérét de nombreux scientifiques. Face a cet
intéressement de la communauté scientifique internationale vis-a-vis le curcuma et Ces vertus
thérapeutiques et la méconnaissance plus la pauvre utilisation de ce produit dans notre pays,
nous avons trouvé nécessaire d’entreprendre une étude d’approche expérimentale permettant
de vérifier quelques une de ces vertus a fin d’ouvrir une bréche sur d’autres études dans le
soucie est de faire connaitre cet épice et son principe actif chez différents utilisateurs, en
allant des différents exploitants jusqu’au simple consommateur, en g@généralisant son

utilisation.
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1. HISTORIQUE ET ORIGINE

Le curcuma est une épice qui fait l'objet d‘échanges commerciaux depuis longtemps
gu'on ne peut déterminer avec certitude son origine. On pense cependant qu'il vient du sud ou
du sud-est de I'Asie, peut-étre plus spécifiquement de l'inde, d'ou il se serait répandu dans
toute I'Asie, de méme qu'au proche et au Moyen-Orient, il y a des milliers d'années (Penso,
1986 ; Perry, 2008).

Le curcuma a été au commencement cité dans la médecine ayurvédique (médecine
traditionnelle indienne) ou on l'a prescrit pour traiter l'ictéere (Ravindran, 2007). Il a éeté
présenté en chine avant le 7éme siecle et en Afrique vers le 13eme siécle. L'épice a été
apportée la premiere fois a I'ouest, essentiellement vers I'Europe par Arab Sailors (Aggarwal
et al., 2007). Il a été également énuméré comme agent de coloration dans les écritures de
Marco Polo durant son voyage 1280 vers la chine et I'inde. Puis il a été exposé en Amérique
du nord pendant la domination coloniale britannique au-dessus de I'Amérique (Sharma,
2005).

2. USAGE

Le curcuma est cultivé pour ses rhizomes, d’abord comme colorant, ensuite comme
épice pour la cuisine. En Afrique de l'ouest, Le curcuma est surtout utilisé comme colorant
pour teindre en jaune d’or des produits tels que le cuir tanné, les tissus en coton, le fil et les
fibres de palme (Jansen et al., 2005 ; Kamble et Soni, 2008).

En Asie, le curcuma est largement utilis¢ comme 1’un des principaux ingrédients du
curry (qui contient jusqu’a 25% de curcuma). En occident, la poudre de curcuma est
largement employée dans I’industrie alimentaire, notamment en tant que colorant (E100) dans
les aliments transformés (Aggarwal et al., 2007), elle rentre dans la fabrication de nombreux
médicaments ¢’est un trés puissant antioxydant, anti-inflammatoire (Delaveau, 1987 ; Araujo
et Leon, 2001 ; Jansen, 2005 ; Goel et al., 2008).

3. PRESENTATION DE LA PLANTE
3.1. Description botanique de la plante

Curcuma longa , est une grande plante herbacée vivace, rhizomateuse, monocotylédone,
de la famille des Zingibéracées (famille du gingembre) mesurant de 60 cm a 1 m de hauteur,
elle est robuste et érigée (OMS Monographs on selected medicinal plants,1999 ; Mishra,
2009).

USDB | 2012-2013



Partie | Synthese bibliographique

3.1.1. Lerhizome

Les rhizomes principaux de forme ovoide fournissent le curcuma rond et les secondaires
le curcuma long. Epais, écailleux, charnu, comportant un tubercule primaire ellipsoide
d’environ 5 cm X 2,5 cm, présentant a maturité de nombreux rhizomes latéraux digités d’un
diametre voisin du centimeétre se ridant par dessiccation, de couleur jaune orangé en section,
gris brunatre en surface. Une odeur aromatique se dégage aprés section du rhizome (Jansen,
2005 ; Rivera-Espinoza et al., 2009).

3.1.2. Les feuilles

Elles sont larges, trés longues, oblongues a elliptiques, naissent a partir du rhizome
(Boullard, 2001). Les gaines des feuilles forment une pseudo tige courte, les limbes sont vert
foncé au-dessus, vert tres clair en dessous, criblés de points translucides (Ravindran, 2007 ;
Loap, 2008).

3.1.3. L’inflorescence
Issue du rhizome les fleurs sont regroupées en inflorescences coniques sous forme

d’épis protégés par de grandes bractées, elles sont organisees par paires. Elles sont verdatres

ou blanches a sommet rose. Longues de 5 a 6 cm (Boullard, 2001).

Figure 01 : rhizomes de Figure 02 : feuilles Figure 03:fleur de
curcuma longa de curcuma longa curcuma longa
(lamouche, 2011) (lamouche, 2011) (lamouche, 2011)
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Les fleurs

Les feuilles

Les rhizomes

Figure 04: Aspect général de C. longa (Rivera-Espinoza et al., 2009)
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3.2. Classification systématique
On dénombre prés de 80 especes dans ce genre (Guldner, 1986). Parmi ces especes,
Curcuma xanthorriza roxburgh dit temoe lawak et la zédoaire, décrite sous le nom de

Curcuma zedoaria roscoe ou Curcuma zerumbet roxburgh (Delaveau, 1987).

Regne plante
Embranchement spermaphyte
Sous embranchement angiosperme
Classe monocotylédone
Ordre zingibérale
Famille zingibéracée
Genre curcuma

Espéce curcuma longa L.

3.3. Etymologie
Le terme de curcuma est d’origine irano-indienne, il dérive du sanscrit kartouma qui a

donné Kurkum en persan ancien, kourkoum en arabe et curcuma en latin (Delaveau, 1987).

Tableau I : Les dénominations du curcuma (Ravindran, 2007)

Langue Dénomination
ARABE kourkoum
FRANCAISE Curcuma longa, safran des indes, terre-mérite
ANGLAIS Tumeric, indian safran
ALLEMAND Kurkumawurzel
HINDI Haldi

3.4. Répartition géographique

Bien que le curcuma longa soit maintenant cultivé en Inde, le Pakistan, la Malaisie,
Myanmar, le Viétnam, la Thailande, Philippines, le Japon, la Chine, la Corée, le Sri Lanka, le
Népal, I'Afrique de l'ouest , les Tles malgaches, les Caraibes, et I'Amérique centrale,
actuellement I'Inde est le producteur et I'exportateur principale du curcuma (Sasikumar,
2004).

3.5. Exigences édaphique de la plante

Le curcuma est cultivé jusqu'a 1200 m d’altitude, il demande un climat humide et chaud
avec des températures optimales de 30 a 35°c, il nécessite des précipitations suffisantes
(1000-2000 mm) ou que I'on puisse irriguer. Le curcuma pousse sur divers types de sol, mais
préfere des limons fertiles ou argileux, bien Drainés, riches en matiéres organiques, et de pH 5
a 7,5 (Jansen, 2005 ; Ravindran, 2007).
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4. L’épice

C'est le rhizome qui constitue la partie médicalement intéressante de la plante. 1l est
récolteé sept a dix mois voire douze mois apres la plantation, lorsque la tige et les feuilles sont
séchées. 1l est généralement utilisé aprés avoir été bouilli, nettoyé, séché puis réduit en
poudre, de couleur jaune d'or ou jaune orangée. On obtient ainsi I'épice "curcuma™ ou "safran
des indes (Ammon, 2008 ; Jansen, 2005).

Figure 05 : Le rhizome de Curcuma longa frais, séché et réduit en poudre (Goel et al.,
2008)

5. LES HUILES ESSENTIELLES

Plusieurs définitions disponibles d'une huile essentielle convergent sur le fait que les
huiles essentielles, communément appelées " essences " sont des produits de composition
généralement assez complexe, renfermant les principes odorants volatils contenus dans les
vegétaux. Ce sont des substances odorantes, huileuses, volatiles, incolores ou jaunatres,
inflammables, s’altérant facilement a I’air en se résinifiant. Elles sont ordinairement liquides a
la température ambiante, et n’ont pas le caractére gras et onctueux des huiles fixes au toucher
(Durvelle, 1930).

5.1. Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont produites dans des cellules glandulaires spécialisées
recouvertes d’une cuticule. Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : les
fleurs, les feuilles, les écorces, les bois, les racines, les rhizomes, les fruits et les graines
(Anton et Lobstein ,2005 ;Bruneton, 1993).

5.2. Extraction des huiles essentielles

Il existe plusieurs méthodes pour extraire les huiles essentielles. Le choix de la méthode
la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiére végétale a traiter, des
caractéristiques physico-chimiques de l'essence a extraire, de l'usage de I'extrait et du I'aréme

du départ au cours de I'extraction (Samate, 2001).
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5.3. Principales méthodes d'extraction

Plusieurs méthodes d’extraction sont connues mais nous nous intéressons a celle qui
nous concerne dans ce travail.
5.3.1.L'entrainement a la vapeur d'eau

Basées sur le fait que la plupart des composés volatils contenus dans les végétaux sont
entrainables par la vapeur d'eau, du fait de leur point d'ébullition relativement bas et de leur

caractere hydrophobe (Bruneton, 1993).

6. LES COMPOSES PHENOLIQUES

Ce sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires
(Garcia-salas et al., 2010). De poids moléculaire compris entre 500 et 3000 daltons, présents
dans tous les organes de la plante racines, feuilles, fruits et 1’écorce. (Boizot et charpentier,
2006). lls représentent de 2 a 3 % de la matiére organique des plantes et dans certains cas
jusqu’a 10 % et méme d’avantage , Ils regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou
engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthylique, ester, sucre...) (Sarni-
manchado et Cheynier 2006).

6.1. Biosynthese des composés phénoliques

La biosynthése des polyphénols constitue 1’'un des processus fondamentaux du
métabolisme secondaire (Guignard, 2000). Les grandes lignes des voies de biosynthése des
principaux composes phénoliques sont maintenant bien connues, les deux acides aminés
aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont présents dans les protéines mais sont également a
l'origine de la formation de la plupart des molécules phénoliques chez les végétaux. Ces

composés sont issus par deux grandes voies Métaboliques.

> La voie de I’acide shikimique: est la voie de formation des métabolites secondaires a
partir des glucides (Seigler, 1998 ;Knaggs, A.R., 2003).

» La voie de I’acétate malonate : est la voie de formation des acides phénols et des
autres composés phénoliques a partir d’unités acétate (Bruneton, 1999 ; Naczk et
Shahidi, 2004) (voir annexe 1).

6.2. Classification des polyphenoles
Harborne (1980), a proposée une classification de ces substancesbest. On peut

distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre

USDB | 2012-2013



Partie | Synthese bibliographique

d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base (Harborne, 1980 ;
Herbert, 1989 ; Macheix et al., 2005; beta et al., 2005).

Tableau 11 : Principales classes de composés phénoliques (Harborne, 1989 ; Macheix et

al., 1990)
Ce Phénols simples
Ce-Cy Acides hydroxybenzoiques
Ce-C3 Acides hydroxycinnamiques Coumarines
Cs-C3-Cs Flavonoides
(C6-C3-Co) Tannins condensés

6.3. Les flavonoides

Du latin flavus signifie jaune, se sont des substances généralement colorées tres
répondues chez les végétaux, on les trouve dissoutes dans la vacuole a 1’état d’hétérosides
(Guignard, 2000). Les flavonoides regroupent une trés large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols. Il s’agit de substances de combinaisons aromatiques

en anneau, liées a des molécules de glucose et a d’autres molécules (Wolfgang, 2008).

7. COMPOSITION CHIMIQUE DE LA POUDRE
La poudre de curcuma issue du rhizome séché est constituée chimiquement de plusieurs

fractions, une fraction volatile et une autre non volatile.

7.1. La fraction volatile
7.1.1. Les huiles essentielles

C’est une huile essentielle encore assez peu employée, sans doute en raison d’une
composition biochimigque peu courante. La fraction volatile représente environ 6 a 7% de
I'ensemble. Elle est obtenue par distillation a la vapeur, de couleur jaune claire et de temps en
temps légerement fluorescent avec une odeur réminiscente des rhizomes. Les rhizomes secs
rapportent 5-6%, alors que les rhizomes frais donnent 0.24% d’huile essentielle (Sharma,
2007).

Elle est composés essentiellement de monoterpénes et de sesquiterpénes dont les a- et
B-turmerones et ar-turmerone pour environ 60% de I'huile, le zingiberéne pour 25%, ainsi que
d'autres éléments présents en faibles concentrations (atlantone, cinéole, phallandren) (Garg,
2002 ; Braga, 2003 ; Sharma et al., 2007 ). Les concentrations varient en fonction des
régions d'origine des plantes et du moment de la récolte par rapport au cycle végétal
(Jayaprakasha, 2005 ; Thaikert et Paisooksantivatana, 2009).
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o CHz; O~ CH; O “SCH,

ar-turmerone a-turmerone [B-turmerone

OH

Curlone Zingiberene Curcumene

Figure 06 : Structure chimique des principaux constituants de 1’huile essentielle de curcuma
(Dohare et al., 2008)

7.2. La fraction non volatile
7.2.1. L’'oléorésine

L'extraction du rhizome a l'alcool éthylique, a l'acétone ou au chlorure de méthyléne et a
1’éthanol donne 6 a 10% d'oléorésine. C’est un mélange de curcumine et d'autres substances
actives d’aspect résineux. Elle est de couleur rouge-orangée et se compose d'une couche
huileuse supérieure et d'une couche cristalline inférieure (Sasikumar, 2001 ; Jansen, 2005).
Elle est riche en molécules phénoliques (50 a 60%) dont les principes pigmentaires les
curcuminoides (3-6%) (Chattopadhyay, 2004 ; Kholi, 2005 ;Jayaprakasha, 2006).

7.3. Les Curcuminoides

Le rhizome est composé de 3 a 6% de curcuminoides qui comprenne principalement
trois fractions la curcumine, déméthoxycurcumine, bisdemethoxycurcumine. Les
curcuminoides sont des polyphénoles hydrophobes appartient a la famille des
diarylheptanoides (Shiyou et al., 2011). Plusieurs études ont montré que la curcumine est la
fraction la plus actif que la déméthoxycurcumine ou bisfemethoxycurcumine (Hongyou et al.,
2011) (Figure 07 et Tableau V).

7.3.1.Biosynthése des curcuminoides
Roughley et Whiting ont proposé deux voies pour la formation du squelette cucuminoide
» Voies a: une chaine polyacétique de dix atomes de carbone greffé sur une unité
phénylpropénique, la cyclisation de la partie polyacétique donnerait le second cycle
aromatique, La substitution de second noyau oxygéné de la curcumine remet en cause

cette hypothese.
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> Voies b : la condensation de deux unités phénylpropénique et d’un carbone central

fourni par une molécule malonyle-CoA. (katsuyama et al., 2007) (voir Annexe 2).

Récemment une étude confirme la voie (b) sauf pour I’ordre d’introduction des groupes
fonctionnels, impliquant la condensation de deux unités d’acide cinnamique et un carbone

central issu d’une malonyle-CoA (katsuyama et al, (2007).

H;CO

cl) o
| ]

Curcumin- |

H;CO ?
|

i
HO@ CH— CH—C— CH; — C—CH=—/ CH@ OCH

Curcumin- IT

i i
Ho@ CH =— CH— C— CH,— C—CH=— CH@ OH

Curcumin- I

Figure 07: Structure chimique des principaux curcuminoides (Jayaprakasha et al., 2006)

Tableau I11 : Les fractions chimiques des curcuminoides (Chattopadhyay et al., 2004;
Kholi et al., 2005)

Constituants Quantités en %

01 curcuminoides 3-6%

A curcumine | 70-76%

B monodesmethoxycurcumine (curcumine 1) 16%

C bisdesmethoxycurcumine (curcumine I11) 8%
02 1.7-diaryl-hepta-1-ene-3.5-dione Traces
03 1,7-Bis-(4-hydroxyphenyl)-1,4,6-heptatriene-3-one Traces
04 1,5-diarylpenta-1,4-dienone Traces

7.3.2. Extraction

Les curcuminoides sont classiquement extraits par des solvants organiques a partir de la
poudre de rhizome. La spécification du Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA)
liste I’acétone le méthanol, 1’éthanol et 1’isopropanol comme solvants utilisables. La directive
européenne 95/45/EC admet D’acétone, le dioxyde de carbone, 1’acétate d’éthyle, le
dichlorométhane, le n-butanol, le méthanol, 1’éthanol et I’hexane. La curcumine est obtenue

par cristallisation a partir de 1’extrait (FAO, 2004).
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7.3.3. Propriétés physico-chimique

La curcumine a €té isolé pour la premiére fois en 1815 par Vogel et Pelletier, sa
structure chimique et la synthese a été confirmée par Lampe en 1910 et 1913 respectivement.
La curcumine possede un point de fusion a 183°c, sa formule moléculaire est C21H200s6 et
son poids moléculaire est de 368,37g/mol (Hongyou et al., 2011).

7.3.4. Solubilité et stabilité

La curcumine est insoluble dans I’eau et 1’éther, mais soluble dans 1’éthanol, le
méthanol, DMSO et I’acétone (Shen et al., 2008). En condition physiologique elle présente
un équilibre entre la forme énolique et la forme dicétonique (tautomérie) (yang et al.,
2005 ;Shen et al., 2008 ).

» a pH acide: la curcumine est stable et sa couleur est jaune-orangée. la forme
dicétonique prédomine a pH entre (2.5-7) et agit comme un puissant donneur de
protons.

» & pH alcalin: la curcumine est un instable et sa couleur devient rouge, la forme
énolique prédomine a pH>8 et agit comme un donneur d’électrons, comme nombreux
antioxydant phénolique (Arrieta et al., 1988 ;Aggawal et al.,2003 ;Chirnomas et al.,
2006).

7.3.5. Spectre d’absorption

Le spectre d’absorption maximal de la curcumine au spectrophotométre a lieu & 430 nm
dans le méthanol et entre 415 et 420 nm dans ’acétone (Goel et al., 2008). La variation du
spectre d’absorption est due a I’aptitude de la curcumine a former des liaisons hydrogene intra

ou inter-moléculaires en fonction de solvant (Bong, 2000).

7.3.6. Propriétés pharmacocinétique et Biodisponibilité

Des essais cliniques de phase | montrent que la biodisponibilité de la curcumine est
mauvaise, méme a des fortes doses (12g /jour). La concentration plasmatique n’est que limitée
chez les patients. Les principales raisons qui contribuent a la faible concentration plasmatique
et au bas niveau du curcuma dans les tissus apres administration par voies orale semblent étre

une mauvaise absorption, métabolisme rapide et élimination rapide (Anand et al., 2007) .

A. Par voies orale
A.l. Absorption : Elle est peu absorbée par le tractus digestif et une grande partie de la dose

administrée (40 a 75%) est excrétée dans les feces (Shoba et al.,1998).
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A.2. Distribution : Les concentrations obtenues en dehors de tube digestif semblent étres

inférieures a celle permettant de la détecter dans les organes (Hatcher et al., 2008).

A.3. Métabolisation : La curcumine est principalement métabolisée par des réactions de
réduction et de conjugaison. La voie orale conduit par conjugaison dans les intestins et le foie
a la formation de dérivés sulfate et de dérivés glucoronides (Jacob al., 2007). Ces composés
conjugués se présente soit sous forme glucoronide soit sous forme sulfate (Vareed et all.,

2008). Ces composés sont excrétés dans 1’urine (Aggarwal et al, 2009).

B. Par voies intraveineuse ou intra péritonéale
Apres administration intraveineuse ou intra péritonéale, de grand quantités de
curcumine et ses métabolites sont excrétées dans la bile, principalement sous forme

glucoronide de tétrahydrocurcumine et d’héxahydrocurcumine (Anand et al, 2007).

7.4. Les nutriments

Elle contient les macronutriments et micronutriments essentiels, tel que les minerais,
les graisses, les protéines et les hydrates de carbone (Ishita, 2004).

Tableau IV : composition nutritionnelle de la poudre de curcuma (Peter, 1999)

Constituants Quantites pour 1009
Eau 114 ¢
Energie 1481 kJ (354 kcal)
Protéines 78 ¢
Lipides 99 g
Glucides 64.9 g
Amidon 54 455 %
Fibres alimentaires 21.1g
Ca 183 mg
Mg 193 mg
Zn 4.4 mg
P 268 mg
Fe 41.4 mg
Vitamine A traces mg
Thiamine 0.15mg
Folate 39 ug
Acide ascorbique 25.9mg
Riboflavine 0.23 mg
Niacine 5.149
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8. VERTUS MEDICINALES ET ACTIVITES BIOLOGIQUES
Dans la médecine traditionnelle, le curcuma est employé comme reméde contre les
manifestations allergiques chroniques (Badmaev et al., 2000), la toux, les désordres biliaires,
I'anorexie, les plaies des diabétiques, les désordres hépatiques, le rhumatisme et la sinusite.
Plus récemment, des études, effectuées in vitro et in vivo, ont montré que les molécules
bioactifs du curcuma possédent des activités thérapeutiques intéressantes pour la santé
humaine (Maheshwari et al., 2006).

Tableau V: Propriétés thérapeutiques des molécules bioactifs du curcuma (Ishita , 2004)

Primaires Secondaires
Antioxydant Antitumoral
Anti-inflammatoire Fluidifiant sanguin
Hépatoprotecteur Rubéfiant/stimulant circulatoire
Bactéricide Hypocholestérolémiant
Fongicide Antispasmodique
Parasiticide Analgésique externe
Antimutagene
Antiviral

8.1. Activité antioxydant
8.1.1. Les antioxydants

Sont des substances endogénes ou exogenes capables de diminuer ou empécher
I'oxydation d'autres substances chimiques (Vansant, 2004).Le corps produit des antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques, localisés dans les compartiments intra- et extracellulaire,
et on les trouve également dans plusieurs aliments. Les principaux antioxydants sont les

oligo-éléments vitamines C et vitamines E, les caroténoides, le sélénium (Berger, 2006).

8.1.2. Activité antioxydant du curcuma

Les activités biologique du curcuma sont dues a son fort activité antioxydante (Tilak et
al, 2004).Le curcuma se situe au cinquiéme rang quant a son contenu en antioxydant parmi
plus de mille aliments analysés a partir de 100g (Halvorsen, 2006) certain sont allez a
démontré que la curcumine est dix fois plus antioxydante que la vitamine E (Santosh et al,
2009).

La curcumine régule 1’activité des enzymes antioxydants ou pro-oxydants, donc elle
inhibe significativement la production des ROS par I’inhibition des enzymes pro-oxydatives
tel que I’inhibition de I’iNO-synthétase (iNOS) responsable de la synthése de 1’oxyde nitrite
(NO), ce dernier est un agent pro-inflammatoire trés actif (Menon et Sudheer, 2007 ;
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Camacho-Barquero et al.,, 2007 ; Mathy-Hartert et al., 2009), ou par le maintien des
activités des enzymes antioxydants comme la superoxyde-dismustase, la catalase et la
glutathion peroxydase (Vaquier L, 2010) ,ces enzymes sont impliqué dans la régulation de la
peroxydation lipidique.

La curcumine agit comme un piégeur de radicaux libres (Figure 10) tel que 1’anion
superoxyde, H202, NO et des radicaux hydroxyles (Vaquier et al, 2010). Depuis que les
ROS sont impliquées dans le développement de plusieurs pathologies, la curcumine présente

le potentiel de contréler ces maladies a travers son activité antioxydant (Ishita et al, 2004).

Le mécanisme antioxydant de la curcumine est attribué a sa structure, incluant les

phénols méthoxylés et la forme énol de la B dicétone (Araujo et Leon, 2001) :

S-00° + AH——SOOH + A°

A°+ X°—— produit non radical

Ou S est la substance oxydée, AH I’antioxydant phénolique, A° le radical antioxydant et X°

un autre radical. A° et X° se dimérise pour former un produit non radical

8.2. Activité anti-inflammatoire
La lutte contre les éléments pro-inflammatoires permet de diminuer I’inflammation et
Ses conséquences, la douleur, I’cedéme, les dégradations articulaires, les restrictions

locomotrices sont autant de facteurs qui bénéficient d’une action anti-inflammatoire.

8.2.1. Les effets anti-inflammatoires du curcuma

Les huiles essentielles présentent une certaine activité anti-inflammatoire
(Chattopadhyay, 2004 ; Jain et al., 2007). Cependant cette effet est surtout liées a la
présence des curcuminoides, et tout particulierement la curcumine, capable d'interagir avec
de nombreuses cibles moléculaires impliquées dans l'inflammation, aigué ou chronique
(Jayaprakasha et al., 2005; Jacob et al., 2007), elle agit via de multiples voies
physiologiques. (Punithavathi et al., 2000 ; Jurenka, 2009).La curcumine agit sur tout le
processus inflammatoire en freinant plusieurs surexpressions de I’inflammation :

Elle provoque I’inhibition de la migration et de la prolifération des cellules pro-
inflammatoires (Punithavathi et al., 2000 ; Araujo et Leon, 2001), I’inhibition des
interleukines pro-inflammatoires 1, 6, 8, 18 et TNF-o (Banerjee et al., 2003 ;Cho et al.,

2006 ; Dauvis et al., 2007) , la diminution de I’activité de la phospholipase A2 (Srivastava et

al., 1995) , et inhibe la lipoxygénase (5-LOX) et la cyclooxygénase (cox-2), deux enzymes
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impliquées dans la dégradation de 1’acide arachidonique en médiateurs de 1’inflammation tels
les leucotrienes et les prostaglandines (Wallace, 2002 ;Joe et al., 2004 ). Cependant elle
maintient la cyclooxygénase-1 (COX-1) et le taux de prostacyclines (Srivastava et al., 1985).
Elle empéche 1’activation des macrophages et donc le relargage de substances cytotoxiques
tels O,-, le monoxyde d’azote, (Chan, 1995 ).

Elle inhibe I’activation de facteurs de transcription telle le nuclear factor kappa B (NF-
KB) un puissant inducteur de 1’inflammation chronique, ainsi que le activated protein 1 (AP-
1) et peroxisom proliferator activated receptor (PPAR). (EI- Moselhy et al., 2011).
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Figure 08 : Voies et médiateurs cibles de I'inhibition de I'inflammation par la curcumine
(Aggarwal et al., 2009)
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Figure 09: mécanismes moléculaire de la curcumine dans les processus pro-inflammatoires
(Bip ,2012)
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Figure 10 : Réle des curcuminoides dans la diminution des génes pro inflammatoires
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8.3. Activité antidiabétique

Le diabete sucré est un groupe hétérogene de maladies métaboliques dont la
caractéristique principale est une hyperglycémie résultant d’un défaut de sécrétion, d’action
de I’insuline ou de ces deux anomalies associées (Sharma et al., 2008). Il touche 4 a 5% de la
population mondiale et représente la majeure source de morbidité dans les pays développés
(Ravi et al., 2005).

Plusieurs études ont révélés les effets thérapeutiques des molécules bioactif du curcuma
dans le syndrome du métabolisme glucidique, en effet Le curcuma pourrait étre un ingrédient
prometteur dans la prévention et / ou I'amélioration du diabéte de type 2 (Aggarwal et Sung,
2009 ; Chuengsamarn et al., 2012).

9. Curcuma et cancer

Le curcuma occupe une place importante dans 1’alimentation des populations de
indiennes, qui en consomment jusqu’a 2 g par jour. Bien qu’aucune étude ne le démontre
directement, il semble y avoir un lien entre la consommation particulierement élevée de
curcuma et la faible incidence de certains cancers (cancer colorectal) en Inde et dans d’autres
pays asiatiques (Béliveau et al., 2005). Des études préliminaires démontrent une potentielle
activité anti tumoral de la curcumine lorsque consommée en quantités importantes (Garcea
et al., 2005).

Il n’a pas encore été complétement élucide comment la curcumine produit ses effets
anti-tumorales, mais ceux-ci sont probablement médiés par son activité antioxydante et anti-
inflammatoire (Duvoix et al, 2005).la curcumine est capable de bloquer le facteur de
transcription NF-kB qui controle I’inflammation et la tumorogenense.

L’effet de la curcumine sur plusieurs types de cancer est étudier, d’aprés Aggarwal il
n’ya pas de types de cancers qui ne répons pas a la curcumine. Cette derniére opere sur les
cellules souches de cancer, elle inhibe la survie des cellules cancéreuse, bloque 1’angiogenése
, la prolifération des cellules, leur invasion métastasique . En fin la curcumine est un

inhibiteur de toutes les étapes de cancers (Aggarwal et Shishir, 2006).
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Notre travail expérimental s’est effectué durant une période de 05 mois, nous 1’avons
réalise en deux étapes, la premiere durant laquelle nous avons réalisé les différentes
extractions et analyses physico-chimique de notre poudre végétal, a eu lieu au centre de
recherche scientifique et analyse physico chimique (CRAPC) de Bousmail , et une deuxieme
étape durant laquelle nous avons évalué les différentes activités biologiques des extraits
préparés a partir de la poudre végétale de curcuma, a eu lieu au laboratoire de
pharmacotoxicologie et microbiologique du centre de recherche et développement de Saidal
el Harrache (CRD).

Enquéte ethno-pharmacologique

Recensement a propos de 1’utilisation ~ du curcuma

Matériel végétal

Poudre végétale de curcuma

Extraction de 1’huile essentielle
Extraction des curcumunoides

Analyse quantitative EXtI’aCtlon dES flaVO”OldeS Analyse qualitative

Dosage des polyphenoles totaux

Dosage des curcumunoides ] o
] o Screening phytochimique
Analyse physico-chimique de

I’huile essentielle : GC-MS

Evaluation de différentes activités biologiques :
e Activité antioxydante
e Activité anti-inflammatoire
e Activité antidiabétique
e Activité antimicrobienne

Figure 11: Plan générale de I’é¢tude expérimentale
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1. Matériel biologique :

Pour notre étude expérimentale nous avons utilisé différents types de matériel.

1.1. Matériel végétal :

Notre matériel végétal se résume en poudre des rhizomes séchés de curcuma longa
(curcuma) d’origine indienne. Les rhizomes secs ont été broyé et réduits en poudre fine de
couleur jaune-orangée, juste avant son utilisation dans les différentes extractions et
investigations phytochimiques, les rhizomes secs nous ont été fournis par un herboriste de la
région de Blida (500g), sachant qu’ils sont tres dures a brouillé par un simple moulin ils ont

été réduits en poudre par I’herboriste lui méme.

Figure 12: rhizomes séchées et de la poudre végétale du curcuma.
1.2. Matériel animal :

Pour la réalisation de notre expérimentation, nous avons utilisé des animaux de
laboratoire qui ont été fournis et elevé par le laboratoire de pharmacotoxicologie, unité
animalerie du centre de recherche et développement (CRD) Saidal d’el Harrache :

> Les rats: 30 rats de souche wistar albinos de sexe melangé (males et femelles), de
poids compris entre 200 et 300 g. Les rats sont adaptés aux conditions répondant aux
normes de stabulation, ils sont utilisés pour 1’évaluation de I’activité anti diabétique.
» Les souris : 36 souris de souche albinos NMRI (Naval Médical Research Institute) de
poids moyen 19g+2, ils ont été utilisé pour 1’évaluation de I’activité anti-
inflammatoire.
Les animaux sont hébergés dans des cages solides en plastique. lls disposent d’eau du robinet
ad libitum et d’une alimentation granulée « O.N.A.B » (49.80% de glucides, 23.5% de
protéines, 5% de lipides et 5.7 % de complexe minéral vitaminé) fourni par I’animalerie du
(CRD). Les animaux sont acclimatés aux conditions de I’animalerie suivantes: Une
température moyenne variante de 20°C a 24° C, Eclairage : 10h, une humidite relative de 50-
60 %.
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1.3. Micro-organisme :
Pour ’évaluation de 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentieclle et des différents

extraits du curcuma, nous avons utilisé les souches suivantes (Tableau VI) :

Tableau VI : Les souches utilisées dans 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne.

Les souches utilisées Coloration gram
Bacillus subtillus ATTC 6633 +
Staphylococcus aureus ATTC 6538/P +
Candida albicans ATTC 10231 Lévure

1.4. Matériel non biologique :
Le matériel utilisé au laboratoire (I'appareillage, la verrerie et les réactifs) est énumeéré

en Annexe 3.

2. Enquéte ethnobotanique :

Afin d’évaluer I’intérét d’utilisation du curcuma dans notre région, et pour recenser ses
différentes activités thérapeutiques, une enquéte ethno-pharmacologique a été mené dans
différentes Wilayas du nord Algérien, a l'aide d’un questionnaire (vVoir annexe 4).L’enquéte a
ciblé des herboristes, pharmaciens, tradithérapeutes, phytothérapeutes, enseignons,

universitaires, chercheurs du centre de recherche (CRAPC) et simples clients des herboristes.

2.1. Zone d’étude :

(N
a

WHEVE] Ge'Bour
s
121-0u
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Figure 13: Localisation géographique de régions concernées par 1’enquéte ethno-

pharmacologique (Alger, Blida et Tipaza).

USDB | 2012-2013

19



Partie Il Matériel et Méthodes

3. Mise en évidence des principaux constituants chimiques :

Le but est de mettre en évidence la présence ou ’absence des principaux métabolites
secondaire. Les testes sont reéalisés soit sur la poudre, soit sur un infusé préparé avec 50mi
d’eau distillée bouillante sur 2g de poudre (Bouquet, 1971 ; Moyse, 1976 ;Gherib,1988).

> Les glucosides : Quelques gouttes d’acide sulfurique concentré H2SO4 sont ajoutées a
2¢g de poudre. Le développement d’une coloration rouge violette révele la présence des
glucosides.

» Les flavonoides : Introduire dans une fiole 5 ml d’infusé, Sml d’HCL, un coupeau de
Mg et Iml d’alcool isoamylique. L’ensemble est agité¢ pendant quelques minutes. La
réaction donne une coloration rouge orangée en présence des flavonoides.

> Les Leuco-anthocyanes : 2g de poudre sont portés au bain marie bouillant pendant
quelques minutes dans 20ml d’un mélange de propanol/acide chlorhydrique (1/1),
une coloration rouge se développe en présence des leuco-anthocyanes.

> Les Saponosides : 5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau
distillée pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme
la présence des saponosides.

> Les curcuminoides : La couleur des curcuminoides est jaune brillant & pH acide et
rouge a pH alcalin (Chirnomas et al., 2006). On dépose 5 g de poudre de curcuma
dans 10 ml de l'eau de Javel, la coloration rouge indique la présence des
curcuminoides.

4. Détermination du taux d’humidité en eau :

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans la poudre séche, elle est
déterminé par le procédé de séchage a 1’étuve a 105°C + 5°C (Twidwell et al., 2002) elle est
exprimé en pourcentage et comparée au normes décrites par moise (10% a 12%) et calculé par
la formule suivante :

H (%) = (M1 - M2)/ M1 x 100
H % = taux d’humidité exprimé en pourcentage. M1= Poids de 1’échantillon en gramme
avant le séchage. M2 = poids de 1’échantillon en gramme aprés le séchage.

Apreés la mesure de trois échantillons on calcule la moyenne :
H%(moy) = H1% + H2% + H3%.

5. Extraction et profil chimique de la poudre de curcuma :
Pour notre étude expérimentale nous avons testés 4 extraits obtenues par différents méthodes
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Préparation des extraits :
La méthode d'extraction est basée sur I'épuisement de la matiére végetal par plusieurs

solvants organiques (Mabry et al.,1970 ; Markhan, 1982).

5.1.1. La décoction :

Nous avons effectué une decoction aqueuse a 10 %. Dans un erlenemeyer, 10g de
poudre végétal sont ajoutés a 100 ml d’eau distillée, le tous est bien mélangé puis porté a
ébullition sur une plaque chauffante a 90 °C pendant 1 heure. La solution aqueuse est repris et
filtrée plusieurs fois par un papier filtre puis par un papier Whatman. Le filtrat a été

conservé a 4 °C pour les différents tests phytochimiques et activités biologiques.

5.2. Extraction de L'oléorésine de curcuma :

Pour I’extraction de 1’oléorésine de curcuma nous avons procédé a une macération
hydro- alcoolique.

5.2.1. Macération hydro-éthanolique (extraction liquide solide) :

Dans un erlenmeyer, 50 g de poudre végétal de curcuma ont été repris avec 600 ml
d’éthanol a 95% et 300 ml d’eau distillée. Le mélange a été laissé sous agitation mécanique
pendant 24 h a la température du laboratoire. Apres 24 h le macérat est récuperé et filtré, trois
filtrations successives ont été réalisé, la premiere avec un papier filtre (grosse porosité). La
deuxieéme avec un filtre Whatman avec une porosité de (0.20 pum), pour la troisiéme filtration

nous avons utilisé un systeme de filtration sous vide (pompe de filtration).

5.2.2. La concentration :

Fait suite & la filtration, son but est d’éliminer rapidement le solvant organique de la
macération et obtenir un extraie sec. Notre extraie hydro- alcoolique obtenue apres filtration
est concentré a I’aide d’un rotavapeur . L’extrait sec est pesai et repris grace a une spatule, se
dernier correspond a 1’oléorésine de la poudre de curcuma, elle est conservée dans des flacons

stériles, propres et secs.

5.2.3.Calcul du rendement :

Le filtrat est mis dans un erlenmeyer préalablement pesé (masse M) et évaporé a sec,
L’earlene est de nouveau pesé (masse M’) a froid et la masse du résidu déduite par la formule
suivante :

P% =100 x (M’- M)
P: % du résidu sec obtenu. M : masse initiale de 1’earlene (vide). M’: masse de I’carlen apres

concentration.
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Figure 14: Systéeme de filtration sous vide ~ Figure 15 : Macération hydro alcoolique
(Photo original, 2013) (Photo original, 2013)

Figure 16 : Concentration de 1’extrait hydro-alcoolique par rotavapeur (Photo original, 2013)

5.3. Extraction du principe actif (les curcuminoides) :

Dans un erlenmeyer ,50 g de poudre végétale de curcuma sont repris avec 100 ml
d’éthanol a 96%. Le mélange est laissé sous agitation mécanique pendant 24h a la température
du laboratoire.

Le macérat est recupéré puis filtré (les étapes ont été déja décrites), I’extrait ethanolique
obtenue est concentré au rotavapeur. Nous avons obtenu 1’oléorésine de curcuma. Dans une
ampoule a décanter [’oléorésine est traitée par S0ml d’éther de pétrole. Deux phases se
forment une hypo-phase de couleur oronge qui contient la curcumine est récupérée puis
concentrée au rotavapeur, I’hyper-phase de couleur plus clair est éliminée, nous avons répété
I’opération 3 fois, 1’extrait sec de curcumine est pesé pour le calcule du rendement, puis

récupéré avec 5ml de éthanol pour les différentes études.
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50g de poudre de curcuma

100 ml d’éthanol a 96%
Macération : 24h

Filtration et concentration

L'oléorésine de curcuma

3 lavages par 50 ml d’éther Obtention de deux phase une hyper

de pétrole ' et une hypo-phase

Hyper -phase a
éliminer

e Hypo-phase a récupérer et
concentrer sous-vide

Extrait sec de curcumine

Figure 17: Protocole d’extraction des curcuminoides (Andrew et al., 2000)

5.4. Extraction des flavonoides par solvants a polarité croissante (liquide-liquide) :

Dans un erlenmeyer, 50 g de poudre végétal de curcuma ont été repris avec 100 ml de
méthanol. Le mélange est laissé sous agitation mécanique pendant 24h heures a la
température du laboratoire. Le macérat est récupéré puis filtré (les étapes ont été déja
décrites), ’extrait méthanolique obtenue est concentré puis récupéré avec 50 ml d’eau
distillée bouillante, nous avons obtenu un extrait aqueux qui est traité par une série de

solvants organiques a polarité croissante c’est 1’affrontement.
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5.4.1. Affrontements (partitions entre solvants) :

Cette etape permet de séparer les polyphénols selon leurs structures et leurs degrés de
polymeérisation, en les affrontant avec plusieurs solvants allant du moins polaire au plus
polaire :

Dans une ampoule & décanter, 1’extrait aqueux est repris avec 50 ml de chloroforme, le
tout est bien agité et dégazifié, puis laissé décanter pendant 15 a 30 minute, aprés la
décantation la phase chloroformique qui sédimente au fond de I’ampoule est récupérée, nous
avons répéte 1’opération 2 a 3 fois, le lavage au chloroforme permet d’éliminer des impuretés.
Surtout les lipides qui risquent de compliquer les épreuves chromatographiques.

L’extrait aqueux est repris avec 50 ml d’éther diéthylique , le tout est bien agité , puis
laissé décanter, aprés la décantation la phase diéthylique qui surnage 1’extrait aqueux est
récupérée, nous avons répeté 1’opération 2 a 3 fois . L’éther diéthylique permet d’isoler les
composés phénoliques simples tels que les acides phénols et les flavones lipophiles.

L’extrait aqueux et repris avec 50ml d’acétate d’éthyle, le tout est bien agité, puis laissé
décanter, apreés la décantation, la phase d’acétate d’éthyle est récupérée, nous avons répeteé
I’opération 2 a 3 fois, I’acétate permet d’éliminer les monosides et entraine les aglycones, les
mono-glycosides et partiellement les di-O-glycosides.

L’extrait aqueux et repris avec 50 ml de n-butanol, apres décantation, la phase
butanolique est récupérée, le butanol sert a entrainer les flavonoides.

Les différents extraits sont filtrés puis concentré a I’aide de rotavapeur, le rendement de
chaque extrait est calculé, les différents résidus obtenus sont repris par 50 ml d’eau distillée

bouillantes et conservés dans des tubes d’essais stériles a 4°C.
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50 g de poudre de curcuma

100ml de méthanol
Macération : 24 h

3 lavages par 50 ml de
chloroforme

3 lavages par 50 ml d’éther
diéthvliaue

3 lavages par 50 ml
d’acétate d’éthyle

3 lavages par 50 ml de n-
butanole

Extrait aqueux

Extrait aqueux

Extrait aqueux

Extrait aqueux

Filtration et concentration
+ 50 ml d’eau distillée

Concentration de I’extrait chloroformique
Récupération de I’extrait aqueux

Concentration de I’extrait di éthylique
Récupération de I’extrait aqueux

Concentration de ’extrait d’acétate
d’¢éthyle

Concentration de I’extrait butanolique

Extraie aqueux épuisé

Figure 18: Protocole d’extraction des flavonoides (Markhan, 1982)

5.5. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation :

L’extraction de I’huile essentielle a été faite par la méthode de I’hydrodistillation a

I’aide d’un clevenger.

5.5.1. Mode opératoire :

100g de poudre végétal seche est introduite dans un ballon de deux litres, imprégné de

avec 1 litre d’eau distillée, I’ensemble est porté a ébullition pendant 3 h. Les vapeurs chargées

d’huile, en traversant un réfrigérant se condensent et chutent dans une ampoule a décanter,

I’eau et I’huile se séparent par différence de densité (Beneteaud, 2011).
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5.5.2. Calcule du rendement :
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre la masse de 1’huile extraite et la

masse de la matiére végétal utilisée. 1l est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule
suivante (Beneteaud, 2011) :

R% = MHE /MMV

R% = rendement en huile essentielle.
Mue = masse de I’huile essentielle extraite.

My = mase de la matiere végétal utilisee.

Réfrigérant

__— Ballon

Chauffe Ballon

Figure 19: Extraction de I’huile essentielle par hydrodistilation (originale, 2013)
6. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles par CG- MS:

L’analyse des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse a été réalisée au centre de recherche scientifique et analyse physico-
chimique (CRAPC) annexe de Bab EIl Zouar.

6.1. But et principe :
C’est une méthode qui combine les performances de la chromatographie en phase

gazeuse et la spectrométrie de masse afin d’identifier et/ou quantifier précisément de

nombreuses substances.
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6.2. Mode opératoire :
La composition chimique de I'huile essentielle a été analysé par la technique GC-MS en

utilisant un appareil HP (Agilent technologies 6800 plus), couplé a un spectrométre de mass
HP (Agilent technologies MSD 5973), réalisée en mode Impact électronique avec une
énergie d'ionisation de (70 eV) .Le type de I’analyseur de masse est quadrip6le dont le mode
d’analyse est Scan (de 30 a 550).

Le GC est muni d'un injecteur Splitless, le volume injecté est de 0.2ul, la séparation
chromatographique est faite sur une colonne HP-5MS (longueur 30m, Diametre 0,25 mm,
épaisseur du film 0,25 pm) remplie d'une phase stationnaire (5% phényl 95%
diméthylpolysiloxane). Le gaz vecteur est I’hélium de pureté (N 6) avec un débit de
0.5ml/min. Le programme de température qui a été utilisé est le suivant :

L’injecteur (250°c), le four (250°c), I’interface (280°c), le quadrip6le (150°c) et la
source (230 °c).
L’identification des composé€s est confirmée par comparaison de leurs spectres de masse

caractéristiques obtenus expérimentalement a ceux inventoriées dans la banque de librairies

spectrales (Wiley).

7. Dosage des composés phénoliques totaux :
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par le réactif colorimétrique Folin-

Ciocalteu selon la méthode cité par (Hua-Bin et al., 2007).

7.1. Principe :

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec un
spectrophotometre UV-Vis en utilisant 1’essai de Folin-Ciocalteu. Ces essais sont basés
principalement sur la réduction du réactif. Le reactif de Folin-ciocalteu est constitué par un
mélange d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique .1l est réduit, lors de
I'oxydation des phénols en un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de molybdéne. Cette
coloration bleue dont l'intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques

présents dans le milieu donne un maximum d'absorption a 765nm. Les réactifs utilisé sont:

= Un polyphénol témoin : l'acide gallique pour la réalisation de la gamme d'étalonnage
en milieu éthanolique.

= Réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois.

= Carbonate de sodium a 7 ,5% : 3.75 g de bicarbonate de sodium ont été dissoutes dans
50 ml d'éthanol.
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7.2.  Mode opératoire :

Nous avons ajouté 1 ml de réactif de Folin Ciocalteu 10 fois dilué a 0.2 ml d’oléorésine
(extrait hydro-éthanolique). La solution a été mélangée et incubée pendant 4 min. Apres
incubation, 0.8 ml de la solution de carbonate de sodium Na2CO3 (75 ¢/l) a été ajouté, le
mélange finale est secoué puis incubé pendant 2 h dans ’obscurité, a température ambiante.

L’absorbance est mesurée par un spectrophotométre a 765 nm.

7.3. Préparation de la gamme étalon de I'acide gallique :
Une gamme de 5 concentrations d'acide gallique allant de 0,0125 a 0.2mg/ml a été

préparée a partir d'une solution mére de 0.2mg/ml de concentration.

Tableau VII : Gamme d’étalonnage de 1’acide gallique

N° de tube 1 2 3 4 5
Concentration de I’acide gallique (mg/ml) 0,2 0,1 0,05 0,025 0,0125

7.4. Expression des résultats :

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon, 1’acide gallique (0.0125-0,2
mg/ml) et exprimée en milligrammes d’équivalents d’acide gallique par milligrammes

d’extrait (mg EAG/g).

8. Détermination de la teneur en curcumine (%) :

L’estimation de la teneur en curcumine dans la poudre végétal de curcuma a été
effectuée avec un spectrophotomeétre selon la méthode décrite par (Sadasivam et Manickam
, 2007).

8.1. Mode opératoire :

0,1 g de poudre sec de curcuma a été dissous dans 25 ml d'éthanol. Cette solution a été
filtrée et le volume est complété jusqu'a 100 ml avec I’éthanol. 10 ml de cette solution a été
prise dans une fiole jaugée et le volume est complété jusqua 100 ml avec de I'éthanol a
nouveau. L'absorbance a été mesurée a 425nm. Le pourcentage de la teneur en curcumine est

calculé suivant la formule suivante :

0.0025xAxvolume constituéxfacteur de dilution
0.42xpoid de l'échantillonx1000

% de curcumine = X 100
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Ou, A est I’absorbance de I’échantillon a 425 nm. Sachant que 0.42 est 1’absorbance de

0.0025 g de curcumine a 425 nm.

9. Etude des activités biologiques :
Dans le but de complémenter notre étude nous avons évalués quatre des activités
biologiques authentifies par la littérature pour la poudre végétal de curcuma effectué in vitro

et in vivo.

9.1. Evaluation de I’activité antioxydant (in vitro) :

Pour étudier 1’activité antioxydante de la poudre végétal de curcuma, nous avons choisi
la méthode DPPH qui utilise le DPPH (diphényl picryl-hydrazyl) comme un radical libre
relativement stable. Selon le protocole décrit par (Mansouri et al, 2005) Le pouvoir
antioxydant des extraits testés a été estimé par comparaison avec un antioxydant naturel

(acide ascorbique).

9.1.1. Principe :

Dans ce test les antioxydants réduisent le DPPH ayant une couleur violette en un
composé jaune dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des
antioxydants présents dans le milieu a donner des protons. Cette décoloration est
représentative de la capacité de notre échantillon a piéger ces radicaux libres indépendamment

de toutes activités enzymatiques.

9.1.2. Mode opératoire :
Nous avons opté pour le mode opératoire suivant :
= Préparation de la solution DPPH
La solution de DPPH (Caislli2 N5Os ; Mr : 394,33) est préparée par la solubilisation de
2.4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol.

= Préparation des échantillons
L’échantillon et le standard ont été prépares par dissolution dans le méthanol absolu.
Nous avons préparé des dilutions pour avoir des différentes concentrations de notre

échantillon.

Tableau VIII: concentrations préparées pour le test de 1’activité antioxydant

Concentration des échantillonsen (mg/ 0.1 /0.2 |04 0.6 | 0.8
ml)
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9.13. Letest:

Le test DPPH est réalisé en suivant la méthode décrite par (Mansouri et al, 2005), ou
25ul de chacune des dilutions a testées et de 1’acide ascorbique sont mélangées dans la
cellule, placées dans la cuvette de spectrophotometre avec 975l de la solution méthanolique
de DPPH. Aprés une période d’incubation de 30 mn a température ambiante du laboratoire a
I’abri de la lumicre et de 1’oxygene atmosphérique.La décoloration par rapport au contrdle
négatif contenant uniquement la solution de DPPH. L’absorbance est mesuré¢ a 517 nm.

L’acide ascorbique a été utilis¢ comme référence. Le pouvoir d’inhibition du DPPH est

exprimé en % et déterminé en appliquant la formule suivante (Mansouri et al, 2005) :

(DO Controle - DO Echantillons) o

DO Controle 100

% d’'inhibition =

9.2. Evaluation de I’Activité anti-inflammatoire (in vivo):

Nous avons choisi comme protocole expérimental, un modele d’inflammation aigue, le
test de I’cedéme plantaire a la carragénine a 1% (levy, 1969), I’injection de carragénine sous
I’aponévrose plantaire de la patte postérieure de la souris entraine ’apparition d’un cedéme de
la région métatarsienne. L’intensit¢é de cet cedéme, qui atteint sont maximum de
développement en 5 heures, est évaluée grace a 1’augmentation du volume de la patte (par
rapport au volume initial). L’administration préventive par voie orale (gavage) d’un produit

anti-inflammatoire réduit de fagon significative le développement de 1’cedéme. (Colot, 1972).

9.2.1. Substances testées et réactifs :

Cette étude permet de comparer la réduction de 1’cedéme plantaire aprés administration
de doses égales du produit anti inflammatoire a tester et du produit de référence, Les réactifs
utilisés dans 1’expérience :

» Le produit anti-inflammatoire de référence : solution de diclofenac a 50mg/ml
» Solution de carragénine 1%: 1g de poudre de carragenine diluée dans 100ml d’eau
distillée.
9.2.2. Animaux utilisés :

Nous avons utilisé six lots homogénes de 6 souris (36 souris albinos de différents sexe

et de méme poids Corporel en moyennel9 + 2 g). Les souris ont été pesées et celles de poids

corporel supérieur a 20 g seront utilisées pour le test.
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9.2.3. Protocole expérimental :
Un jour avant I’expérimentation nous avons pesé les souris et constitué 6 lots
homogeénes de 6 souris, ces animaux ont été mis en jeun pendant 18 heures avec un acces libre

al’eau.

= Le jour de ’expérimentation :
A To nous avons administré 0.5ml de chaque solution des substances a testés aux souris par
voie orale (gavage a 1’aide d’une sonde d’inoculation) :
Lot témoin : traité avec 0.5 ml d’eau distillé
Lot de référence : traité avec 0.5 ml de solution de diclofenac a la dose de 25 mg.
Lot essai 1 : traité avec 0.5 ml de solution de I’extrait aqueux de curcuma a la dose 25 mg.
Lot essai 2 : traité avec 0.5 ml de solution de I’extrait flavonoique a la dose de 30 mg.
Lot essai 3 : traité avec 0.5 ml de solution de curcuminoides a la dose de 25 mg.
Lot essai 4 : traité avec 0.5 ml d’huile essentielle de curcuma a la dose de 2.5%,(0.5 ml/20g),

Iml I’huile essentielle a été dilué¢ dans Sml de 1’huile végétale.

= Induction de I’inflammation :
Apres 30 minutes de ’administration des solutions a tester aux souris on passe a
I’induction de I’inflammation (cedéme de patte) par injection de 0.025ml de la solution de

carraggenine a 1% sous 1’aponévrose plantaire de la patte gauche postérieur des souris.

= Evaluation de ’inflammation :
Quatre heures apres 1’injection de la carragénine, les animaux sont rapidement sacrifiés.
Les deux pattes postérieures sont trés rapidement coupées au niveau de la tarso-articulation et

pesées a I’aide une balance analytique.

9.2.4. Expression des résultats :

Nous avons calculés les moyennes arithmétiques des poids de la patte gauche et droit
de chaque lot, puis calculés pour chaque souris, 1’augmentation du poids de la patte
enflammé (Patte Postérieure gauche), qui a recu la carragénine par rapport au poids de la patte
saine (Patte Postérieure droite) ,puis nous avons calculé le % d’cedéme et le % de réduction de

I’cedéme pour chaque lot.

moyenne de la patte gauche -moyene de la patte droite

% de ’eedéme = X 100

moyene de la patte droite

y . N 0 ' in— 9 ' ]
% de réduction de I’cedéme = % de |l oedeme temoin— % del oedeme essaie x 100

% de l oedeme temoin
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Figure 20: Pattes postérieurs de souris coupée a hauteur de I’articulation (Photo original, 2013)

e 36 souris
Un jour avant 6 lots de 6 souris homogéne
Pexnérimentation < a
Gavage pas voie orale
~ v
\ 4 \ 4
Jour de

b . Témoin ][ Référence I Lot 3 Lot 4 Lot 5 Lot 5
I’expérimentation

0,5ml 0,5ml de 0,5ml 0,5ml 0,5ml 0,5ml
d’eau diclofenac extrait extrait extrait
distillée aqueux flavonoide curcumine HE
)

70 em e e e
Induction de I’inflammation

30 min Injection de 0,025ml de carraghenine & 1% dans la patte gauche des souris

4h apres Evaluation de I'inflammation

o

Les deux pattes postérieurs sont coupées et pesées

¢ \4 32

Calcule du % d’cedeme % de réduction de I’cedéme

Figure 21: Protocole expérimentale de 1’activité anti inflammatoire (levy, 1969)
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9.3. Evaluation de I’ Activité antidiabétique :(test a I’alloxane)
9.3.1. Principe :

Un modele de rats diabétiques induit par 1’alloxane est réalisé. L’injection de I’alloxane
par voie intra péritonéale (125 mg/kg de poids) déclenche un diabéte chez le rat (diatewa et
al. ,2004 ;), sachant que 1’alloxane monohydrate est inducteur de diabéte qui provoque une
nécrose sélective sur les cellules p du pancréas donnant ainsi une déficience insulinique

chronique (dhanabal et al., 2007 ) Les réactifs utilisés dans ’expérience :

» Solution de référence : solution de glucophage a la dose de 500mg/ml

> Solution d’alloxane

9.3.2. Les animaux d’expérimentation :
Les 25 rats utilisés dans cette expérimentation sont des rats de sexe différents adultes de
souche Wistar albinos, pesant entre 200 et 300 g (au début de I’expérimentation), issus par

¢levage au niveau de I’animalerie du CRD de Saidal.

9.3.3.Protocole expérimental :

L’expérimentation se déroule en plusieurs étapes :

= Etape 1 : préparation des rats a I’expérience.
Une journée avant 1’expérimentation les rats sont pesés, on garde ceux ayant un poids entre
200 & 300 g puis on calcule le poids moyen des rats utilisés. Les rats sélectionnes sont
marqués d’un signe significatif (numérotés) et misent a jeune pendant 18 heures avec acces

libre a I’eau.

= Etape 2 : détermination de la glycémie de base des rats.
Nous avons pratiqué une légére anesthésie aux rats par voie respiratoire en le mettant dans un
cristallisoir contenant un coton imbibé d’éther. Le prélevement sanguin a été fait (selon les
méthodes décrites par (hoffman, 1963) a la veine caudale a vif par section de I’extrémité de la

queue. Nous avons pratiqué une légere incision de la queue des rats par un bistouri.

9.3.4. Dosage de la glycémie a jeune :

Chez le rat, la valeur normale de la glycémie varie de 0.7 a 0.99 g/l (hoffman,
1963 ;ruckebush, 1981). L’appareil utilisé pour la détermination quantitative du glucose est
un lecteur de glycémie (glucomeétre) de marque « Contour TS ». (Andrade-cetto et al., 2005

; Vijaykumor et al., 2006), la goutte de sang (1-2ul), obtenue par section de I’extrémité
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caudale, est mise sur une bandelette portée par le glucométre. La lecture de la glycémie se

fait sur 1’écran d’affichage de 1’appareil en 5 secondes environ.

Etape 3 : évaluation de ’activité antidiabétique des produits a testés.

Nous avons sélectionné les rats ayant une glycémie entre 90 et 100 mg/dl pour la suit du test

puis nous leurs avons injecté tous une dose de 150 mg/kg d’alloxane monohydraté 98% diluée

dans I’eau distillée sous un volume de 1ml/rat, par voie sous cutane.

Apreés 72 heures, nous avons effectué un préléevement sanguin et on dose la glycémie.

Nous avons sélectionné les rats ayant une glycémie supérieure a 150 mg/dl pour I’expérience

et nous les avons repartis en 5 lots :

>

YV V V V

Lot témoin : regoivent par voie orale 2ml d’eau distillée.

Lot de référence : recoivent 2 ml de solution de glucophage a la dose de 80 mg.
Lot essai 1 : regoivent 2 ml de solution de I’extrait aqueux a la dose de 400 mg.
Lot essai 2 : regoivent 2 ml de solution de curcumunoide a la dose de 200 mg.

Lot essai 3 : recoivent 0.4ml de HE, cela correspond a la dose des 2.5% ;

Nous avons effectué des préléevements sanguins et des dosages de la glycémie de tous

les rats de chaque lot apres 18h et aprés une semaine du traitement.

9.3.5. Expression des résultats :

Nous avons calculé les moyennes et les écarts type (8) de la glycémie de chaque lot,

puis calcule le % de réduction de la glycémie des rats par rapport aux témoins.

Gi

% De réduction de la glycémie = ;Ge x 100

P : pourcentage de réduction

Gi : glycémie moyenne du témoin (g/l)

Ge : glycémie moyenne de I’essai (g/1).

34
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1 jour avant
I’expérimentation

Peser les rats

v

Garder les rats avec un poids comprit entre 200 et 300g

Doser la glycémie de base

le jour de
P’expérimentation <

\ 4

Garder les rats avec une glycémie comprise entre 0.70 et 0.95 g/l
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4

A 4
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v
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\
Figure 22: Protocole expérimental de 1’activité antidiabétique
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Figure 23 : Inoculation des substances a Figure 24: Sang résultant de I’incision de
2003)

9.4. Evaluation de D’activité anti microbienne :
9.4.1. Principe et but :

Le principe consiste a estimer I’inhibition de la croissance de micro-organismes misent
en contact des différents extraits, par la méthode de diffusion sur le milieu de gélose en
utilisant des disques absorbants. Le but repose sur 1’évaluation de I’activité antimicrobienne
des différents extraits :

> Extrait aqueux
» Extrait de curcuminoides
> Huile essentielle
> Extrais de flavonoides
Reéactifs et milieux de culture :
» Eau physiologique stérile 0.9%.
> Gélose nutritive et Gélose Muller- Hinton.
> Gélose Sabouraud.
9.4.2. Mode opératoire :

A partir d’une culture bactérienne, nous avons réalisé des suspensions en mettant
quelques colonies dans 5ml d’eau physiologique stérile, pour avoir une solution de 0.5 Mac
Farland. A partir d’une culture fongique, nous avons réalis¢ des suspensions en diluant
quelques colonies dans 5ml d’eau physiologique stérile pour avoir une solution de 2 Mac

Farland.
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Sur des milieux de culture déja préparés (Sabourauud pour les levures et Muller
Hinton pour les bactéries), I’ensemencement est fait par écouvillonnage en couvrant toute la
surface de la gélose contenue dans la boite de pétri.

A T’aide d’une pince stérile, nous avons préléve un disc de 9ml et nous I’avons imbibé
avec 25 pl des extraits a tester (une quantité de 500mg d’extrait par/ disc/). Ce dernier est
déposé a la surface de gélose, nous 1’avons laissé diffuser sur la paillasse pendant 30min, puis
nous 1’avons incubé a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a 25°C pendant 48 heures
pour les levures, nous effectuons deux essaies pour chaque extrait testé puis nous calculons la

moyenne des zone d’inhibition apparues (Pharmacopée européenne, 2008).

coulage du milieu dans
les boites de pétri

.

B g

e —

U

milieu de culture
pour les bactéries
et les levures

Un etaloir

ensemencement par
inondation a l'aide
d'un Etaloir

une pince
disque /

imprégne o
=)
‘
_— solution du M'nfuse ou

de suc du carthame

Dépdt des disques imprégnés
de carthame

Incubé les boites a 37C a l'aide d'une pince

pour les S bactéries

etal2s C

Figure 25: technique de diffusion sur gélose (aromatogramme sur boite de Pétri).
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9.4.3. Expression des Résultats de I’activité anti microbienne :

L’estimation de I’activité antimicrobienne est basée sur une échelle de mesure mise en
place par Keshavarz et al., (1996). lls ont classé le pouvoir antimicrobien, en fonction des
diameétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne, en 04 classes :

Fortement inhibitrice lorsque le diametre de la zone d’inhibition est supérieur & 28mm.
Modérément inhibitrice lorsque le diamétre de la zone varie entre 16 et 28 mm.
Legerement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone varie entre 10 et 16mm.

Non inhibitrice lorsque le diamétre d’inhibition est inferieur 10mm.

10. Evaluation statistique :

Les résultats sont donnés sous forme de moyennes et écart-types. L’analyse statistique
des résultats a été effectué par le logiciel Systat 7, La valeur trouvée par 1’analyse de
variances peut affirmer que les populations sont différentes avec un risque d’erreur P tel que :

» p>0,05 = la différence n’est pas significative

» 0,05>p>0,01 = la différence est significative

» 0,05>p>0,001 = la différence est hautement significative
» p<0,001 = la différence est tres hautement significative
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Partie 11l Résultats et Discussion

Plusieurs travaux ont été réalisés pour 1’évaluation des secrets des plantes médicinales,
dont la présente étude prospective, descriptive et comparative consacrée a la recherche
d’éventuels activités biologiques a savoir antioxydante, anti-inflammatoire, antidiabétique
et antimicrobienne. Ce sur les différents extraits de la poudre végétal de curcuma obtenue a
partir des rhizomes séchés et broyés de la plante tropicale curcuma longa. Dans cette
direction de recherche, le choix de la plante, la voie d’administration, le rendement de
différentes extractions et caractéristiques phytochimiques sont des points essentiels a discuter.

Avant d’aborder notre étude expérimentale, nous avons vu qu’il était intéressant de
regrouper I’ensemble des informations sur 1’utilisation traditionnelle du curcuma aupres des

personnes interrogees dans différentes régions de la wilaya de : Blida, Alger, Tipaza.

1. L’enquéte ethnobotanique :

L’enquéte est réalisée sous forme d’un questionnaire adressé individuellement a 40
personnes a savoir des herboristes, phytothérapeutes, tradipraticiens et simples utilisateurs du
curcuma. Les réponses au questionnaire sont consignées ci-dessous :

Ce sont les personnes qui ont un age compris entre 20 et 40 ans ,qui connaissent mieux
le curcuma soit 65% des personnes interrogés , viennent ensuite la tranche d’age de 40 a 60
ans avec une fréquence de 27.5%, suivi de la tranche d’age de plus 60 ans avec une fréquence
de 7.5% (Figure 26).

Nous avons remarqué que 77.5% des personnes interrogées dans les trois régions, ne
connaissent pas la plante curcuma longa, contre 22.5 % qui affirme la connaitre (Figure 27
A). Par contre nous avons constaté que la majorité des personnes interrogées connaissent
I’épice curcuma a savoir 92.5% d’entre eux, contre 7.5% qui affirment n’avoir jamais

entendue parler d’elle (figure 27 B).
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Figure 26 : Répartition des fréquences de connaissances selon 1’age
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Figure 27: Fréquence de connaissance de curcuma longa (A) et du curcuma (1’épice) (B)

Concernant leur sexe, nous avons constaté que les femmes ont un peu plus de

connaissances sur le curcuma par rapport aux hommes (62.5% contre 37.5%) (Figure 28).
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Figure 28: Répartition des fréquences de connaissances selon le sexe
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La connaissance de 1’espéce varie selon le niveau intellectuel, la plupart des personnes

qui connaissent le curcuma sont des universitaires avec 50% des personnes interroges, suivi

par les analphabetes avec 35%, viennent en suite les personnes qui ont un niveau d’étude

primaire et secondaire avec respectivement 5% ,10% (Figure 29).

% de connaissances

EN0L
JV/0

5%

Analphabéte primaire secondaire  Universitaire
niveau intellectuel

Figure 29: Fréquences de connaissances selon le niveau intellectuel

La majorité des personnes interrogées (55%) ne connaissent pas la partie utilisée de la

plante curcuma longa, tandis que 22.5% dissent que la racine ou rhizome est la partie utilisée

de la plante, suivie par d’autres suggestions comme la tige, les feuilles et par fois le tubercule

avec respectivement 10%, 7.5% et 5% (Figure 30).
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Figure 30: Repenses relatives a la partie utilisée de la plante curcuma longa
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La moitié des personnes interrogées soit 50% pensent que le curcuma est d’origine
asiatique ou indienne, tandis que pour 20% elle est d’origine marocaine alors que 12% ne

connaissent méme pas la provenance du curcuma (Figure 31).
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Figure 31 : Repenses relative a la provenance de la plante curcuma longa

Une bonne partie des personnes interrogés (68%) utilisent le curcuma en cuisine, 32%

en thérapies et aucune personne n’utilise le curcuma comme colorant ou autres (Figure 32).
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Figure 32 : Réponse relative aux cas d’utilisation du curcuma

Sur I’ensemble, 65% des personnes interrogées ne connaissent pas les propriétés
thérapeutiques du curcuma contre 35% qui affirment connaitre ses vertus médicinales

(Figure 33). Les personnes affirmant connaitre les vertus médicinales se répartissent sur
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27.5% qui considére que le curcuma possede une activité antioxydante, 20% une activité anti-
inflammatoire, 17.5% et 15% une activitt hypoglycémiante et anti-diabétique

respectivement. Les autres activités sont minoritaires (Figure 34).
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Figure 33: Fréquence de connaissance des vertus médicinales du curcuma

30,00%

(%]
§ L 17,50%
2 20,00% 15%  dam
]
[=
S
o 10,00%
[}
©
®
0,00%
X () Y < Q (]
N S R O O3 ) X
& o e & & &
\0 N ,°® @ <@ XS \§'
N & RS S Q*o N N
° & & < ° S *
& &
5 &

activités thérapeutiques du curcuma

Figure 34: Réponses relatives aux propriétés thérapeutiques du curcuma

Parmi les personnes utilisant le curcuma, avance qu’ils I’utilisent comme traitement
traditionnel pour I’arthrose, troubles digestives, comme masque purifiant contre 1’acné.

(Figure 35).
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Figure 35: Les differentes maladies traitées par le curcuma

Il faut noter la majorité des personnes interrogées ne connaissent pas le principe actif
du curcuma soit 82.5% contre 17.5 % qui avance le fait de le connaitre (Figure 36).
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Figure 36: Fréquence de connaissance du principe actif du curcuma « la curcumine »

Habituellement la tranche d’age de plus de 60 ans est la plus informée en ce qui
concerne les plantes médicinales (Ziyyat et al., 1997), nous avons été agréablement surpris du
fait que la tranche d’age prédominante dans notre étude et plutét jeunes entre 20 et 40 ans.
Ceci dit il faut noter que la population interrogée est globalement du milieu universitaire,

généralement jeune. Se sont les femmes qui ont le plus de connaissances concernant la plante.
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Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par (Eddouks et al., 2002 ;Mehdioui et

Kahouadji, 2007 ) qui révélent que les hommes et les femmes sont concernés par la
médecine traditionnelle. Cependant, les femmes ont plus de connaissances sur les especes
médicinales par rapport aux hommes avec des pourcentages compris entre (61-69%) et (31-
39%) respectivement.
Nos résultats ont montrés aussi que la majorité des personnes interrogés ne connaissent ni la
plante curcuma longa, ni sa partie utilisée (rhizome), ni son principe actif (la curcumine),
mais connaissent bien 1’épice curcuma et son origine asiatique et indienne. Certaines
affirment qu’ils utilisent le curcuma par eux méme et de facon relativement continue et
constante.

Parmi la plus part d’entre eux une grande majorité affirmant connaitre les vertus
thérapeutiques, avance qu’ils connaissent 1I’activité antioxydante, anti-inflammatoire et anti-
hyperglycémiante du curcuma. Quant a sa préconisation, une grande partie utilisent le
curcuma contre les maladies rhumatismales et inflammatoires telle que 1’arthrose, les troubles
digestifs et sur tous utilisé comme anti-acnéique. Ces résultats sont comparables a la
littérature sur les activités thérapeutiques du curcuma (Kawamori et al., 1999 ;Rasmussen et
al., 2000 ;Koide et al., 2002 ;Chattopadhyay et al.,2004 ;Jain et al., 2007).

2. L’étude phytochimique
En abordant les résultats du test phytochimique nous avons remarqué que le curcuma

comporte relativement divers métabolites secondaires.

2.1. Mise en évidence des principaux constituants chimiques
Nous avons mi en évidence la présence ou 1’absence des métabolites secondaires dont

les résultats sont rassemblés dans le tableau 10, (annexe 1X).

Tableau IX: Résultat du screening phytochimique

Composés chimiques Résultats des réactions Etat Observation
Curcuminoides Coloration rouge +++ Tres riche
Flavonoides Coloration rouge orangée + Présence
Saponosides Apparition des mousses ++ Présence
Glucosides Coloration rouge brique / violette + Présence
Leuco-anthocyanes Coloration rouge + trace
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Une herbe médicinale peut étre considérée comme un laboratoire de synthese car elle
produit et contient un certain nombre de composés chimiques. Ces composés sont des
métabolites secondaires et sont responsables des activités de médicaments (Nahak et Sahu ,
2011). L’analyse qualitative de poudre végétal de curcuma révele la présence des
curcuminoides, alors que les flavonoides, les glucosides, les saponosides sont a des teneurs
moyennes et en fin les leuco-anthocyanes sont a 1’état de trace. Nos résultats sont
comparables avec celles de (Nahak et Sahu , 2011), a I’exception de I’absence des
glucosides.

D’aprés 1’étude de (Shiyou et al., 2011) , la composition chimique de divers tissus de
curcuma (Curcuma longa ) a été largement étudiée, a ce jour, au moins 235 composé sont
caracterisés dont principalement les composes phénoliques et les terpéne, y compris 22
diarylheptanoides et diarylpentanoides, 8 phénylpropene et autres composés phénoliques, 68
monoterpenes, 109 sesquiterpenes, 5 diterpenes, 3 triterpenoids , 4 stérols, 2 alcaloides, et 14
autres composés. a savoir que les curcuminoides (diarylheptanoides) et les huiles essentielles

sont les principaux ingrédients bioactifs.

2.2. Détermination du taux d’humidité

Les résultats de la détermination de la teneur en eau sont consignés dans le tableau suivant :

Tableau X: Teneur en eau de la poudre végétal de curcuma

\ Poids initial en (g)  Poids final en (g) Teneur en eau

59 0,757 15.14%

Une teneur en eau de 15.14% dans la poudre du curcuma est relativement élevée pour
un échantillon étant déja passé par une étape de séchage, avant ¢ca commercialisation, elle
présente donc un taux d’humidité élevé qui est probablement d(i aux mauvaises conditions de

stockage. Re

3. Extractions, rendement et caractéristiques organoleptiques

Pour ce qui est des travaux expérimentaux, nous avons effectué une série d’extractions
pour lesquelles nous avons obtenues 5 extraits différents & savoir I’extrait aqueux, 1’extrait
flavonoique, I’extrait de curcumunoides, I’huile essentielle et 1’oléorésine de curcuma, ces

extraits ont étés utilisés dans les différents testes biologiques.
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3.1. La décoction

L’extrait aqueux de curcuma, obtenu a partir de la décoction a 10%, est de couleur oronge.

3.2. Extraction de I’oléorésine par maceration hydro éthanolique
Nous avons obtenue une oléorésine dont les caractéristiques sont représentées dans le

tableau suivant :
Tableau XI : Résultat de I’extraction hydro alcoolique

Extrait hydro éthanolique  Aspect Couleur Masse (9) Rendement(%o)

Oléorésine Patte collante  Marron foncé 7 14

L’extraction de I’oléorésine a donné un rendement de 7g a partir de 50g de curcuma
(14%), de couleur marron fonceé et sous forme de patte collante, ce rendement est supérieur a
celui décrit par (Krishnamurthy et al., 1976 ; Jansen et al., 2005) qui confirment que
I’extraction de 1’oléorésine de curcuma donne un rendement compris entre (7.9 et 10.4%) a
partir 100g de curcuma. Cependant ce rendement est inferieur a celui décrit par la FAO qui

avance un rendement compris entre 23-35%.

3.3. Extraction des flavonoides
A partir de 50g de poudre de curcuma, nous avons obtenus un rendement en flavonoides

reporté dans le tableau suivant :

Tableau XII : Résultats de I’extraction avec les solvants a polarité croissante

Extrait Aspect Couleur Masse (g) Rendement (%)

Chloroforme résine collante  Marron orongé 1.8 3.6
oronge

Ether di éthylique  Résine collante Jaune clair 0.7 1.4
orange

Acétate d’éthyle Résine collante Jaune pale 0.4 0.8
jaune

N-butanol Reésine collante Jaune pale 1.2 2.4
jaune

L’extrait n-butanolique contient les flavonoides du curcuma, apres concentration par
rotavapeur, nous avons obtenue un rendement de 1.2 g (2.4%) de la masse de curcuma

utilisée dans I’extraction. Ce rendement est faible par rapport a celui d’autres espéces mais
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supérieur au rendement décrit par d’autre auteurs qui avance un rendement compris entre 0.5
et 0.8% (Rajeshwari and Jyoti, 2013).

3.4. Extraction des curcuminoides

Le rendement de I’extraction du principe actif du curcuma s’est avéré faible (tableau
XIHT).

Tableau X111 : résultats de I’extraction du principe actif du curcuma

Extrait Aspect Couleur Masse (g) Rendement (%)

curcuminoides  Résine collante Oronge foncé 0.6 1.2

Le rendement de curcuminoides obtenu est trés faible par rapport a celui rapporté par
d’autres travaux (Kulkarni, 2012) Mais, il reste comparable a celui décrit par 1’European

Medicines Agency (EMEA, 2010) qui avance un rendement compris entre 0.6 et 5%.

3.5. Extraction de ’huile essentielle

Aprés 4 heures d’extraction par hydrodisillation a 1’aide d’un clevenger, nous avons
obtenus un rendement acceptable en huiles essentielle (tableau XII11) :

Tableau XI111: Rendement en huile essentielle

\ Masse végétale (g)  Masse de I’HE (g) Le rendement en %

HE de curcuma 100 g 4.29 4.2%

Le rendement est de 4.2% a partir de 100 g de poudre végétal de curcuma. Il est
comparable avec plusieurs travaux précédant (Kelkar et Rao, 1933 ; Bisset, 1994 ; Manzan
et al., 2003 ;Mara et al., 2007 ;Chomdao et al., 2009 ), cependant il est inferieur a celui de
(Tsai et al.,2011) qui ont eu un rendement de 7.11% dans les mémes conditions opératoires.
Notre rendement est relativement conforme avec celui rapporté par la littérature de
(Bruneton, 1995 ; Standard of Asean Herbal Medicine, 1993 ;Chemistry of Spices, 2008).

Il faut noter que notre rendement est régit par la monographie de 1’organisation mondial
de la sant¢é (WHO Monographs On Selected Medicinal Plants ,1999) et le rapport de

I’European Medicines Agency (EMEA) qui avance un rendement compris entre 3 et 7 %.
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3.6. Caracteres organoleptiques d’HE

Les caractéres organoleptiques de 1’huile essentielle de curcuma, sont présentés dans le
(tableau XV) :

Tableau XV : Caractéres organoleptiques de I’HE du curcuma.

\ Couleur Odeur Aspect

Huile de curcuma Jaune pale épicee, boisée, fraiche, liquide, mobile et
typique de I’espece

limpide

Notre huile essentiel est liquide, mobile, de couleur jaune orangée avec une odeur
caractéristique de I’espéce, ces résultats sont conformes a ceux décrits par (la Pharmacopée
Européenne, 2008), ainsi que ceux décrits par (Cooray et al, 1998 ; La HU et al.,
1998 ;Chatterjee et al, 2000 ; Laurent, 2003 ).

Figure 37: les extraits obtenus des différentes extractions. A : extrait de curcuminoides, B :
extrait flavonoiques, C : extrait aqueux, D : huile essentielle de curcuma, E : oléorésine du
curcuma (original ; 2013).

4. Dosage des polyphénols totaux et de la curcumine
Afin de déterminer la teneur en composés phénoliques, une courbe d'étalonnage est
établie en utilisant I'acide gallique comme composé de référence (Figure 38).
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Figure 38: Courbe d’étalonnage d’acide gallique

Le montant total de composés phénoliques a été déterminé avec le réactif de Folin-
Ciocalteu. L'acide gallique a été utilise comme une norme compose et les polyphénols totaux
ont été exprimées en mg/g d'‘équivalent acide gallique en utilisant 1’équation de courbe
d’étalonnage de celui-ci (standard) : y=10.836x + 0,1487, R2=0,9976, ou Y est l'absorbance a
765 nm et x est la teneur en composés phénoliques totaux dans les extraits hydro-éthanolique

(oléorésine) de Curcuma, exprimées en mg EAG/g. (le Tableau XVI).

La teneur en polyphénols totaux est tres faible (38.4 mg EAG/g) par comparaison avec
les résultat de (Rajeshwari et Jyoti , 2013) qui ont présenté une quantité des composés
phenoliques qui varie de 92 jusqu'a 260 mg EAG/g, mais notre résultat semble étre supérieure
par rapport a celle de (Soni et al., 2011) qui ont trouvé (11.24 mg EAG/g). La teneur en
polyphénols totaux n’est pas stable et differe d’une plante a une autre. Elle peut étre
influencée par plusieurs parametres tels que, la méthode et le temps d’extraction utilisée, la
dimension des particules d’échantillon. Une autre difficulté doit étre prise en considération
qui est la susceptibilité des polyphénols a 1I’oxydation (Telli et al., 2010).

La teneur en curcumine dans notre échantillon est de 3.586 % (Tableau XVI ) c'est-a-
dire une faible quantité, ceci viens confirmer le faible rendement obtenu lors de I’extraction
des curcuminoides. Des résultats similaires sont obtenus par (Chavalittumrong et
Jirawattanapon, 1992) qui ont etudié la variation des constituants actifs de rhizomes de
curcuma recueillis de différentes régions de la Thailande, ou ils ont trouvé une teneur on

curcumine égale a (1.83 a 4.80 %) dans des échantillons du nord du pays la ou le climat est
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plus froid et la période séche est plus longue et plus prononcée . tandis que des teneurs plus
élevées en curcumine ont été trouvées dans le centre et le sud avec des pourcentages de
(10.12%) et (8.99%) respectivement.

Plusieurs études ont montré que des facteurs de sol, y compris les substances nutritives
et le niveau de l'acidité ainsi que de la diversité du genre, peuvent affecter le contenu de la
curcumine dans les plantes (Nahak et Sahu, 2011).

Tableau XVI : Teneur en composés phénoliques et curcumine dans la poudre du curcuma

Teneur en composé phénoliques en (mg EAG/g) 38.4

Teneur en curcumine en (%) 3.586

5. Analyse de I’huile essentielle du curcuma par GC-MS

L’analyse de la composition chimique de I'HE du curcuma a été realisée par GC-MS.
Les résultats obtenus ont montrés I’identification de 84 composés représentants 97.60% de la
totalite, listés selon leur temps de rétention, ces resultats sont rapportés dans (annexe 6).

D’aprés le chromatogramme obtenu (Figure 39) nous avons constatés 9 pics
représentant les fractions majoritaires de I’HE du curcuma, cité dans le tableau 19.

Parmi ces 9 fractions nous avons remarqué une prédominance de 3 composes, Ar-
tumerone (21.46%), a-tumerone (19.23%), B-tumerone (13.40%) par rapport aux reste est
sont B-sesquiphellandréne (3.12%), Ar-curcumene (2.66%), o-zingebirene (2.58%), o-
curcumene (2.57 %), a-atlantone (2.52 %), a-phellandréne (1.80 %).tout les 9 composés
principales de I’HE sont des sesquiterpenes l’exception de a-phellandréne c’est un

monoterpene.
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Tableau XVII: Analyse qualitative et quantitative de I’HE de curcuma par GC-MS

type
N° de RT Composé Pourcentage | Formule brute
pic (mn) %
A 14.60 a-phellandréne monoterpéne 1.80 H3°£°“3
B 47.20 Ar-curcumene Sesquiterpéne 2.66 5”%“/
C 47.99 a-zingebirene Sesquiterpéne 2.58
5 2~
D 49.74 B- Sesquiterpene 3.12 I
sesquiphellandrene
E 54.89 o-curcumene Sesquiterpéne 2.57 —~
B
F 59.10 Ar-tumerone Sesquiterpéne- 21.46 s
cétonique ;o
=
G 59.77 B-tumerone Sesquiterpéne- 13.40 [
cétonique
H 61.32 o-tumerone Sesquiterpene- 19.23 =
cétonique = ¢
| 64.19 a-atlantone Sesquiterpénone 2.52

Les résultats de 1’analyse GC-MS de notre HE est qualitativement comparable avec

ceux décrits par (Li et al., 1997 ; Jansen, 2005 ; Sharma, 2007 ; Duke, 2012 ) mais avec

des quantité léegerement inférieur concernant les composés principales de notre HE. Notons

que les proportions relatives de ces composés chimiques dans I’HE varient selon 1’origine et

la méthode d’extraction de cette derniére.
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Figure 39 : Analyse GC-MS de I’HE du curcuma

1. Etude des activités biologiques

Le curcuma a montré ses vertus médicinales a travers plusieurs travaux, quant a des
activités biologiques favorisant les défenses physiologiques d’un organisme. A la recherche
d’une consolidation de ces informations nous nous sommes lances sur une série d’évaluations

de ses effets thérapeutique expérimentalement.

6.1. Activité antyoxidante (in vitro)

En raison de I’implication des radicaux libres dans diverses pathologies, des recherches
de nouvelles molécules, pouvant palliées au déficit du systeme de défense endogene, se sont
largement intensifiées. Notre étude avait donc pour but de tester in vitro Dactivité
antioxydante du curcuma, capable de réduction des radicaux libres principalement via les
curcuminoides .

Les résultats du pourcentage d’inhibition du DPPH par le curcuma (Figure 40) et
’acide ascorbique (Figure 42) ont montré une bonne réduction du radical libre DPPH.

Notons que les concentrations en extrait méthanolique du curcuma sont supérieures aux
concentrations utiliséur la vitamine C, sauf la derniere égale a 3.12 mg/ml. Nous avons
délibérément choisi ces concentration pour deux raison, l’'une concernant [’extrait
méthanolique du curcuma pauvre en curcuminoides auquel se rajoute la courte durée (10 min)
de contact entre le solvant (méthanol) et la poudre végétal du curcuma, qui n’est encore pas

suffisante pour 1’extraction maximal des curcuminoides , rapporté également par Sadasivam
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et Manickam qui recommande une durée optimum superieur a 6h (Sadasivam et Manickam ,

2007). L’autre raison est liée au fait que la vitamine C est un composé pur.
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Figure 40 : Pourcentage d’inhibition de DPPH par I’extrait méthanolique du curcuma

D’aprés cette courbe on remarque une forte ascension du taux d’inhibition du DPPH a
la concentration 0.2 mg/ml qui continue graduellement & augmenter jusqu’a 75.4 % pour 0.8
mg/ml de 1’échantillon.

Les résultats montrent que plus la concentration est élevee plus la réduction du DPPH
augmente, notamment a la concentration 0.8 mg/ml de 1’échantillon donnant un maximum de
75.40% d’effet antioxydant. Le % d’inhibition du DPPH par la vitamine C atteint son
maximum (96%) a la concentration 3.12 mg/ml, Cependant il faut noter que nous sommes
loin des vrais valeurs du principe actif (curcuminoides) et donc loin de 1’effet antioxydant réel
du curcuma, encore une fois & cause de la courte durée de contact du curcuma avec le
méthanol dont la conséquence est la quantité faible en curcuminoides. D’ailleurs plusicurs
travaux recommandent I’évaluation de 1’activité antioxydante du curcuma sur son extrait pur
en curcuminoides, en plus de compléter I’étude avec d’autres techniques fiables telles que la
FRAP. Des mesures par la méthode CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity) de
l'activité d'échantillons d'extraits de curcuma ou de curcumine pure ont confirmé ’effet anti-
oxydantes (Cikrikci et al., 2008).

En revanche on n’exclu pas qu’une forte activité antioxydante du curcuma a bien été

constatée et on peut méme s’attendre a un effet largement supérieur a celui vu avec la
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vitamine C et méme d’autres antioxydants (BHT et vitamine E), tel qu’il a été rapporté par
des travaux antécédents (Sandur et al., 2007).

% d'inibition de DPPH

0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
Con centration en (mg/ml)

Figure 41 : Pourcentage d’inhibition du DPPH par 1’extrait méthanolique de curcuma
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Figure 42 :pourcentage d’inhibition du DPPH par la vitamine C
En comparant nos résultats avec d’autre études, nous avons remarqué qu‘ils se
rapprochent de ceux de (Maisura et al., 2011) qui ont trouvé pour 0.2 mg/ml d’extrait
méthanolique de curcuma un pourcentage d’inhibition de DPPH de 62,2 % contre 50.7 %
constaté par notre étude. Cette différence est expliquée par le fait qu’ils aient utilisés une

poudre végétal fraiche (rhizomes fraichement récoltés) de curcuma. D’aprés (Singh et al.,
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2010) [D’extrait méthanolique des rhizomes frais de curcuma posséde des propriétés
antioxydantes supérieur en comparaissant a celles des rhizomes secs du curcuma.

Les curcuminoides, en particulier la curcumine, sont les principes actifs du curcuma.
D’aprés plusieurs études la curcumine a un effet antioxydant trés puissant (Sreejayan et
Rao,1994 ; Osawa et al., 1995). La curcumine s'est avérée significativement plus efficace
que d'autres métabolites secondaires, de certaines épices, dans sa capacité a prévenir la
peroxydation des lipides. Son effet antioxydant est 8 fois plus puissant que la vitamine E
(Reddy et Lokesh, 1992) et il a été significativement plus efficace dans la prévention de la
formation de peroxyde lipidique que l'antioxydant BHT synthétique (FAO, 2004).

La curcumine a des effets protecteurs contre la peroxydation lipidique par ses propriétés
de capture des radicaux libres (anions superoxydes, radicaux hydroxyles..) et en maintenant
I'activité d'enzymes antioxydantes telles que la superoxyde-dismutase, la catalase et la
glutathion peroxydase, elle protégerait la cellule contre les méfaits du stress oxydatif et elle
peut protéger I'hémoglobine de I’oxydation. (Motterlini et al., 2000 ; Araujo et Leon,
2001 ; Kalpana et al., 2004 ; Jayaprakasha et al., 2005 ;Kholi et al., 2005 ; Somparn et
al., 2007).

L’activité antioxydante du curcuma est fortement corrélée a sa teneur en curcuminoides.
L'énumération des potentiels antioxydants de la curcumine, de ses mécanismes d‘actions ainsi
que de leur régulation nous donne un apergu du pouvoir antioxydant majeur et multi-potent de

la curcumine et de ses dérivés (Singh et al., 2010 ;Snu-yao et al., 2011).

9.2. Activité anti-inflammatoire

L’étude de l'activité anti-inflammatoire des différents extraits préparés du curcuma s’est
reposée sur le modéle de l'eedéme aigu de la patte de souris induit par la carragénine 1%.
L’administration de la carragénine a 1%, entraine une augmentation significative du volume
de la patte des souris, le taux de I’cedéme est calcul¢ apreés Sh d’induction

La caraginine provoque un cedéme au niveau de la patte qui est décrit comme un
évenement diphasique, une phase initiale observée durant la premiére heure qui est attribuée a
la libération de I’histamine et de la sérotonine, et une deuxiéme phase de gonflement qui est
due a la libération des prostaglandines (Crunkhorn et Meacock, 1971). Les médicaments
anti-inflammatoires interviennent en général en s’opposant a I’effet de ces médiateurs
chimiques, histamine, sérotonine, quinines et prostaglandines (Lindsey et al., 1999; Attal et

Bouhassira, 2000), a I’exemple du diclofénac qui est un médicament anti-inflammatoire, non
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stéroidien inhibant la cyclo-oxygénase (COX), intervenant au sommet d’une cascade de
réactions qui aboutissent a la formation de prostaglandine .

L’analyse des variances (ANOVA) des résultats de 1’activité anti inflammatoire a été
effectuée pour apporter une réponse a deux questions principales, la premiere visait la réalité
de la formation d’cedéme chez les souris injectées par la carragénnine 1% ? Deuxiémement

est-ce que le volume de 1’cedéme formé chez les souris est similaire dans les différents lots ?.

1.0 T T 1.0 T T T T T
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0.2 - 0.2 _
. -—.“\.\.
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Figure 43: Différence du poids des pattes Figure 44 : Différence du poids entre les
gauches et droites des souris dans la totalité deux pattes dans chaque lot individuellement.

des lots apres injection de la carraginnine.

La figure 43 montre une nette différence entre le poids des pattes gauches des souris
enflammeés et celui des pattes droites saines de chaque lot. L’analyse de variances (ANOVA) a
montré une différence hautement significative dont la marge d’erreur est largement inférieur a
0.0001 (p<0.001) entre le poids des pattes gauche enflammées par injection de caragennine

1% et le poids des pattes droites saines des souris de chaque lot.

La figure 44 montre une égalité relative des différences du poids entre les deux pattes
des souris dans les différents lots. L’analyse de variances ANOVA a montré une différence

hautement significative avec un risque d’erreur largement inférieur a 0.0001 (p<0.001).
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Figure 45: Distribution du pourcentage d’cedéme et du pourcentage de réduction de 1’cedéme
de chaque extrait

L’analyse de ces résultats (Figure 45) nous a permis de constater que le taux de
réduction de 1I’cedéme du lot témoin est nul. L’administration de I’eau distillée aux souris ne
diminu en rien I’cedéme. Ainsi il reste important avec une augmentation de 30.36%.
L'administration du Déclofénac a la dose de 50mg/ml prévient de fagon satisfaisante.
L'augmentation du volume de I’cedéme des souris atteint un taux de réduction de 53.35%. De
méme que pour I’extrait aqueux, a la dose de 50mg/ml, il parvient a réduire 1’cedéme méme
un peu mieux que la référence (déclofénac) avec un taux de 54.81%. L’extrait de
curcuminoides, a la dose de 5S0mg/ml, prévient I’cedéme de fagon assez significative avec un
taux de réduction de 51.62% comparable a celui de la référence.

L’extrait flavonoique et ’HE n’arrivent a prévenir I’;edéme que faiblement ceci avec
respectivement un taux de réduction de ’cedéme de 15.12% et 8.58%.

Nos résultats montrent que I’extrait aqueux et 1’extrait de curcuminoide présentent une
activité anti-inflammatoire importante concurrengant celle de la référence, tandis que I’extrait
flavonoique et I’HE arrivent faiblement a réduire I’inflammation.

Les propriétés anti-inflammatoires a l'origine de I’utilisation ancestrale du Curcuma
sont surtout liées a la présence des curcuminoides, et tout particulierement la curcumine,
I’¢1ément le plus actif capable d'interagir avec de nombreuses cibles moléculaires impliquées
dans l'inflammation, aigué ou chronique, elle agit via de multiples voies physiologiques
(Jurenka, 2009). Des 1973, des expériences montrent que la curcumine est active sur des

modeles d'inflammation aigué et chronique. La substance s'est montrée efficace pour inhiber
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un cedéme de la patte induit par des carraghénnine, chez des rats et des souris. Chez la souris,
la curcumine inhibe 1'eedéme a des doses variant de 50 a 200 mg/kg (Jayaprakasha et al.,
2005 ; Jacob et al., 2007).

La réduction de la moiti¢ de I'eedéme a été obtenue avec une dose de 48 mg/kg de poids
vif, ce qui est presque aussi efficace que la cortisone et la phénylbutazone a doses similaires
chez le rat, une dose plus faible de 20 a 80 mg/kg a diminué I'eedéme et 1'inflammation de la
patte (Jurenka, 2009). Dans une autre étude portant sur I'eedéme aigu de la patte de rat la
curcumine a méme été un peu plus efficace que la phénylbutazone (Mukhopadhyay et al.,
1982).

Des travaux précédents ont permis de révéler (Ammon et Wahl, 1991), que la
curcumine est trés active et diminue de fagon tres significative 1’cedéme de la patte induit par
carragénine aprés une administration intra-péritonéale dans les modeles animaux retenus, et
beaucoup moins par voie per 0s.

Une expérimentation récente (2009), menée sur le rat, modele d'inflammation qui
correspond chez I'homme a une inflammation sub-chronique, explique les résultats
précedents. En effet, I'administration en intra-péritonéal (i.p.) de la curcumine (240mg/kg),
d'aspirine (160mg/kg) ou de rofecoxib (5mg/kg) pendant 6 jours a révélé une activité anti-
inflammatoire significative des 3 molécules. Il a été rapporté (Sharma et al., 2007) que des
patients atteints d'arthrite rhumatoide traités par 300 mg de curcumine 4 fois par jour pendant
2 semaines, ainsi que d’autres ayant un syndrome du c6lon irritable et traités par 0.55 a 1.65
g/j de curcumine pure pendant 2 mois, ont montré une amélioration significative de leurs
symptémes cliniques (Chattopadhyay et al., 2004).

Plusieurs travaux ont expliqués les mécanismes par lesquelles, le curcuma et son
principe actif la curcumine arrivent a réduire I’inflammation et dans certain cas I’inhiber
complétement.L’activité anti-inflammatoire du curcuma se traduit par une bonne action a
double potentiel, un celui de 1’inhibition de la voie COX2 et LOXS, deux celui de la sécrétion
des cytokines pro-inflammatoires (interleukines, TNF-a) et modulation de I’activité NF-«B,
intervenant majeur dans la régulation de I’inflammation. L'inactivation concomitante des 2
voies métaboliques COX2 et LOX5 confére a la curcumine ce pouvoir anti-inflammatoire
puissant. Il faut noter que la curcumine peut inhiber 1’expression du gene COX2 en
empéchant D’activation de NF-xkB (Hongyu Zhou et al.,, 2011). Certains ont avancé
I’hypothése d’une régulation, par la curcumine, de I’enzyme COX-2 au niveau

transcriptionnel (blocage de I'expression de génes pro-inflammatoires par dégradation des
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ARNmM). Ceci la distinguerait des inhibiteurs COX /LOX de synthese, si cette hypothese
venait a étre vérifiée (Rao, 2007).

9.3. Résultats de ’activité anti diabétique
L’effet des différents extraits préparés de curcuma sur la glycémie a été vérifié chez des

rats rendus diabétiques par injection sous cutané d’une solution d’alloxane monohydraté a150
mg/kg. L’alloxane induit une augmentation significative du taux de glucose sanguin a la suite
de la destruction des cellules B des ilots de langherhanse du poncréas. Pour cela nous avons
utilisé 5 lots sur lesquelles nous avons testé 3 extraits différents a savoir 1’extrait aqueux de
curcuma a 200 mg/ml, I’extrait de curcumunoides & 100 mg/ml et I’HE du curcuma a 2.5% ,
ceci contre 40 mg/ml de glucophage comme référence. Un groupe traité par 1’eau distillée a
été utilise comme témoin.

Nous avons choisit d’évaluer la variation du taux de glucose sanguin des rats
diabétiques traités par les différents extraits a deux intervalles différents T1 : une journée
apres traitement, (glycémie a court terme) et a T2 : une semaine apres traitement (glycémie
a longue terme). Les résultats obtenus du dosage de la glycémie des différents lots sont
regroupés dans le Tableau X et Annexe X. Les résultats de la variation de la glycémie en
fonction du temps avant puis apres traitement sont représentés dans la figure 50 et ceux en

fonction des différents lots traités et non traités aux extraits du curcuma (figures 46).
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Figure 46: Variation de la glycémie en fonction du temps avant et apres traitement
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L’analyse de ces données nous permet de dire qu’il y a eu véritablement une variation
dans le taux de glucose aux différentes phases de 1’expérimentation, la glycémie a jeun (BAS)
augmente de fagon significative aprés 72h de I’injection de 1’alloxane, les rats sont devenus
diabétiques (DIAB). Aprés une journée du traitement nous avons constaté une légeére
diminution de la glycémie, elle baisse significativement a T2 aprés une semaine de traitement.

L’analyse de variance ANOVA a montré une différence hautement significative dont la
marge d’erreur est largement inférieure a 0.0001 (p<0.001) entre le taux de glucose sanguin

des rats et les différentes phases expérimentales (figure 51).
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Figure 47:Variations de la glycémie en fonction du traitement
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Figure 48: Pourcentage de réduction de la glycémie a court et a long terme de chaque extrait
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Figure 49: Variation de la glycémie chez les rats dans chaque lot. a) témoin, 2ml d’eau
distillée, b) référence, 2ml de glucophage, c) traitement par 2ml d’extrait aqueux, d)
traitement par 2ml d’extrait de curcuminoides, e) traitement par 0.4ml de |’HE.
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L’analyse de variances ANOVA révele une différence hautement significative dont la
marge d’erreur est largement inférieur a 0.0001 (p<0.01%) entre la variation de la glycémie
des rats et la duré de traitement a savoir apres une journée et aprés une semaine de traitement
(Figure 46) et (Figure 49). elle révele aussi une différence hautement significative dont la
marge d’erreur est largement inférieur a 0.0001 (p<0.01%) entre le type de traitement utilisé
et la duré du traitement a court et long terme (Figure 47) .

Ces résultats montrent que 1’alloxane provoque apres 72h de son injection une
augmentation significative de la glycémie chez la totalité des rats atteignant 3.89 chez
certains d’entre eux, ce qui peut méme provoque la mort. Chez le groupe diabétique témoin la
concentration sérique du glucose continue de s’élever @ un maximum aprés 1 semaine (T2)
(Figure 49), I’cau distillée ne diminue en aucun cas la glycémie avec un taux de réduction
quasiment nul (Figure 48), par contre chez le groupe diabétique traité par la réference
(glucophage) administre aux rats a 40 mg/ml la glycémie diminue de fagon significative et
revient a la normal aprés une semaine de ce traitement (Figure 49) avec un taux de réduction
de la glycémie a court et long terme respectivement (45.16 %, .63.28 %) (Figure 48).

L’extrait aqueux et I’extrait de curcumunoide font baisser faiblement la glycémie a T1
(25.32% et 14.82%) mais finissent par la diminuer progressivement jusqu’a T2 (42.06 % et
46.82 %) une semaine apres le traitement (Figure 49).

Il faut noter que notre voie d’administration (gavage) présente un inconvénient pour la
biodisponibilité de la curcumine. Une administration par voie intraveineuse ou une utilisation
d’adjuvants (peperine), sont de bonnes solutions pour augmenter 1’efficacité de traitement a la
curcumine. La peperine permet, par la protection contre la dégradation de la curcumine, en
plus de ’augmentation de son absorption et donc de sa biodisponibilité, I’inhibition de la a-
glucosidase, au niveau des entérocytes, et de ce fait empéche la dégradation des
polysaccharides en glucose, absorption de ce dernier et son augmentation dans le sang (Patel
etal., 2011).

L’HE de curcuma diminue la glycémie de facon significative a T1 et continue de
baisser la glycémie jusqu’a T2 respectivement (36.92 %, 61.80 %) (Figure 49).

L’ Alloxane ou I’acide mésoxalique, a été propos¢ comme agent diabétogéne en raison
de ca capacité de détruire les cellules B des ilots de langherhans, éventuellement par le biais
de formation excessive de radicaux libre, suite aux dommages oxydatifs générés par ces
derniers. D’autres substances ont été proposées pour avoir des effets diabétogenes comme La

Streptozotocine qui est un dérivé nitrosurique isolé de Streptomyces grideus (Szkudelski,
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2001), et qui représente I’'une des différentes substances utilisées pour induire un diabéte
insulinodépendant ou non insulinodépendant chez les rats (Szkudelski, 2001).

Nos résultats sont comparables a ceux de (Nishiyama et al., 2005) qui ont évalué I’effet
de trois extraits préparés a partir de poudre de curcuma, I’extrait de curcumunoides, 1’extrait
de sesquiterpenes isol¢ a partir de I’huile essentiel de curcuma, et un extrait comportant les
deux fractions a la fois. Les 3 extraits (curcuminoides, sesquiterpenes et curcuminoides +
sesquiterpenes) ont supprimé significativement la hausse de glycémie constatée dans le
groupe témoin (placébo). Les curcuminoides et les sesquiterpénoides semblent avoir des
effets additifs ou synergiques. On peut donc en déduire que dans le curcuma, de nombreuses
molécules sont actives, qu’elles agissent et interagissent, qu’il n’y a pas que la curcumine qui
compte. Cet argument va dans le sens des diététiciens qui valorisent 1’utilisation du totum de
la plante (donc de la poudre dans I’alimentation) plutdt que I’extraction des principes actifs
isolés (médicament ou complément alimentaire basé sur une seule molécule).

Un des mécanismes en jeu serait l'activation du PPAR vy (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma). Le PPAR-y contréle la différenciation cellulaire, est un médiateur
de I’adipogenese et module 1’action de I’insuline. Le curcuma pourrait étre un ingrédient
prometteur dans la prévention et/ou I'amélioration du diabéte de type 2.

Nos résultats sont comparables a ceux de (Suresh et al., 2010) qui ont étidié ’activité
antidiabétique d’une fraction de curcumine naturel et une fraction synthétique, les deux
fractions sont administrées aux rat diabétiques par injection d’alloxane a 100 mg/ml. L’extrait
de curcumine arrive a diminuer la glycémie apres 2h de traitement.

Dans une étude clinique réalisée en Thailande par (Chuengsamarn et al., 2012), les
auteurs concluent que, dans une population de patients pré-diabétiques, 1’administration de
curcumine pendant 9 mois entraine une diminution significative du nombre de personnes chez
qui un diabete de type 2 est nouvellement diagnostiqué. En outre, le traitement par curcumine
a semblé améliorer la fonction des cellules B, et ses effets secondaires étaient tout a fait
mineurs. Cette étude montre donc qu’un traitement par curcumine peut étre avantageux dans
une population de patients pré-diabétiques.

D’autres études ont révélé le potentiel antidiabétique d’extraits de curcuma, I’extrait de
I’oléorésine, extrait de curcumine, et 1’huile essentiel de curcuma, de réduire la glycémie chez
des rats diabétiques (Halim et Ali, 2002 ; Palla, et al., 2005; Suresh et al., 2012 ;
Ammayappan et al, 2012 ).
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9.4. Résultats de P’activité antimicrobienne :

Les resultats relatifs aux diamétres des zones d’inhibition révélés par les différents extraits en

utilisant le test de I’aromatogramme sont regroupes ci-dessous :

Résultats et Discussion

Tableau XVIII: Résultats de I’activité antimicrobienne pour I’extrait aqueux

Les souches utilisées

Diamétre de la zone

d’inhibition en (mm)

Classement/interprétation

Bacillus subtillus

12 Légérement inhibitrice
Staphylococcus aureus absence Non inhibitrice
Candida albicans absence Non inhibitrice

Bacillus subtillus

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Figure 50 : Résultats de I’activité antimicrobienne pour 1’extrait aqueux (Originale, 2013)

Tableau XVIIII : Résultats de I’activité antimicrobienne pour 1’extrait flavonoique

Les souches utilisées

Diamétre de la zone

d’inhibition en (mm)

Classement/interprétation

Bacillus subtillus absence Non inhibitrice
Staphylococcus aureus 11 Légerement inhibitrice
Candida albicans 10 Légérement inhibitrice
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Bacillus subtillus Staphylococcus aureus Candida albicans

Figure 51: Résultats de I’activité antimicrobienne pour 1’extrait flavonoique (Originale,2013)

Tableau XX : Résultats de 1’activité antimicrobienne pour 1’extrait de curcuminoides
Les souches utilisées Diametre de la zone Classement/interprétation

d’inhibition en (mm)

Bacillus subtillus absence Non inhibitrice
Staphylococcus aureus absence Non inhibitrice
Candida albicans absence Non inhibitrice

-

Bacilluse subtillus staphylococcus aureuse Candida albicans

Figure 52 : Résultats de I’activité antimicrobienne pour I’extrait de curcuminoides
(Originale, 2013)
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Tableau XXI : Résultats de I’activité antimicrobienne pour I’huile essentielle

Les souches utilisées Diamétre de la zone Classement/interprétation

d’inhibition en (mm)

Bacillus subtillus 20 Modérément inhibitrice
Staphylococcus aureus 16 Modérément inhibitrice
Candida albicans 13 Legerement inhibitrice

Zone d’inhibition

Bacillus subtillus Staphylococcus aureus

Figure 53: Résultats de 1’activité antimicrobienne de I’HE de curcuma (Originale, 2013)

Au regard de ces résultats, nous observons que 1’extrait aqueux a faiblement inhibé la
croissance de Bacillus subtillus avec une zone d’inhibition (ZI) égal & 12 mm, cependant il
s’est avéré inactif contre Staphylococcus aureus et Candida albicans, 1’extrait flavonoique a
legerement inhibé la croissance de Staphylococcus aureus et Candida albicans avec
respectivement ZI=11, ZI=10, par contre I’extrait de curcuminoides il s’est avéré inactif
contre Bacillus subtillus , Staphylococcus aureus et Candida albicans. En ce qui concerne
I’huile essentiel de curcuma elle a inhibé la croissance de plusieurs souches Bacillus subtillus,
Staphylococcus aureus et Candida albicans avec respectivement ZI=20 mm, Z1=10 mm et
ZI1=13

Enfin, I’activité antimicrobienne, consacrée a 1’évaluation du pouvoir antimicrobien des
différents extraits a révélé que les extraits ne presentaient pas un pouvoir antimicrobien par

rapport a I’huile essentielle de curcuma qui a inhiber la croissance des bactéries et levures de
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facon significative sur Bacillus subtillus, Staphylococcus aureus, et antifongique sur Candida
albicans.

Chattopadhyay rapporte que la fraction huileuse de Curcuma longa et la curcumine
Suppriment la croissance de plusieurs bactéries comme Streptococcus, Staphilococcus,
Lactobacillus et autres (Araujo C.A.C. et Leon L.L., 2001; Chattopadhyayl., 2004).
L'extrait aqueux aurait des effets antibactériens, et la curcumine pourrait prévenir la
croissance d'Helicobacter pylori, in vitro (Chattopadhyayl., 2004). L'activité anti-
bactérienne a été déterminée pour l'extrait de curcuma et la curcumine pure. Aucun des
échantillons n'a eu d'activité contre les bactéries gram négatives E. Coli et Pseudomonas
aeuroginosa. Wessler a conclu qu’un trés fort pouvoir antibactérien de la curcumine existe
contre les germes gram négatif Neisseria gognorrhoeae (Clayton H.M., 2003 ; Wessler S., et
al., 2005).

Différents extraits et huiles de curcuma obtenus avec divers solvants montrent une
activité contre Aspergillus flavus, A. parasiticus, Fusarium moniliforme et Penicillium
digitatum (Chattopadhyayl., 2004). L'extrait éthanolique de curcuma possede de bonnes
propriétés anti-fongiques contre Trichophyton longifusus (Jain S. et all., 2007) et une action
contre Candida albicans modérée (Clayton H.M., 2003). L’activité antimicrobienne forte de

I’huile essentielle est due a sa richesse en sesquéterpeénes (Chattopadhyayl., 2004).

Nous pensons que la curcumine est davantage intéressante et efficace car elle exerce un
pouvoir thérapeutique contre le diabéte, I’inflammation, I’infection et contre 1’oxydation
particulierement en agissant sur des voie de signalisation qui se croisent entre elles. Son
activité anti-oxydante puissante est a la base de I’ensemble de ses propriétés thérapeutiques. A
notre avis ses facultés curatives et préventives, passant en premier par son effet contre les
radicaux libres, sont a ’origine de son activité anti-cancer dont plusieurs travaux lui font

allusion.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de ce travail était de valoriser 1’effet thérapeutique du curcuma en montrant
ces propriétés a travers des tests expérimentaux. Ainsi nous avons vu que les molécules
bioactifs du curcuma, et sur tous son principe actif majeur la curcumine, agit sur de cibles
multiples avec un potentiel de traitement contre diverses maladies.

L’extrait méthanolique du curcuma a confirmé une forte action antioxydante avec un
pourcentage de réduction du DPPH égale de 75.4%, de méme pour l’effet anti-
inflammatoire des deux extraits aqueux et celui des curcuminoides qui ont montré une
bonne efficacité avec un pourcentage de réduction de I’cedéme égale a 54.81%, 51.62%,
I’HE a révélé une trés bon action antidiabétique avec un pourcentage de réduction de la
glycémie a longue terme égale a 61.80%, méme chose pour I’activité antimicrobienne, I’HE
c’est avéré plus efficace que tous les autres extraits.

Notre travail vient se rajouter a ce qu’a été avancé dans tous les travaux antécédents
sur le curcuma pour renforcer les recommandations d’utiliser davantage les plantes
médicinale en 1’occurrence le curcuma. Il serait important particuliérement que notre
communauté integre 1’épice et sur le plan culinaire que thérapeutique et autres.

Ainsi, une enquéte approfondie est nécessaire pour renforcer nos résultats. On aurait
voulu compléter ce travail par une étude par le fractionnement des différents extraits et
d’identifier les molécules responsables des activités biologiques en utilisant des techniques
d’identification plus performantes. De I3, un travail complémentaire s’impose en vue de la
caractérisation et 1’isolement des différentes molécules en particulier les différentes
fractions des curcuminoides & savoir la curcumine I, curcumine, Il et curcumine Il et
celles de I'huile essentiel de curcuma dont Ar-tumerone , B-tumerone ,a-tumerone ,o-
curcumene, a-zingebirene, les purifier en utilisant diverses techniques chromatographiques
notamment la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et des méthodes
spectrales pour 1’élucidation structurale. Dans un deuxieme temps, il serait intéressant
d’évaluer les différentes activités biologiques pour ces molécules sur tout en synergie.

Pour plus d’investigation sur les propriétés thérapeutiques du curcuma et de ces
molécules bioactifs d’autre études seront nécessaires afin d’évaluer 1’activité anti-
lipidimiante, hépato-protectrice, anti-tumorale, anti-ulcéreuse, et particuliérement 1’effet
anti-cancer.

Il reste toute fois de prouver son efficacité chez 1’lhomme. Ainsi, des essais cliniques
plus étendus sont nécessaires. C’est ainsi que le curcuma passera de simple épice a un

veéritable médicament, dont les multiples indications sont encore a découvrir et a définir, la
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Conclusion et perspectives

biodisponibilité a améliorer par des techniques modernes et, a partir de la formule chimique

de la curcumine, découvrir de nouvelles molécules plus puissantes et aux effets plus ciblés.
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Figure 54 : Vois d biosyntheéses des polyphénols (Macheix et al., 1990)
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Figure 55: Les voies de biosynthése de curcuminoides dans le curcuma, les voies principales
(fleches épaisses) et secondaires (fleches minces et en pointillés). L-phénylalanine (2), acide
cinnamique (3), acide p-coumarique (4), acide ferulique (5), acide malonique (6),
intermédiaire  hypothétique  :  bis-deshydroxy-bis-déméthoxycurcumine  (7),  bis-
déméthoxycurcumine (0), déméthoxycurcumine (9), curcumine (8). (katsuyama et al., 2007)
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Verreries et autres matériels
Boit de pétrie.
Bécher gradué.
Eprouvettes graduées
Entonnoirs.
Erlenmeyers.
Papier filtre.
Fiole conique sterile.
Moulin électrique.
Pipetes gradués a 5ml et a 10ml stériles.
Pipettes pasteur stériles.
Spatules métalliques.
Tige de métal.
ppareillage:
Balance pour animaux de laboratoire.
Cages en makrolon avec grilles en inox et des biberons spéciaux pour les souris.
Cages de stabilisation des rats.
Cages de stabilisation des souris.
Balance de précision.
Broyeur électrique.
Plague chauffante.
Etuve et autoclave pour stérilisation.
Incubateurs a 25 C et 35 C.
Agitateur.
Centrifugeuse.
Pompe a filtration.
Papier filtre.
spectrophotomeétre de type
GC-SM de type
Rotavapeur de type
Glucomeétre de type Contour Ts
Produits :
v’ carragennine 1%
v" Alloxan monohydraté
v' Acide gallique
v Folin-ciocalteu
Matériels pour le contréle physicochimique
> Dosage par acide folin-ciocalteau
v Agitateur magnétique.
v/ Balance analytique.
Réactifs et solutions
Eau distillée
Méthanol
lode (I2).
Ethanol absolu
Acide sulfurique concentre (96%) (H2SO4).
Acide phosphomolybdique.

Alcool éthylique.

AN N N N N N YN N N N N N N N N WP N N N N N N N N N N NN

N D N N NI NI N
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la solution alcoolique de KOH a10%.
HCL a 10 %. HCL.

Acide chlorhydrique 2N.

Ether /chloroforme (3/1).

Acide chlorhydrique 1N.

solution de FeClz a 5%.

Acétate de sodium.

morceau de Mg.

alcool isoamylique.
Acétate d’éthyle
Ether di éthylique

AN N N N S NN RN

Condition opératoires de la GC-SM :

Type d’instrument : Agilent technologies 6800 plus (Varian)

Mode d’ionisation : Impact électronique (IE), 70 eV (mode positif)

Gamme de masse : m/z Scan de 30 a 550 en 0.5 sec.

Colonne : FactorFour VF-5ms (5% phenyl-methyl 95% dimethyl polysiloxane, 0.25mm x 30 m)
Débit : 1 mL/min

Gradient : 150°C pendant 3 min; Montée a 250°C en 20 min; Montée a 250°C en 7 min
Echantillons : Huile essentielle de curcuma dans I'éther. Injection de 0.2ul

Préparation des réactifs :
Carragennine : 1g de carragennine (poudre) sons dissouts dans 100 ml d’eau distilée.

Alloxane : 150 mg(alloxane ) = 1000g (poid des rats)
x « 184,25g(poid moyenne des rats)

X= quantité d’alloxane nécessaire pour chaque rat =27 ,64mg
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Questionnaire de I’Enquéte Ethno- pharmacologique sur une épice médicinale : Le curcuma

obtenu a partir des rhizomes séchés et brouillés de la plante tropicale « curcuma longa L. »

Objectif :

1. Renseignements sur I’interrogé:

< Age: 20-40ans (] 40-60ans +60ans (]

% Sexe: Homme (] Femme ()
< Niveau intellectuel : Analphabéte (3 EP C—J ES
Universitaire ()

2. Connaissez-vous la phytothérapie ?

oui Non (]

3. Quelle est la médecine que vous préférez ?

Moderne 3  Traditionnelle C_J Les deux en parallele (]
4. Connaissez-vous la plante curcuma longa ?

oui (] Non (CJ

5. Si oui Quelles sont ses parties utilisées ?..........ccccveuneene.
6. Connaissez-vous la Provenance de plante ?

oui C_J non C ]

7. Si oui d’ou elle provient ?

8 .Connaissez-vous le curcuma (1’épice)?

oui Non (1

9 .Quelestsonnomlocal ? ........c.coooiiiiiiiiii
10. Comment vous la connaissez?

Utiliser par vous-méme (]

Entendu parler ]

11 .Dans quel cas vous utilisez le curcuma ?

)
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Cuisine [:] thérapie [:] colorant [:] autre [:]

12 .Es que vous utilisé le curcuma de facon :

Continue périodique

13. Combien de fois vous utilisez le curcuma pendant une semaine ?

14 .Connaissez-vous les vertus médicinales du curcuma ?

oui non (]

15 .Si oui que connaissez-vous parmi ces propriétés thérapeutiques du curcuma ?
Antioxydant
Anti-inflammatoire
Antidiabétique
hypoglycémiant
Hépato protecteur

Antimicrobien

000000

Antimutagene
16 .Dans quelles maladies vous préconisées le CUrCUMa ? .......cccveveveevieeiiesiese e

17 .Comment utilisez-vous le curcuma ?

Infusion (] Macération (3 Décoction (I Poudre (3 Sirop (] Autres
(.

18. Est- ce que le résultat est positif ?

Oui ] Non
19 .Es que vous connaissez le principe actif du curcuma ?

ouvi C3 non C_J
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Tableau XXII : L’analyse statistique de ’activité anti inflammatoire

Source Sum-of-Squares df Mean-Square F-ratio P

TRTS$ 0.020 4 0.005 15.306 0.000
PATTS$ 0.014 1 0.014 43.599  0.000
Error 0.018 54 0.000

Tableau XXI Il : L’analyse statistique de I’activité anti diabétique

Analysis of Variance

Source Sum-of-Squares df Mean-Square F-ratio P
TPS$ 18.907 3 6.302 56.502  0.000
TRTS$ 5.559 4 1.390 12.460  0.000
Error 10.262 92 0.112

Source Sum-of-Squares df Mean-Square F-ratio P
TPS$ 18.907 3 6.302 169.484  0.000
TRTS$ 5.559 4 1.390 37.375 0.000
TPS$*TRTS$ 7.287 12 0.607 16.330  0.000

Error 2.975 80  0.037
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Tableau 24 : profile chromatographique de I’HE du curcuma

Identification RT %
N-Heptane 3.22 1.41
Pyrrole 4.04 0.02
Toluene 4.19 0.06
1. Alpha-Pinene 10.08 0.09
2. Beta.-Myrcene 13.63 0.05
3. L-Phellandrene 14.60 1.80
4. Delta.3-Carene 14.85 0.05
5. Alpha.-Terpinéne 15.27 0.03
6. P-Cymeéne 15.91 0.71
7. Beta-Phellandrene 16.14 0.21
8.  Eucalyptol 16.32 0.52
Gamma.-Terpinéne 18.22 0.06
Alpha.-Terpinolene 20.31 0.12
Alpha,P-Dimethylstyrene 20.41 0.03
Gaiacol 20.61 0.12
L-Linalool 21.39 0.02
Terpinene-4-0lI 26.75 0.04
Ethanone, 1-(3-Methylphenyl) 27.26 0.04
P-Cymen-8-OlI 27.54 0.07
Alpha-Terpineol 27.83 0.09
Sabinol 28.63 0.21
Benzaldehyde, 4-(1-Methylethyl) 31.12 0.12
2-Cyclohexen-1-One, 2-Methyl-5-(1- Methylethenyl)-, (S) 31.47 0.26
Carvotanacetone 31.67 0.04
Benzeneethanol, 2-Methoxy- (CAS) 33.95 0.04
TRANS-ANETHOLE 34.30 0.06
P -Cymen-3-0lI 35.97 0.16
4-Vinyl-2-Methoxy-Phenol 36.42 0.40
1-Isopropenyl Bicyclo[3.1.0.0(2,6)]Hexane 40.04 0.13
1-Acetamidobenzocyclobutene 40.61 0.28
Alpha-Curcumeéne 41.80 0.04
Cyclohexene, 1-(1-Propynyl)- (CAS) 42.10 0.15
Trans-Caryophyllene 42.94 0.65
Damascenone C 44.55 0.32
Alpha.-Humulene 44,99 0.11
Trans-.Beta.-Farnesene 45.38 0.26
Gamma.-Curcumene 46.71 0.11
Ar-Curcumeéne 47.20 2.66
Zingiberene 47.99 2.58
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Beta-Bisabolen 48.63 0.77
Alpha.-Cedrene 48.77 0.24
Beta.-Sesquiphellandrene 49.74 3.12
Mentha-1,4,8-Triene 49.85 0.28
Trans-.Gamma.-Bisabolene 50.00 0.13
2,3,5-Trimethylfuran 50.13 0.09
Alpha.-Muurolene 50.69 0.07
3-Oxabicyclo[6.3.1]dodec-8-en-2-on 51.04 0.13
beta.-Bisabolene 51.27 0.23
2-Cyclohexen-1-one, 3,4,4-trimethyl 51.57 0.25
Caryophyllene oxide 51.91 0.37
2-Cyclohexen-1-ol, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-, trans 52.34 0.07
Benzene, 1-ethyl-2-methyl- (CAS) 52.65 0.48
Benzene, 1-ethyl-3,5-dimethyl 52.84 0.56
1-Phenyl-2-(P-Tolyl)-Propane 52.99 1.00
alpha.-Longipinene 53.52 0.97
alpha.-Curcumene 54.49 2.57

Santene 54.64 0.69

beta.-Farnesene 54.92 1.00
trans-Chrysanthenyl Acetate 55.84 0.55
ALPHA.-TUMERONE 56.17 1.65
Bicyclo[3.2.2]nona-6,8-dien-3-one, 1,5-dimethyl 56.63 0.71
AR-TUMERONE 59.10 21.46

BETA. TUMERONE 59.28 4.70

BETA. TUMERONE 59.77 13.40
Di-epi-.alpha.-cedrene-(l) 59.92 0.08
Isocitronellol 60.06 0.50
ALPHA.-TUMERONE 61.32 19.23
Spiro[bicyclo[3.3.0]octan-6-one-3- cyclopropane] 61.45 0.58
Xanthorrhizol 61.56 0.43
Benzylidene-(1,1-Dideuteriobutyl)Amine 61.92 0.05
Benzene, 1-(3-Cyclopentylpropyl)-2 62.11 0.12
(65,1'r)-6-(1',5'-D|methylhE>n<-o4r;;EnyI)-3-Methy|cyc|ohex-2- 6218 0.10
m-Hydroxybenzaldoxime 62.65 1.37
2-Decene, 2,4-dimethyl 63.13 1.15
3-[2',4'-Dimethylphenyl]-2-methylpropan-1-ol 63.93 1.85
alpha.-Atlantone 64.19 2.52
Hexamethylene dibromide 64.82 0.34

Methyl 2-pentenoate 65.75 1.00

Pyridine, 4-ethyl-2,6-dimethyl 69.20 0.09
2-Pyrazoline, 1-allyl 69.96 0.04

Methyl palmitate 70.98 0.06
9,12-Octadecadienoic acid, methylester 78.70 0.06
Methyl oleate 78.99 0.04
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Figure 56 : Matériel de laboratoire utilisé. A : GC-MS, B : Spectrophotomeétre uv-visible, C :
Etuve, D : révelateur uv, E : Bain marie, F : Microbalance.
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Figure 57 : A : Composés chimiques identifiés, B : Concentration par rotavapeur, C :
Décantation de 1’extrait chloroformique

Figure 58 : A : concentration de 1’extrait méthanolique préparés pour le test DPPH, B :
Glucométre contour TS
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Figure 60 : Systéme de filtration par un disque

Figure 59 : Gavage des extraits aux i
contenant un papier Watman

souris



