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Résumé

Depuis fort longtemps, les plantes médicinales furent le principal recours pour la fabrication de

remedes naturels. Elles ont été utilisées par différentes civilisations en médecine traditionnelle.

Notre étude a pour objectif de mettre en évidence 1’activité antibactérienne, anti oxydante et anti
inflammatoire in vitro de deux échantillons : d’un extrait préparé a partir du rhizome secs et broyé
de la plante Curcuma longa L et d’un mélange composé de la poudre des rhizomes de la méme

plante et du miel naturel.

L’extraction qui a été effectuée par une macération méthanolique a froid a partir de la poudre des

rhizomes secs de Curcuma longa L a donn€ un rendement moyen de 8.03%.

La quantification des composés phénoliques totaux dans 1’extrait brut et dans le mélange a été
effectuée par spectrophotométrie, qui a révélé des taux en polyphénols et en flavonoides totaux
respectivement de 191,6+0,87 ug GAE/mg et 26,4+0,33ug QE/mg pour I'extrait et 224,3+0,03 pg
GAE/mg et 22,65 +1,08ug QE/mg pour le mélange

L’¢évaluation du pouvoir antioxydant de nos échantillons par la méthode du pié¢geage du radical
libre DPPH, a montré une forte activité antioxydante du mélange par apport a celle de I’extrait qui a

donné un effet maximal modéré.

Quand a I’activité antibactérienne, elle a été réalisée par la méthode de diffusion en puits sur
milieu gélosé et la méthode de micro dilution sur micro plaque, les résultats ont montré une
efficacit¢ de notre extrait contre la plupart des souches testées méme a des faibles doses pour

certains bactéries.

En plus nos échantillons ont montré aussi une excellente activité anti inflammatoire évaluée par
le test de dénaturation de 1’albumine (BSA) et le test de stabilité¢ de la membrane du globule rouge,

en effet, la combinaison avec le miel était significativement plus efficace que I’extrait seul.

Mots clés : Activité antibactérienne, Activité antioxydante, activité anti-inflammatoires, Curcuma

longa L, plante médicinale, et polyphénols



Abstract

Medicinal plants have long been the mainstay of natural remedies. They have been used by
various civilizations in traditional medicine. The extract prepared from the dried and ground

rhizome of Curcuma longa L. by cold methanolic extraction yielded an average yield of 8.03%.

Our study aims to highlight the in vitro antibacterial, antioxidant and anti-inflammatory
activity of two samples: an extract prepared from the dried and crushed rhizome of the plant
Curcuma longa L and a mixture composed of the powder of the rhizomes of the same plant and
natural honey. The extraction, which was carried out by cold methanolic maceration from the
powder of the dried rhizomes of Curcuma longa L, gave an average yield of 8.03%. Quantification
of total phenolic compounds in the crude extract and in the mixture was carried out by
spectrophotometry, which revealed total polyphenol and flavonoid levels of 191.6+0.87 ug
GAE/mg and 26.4+0.33ug QE/mg for the extract and 224.3+0.03 pg GAE/mg and 22.65 +£1.08ug

QE/mg for the mixture, respectively.

The antioxidant power of our samples was assessed using the DPPH free radical scavenging
method, demonstrating strong antioxidant activity of the mixture compared to that of the extract,
which yielded a moderate maximum effect. As for antibacterial activity, it was performed using the
well diffusion method on agar medium and the microdilution method on microplates. The results
demonstrated the efficacy of our extract against most strains tested, even at low doses for some
bacteria. In addition, our samples also demonstrated excellent anti-inflammatory activity, assessed
by the albumin denaturation assay (BSA) and the red blood cell membrane stability test. Indeed, the

combination with honey was significantly more effective than the extract alone.

Keywords : antibacterial activity, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, medicinal

plant,Curcuma longa L and polyphenols
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Introduction

La phytothérapie, ou thérapie par les plantes, est une discipline millénaire qui consiste a
utiliser les extraits des plantes pour prévenir, soulager ou traiter diverses affections. Elle repose sur
I’usage de composés bioactifs naturels issus du régne végétal, notamment les polyphénols, les
flavonoides, les alcaloides ou encore les terpenes, qui possédent une grande variété d’activités
pharmacologiques. (Gonzales et al., 2010) A 1’¢re des biothérapies et de la médecine de précision,
la phytothérapie demeure une alternative ou un complément crédible a la pharmacopée moderne,
particuliérement face a la recrudescence des résistances microbiennes et au besoin croissant de
solutions naturelles, efficaces et mieux tolérées. Son intérét grandissant est aussi porté par la
recherche scientifique, qui cherche a valider empiriquement les effets thérapeutiques observés

depuis des siecles dans les pratiques traditionnelles.

Plus de 35 000 espéces végétales sont recensées a travers le monde pour leurs usages
thérapeutiques, constituant ainsi une richesse majeure de la biodiversité exploitée a des fins
médicinales, (Farnsworth et al., 1985) Malgré les avancées en médecine conventionnelle, les
plantes médicinales conservent une place centrale dans les soins primaires, en particulier dans les
zones rurales ou a faible accés aux soins modernes. (Elqaj et Belghyti, 2013) Elles continuent

¢galement de fournir des molécules bioactives prometteuses pour la recherche pharmaceutique.

En Algérie, ’'usage des plantes médicinales remonte a 1’ Antiquité, notamment chez les Berberes.
Ces pratiques se sont enrichies au fil des si¢cles avec 1’apport des Arabes, qui ont introduit un savoir

médical raffiné deés le Vlle siéecle.

Parmi les plantes d’intérét croissant dans les recherches récentes figure le Curcuma longa L., une
épice ancestrale originaire du sud de 1’ Asie, et notamment de 1’Inde, ou elle est utilisée depuis plus
de 4000 ans pour ses propriétés culinaires, médicinales et cosmétiques. (Penso, 1986 ; Perry, 2008)
Le curcuma, également introduit en Europe des le Vle siccle par les navigateurs et mentionné par
les moines dans leurs manuscrits, est aujourd’hui étudié pour ses puissants effets antioxydants, anti-
inflammatoires, et antimicrobiens. Ces propriétés sont majoritairement attribuées a la curcumine et

aux autres composés phénoliques et flavonoiques qu’il renferme. (Liu, 2003 ; Cole et al., 2005)

Dans le contexte algérien, ou les épices sont principalement connues pour leur usage culinaire,
leur potentiel thérapeutique demeure sous-exploité malgré la richesse du savoir traditionnel.
(Bourgaud et al., 2001) D’ou I’importance d’étudier des especes comme Curcuma longa L afin
d’explorer leurs bienfaits biologiques dans un cadre scientifique rigoureux. C’est dans ce cadre que

nous nous sommes intéressés a ce travail qui consiste a mettre en évidence 1’activité
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antibactérienne, anti inflammatoire et anti oxydante des composés phénoliques extraits des

rhizomes secs de la plante médicinale Curcuma longa L.
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Chapitre 1 Phytothérapie

I-Phytothérapie

La phytothérapie est 1’art d’utiliser les plantes pour se soigner. Du grec « phyton » qui signifie
plante et « therapein » qui signifie soigner. L’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) définit la
phytothérapie comme une pratique qui comprend des herbes, des maticres végétales, des préparations
a base de plantes et des produits finis a base de plantes, qui contiennent comme ingrédients actifs des
parties de plantes, ou d’autres maticres végétales, ou des combinaisons , destinée a prévenir et traiter
des troubles fonctionnels et des états pathologiques bénins par des plantes médicinales dénuées de

toxicité dans les conditions normales d’utilisation. (Sahpaz, 2019)
On distingue a ’heure actuelle, deux concepts distincts :

-Phytothérapie moderne : Il s’appuiera sur des connaissances biochimiques et cherchera a soulager
les symptomes grace a des principes actifs identifiés, des tests cliniques et des ingrédients dans les
plantes médicinales. Elle utilisera principalement des produits d’origine végétale obtenus par

extraction et la présentera comme toute autre spécialité pharmaceutique. (Moreau, 2003)

-Phytothérapie dite « traditionnelle » : C’est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter
les symptomes d’une affection. Ses origines peuvent parfois étre trés anciennes et elle se base sur
I’utilisation de plantes selon les vertus découvertes empiriquement. Elles concernent notamment les
pathologies saisonni¢res depuis les troubles psychosomatiques légers jusqu’aux symptomes

hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou dermatologiques. (Prescrire, 2007)
II- Plantes médicinales

Depuis des millénaires, les plantes médicinales sont utilisées par les civilisations humaines pour
traiter divers maux et préserver la santé. Une plante est qualifiée de médicinale lorsqu’elle figure dans
une pharmacopée officielle et que son usage est reconnu a des fins curatives, préventives ou
palliatives, agissant sur des troubles d’ordre physique, physiologique ou émotionnel. Le concept de
plante médicinale peut étre défini de fagcon simple : il s’agit d’une plante dont au moins une partie
(racine, feuille, fleur, écorce, etc.) posseéde des propriétés pharmacologiques et peut étre utilisée
comme remede naturel. L’efficacité thérapeutique de ces plantes repose essentiellement sur la
présence de métabolites primaires et surtout de métabolites secondaires mais aussi sur la synergie

entre leurs différents constituants bioactifs. (Moreau, 2003)
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Tableau 01 : Exemples de quelques plantes médicinales trés utilisées en phytothérapie

(Encyclopédie of Médicinal Plants 2nd Edition)

Plantes

médicinales

Nom

scientifique

Partie utilisé

Effet thérapeutique

Crocus sativus

*Provoquer les regles,

*Soulager la douleur.

’ Stigmate *Traiter lessaignements utérins
' chroniques,
*Soigner l'indigestion et les coliques
*Cicatrisant
*Astringent
Rosmarinus . ) ) .
Feuille *Stimule la sécrétion biliaire
officinalis L . ‘ o .
1,sommitéfleurie | *Anti-inflammatoire
Romarin .
* Antioxydant
*Stimule les sécrétions biliaires
Curcuma *Anti-inflammatoire
Curcuma
' *Soulage les douleurs
domesticaVahl Rhizome
c 1 L) de I'estomac
. longa L. .
* Antioxydant
*Antibactérienne
Aloe *Soigne les plaies
barbadensis Feuille (suc *Emolhent
N Mill. d'aloés) «Stimule les sécrétions biliaires
8Aloes des
(A. vera L.) eLaxatif
Barbade
* Antiseptique
* Clarifie les bronches
Salvia _ . _ _ _
Feuille * Facilite la digestion gastrique
officinalis L.

Sauge officinale

Sauge

* Régularise le cycle menstruel

* Tonique




Chapitre 1 Phytothérapie

* Anti-inflammatoire

S > Tanacetum *Antiallergiques
2 % 4# Ff.ﬂ
" PSS B T, . . . .
| saday parthenium L. | Partie aérienne | *Antispasmodique
. *Relaxant

Camomille
*Favorise l'expulsion des gaz

III-Métabolites secondaires

Les métabolites sont des composés chimiques synthétisés naturellement par les organismes
vivants (plantes, animaux, micro-organismes) au cours de leur métabolisme cellulaire. Ils peuvent
étre de nature simple (acides aminés, sucres) ou complexe (alcaloides, flavonoides), et participent a
une large variété de fonctions biologiques. En fonction de leur implication dans les processus vitaux,
on les classe en deux grandes catégories : les métabolites primaires et les métabolites secondaires.

(Dixon, 2001)

Les métabolites Primaires sont indispensables a la croissance, au développement et a la
reproduction des cellules vivantes. Ils interviennent directement dans les voies métaboliques centrales
telles que la glycolyse, le cycle de Krebs, la photosynthése et la biosynthése des protéines, des lipides
et des acides nucléiques. Parmi eux, on retrouve les acides aminés, les sucres simples, les nucléotides,

les acides gras et certaines vitamines. (Bourgaud et al., 2001)

Alors que les métabolites secondaires ne sont pas directement impliqués dans les fonctions
vitales de base, mais ils conférent a I’organisme des avantages adaptatifs essentiels a la survie dans
un environnement changeant. Chez les plantes en particulier, ces composés participent a la défense
contre les agressions biotiques (herbivores, bactéries, champignons) et abiotiques (UV, sécheresse,
métaux lourds), a la signalisation inter-espece, a la coloration des fleurs (pollinisation) et a I’attraction
des symbiotes. Ils sont souvent spécifiques a une espéce ou a un groupe taxonomique, et leur

biosynthese est généralement induite par des stress environnementaux. (Memelink, 2000)
Ils sont classés en trois grandes catégories :

1. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés chimiques hétérocycliques contenant de 1’azote, qui sont
produits par les plantes pour se protéger contre les prédateurs et les maladies. Ils sont des structures

chimiques complexes, qui comprennent souvent des cycles et des chaines latérales. Ils ont des effets
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pharmacologiques divers, tels que des effets stimulants, sédatifs, antalgiques ou anti-inflammatoires.

(Dewick, 2009)
2. Terpénes

Les terpénes sont des composés chimiques qui sont produits par les plantes a partir de
I’isopréne, un composé organique volatil. Ils ont des structures chimiques complexes, qui
comprennent souvent des cycles et des chaines latérales. Ils ont des effets pharmacologiques divers,

tels que des effets anti-inflammatoires, antioxydants ou antimicrobiens. (Harborne, 1993)
3. Phénols

Les composés phénoliques constituent probablement le plus grand groupe de métabolites
secondaires végétaux. Ils partagent la présence d'un ou plusieurs groupes phénols " groupe hydroxyle
(-OH) li¢ directement a un noyau aromatique (cycle benzénique)"ils peuvent exister sous forme
simple (comme 1’acide café¢ique) ou sous forme polymérisée (comme les tanins). (Rice-Evans, 2001)
Les phénols sont réactifs envers les agents oxydants, les halogénes et les acides forts, et peuvent subir
des réactions de substitution, d'addition et d'oxydation. (Clayden et al., 2012) Ils sont trés répandus
dans les plantes ou ils contribuent de manicre significative a la couleur, au goit et a la saveur de

nombreuses herbes, aliments et boissons.
3.1.Classification des composés phénoliques

Ils peuvent étre regroupés en de nombreuses classes suivant la complexité du squelette de base
(noyau C6), le degré de modification de ce squelette (oxydation, hydroxylation...) et enfin suivant
les molécules auxquelles ils sont associés (glucides, Lipides, protéines, autres métabolites).(bénard,

2009)

Le tableau suivant présente les déférents classes des composés phénoliques
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Tableau 02 : Classification des composés phénoliques (Macheix et al., 2005)

COMPOSES PHENOLIQUES

Squelette de
CLASSE
base
Phénols simples
Acides
C6-C1
hydroxybenzoiques
Acides
hydroxycinnamiques
C6-C3
Coumarines
Co6-C4 Naphtoquinones
C6-C1-Co Xanthones
Flavonoides

Iso-flavonoides

Cé6 -C3-Cé

3.2.Activités biologiques des polyphénols

Lignines

Tanins

Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives, ils sont Largement

utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques,

EXEMPLE

Catéchol

P-Hydroxy-

benzoique

Acide Caféique

Scopolétol

Juglone

Mangiferine

Quercétol,

cyanidol

Daidzeine

STRUCTURE

antioxydants et antiradicalaires, antimicrobiens. (Djemai, 2008)
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ORIGINE

Busserole

Epices,fraise

Pomme de

terre

Citrus

Noix

Mangue

Fruits,

légumes

Soja, pois

Fruits a
noyau
Raisin rouge,

Kaki
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3.2.1. Activité antimicrobienne des polyphénols

Un agent antibactérien est un agent qui inhibe la croissance bactérienne ou tue les bactéries.

L’activité antibactérienne s’exerce de 2 maniéres différentes :

e Activité létale bactéricide : qui provoque la mort de la bactérie.
e Activité inhibitrice ou bactériostatique : empéche la croissance du micro-organisme.

(Beloud, 2003)
D’une manicre générale, I’action se déroule en trois phases :

» Attaque de la paroi bactérienne qui provoque une augmentation de la perméabilité puis la
perte des constituants cellulaires.

» Acidification de I’intérieur de la cellule, arrété la production de 1’énergie cellulaire et la
synthése des composants de structure.

» Destruction de matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie. (Burt, 2004)

Les polyphénols ont attiré une grande attention en raison de leurs activités antimicrobiennes. (Daglia,
2012) La majorité de ces composés sont capables de supprimer plusieurs facteurs de virulence
microbiens tels que I’inhibition de la formation de biofilms, la réduction de 1’adhérence des ligands
aux cellules hotes, et la neutralisation des toxines bactériennes. De plus, ils montrent souvent un effet

synergique avec les antibiotiques conventionnels.

Les flavonoides, par exemple, exercent leur activité antimicrobienne en formant des complexes
avec des protéines extracellulaires solubles ou avec des composants des parois cellulaires
bactériennes. Les flavonoides hautement lipophiles peuvent également perturber les membranes

cellulaires des micro-organismes. (Negi et al., 2008)

Quant aux acides phénoliques, leur activité antimicrobienne est principalement due a la
diffusion d’acides non dissociés a travers la membrane cellulaire, provoquant ainsi I’acidification du
cytoplasme et, dans certains cas, la mort cellulaire. Les propriétés lipophiles, ainsi que des facteurs
structuraux tels que les groupes hydroxyle, méthoxyle et la saturation de la chaine latérale, influencent

considérablement cette activité. (Negi et al., 2008)
3.2.2. Activité anti-inflammatoire des polyphénols

Les anti-inflammatoires sont définis comme étant des substances qui agissent sur la douleur et

le gonflement provoqués par I’agression d’un agent pathogéne. Ils bloquent la sécrétion ou I’action

10
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de certains médiateurs chimiques de I’inflammation, comme les prostaglandines, réduisant ainsi la

sensation de douleur ainsi que I’inflammation elle-méme. (Orliaguet et al., 2013)

L’activité anti-inflammatoire des composés phénoliques a été démontrée dans de nombreuses
¢tudes in vitro et in vivo. (Santangelo, 2007) IIs expriment leur activité anti-inflammatoire en
modulant I’expression des génes pro-inflammatoires tels que COX, LOX, la synthase de I’oxyde
nitrique (NO synthase) ainsi que plusieurs cytokines. (Capiralla, 2012) De plus, les flavonoides, un
sous-groupe important de polyphénols, peuvent inhiber différentes étapes de la réponse
inflammatoire, depuis I’augmentation de la perméabilité vasculaire dans les phases précoces jusqu’a
la formation de tissu de granulation. Ils peuvent empécher la libération des médiateurs pro-
inflammatoires tels que 1’histamine, les dérivés lysosomales, ainsi que les produits des basophiles,
cellules mastocytaires et neutrophiles. Certains flavonoides modulent aussi la fonction

lymphocytaire, influengant ainsi la réponse immunitaire. (Hajjaj, 2017)
3.2.3. Activité Antioxydant des polyphénols

Un agent antioxydant est une substance, naturelle ou synthétique, capable de neutraliser ou
d’inhiber les effets néfastes des especes réactives de 1’oxygene (ROS) et d’autres radicaux libres
générés dans I’organisme. Il agit principalement en donnant un €lectron ou un atome d’hydrogene a
ces especes instables, les stabilisant ainsi et empéchant leur propagation dans des réactions en chaine
d’oxydation. Cette action permet de protéger les biomolécules cellulaires essentielles telles que les

lipides, les protéines et I’ADN contre les dommages oxydatifs. (Apak et al., 2007 ; Tsao, 2010)

Les radicaux libres, en particulier les especes réactives de 1’oxygene (ROS) et les espéces
réactives de 1’azote (RNS), sont des sous-produits normaux du métabolisme cellulaire, mais leur
accumulation excessive est toxique et provoque du stresse oxydatifs. Les sources peuvent &tre
endogenes (mitochondries, inflammation, enzymes oxydases) ou exogenes (pollution, tabac, rayons

UV, métaux lourds). (Pham-Huy et al., 2008)

Le stress oxydatif correspond a une situation de déséquilibre entre la production excessive de
radicaux libres et la capacité de défense antioxydante de I’organisme. Ce déséquilibre engendre des
dommages sur les lipides, les protéines, ’ADN, et perturbe le fonctionnement cellulaire normal,

contribuant a I’apparition de nombreuses maladies dégénératives. (Valko et al., 2007)

Les composés phénoliques sont de puissants antioxydants capables de neutraliser les radicaux
libres par « don d’un électron ou d’un atome d’hydrogéne ». Leur structure, riche en groupes
hydroxyle, leur permet de réagir avec les especes réactives de I’oxygene (ROS) et de ’azote (RNS),

interrompant ainsi la génération de nouveaux radicaux. La forme radicalaire formée est plus stable
11
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que le radical initial, grace a la « délocalisation des électrons » sur le noyau aromatique. De plus, les
polyphénols « chélatent les ions métalliques » (Fe?*, Cu®) impliqués dans la production des radicaux

libres. Cependant, ils peuvent parfois agir comme « pro-oxydants ». (Laughton, 1989 ; Apak, 2007)
Les principaux mécanismes d’action des polyphénols sont :
» Inhibition enzymatique

Grace a leurs multiples groupes phénoliques, les polyphénols interagissent fortement avec les
protéines, pouvant entrainer leur précipitation (utilisée dans le tannage du cuir). (Handique et al.,

2002)

Des études in vitro ont montré que, par exemple, la quercétine inhibe I’oxydation de I’acide
linoléique par une lipoxygénase non pas en complexant le fer, mais par liaisons covalente entre

I’enzyme et les dérivés oxydés de la quercétine. (Chebil, 2006 ; Rolo et al., 2009)
> Piégeage des radicaux libres :

Les composés phénoliques interrompent les réactions en chaine oxydatives par un mécanisme
de « don rapide d’un atome d’hydrogene », formant des radicaux phénoxy stables par résonance.

(Sokmen et al., 2012) Les flavonoides, surtout les flavanols, sont d’excellents piégeurs grace a :

e La présence de groupes « 3’,4’-dihydroxy » (catéchol) sur le noyau B

e Le «3-OH » sur le cycle C

e La double liaison « C2-C3 » conjuguée avec le groupe *4-céto*, favorisant la délocalisation
¢lectronique et donc I’activité antiradicalaire. (Fraga, 2007)

» Chélation des ions métalliques :

Les polyphénols chélatent le fer (Fe*") et le cuivre (Cu*), empéchant leur participation a des

réactions pro-oxydantes telles que la réaction de « Fenton ».

Fe2* +H,0, > Fe3* + *OH + OH-

Ainsi, en complexant ces métaux, les polyphénols bloquent leur activité redox. (Pietta, 2000)
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l. Description
I.1. Botanique

Curcuma longa L est une plante herbacée touffue, haute de moins d’un meétre. (Cheikh Ali,
2012) Les rhizomes se composent de plusieurs parties ; le rthizome commercialisé est le rhizome
primaire, il est ovale, allongg, piriforme et communément appelé « ampoule » ou curcuma « rond »,
les rhizomes secondaires sont plus cylindriques, mesurent 4 a2 7 cm de long pour 1 a 1,5 cm de large
et sont appelés « doigts », ils sont de couleur jaunatre a brun-jaunatre a I’extérieur et jaune ou jaune
orange a I’intérieur, leur odeur est aromatique, leur golit chaud et 1égérement amer. (Delaveau, 1987)
La feuille est grande lancéolée, de couleur vert uniforme faisant jusqu’a 50cm de long et 7 a 25cm de
large. (Bruneton, 2009) Les gaines des feuilles forment un pseudo tige courte, les limbes sont vert
foncé au-dessus, vert tres clair en dessous, criblés de points translucides. (Boullard, 2001) La tige est
longue, inflorescence sortant du cceur des feuilles de 12 a 20cm contenant beaucoup de fleurs. Les
fleurs blanches, non parfumées, possédent un calice tubulaire court présent 3 dents inégales, une
corolle tubulaire a sa base, puis divisée en 3 lobes jaunes inégaux, un ovaire infére, triloculaire,

surmonté d’un style terminé par un stigmate simple et en crochet. (Itokawa et al., 2008)

La figure suivante présente la plante du Curcuma longa.

Figure 01 : Les différentes parties de la plante Curcuma longa L. (Jourdan, 2015)
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I.2. Géographique

L’origine géographique exacte du curcuma est inconnue, mais il y a fort a parier qu’il pourrait
étre en Asie de Sud-est La répartition géographique du Genre s’étend de 1’Inde a la Thailande,
I’Indochine, la Malaisie, I’Indonésie et en fin au nord De 1’Australie. (Apavatjrut et al., 1999 ;
Velayudhan et al, 1999) Watt (1972) a signalé qu’il n’y a pas preuves concluantes pour montrer que

Curcuma longa est originaire de 1I’Inde, bien que plusieurs especes de curcuma se trouvent en Inde.

Sa culture s’est répandue dans d’autre pays. Il n’y a pas de littérature documentée disponible
sur I’origine et la distribution de I’ Afrique et du Sud de I’Amérique. (Islam, 2004) Le curcuma est
cultivé essentiellement dans les régions tropicales jusqu’a 2000 m metres d'altitudes. (Grugeau,

1995)
I1. Position systématique de la plante
La position systématique de cette plante est comme suit : (Fournier et al., 1947)

% Reégne : Planta

¢ Sous-régne : Viridiplantae
s Infra-régne : Streptophyta
s Classe : Tracheophyta

»  Sous-classe : Spermatophyta
s Infra-classe : Angiospermae
¢ Ordre : Zingiberales

s Famille : Zingiberaceae

» Sous-famille : Zingiberoideae
¢ Genre : Curcuma L.

s Espece : Curcuma longa L.
* Nom arabe : Kurkum

% Synonymes : Curcuma longa, safran des Indes, souchet de Babylone, terremérit
III. Composition chimiques

e Glucides (= 65-70%) : Le curcuma est majoritairement composé de glucides simples (glucose,
fructose, saccharose) et de polysaccharides spécifiques comme 1’ukonane A, connus pour leurs
propriétés immuno- modulatrices. (Boukeria et al., 2019 ; Shabani, 2015)

e Lipides (= 5-10%) : Les lipides du curcuma sont constitués principalement d’acides gras tels que

I’acide oléique, I’acide linoléique, ainsi que des phytostérols comme le campestérol, le
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stigmasterol et le B-sitostérol. Ces composés sont étudi€s pour leurs effets anti-inflammatoires et
leur role dans le métabolisme cellulaire, mais leur contribution reste plus significative dans le
domaine de la nutrition que dans 1’usage topique. (Shabani, 2015 ; Boukeria et al., 2019)
Curcuminoides (8—10%) : Le curcuma contient principalement trois curcuminoides : Curcumine ;
Déméthoxycurcumine ; Bisdéméthoxycurcumine. « curcumine » posseéde des propriétés
antioxydantes puissantes, ainsi qu’une activité antibactérienne prouvée, notamment contre des
souches telles que « Staphylococcus aureus» et « Escherichia coli ». Elle agit également comme
inhibiteur de la COX-2, contribuant ainsi a son effet anti-inflammatoire. (Aggarwal et al., 2006)
Huiles essentielles (1-3%) : Le curcuma contient des terpenes volatils comme le « curcumene »,
« zingibérene », « caryophylléne », « turmérone » et « curcuménone ».

Le turmérone est reconnu pour ses propriétés antibactériennes et antifongiques, contribuant a la
protection naturelle de la plante contre les agents pathogeénes. La curcuménone stimule les
fibroblastes et favorise la cicatrisation des tissus. (Shabani, 2015)

Minéraux (5%): Le curcuma contient du calcium, fer, magnésium, potassium, zinc, qui
participent a diverses fonctions biologiques, comme la division cellulaire, la synthese
enzymatique et le métabolisme.

Vitamines (traces< 1%) : Il contient de faibles quantités de vitamines B1 B2, B3, B9, C et E.
Méme a I’état de traces, elles participent a la stabilité¢ oxydative de la poudre et peuvent renforcer
I’action antioxydante des protéines. (Boukeria et al., 2019 ; Shabani, 2015)

Le tableau ci-dessous présente la valeur de ces composés dans 100g de curcuma.
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Tableau 03 : Valeurs nutritionnelles et énergétique du Curcuma Longa L. (Shahide, 2016)

Energie 354kCal Minéraux Vitamines
Eau 11.4¢g Calcium 183mg Vit Bl 0.5mg
Protéines 7.8¢g Magnésium. 193mg Vit B2 0.23mg
Lipides 9.9¢ Phosphor. 268mg Vit B3 5.14mg
Glucides 64.9¢ Fer. 41.1mg Vit B6 1.80mg
Fibres 21.1g Zinc. 44 mg Vit B9 39mg
Oméga 09 3.12¢g Potassium. 2525mg Vit C 26mg
Oméga 06 0.48¢g Mangangse. 7.03mg Vit E 3.1mg
Oméga 03 1.69¢ Cuivre. 603mg Vit K 13.4mg

IV. Utilisations
1. Utilisation alimentaire

Le rhizome est la partie utilisée de la plante. Il réduit en poudre est utilisé entant qu’épice
alimentaire pour renforcer la saveur des aliments et les conserver, et on utilise les épices comme
aromates, essentiellement végétales, pour 1’assaisonnement, la coloration et la conservation des
aliments ou des boissons, certaines épices sont aussi utilisées comme suppléments diététiques.

(Wichtl et Anton, 2003)
2. Utilisation médicinale

Le Curcuma longa L a fait ’objet de préparations thérapeutiques en vertu de ces propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires rapportées a travers les siecles dans
différentes parties du monde. On lui attribut méme des effets thérapeutiques semblables aux classes
de médicaments suivants: Les médicaments anti-inflammatoires, Antidépresseurs (Prozac),
Chimiothérapie, Anticoagulants (aspirine), Antidouleur, Médicaments contre le diabete
(Metformine), Médicaments contre I’arthrite, Médicaments contre les maladies inflammatoires de

I’intestin, Médicaments contre le cholestérol (Lipitor). (Wun, 2003)
3. Utilisation cosmétique
Le Curcuma a été utilisé comme un produit de beauté depuis des siecles. Il est un moyen peu

colteux et naturel de traiter plusieurs problémes de peau, et de cheveux, il est aussi bien utilisé dans
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les recettes de grands-meéres que dans le commerce sous forme de crémes, masques, savons, huiles et

shampooings. (Gupta et al, 2013)
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Notre travail consiste a évaluer I’activité anti-inflammatoire, anti-oxydante ainsi qu’antibactérienne
des deux échantillons ; le premier c’est des polyphénols extraits de la plante médicinale Curcuma
longa, le second échantillon est constitué de la poudre de la méme plante mélangée avec du miel

naturel.

En effet, notre étude expérimentale a été réalisée au niveau de hall de technologie, Faculté des

sciences, université 20 aout 1955 Skikda en 2 parties :

» Une 1 ére partie biochimique qui consiste en 1’extraction des polyphénols a partir des rhizomes
du Curcuma puis doser le taux du polyphénol totaux et des flavonoides, et tester leur activité
anti-oxydante et anti-inflammatoire. Elle a été réalisée au niveau du laboratoire de biochimie.

» Une seconde partie a été consacrée pour tester le pouvoir antibactérien de nos échantillons ;
Le miel naturel mélanger avec la poudre et les polyphénols sur cinq souches bactériennes de
références)

» Elle a été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie.

1. Matériel

I.1. Matériel végétal

Ce travail a porté sur les rhizomes secs de la plante médicinale Curcuma longa ; est une plante
largement reconnue pour ses propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes. Les
rhizomes utilisés dans cette étude ont ét¢ achetés aupres d’un herboriste spécialisé, qui les a lui-méme
importés d’Inde, un pays réputé pour la qualité exceptionnelle de son curcuma. Avant leur utilisation,
les rhizomes ont été soigneusement lavés a 1’eau claire afin d’éliminer toute impureté, puis séchés
dans un environnement sombre et bien aéré, a I’abri de la lumiére directe, afin de préserver la stabilité
des composés bioactifs. Une fois secs, les rhizomes sont broyés de maniére artisanale a 1’aide d’un
moulin électrique, permettant I’obtention d’une poudre fine utilisée pour la préparation des

échantillons.
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Rhizomes secs Poudre

Figure02 : préparation du matériel végétal. (original)
1.2. Miel naturel

Notre échantillon du miel et d’origine multiflore. Il a été collecté le mois de juin en 2024 d’une
région située dans 1’Ouest de la Willaya de Annaba, la zone forestiere de la commune de Berrahal a
coté du Lac Bleu montrée dans la figure ci-dessous, endroit tres riche en Eucalyptus globulus,

Ericaarborea et de la lavande sauvage (Lavandulasteochas).

Figure03 : Zone forestiere de la commune de Berrahal a co6té du Lac Bleu (Google Maps)
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I. 3. Souches bactériennes a tester

L’activité antibactérienne de nos échantillons a été testée sur cinq souches bactériennes : quatre
a Gram négatif a savoir, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, E. coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC13883 et Salmonella typhimurium ATCC 14028 et une souche a Gram positif';
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Les souches ont été aimablement fournies par le laboratoire de microbiologie faculté des
sciences universit¢ Badji Mokhtar Annaba ou elles ont été conservées a SC° dans des tubes stériles

contenant 10ml de gélose nutritive incling.
1.4. Matériel du laboratoire

L’ensemble des matériels et des produits utilisés dans notre travail seront cité au fur et a mesure

de leur utilisation.

1. Méthodes

II .1. Extraction des composés phénoliques a partir de la plante

L’extraction des polyphénols totaux a été effectuée par macération de la maticre végétale (80g)
dans le méthanol pendant 72h sous agitation permanente, avec renouvelement du solvant chaque 24h.
Les trois filtrats sont regroupés ensuit sont soumis a 1’évaporation a I’aide d’un évaporateur rotatif.
Les extraits secs des rhizomes de Curcuma longa L obtenus sont récupérés dans des boites de pétri

jusqu’a leur utilisation.

Macération Agitation Filtration Rotavaporation

Figure 04 : Etapes d’extraction des composés phénoliques. (Original)
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I1.2. Calcul du rendement en extrait sec

Pour déterminer le rendement de la plante en extrait sec en calculant le rapport suivant :

e Rdt(%)=(P1-P2/P3)x 100
e P1 : poids du ballon apres évaporation.
e P2 : poids du ballon vide avant évaporation.

e P3: poids de la matiere végétale de départ en poudre (80 g).

I1.3. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par

Wong et al., (2006)
» Principe de la réaction

Le réactif est constitué¢ par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
Phosphomolybdique (H3PMo012040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des phénols dans un milieu
basique, en un mélange d’oxydes bleus de tungstene (W8023) et de molybdéne (Mo80O23).
(Robbins, 2003) La coloration bleue ainsi produite est proportionnelle aux taux de composés

phénoliques et posséde une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm.
» Mode opératoire

Il consiste a mélanger 200 pl de 1’échantillon (0.5 mg dilué dans 1ml Méthanol) avec 1ml de
réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois diluée dans 1’eau distill¢). Les solutions ont ét¢ mélangées et
Incubées pendant 4minutes. Aprés 1’incubation, 800 pl de la solution de carbonate de sodium
Na2CO3 (75g /1) a été ajoutée. Le développement d’une couleur bleue est obtenu apres incubation a
I’obscurité et a température ambiante pendant 2 heures. Apres incubation, I’absorbance est mesurée

par un spectrophotometre a 765 nm.
Le blanc de la réaction ne contenant pas de 1’échantillon est réalis¢ comme le point 0 en pg/ml.

La concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir de I’équation de régression de
la gamme d’étalonnage établie avec de 1’acide gallique et est exprimée en microgramme ([Lg)

équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug d’EAG/mg d’extrait)
I1.4. Dosage des Flavonoides totaux

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI13) cité par Djeridane et al., (2006) est utilisée

pour quantifier les flavonoides.
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» Principe de la réaction

Cette technique est basée sur la formation d’un complexe tres stable, entre le chlorure d’aluminium

et les atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et 5 des flavonoides. (Lagnika, 2005)

» Mode opératoire

Briévement, 1 ml de chaque échantillon (0.5 mg dissous dans 1ml de Méthanol) a été ajouté a
Iml de solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Le mélange a ét¢ vigoureusement agité et
I’absorbance a 430 nm a été lue aprés 10 minutes d’incubation. Le control négatif contient tout le

mélange réactionnel sauf échantillon.

Le résultat est calculé a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec de la quercétine et exprimeé

en pg équivalent de la quercétine par mg d’extrait.

IL.5. Evaluation des activités biologiques

IL1.5.1. Teste de activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des polyphénols et du mélange (miel naturel et poudre des rhizomes)

de la plante médicinale Curcuma longa in vitro a été testée par deux méthodes :

+* La méthode de diffusion en puits.

+* La méthode de micro dilution en milieu liquide (microplaque).

a. Méthode de diffusion en puits

Il consiste a realiser des puits dans la gélose, qui sont par la suite remplis d’extrait a tester. Un
gradient de concentration de 1’extrait se forme par diffusion a partir du puit. La croissance

del’organismed’essai est inhibée a une distance du puit qui est liée a sa sensibilité.

e Préparation de I’inoculum

v' Préparation de pré culture

Les souches bactériennes a tester sont cultivées dans des boites de Pétri contenant de la gélose

nutritive (GN) et incubées pendant 18h a 24h a une température de 37°C, afin d’obtenir une culture

jeune et des colonies bien isolées.
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v’ Préparation de la suspension bactérienne

A partir d’une culture jeune, prélever & 1’aide d’un écouvillon 3a5 colonies bien isolées et
parfaitement identiques. Décharger 1’écouvillon dans 5 ml d’eau physiologique stérile, agiter
manuellement pour bien homogénéiser la suspension bactérienne. La standardisation de la
suspension est réalisée a 1’aide d’un spectrophotométre réglé a une longueur d’onde de 625nm. La

densité optique (DO), comprise entre0.08 et 0.1. (CA-SFM.2013)

e Ensemencement

v La gélose Mueller Hinton (MH) est coulée dans des boites de pétri. Apres
refroidissement et solidification de la gélose, la suspension bactérienne a tester est étalé a
la surface du milieu gélosé a 1’aide d’un écouvillon.

v Un puits de 8mm de diamétre a été creusé dans la gélose MH puis rempli par I’extrait
(1mg d’extrait dissous dans 1ml de DMSO)

v"Un autre puits témoin dans la méme boite est rempli par le DMSO.

v' Les boites de pétri sont ensuite fermées et laissées que 1’extrait diffusé a T° ambiante

pendant 15min, puis incubées a 37°C pendant 24h. (Ngameni et al., 2009)

e Lecture
La lecture se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition autour de chaque puits a

I’aide d’une régle.

N.B : On a opté pour le DMSO pour son innocuité vis-a-vis de microorganisme, et pour 1’absence
d’interférence avec I’extrait.
b. Méthode de micro-dilution en milieu liquide

La détermination de la plus petite concentration inhibitrice de la croissance bactérienne (CMI)
est réalisée par la technique de micro dilution en milieu liquide, a 1’aide d’une microplaque stérile

de 96 puits (8 x 12 puits) et une gamme de concentration d’extrait allant de 1 mg/ml a 10" °mg/ml.

v Déposer 5ul de I’extrait et 95 ul du Bouillon Mueller Hinton (BMH) stérile dans le puits 1,
ensuite déposer 50ul de BMH stérile dans les puits 2 a 10.
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v Une série de dilution au facteur % a été réalisée dans le BMH a partir de la solution mére du

puits1, par le transfert de 50ul de puits en puits jusqu’au puits 10 (le 50ul du dernier puits a

jeter). 1l faut bien mélanger le contenu des puits.

v Enfin, déposer 50ul de I’inoculum préalablement préparé dans chaque puits.

v La 11éme colonne qui contient 92ul de I’inoculum et 8ul DMSO sert de témoin positif. La

12éme colonne de la plaque qui contient uniquement le milieu BMH (100ul) sert de témoin

négatif.

v La micro plaque est incubée a 37 °C pendant 24h.

v’ La lecture est effectuée a I’ceil nu et la dont la CMI est la plus faible concentration de

I’extrait a laquelle aucune trouble n’est observé. (Eloff, 1998)

Chaque deux différents échantillons de bactéries ont été espacés par deux lignes de puits vides.

I1.5.2. Test de I'activité anti-oxydante

» Principe

La mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro de 1’extrait polyphénolique ainsi que du
mélange (miel naturel et poudre des rhizomes de la plante médicinale Curcuma longa) a été réalisée
par une technique chimique en mesurant leurs capacités de piéger le radical libre DPPHe(2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazil). (Zeghad, 2009) Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine en acceptant
un atome avec une transformation de sa couleur violette foncée en jaune lors de sa réduction, la
décoloration sera proportionnelle au nombre de protons captés peut étre suivie par une lecture

d’absorbance a 517nm, elle permet d’évaluer le taux de réduction du DPPH, et fournit un moyen pour

mesurer antioxydant de I’extrait étudié. (Gulcin et al, 2010)
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Figure 05 : mécanisme réactionnel du test DPPH entre I’espéce radicalaire DPPH et un antioxydant

(AH). (Michel, 2011)
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» Mise en ceuvre pratique

La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 10 mg de DPPH dans 250 ml de
méthanol (elle ne se conserve pas plus de 4-5 jours a -5C° et a I’obscurité). Un volume de 400ul de
I’échantillon (2 différentes concentrations) a été ajouté a 1600 pl de la solution de DPPH. Le mélange

réactionnel a été agite et incubé 30 min a I’obscurité. Les absorbances ont été mesurées a 517nm

contre le blanc (solution DPPH/méthanol)

-

400ml de Uextrait végétal a + 1600 ml de la solution
différentes concentrations de DPPH

v

Le mélange est incubé
30min a Uobscurité

\

Mesurée ’'absorbance 517nm
par spectrophotometre

~

Figure 06 : Test de Piégeage du radical libre DPPH
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L’acide ascorbique a été utilis€ comme antioxydant synthétique de référence. La capacité de
I’antioxydant a piéger le radical libre est estimée en pourcentage de décoloration du DPPHe en

solution dans le méthanol.

Le pourcentage d’activité antioxydante a ét¢ déterminé selon 1’équation suivante :

% Activité antioxydante = [Abs contrdle-Abs échantillon f Abs contrdle] x 100

Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 517nm.

Le parametre EC50 (concentration équivalente a 50% de DPPH perdu) est défini comme étant

la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activit¢ du DPPH (couleur).
I1.5.3. Test de P’activité anti-inflammatoire

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait végétal et du mélange a été réalisée in

vitro en utilisant deux méthodes :

» Méthode de dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA).

» Méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges.
a. Méthode de dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA)
» Principe

Cette méthode repose sur l'inhibition de la dénaturation des protéines, processus souvent associé¢ a
lI'inflammation aigué. Elle est largement utilisée comme mod¢le de criblage pour tester le potentiel

anti-inflammatoire de substances naturelles. (Mizushima et Kobayashi, 1968)

» Protocol
v Une gamme de concentration de nos échantillons ainsi que du contréle positif (diclofénac
100mg) a été préparé a partir d’une solution mere de 1mg/ml dans le DMSO suite a des
dilutions successives a raison de Y.
v 1ml de chaque dilution correspondante est ajouté a 1ml d’une solution aqueuse a 1% de
BSA.

v Le mélange a été incubé pendant 15 minutes & une température ambiante a I’obscurité.

<

Le mélangea été chauffé pendant 10 minutes a une température de 70°C.

v" Laisser refroidir a I’aire libre.
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v L’absorbance a été mesurée a 660 nm.
v" Un blanc (DMSO + eau distillée) et un controle négatif (BSA+ eau distillée) ont été

préparés.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine sérique bovine BSA a été déterminé

selon 1’équation suivante :

% d’activité anti inflammatoire = [(Abs contréle - Abs échantillon) / Abs controle |*100

solution BSA % Gamme de concentration

Chauffage 70°c

Refroidir a ’air libre

Figure 07 : Méthode de dénaturation de I’albumine BSA. (Original)
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b. Méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges

» Principe

Cette méthode repose sur le principe selon lequel I’inflammation est associée a la lyse des membranes
cellulaires, et qu'un agent anti-inflammatoire efficace peut inhiber cette lyse, en particulier celle des

érythrocytes exposés a des conditions stressantes (chaleur, hypotonicité).

> Protocole

v" Du sang humain a été prélevé sur un tube héparine pour éviter la coagulation, puis
centrifugé a 3000 tr/min pendant 10 minutes pour séparer le plasma. (Shinde et al.,
1999)

v Les globules rouges ont été lavés trois fois (2500 tr pendant 3 min) a ’aide d’une
solution saline isotonique (Na Cl 0,9 %) afin d’¢liminer les résidus plasmatiques.
(Oyedapo et al., 1995)

v Une solution de 10 % d’hématies dans Na CI (0,9 %) a été préparée et utilisée comme
suspension de base.

v’ Préparation du mélange réactionnel qui contient :

o 0,5 ml de la suspension de globule rouge (10%),

o 0,5 ml de chaque dilution de nos échantillons (extrait, mélange et
diclofénac) dont la gamme de concentration a été préparée de la méme manier
que la méthode précédente)

o 0,5 ml d’eau distillée

v' Ce mélange a été incubé a 37 °C pendant 30 minutes, puis centrifugé 5 min a
2500toures.

v L’absorbance de surnageant a été mesurée a 560 nm

v" Un blanc (DMSO + eau distillée) et un contrdle négatif (solution saline de globule

rouge a 10% + eau distillée) ont été préparés.
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Figure 08 : Méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges

Le pourcentage d’inhibition de la lyse de la membrane des globules rouges a été¢ déterminé

selon 1’équation suivante :

% d’activité anti inflammatoire = [(Abs contréle - Abs échantillon) / Abs controle]*100

I.6. Etude statistique

Les résultats des tests effectues sont exprimés en Moyenne + SEM par un logiciel (Graph
Pad.Prism. V 7.03). Les comparaisons multiples et le taux de signification est déterminée par le test
one way ANOVA. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil 0,05

(p<0.05).
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l. Rendement

Le rendement de I’extrait polyphénolique brut obtenu par macération des rhizomes de la plante

médicinale Curcuma longa est représenté dans le tableau suivant :

Tableau 05 : Caractéristiques de 1’extrait polyphénolique obtenu

Extrait Couleur Aspect Rendement

Orange foncé | Gel visqueux 8,03%

La couleur orange foncé et 1’aspect gel visqueux de D’extrait indiquent une richesse en
curcuminoides et en composés polyphénoliques, notamment la curcumine, qui est un pigment intense
responsable de cette teinte caractéristique. L’aspect gélatineux peut étre di a la présence de
polysaccharides ou de mucilages hydrosolubles extraits conjointement avec les composeés
phenoliques. (Ammon et Wahl, 1991)

Le rendement obtenu par macération méthanolique des rhizomes de Curcuma longa dans cette
¢tude est de 6,42 g d’extrait brut a partir de 80 g de poudre seche, soit un taux de rendement de 8,03 %.
Ce résultat s’inscrit dans la plage des rendements rapportés dans la littérature pour des extractions

similaires utilisant le méthanol comme solvant.

Par exemple, Mehmood et al. (2021) ont rapporté un rendement de 9,52 % a partir d’une extraction
a froid, tandis que Nawaz et al. (2019) ont obtenu un rendement de 11,26 % par macération a
température ambiante. De méme, Kotha et Luthria (2019) ont observé, selon les conditions
opératoires, des rendements méthanoliques variant entre 10 et 12 %. Bien que le rendement obtenu
dans notre étude soit légérement inférieur a ces valeurs, il demeure cohérent avec la variabilité
attendue en fonction de plusieurs facteurs tels que la granulométrie de la poudre, la durée de

macération, la température et le ratio solvant/matiére végétale.
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Par ailleurs, en comparaison avec d’autres solvants, notamment 1’éthanol, le méthanol tend a
fournir des rendements plus élevés dans I’extraction des métabolites polaires du Curcuma longa, en
particulier les curcuminoides. Jayaprakasha et al., (2006) ont, dans une étude comparative, obtenu un
rendement de 7,5 % avec 1’éthanol a 95 %, contre 10,2%  pour le méthanol dans les mémes
conditions expérimentales. Cette différence est généralement attribuée a la polarité Iégerement plus

¢levée du méthanol, qui améliore sa capacité d’extraction des composés phénoliques.

En somme, le rendement méthanolique obtenu dans ce travail (8,03 %) peut étre considéré comme
satisfaisant et représentatif d’une extraction efficace, et il témoigne d’une bonne récupération des

métabolites secondaires bioactifs présents dans les rhizomes de Curcuma longa.

Il.  Teneurs en composés phénoliques

L’¢étude quantitative de 1’extrait brut méthanolique des rhizomes du Curcuma longa ainsi que le
mélange miel naturel et poudre du curcuma au moyen des dosages spectrophotométrique permet de

déterminer la teneur totale des polyphénols et des flavonoides.
I1.1. Polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de nos échantillons a été réalisée selon la
méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Le taux total des polyphénols a été calculé a partir
de la courbe d’¢talonnage d’acide gallique et exprimé en pg équivalent d’acide gallique par mg

d’extrait (ug GAE/mg).

Les résultats obtenus sont mentionnés dans la figure (09)
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Figure9 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Teneur en polyphénols totaux (ug GAE/g extrait)

250

200
150 mExtrait de curcuma

B Mélange curcuma-miel
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50

Teneur en polyphénols totaux (ug
GAE/mg extrait)

Figure 10 : Teneurs en polyphénols totaux de I’extrait méthanolique et du mélange (poudre + miel)
du Curcuma longa
I1.2. Flavonoides totaux

La quantité des flavonoides a été¢ déterminée a partir de la courbe d’étalonnage de Quercétine et

exprimés en pg équivalent de quercétine par mg d’extrait (ug QE/mg).

Les résultats obtenus sont mentionnés dans la figure 11
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la quercétine
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Figure 12 : Teneurs en flavonoides totaux de 1’extrait méthanolique et du mélange du curcuma
longa

L’¢évaluation quantitative des composés phénoliques totaux dans les échantillons de Curcuma
longa a révélé une teneur significativement plus élevée en polyphénols dans le mélange curcuma-
miel comparativement a 1’extrait brut seul. En effet, la teneur en polyphénols totaux exprimée en
équivalent acide gallique (ung GAE/mg extrait) était de 224,3+0,03 pg GAE/mg pour le mélange
contre 191,6+0,87 ug GAE/mg pour I’extrait seul. Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés
par Ulewicz-Magulska et Wesolowski (2019), qui ont obtenu une teneur en polyphénols de 184,5 mg
GAE/g pour un extrait méthanolique de curcuma. Ce résultat peut s’expliquer par la contribution des
composé€s phénoliques présents dans le miel, connu lui-méme pour sa richesse en flavonoides et autres
antioxydants naturels. (Ferreira et al., 2009) La synergie entre les composés du curcuma et ceux du

miel pourrait également potentialiser I’extraction et la solubilisation des polyphénols.

Concernant la teneur en flavonoides totaux, exprimée en équivalent quercétine (ug QE/mg d’extrait),
I’extrait de Curcuma longa présente une teneur de 26,4+0,33 pg QE/mg, un résultat similaire avec
celles rapportés par Maheshwari et al. (2022), ou I’extrait méthanolique de Curcuma longa contenait
environ 25 a 28 mg QE/g de flavonoides totaux, confirmant ainsi la richesse de la plante en composés

flavonoiques. Alors que le mélange montre une teneur légerement inférieure de 22,65 £1,08ug QE/mg

Ce résultat suggere que bien que le miel soit riche en phénols, il pourrait diluer ou interférer
légeérement avec certains flavonoides spécifiques du curcuma. Il est aussi possible que certains

flavonoides du curcuma soient plus sensibles a I’environnement sucré et a I’effet réducteur du miel.
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Globalement, ces résultats confirment que Curcuma longa est une source riche en composés
antioxydants, principalement en polyphénols et flavonoides, et que son association avec le miel peut
augmenter certains effets bioactifs par effet synergique, particulierement en ce qui concerne les

polyphénols. (Aggarwal et al., 2007 ; Alvarez-Suarez et al., 2010)

I1l.  Activité antibactérienne de I’extrait méthanolique du Curcuma longa et du

mélange

L’activité antibactérienne des polyphénols extrait de la plante médicinale Curcuma longa ainsi
que du mélange (poudre de la plante et miel naturel) a été évalué sur cinq souches bactériennes de
références : Escherichia coli, Staphylococcies aureus, Salmonella typhimurium,

Klebseilla pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa, par deux méthodes : la méthode de diffusion

en puits et la micro dilution dans un Boillon Mueller-Hinton.

III.1. Méthode de diffusion en puits

La sensibilité des souches bactérienne testées par cette méthode se traduit par 1’apparition d’une
zone d’inhibition autour des puits. Les diametres des zones d’inhibition de la croissance microbienne

sont représentés dans le tableau suivant :
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Tableau 06 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induites par 1’extrait
polyphénolique brut et de la poudre mélangée avec du miel naturel de la plante Curcuma longa.

Absence d’inhibition :

Les tests réalisés par la méthode de diffusion en puits ont permis d’évaluer I’effet inhibiteur de
I’extrait polyphénolique brut de Curcuma longa ainsi que celui de son mélange avec du miel
naturel, sur différentes souches bactériennes. Les résultats montrent que 1’extrait seul présente une
activité antibactérienne variable selon la souche testée, avec une efficacité notable contre
Escherichia coli (24 £ 0.90 mm) et surtout Staphylococcus aureus (26 = 0.43 mm), indiquant une

bonne sensibilité de ces bactéries aux composés actifs présents dans le curcuma.

Le mélange avec le miel a entrainé des effets contrastés : un léger renforcement de I’activité a été
observé contre Klebsiella pneumoniae (18 = 0.07 mm contre 15 £+ 1.02 mm pour I’extrait seul),
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suggérant une possible synergie entre les composés du curcuma et ceux du miel. En revanche,
contre E. coli et S. aureus, I’effet du mélange est inférieur a celui de I’extrait seul, ce qui peut étre
da a une dilution des principes actifs ou a une interaction antagoniste. Pseudomonas aeruginosa et
Salmonella typhimurium ont montré une résistance, avec des zones d’inhibition similaires et
réduites (14 a 15 mm), ce qui est cohérent avec leur profil de résistance naturelle élevée aux agents

antimicrobiens.

L’absence de zones d’inhibition dans les puits contenant le t¢émoin DMSO confirme que I’activité
antibactérienne observée est exclusivement due aux extraits testés, et non au solvant utilisé. Ces
résultats soulignent le potentiel antibactérien prometteur du curcuma, notamment contre les
bactéries Gram-positives, et suggerent que son efficacité peut étre influencée par des interactions

avec d’autres substances naturelles comme le miel.

II1.2. Détermination de la CMI par micro dilution sur microplaque

L’¢évaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des extraits de Curcuma longa a été
réalisée par la méthode de micro dilution en microplaque, qui permet une analyse quantitative plus
fine de I’activité antimicrobienne en milieu liquide. Cette méthode consiste a observer, aprés
incubation de 24 h, la présence ou 1’absence de croissance bactérienne dans chaque puits, traduite

respectivement par un dépdt trouble ou par un aspect clair.

Le tableau ci-dessous représente 1’ensemble des concentrations minimales inhibitrices obtenues.
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Tableau 07 : Résultats des CMI obtenues par la méthode de micro dilution sur micro plaque de
I’extrait polyphénolique et de la poudre mélangée avec du miel naturel de la plante Curcuma longa

Puits 11 | 12-
Souch 112 |3 4 5 |6 |7 [8 |9 10 | T+ | T- | Echantillon

___©+++++++_Mé|ange

P,aeruginosa
+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ Mélange

S, aureus

S,typhimurium

K,pneumoniae

© CMI + : Présente de dépot - 1 Absence de dépot
T+ : Témoin positive T-: Témoin négative

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique brut et le mélange avec le miel possedent

une activité inhibitrice significative vis-a-vis de certaines souches bactériennes.

La souche Salmonella typhimuriuma présente la plus petite sensibilité, avec une CMI observée dés
le puits 1 pour I’extrait et pour le mélange, traduisant une faible efficacité antibactérienne. Une
activité similaire a été notée contre Klebsiella pneumoniae pour 1’extrait, avec une augmentation de
I’effet inhibiteur pour le mélange (CMI observée dés le puits 3), (Ferreira et al., 2009 ; Wang et al.,
2020) Cela met en évidence la complexité des interactions dans les mélanges naturels et souligne
I’importance CMI identique pour les deux échantillons, ce qui suggere que le miel n’alteére pas I’effet

du curcuma dans ce cas.
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En ce qui concerne Escherichia coli, la CMI a été atteinte au puits 5 pour 1’extrait et au puits 4
pour le mélange, ce qui montre une forte sensibilité de cette souche et un lourd renforcement de I’ effet
par 1’association avec le miel. La souche Staphylococcus aureusa également été inhibée de facon

modérée, avec une CMI détectée au puits 5 pour I’extrait et au puits 3 pour le mélange.

En revanche, Pseudomonas aeruginosa n’a montré¢ aucune inhibition significative jusqu’au dernier
puits testé, traduisant une résistance marquée a 1’égard des deux formulations, ce qui est cohérent

avec la nature résistante de cette souche aux agents antimicrobiens naturels.

L’ensemble des résultats obtenus a travers les deux approches, a savoir la diffusion en puits et la
micro dilution, met en évidence le potentiel antibactérien prometteur de Curcuma longa, en particulier
sous forme d’extrait méthanolique. Cette activité peut €tre attribuée a la richesse de cette plante en
composé€s bioactifs, notamment les curcuminoides, les polyphénols et certains terpenes, reconnus
pour leur capacité a perturber I’intégrité des membranes bactériennes, inhiber certaines enzymes ou

interférer avec la synthese des acides nucléiques. (Aggarwal et al., 2007 ; Daglia, 2012)

La sensibilité variable observée entre les différentes souches testées traduit une spécificité d’action,
souvent liée a la structure de la paroi bactérienne : les bactéries Gram-négatives, bien que
généralement plus résistantes, ont montré ici une sensibilit¢é marquée dans certains cas, ce qui
témoigne de la puissance des principes actifs du curcuma méme contre des souches réputées robustes.

(Guil-Guerrero et al., 2016)

Par ailleurs, ’association de la poudre des rhizomes du curcuma avec le miel naturel semble
moduler cette activité, de maniére différente selon les bactéries. Cette variation peut s’expliquer par
des interactions physico-chimiques entre les composés des deux substances : le miel, bien qu’il
possede lui-méme des propriétés antimicrobiennes, peut soit renforcer 1’effet du curcuma par synergie
(via des effets osmotiques, enzymatiques ou antioxydants), (Cavanagh et Wilkinson, 2002) soit, au

contraire, diluer les principes actifs ou altérer leur biodisponibilité.
IV. Activité anti-oxydante

L’efficacité d’extrait méthanolique de notre plante Curcuma longa et de I’acide ascorbique a
piéger le radical DPPHe, traduite par le taux d’inhibition (I%) en fonction des différentes

concentrations de chaque échantillon, est illustrée dans la (figure 13)
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Figure 13 : Activité anti radicalaire de I’extrait méthanolique et du mélange avec le miel de la

plante Curcuma longa et I’antioxydant standard acide ascorbique.

Les résultats exprimés en tant que pourcentage de 1’activité anti radicalaire révelent que ‘1’activité
inhibitrice vis-a-vis du radical DPPH de nos échantillons et aussi du standard , augmente
progressivement jusqu’a arriver a un plateau qui correspond a I’enrayement presque totale du DPPH
présent dans le milieu, en effet, I’acide ascorbique testé et le mélange avec le miel présente un pouvoir

anti radicalaire meilleur que I’extrait méthanolique dont ce dernier présente la plus petite activité vis-
a-vis du radical DPPH.

Le mélange montré un effet maximal de 89,45% envers le radical DPPH a une concentration de
1000 pg/ml, suivi de I’acide ascorbique avec un effet maximal de 88,45% a la méme concentration

et en fin arrive I’extrait méthanolique par un effet maximal modéré de 77,87%.

Un autre paramétre est introduit pour mieux caractériser le pouvoir anti-radicalaire ; la
concentration effectrice a 50% (EC50 aussi appelée 1C50) qui a été déterminée pour chaque
¢chantillon, est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité
de DPPHe (couleur), ou encore, c’est la concentration de 1'échantillon exigé pour donner une

diminution de 50%de 1'absorbance de la solution contrdle constituée de méthanol et DPPHe.

Le tableau (08) montre les valeurs IC50 de nos échantillons :
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Tableau 08 : Valeurs des IC50 de I’extraits méthanolique de la plante Curcuma longa et du
mélange ainsi que de 1’antioxydant standard (acide ascorbique).

Antioxydants Valeur d’IC50 (pg/ml)

Extrait méthanolique 120+ 0,56
Mélange 58+0,04
Acide ascorbique 37+0,23

La valeur d’IC50 est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante d’un composé. En
effet, plus elle est faible, plus I’activité anti radicalaire est appréciable.

Le mélange avec le miel et ’acide ascorbique, pris comme antioxydant de référence ont montré
une activité anti radicalaire trés puissante sur le radical libre DPPH, justifiée par leur valeur d’EC50
les plus basses obtenues expérimentalement qui sont respectivement de 584+0,04 pg/ml et 37+0,23

pg/ml.

Par ailleurs, la grande valeur d’IC50 pour I’extrait méthanolique indique clairement une capacité

antioxydante modérée (120+ 0,56pg/ml).

Nos résultats sont meilleurs par apport a ceux menée par Smith et al en 2020 sur le méme extrait

de la méme plante, qui a révélé une valeur de IC50 de 180 pg/ml.

Le pouvoir anti oxydant d’un composé est en relation directe avec sa nature et sa composition
chimique, il varie en fonction de la teneur en antioxydants (polyphénols totaux, flavonoides, acide
ascorbiques caroténoides, les sucres, acides aminés...etc.), en effet, les flavonoides ont toujours un
énorme potentiel antioxydant en piégeant ou en décomposant divers molécules impliquées dans la
production des radicaux libres (oxygene, ions métalliques, peroxydes) et en complexant les métaux

pro-oxydants. (Suznjevic et al, 2011)

V. Activité anti inflammatoire in vitro

L’¢tude de I’activité anti-inflammatoire in vitro d’extraits méthanolique du curcuma longa et du
mélange avec le miel, a été réalisée par deux méthodes ; I’inhibition de la dénaturation thermique de

I’albumine sérique bovine et la stabilisation de la membrane érythrocytaire vis-a-vis de I’hémolyse.

» Inhibition de la dénaturation thermique des protéines (BSA)

Cette méthode est basée sur la dénaturation thermique des protéines (BSA). La dénaturation des

protéines est I’une des causes de I’inflammation qui conduit a diverses maladies inflammatoires.
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Par conséquent, la capacité d’une substance a inhiber la dénaturation des protéines signifie un
potentiel apparent d’activité anti-inflammatoire. (Habibur et al., 2015 ; Osman et al, 2016)
La figure 14 : représente la variation du pourcentage de protection vis-a-vis de la dénaturation
thermique du BSA en fonction des différentes concentrations en échantillon. Ces résultats sont

comparés a ceux enregistrés par le diclofénac, considérée comme molécule de référence.
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Figure 14 : Pourcentages d’inhibition de la dénaturation du BSA par I’extrait méthanolique de la

plante Curcuma longa, le mélange et acide ascorbique

Des solutions de différentes concentrations de I’extrait et du mélange et de I’antiinflammatoire de
référence ont été utilisées dans ce test. D’apres les résultats, il apparait qu’il y a une relation
proportionnelle entre 1’augmentation de la concentration et le pourcentage d’inhibition de la

dénaturation de BSA par le diclofénac et par les deux échantillons étudiés.

Nos résultats montrent que le diclofénac a relevé une inhibition de la dénaturation du BSA
significativement supérieure a celle des deux échantillons. Pour une concentration de 1mg/ml le
diclofénac a relevé un pourcentage d’inhibition maximale de la dénaturation du BSA de 96,3%.
Concernant le mélange avec le miel, pour la méme concentration, le pourcentage d’inhibition est de
89,71% suivi de I’extrait méthanolique qui est de 69,54%. Le mélange avec le miel a un pourcentage
d’inhibition de la dénaturation du BSA significativement supérieur et plus considérable par rapport a

I’extrait méthanolique du curcuma.
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» Méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges

La stabilisation de la membrane des globules rouges a été utilisée comme méthode pour étudier
l'activité anti-inflammatoire in vitro, car la membrane érythrocytaire est comparable a la membrane
lysosomale et sa stabilisation implique que les extraits pourraient bien stabiliser les membranes
lysosomales. (Anosike et al, 2012) La stabilisation des lysosomes est importante pour limiter la
réponse inflammatoire en empéchant la libération de constituants lysosomaux de neutrophiles activés,
tels que les enzymes bactériennes et les protéases, ce qui entraine une inflammation supplémentaire
des tissus et des dommages lors de la libération des cellules supplémentaires et les enzymes

lysosomales libérées au cours de I'inflammation produisent divers troubles. (Mekhahli et al, 2021)

Figure 15 : représente la variation du pourcentage de protection vis-a-vis de la stabilisation de la
membrane des GR en fonction des différentes concentrations en échantillon. Ces résultats sont

comparés a ceux enregistrés par le diclofénac, considérée comme molécule de référence.
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Figure 15 : Pourcentage de la stabilisation de la membrane des globules rouge par 1’extrait

méthanolique de la plante Curcuma longa, le mélange et acide ascorbique

Des solutions de concentrations croissantes ont été testées pour évaluer 1’effet stabilisateur de
I’extrait méthanolique de Curcuma longa, de son mélange avec le miel ainsi que du diclofénac utilisé
comme anti-inflammatoire de référence. Le pourcentage de stabilisation des globules rouges,
indicateur de I’activité anti-inflammatoire, augmente proportionnellement avec la concentration pour

les trois échantillons.
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D’apres les résultats obtenus, le diclofénac a montré 1’effet stabilisateur le plus marqué, atteignant
environ 81,22 % a la concentration maximale, ce qui est conforme a son profil pharmacologique en
tant qu’anti-inflammatoire non stéroidien. Toutefois, le mélange curcuma-miel s’est révélé
significativement plus efficace que I’extrait seul a presque toutes les concentrations testées. A
1 mg/ml, le mélange a stabilisé¢ les membranes a hauteur de 77,3 %, contre 59,6 % pour 1’extrait brut
de curcuma, ce qui indique une amélioration notable de I’activité anti-inflammatoire lorsqu’il est

combiné avec le miel.

L’ensemble des résultats obtenus par les deux méthodes démontre que Curcuma longa posséde
une activité anti-inflammatoire significative, probablement liée a la richesse de son extrait en
curcuminoides, flavonoides et autres antioxydants naturels. L’efficacit¢ anti inflammatoire du
curcuma a ¢été renforcée avec le miel, cette amélioration pourrait étre due a des effets synergiques
entre les composés phénoliques du curcuma et les flavonoides ou autres constituants bioactifs
naturellement présents dans le miel, connus pour leurs propriétés anti-inflammatoires. (Eteraf et al.,

2013)

Ces données confirment I’intérét thérapeutique potentiel de Curcuma longa comme agent anti-
inflammatoire naturel, et ouvrent des perspectives d’utilisation en formulation combinée avec

d’autres produits apicoles dans le domaine pharmaceutique ou cosmétique.
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Conclusion

L’¢évaluation des propriétés phyto-thérapeutiques, voire anti-inflammatoire,
antioxydante et antibactérienne demeure une tache tres utile et une piste intéressante a explorer ; de
ce fait la médecine actuelle remet de plus en plus a I’honneur les plantes médicinales qui sont
utilisées depuis longtemps dans presque tous les pays comme reméde aux maladies humaines grace
a leur composition riche en molécules biologiquement actives. Cette étude vise a évaluer I’activité
antioxydante, anti-inflammatoire, antibactérienne, d’un extrait obtenu par macération dans le
méthanol du Curcuma longa et du mélange ; poudre des rhizomes secs de cette plante avec du miel

naturel.

L'évaluation quantitative des composés phénoliques par la méthode de Folin-Ciocalteau et
'analyse des flavonoides par la méthode AICI3 ont montré que le Curcuma longa est plus riche en

polyphénols et en flavonoides que le mélange avec le miel.

L'activité antibactérienne in vitro de I'extrait et de son mélange a été déterminée par la méthode
de diffusion en puits et la méthode de détermination de la CMI par micro-dilution par microplaque
qui ont montré que 1’activité antibactérienne du mélange donnait de meilleurs résultats contre
différents types de bactéries par rapport a I’extrait de curcuma seul, en effet, 1’association de la
poudre des rhizomes du curcuma avec le miel naturel semble moduler cette activité, de maniére

différente selon les bactéries

Le mélange avec le miel et ’acide ascorbique, pris comme antioxydant de référence ont montré
une activité anti radicalaire trés puissante sur le radical libre DPPH suivi d’une activité modérée de

I’extrait polyphénolique.

Les tests évaluant l'activité anti-inflammatoire in vitro ; le test de dénaturation des protéines BSA
et le test de stabilité de la membrane nous ont montré une importante activité anti inflammatoire des
¢chantillons étudiés en comparaison avec celle du médicament anti inflammatoire de référence
diclofénac, Cependant, le mélange avec le miel a un pouvoir anti inflammatoire significativement

supérieur et plus considérable par rapport a I’extrait méthanolique du curcuma.

D’aprées les résultats obtenus, on peut dire que 1’efficacité thérapeutique du curcuma notamment
anti inflammatoire, anti oxydante et anti bactérienne sont renforcée avec le miel, cette amélioration
pourrait étre due a des effets synergiques entre les composés phénoliques du curcuma et les
flavonoides ou autres constituants bioactifs naturellement présents dans le miel, connus pour leurs

propriétés thérapeutiques.
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Conclusion

L'ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique de l'usage traditionnel des
plantes étudiées et confirme encore une fois la pertinence des remeédes traditionnels dans le traitement
de nombreuses maladies. Toutefois, nos résultats ne constituent qu'une ébauche dans le domaine de
recherche et nécessite des études ultérieures qui devraient étre orientées vers 1’établissement des
posologies efficaces, I’isolement et la caractérisation des molécules ainsi que la recherche des
mécanismes d’action d’extrait de Curcuma longa et son mélange avec le miel dans le but de corréler

les activités pharmacologiques aux constituants chimiques qu’elles renferment.
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