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Résumé

L'objectif de notre travail est I’étude bibliographique de l'activité antioxydante et
I’activité antibactérienne de curcumine et du complexe pS-cyclodextrine/curcumine. Nous
avons déterminé la méthode d'extraction du curcumine la plus convenable, qui donne un bon
rendement. D'autre part, nous avons effectué une autre étude théorique sur la complexation du
curcumine avec les cyclodextrines pour savoir I'effet de la cyclodextrine sur les propriétés
(stabilité, solubilité et biodisponibilité) et I’efficacité (activité antioxydante et antibactérienne)
du curcumine. Nous avons trouvé que la cyclodextrine amélioré les propriétés de la

curcumine et a augmenté leur activité antioxydante et antibactérienne.

Mots clés: curcumine, cyclodextrine, extraction, antioxydante, antibactérienne.
Abstract

The objective of our work is the bibliographic studies of antioxidant activity and
antibacterial activity of curcumin and complex S-cyclodextrin/curcumin. We have determined
the most suitable of extracting curcumin, which give a good yield. On the other hand, we have
carried out another theoretical study about the complexation of curcumin with cyclodextrins
to find the effect of cyclodextrin on the properties (stability, solubility and bioavailability) and
efficiency (antioxidant and antibacterial activity) of curcumin. We have found that
cyclodextrin enhanced the properties of curcumin and increased their antioxidant and

antibacterial activity.
Keywords : curcumin, cyclodextrin, extraction, antioxidant, antibacterial.
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Introduction générale

Depuis des milliers dannées, les produits naturels d'origine vegétale ont
toujours été une source importante d'agents thérapeutiques. Actuellement, environ 25-30% de
tous les médicaments disponibles pour le traitement des maladies sont dérives des produits
naturels (des plantes, des animaux, des bactéries et des champignons) ou sont des dérivés de
produits naturels. La recherche sur les produits naturels dans I'industrie pharmaceutique a
connu un lent déclin [1].

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I'élaboration des médicaments. L'organisation mondiale de la santé (OMS), a signalé que les
plantes médicinales seraient la meilleure source pour obtenir une variété de médicaments
efficaces et moins nocifs. Ce retour aux plantes medicinales a été le seul refuge et la bonne
solution vis-a-vis la diminution de [l'efficacité des médicaments et des antibiotiques
synthétiques en plus, de leurs effets secondaires inquiétants [2].

Le curcuma, Curcuma domesticaVal ou Curcuma longal, est une plante vivace
appartenant a la méme famille que le gingembre (les Zingiberaceae). Il est cultivé sous les
tropiques, le rhizome est la partie utilisée de la plante [3]. Il réduit en poudre jaune.
Cependant le curcuma est connu de toutes les meédecines savantes surtout la médecine
grecque et la médecine ayurvedique [4].

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, elle a été isolée pour la premiére fois en 1815 mais il a été confirmé et synthétisé en
1910, la curcumine présente un grand nombre de propriétés pharmacologique tres
intéressantes comme [’activité antioxydante, D’activité¢ anti inflammatoire et [’activité
anticancéreuse [3]. Elle posséde une application trés intéressante dans 1’industrie
pharmaceutique en raison de ces nombreuses propriétés pharmacologique, mais son potentiel
optimum est limité en raison de leur faible biodisponibilité et solubilité dans le corps humain.
Pour surmonter le probléeme et pour améliorer leur activité, les auteurs ont pensé a
lacomplexation avec les cyclodextrines et en particulier avec la 5-CD.

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques formés a partir de la
dégradation enzymatique de I'amidon. Elles sont peu couteuses et ont meilleures propriétés
physiques, chimiques et biologiques. Elles ont été utilisées comme excipients
pharmaceutiques pour des substances hydrophobes et comme agents solubilisants et
stabilisants. Les cyclodextrines présentent une structure avec une "cavité" leur permettant de

donner naissance a des complexes d'inclusion [5].
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C'est dans ce contexte que s'inscrit notre travail, qui a pour objectif de faire une étude
bibliographique sur Il'activité antioxydante et antibactérienne de curcumine et du complexe /-
cyclodextrine/curcumine. Ce manuscrit est structuré en quatre chapitres; dans le premier
chapitre, nous avons réalisés une étude bibliographique sur le curcuma, ensuite nous avant
¢tudié les différents procédés d’extraction des plantes médicinales, le deuxiéme chapitre est
consacré a I’activité antioxydante et 1’activité antibactérienne, tandis que le troisieme chapitre
a regroupé les informations sur les cyclodextrines. Dans le quatrieme chapitre, nous avons
présentés une étude théorique et comparative concernant les axes principaux de ce travail : les
méthodes d'extraction de curcumine, la complexation de curcumine avec les cyclodextrine et
I’activité biologique de curcumine et du complexe CD/Curcumine.

Nous terminons par une conclusion générale qui résume les résultats les plus

concluants obtenus de cette étude.
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Chapitre | Etude bibliographique sur le curcuma

I.1.Introduction

La recherche de substances naturelles bioactives issues du régne végétal, et I'étude de
plantes possédant des propriétés pharmacologiques et aussi potentiellement valorisables dans
les domaines cosmeétique, alimentaire et pharmaceutique, parmi les themes-phares des projets
de recherche actuels dans le monde, Curcuma est I’une de plus étudié. Des préparations a
base des plantes et des molécules extraites de Curcuma avérées posséder des larges variétes

de proprietés pharmacologiques contre nombreuses des maladies humaines.

L’épice dorée ou 1’épice de vie. Le curcuma rhizome réduit en poudre est utilisé en
tant qu’épice alimentaire pour renforcer la saveur des aliments et les conserver, et comme
colorant des aliments et des textiles. Il est utilisé aussi depuis des siecles en médecine
traditionnelle indienne et chinoise. Le curcuma fourni par une Zingibéracée (proche du
gingembre et de la cardamone). La poudre a une saveur poivrée et amére. La couleur jaune
gu'elle confere est principalement causée par la curcumine, un pigment phénolique elle a été
isolée pour la premiére fois en 1815 a un grand nombre de propriétés pharmacologiques
remarquables : c'est un puissant agent anti-inflammatoire sans effet toxique aussi il exerce une
activité action activité anticancéreuse. Mais La principale activité de curcumine est I’activité

antioxydante.
1.2.Etymologie

Son nom scientifique est le Curcuma longa. Il se nommait jadisensanscritHaidara ou
Gauri et en hindi Haldi. Il est connu par les Arabes sous le terme de Kourkoum, d’ou le terme
européen Curcumine dérive. Curcuma est connu depuis des millénaires surtout en Asie .il est
parfois qualifié de safran indien, safran des Indes, safran du sud ou safran des pauvres. La
ressemblance de sa poudre avec I’ocre minéral précieux a donné le terme turmérique, souvent
utilisé aux Indes et par les Anglais et qui dérive du latin terra-mérita et du francais médiéval
terre-mérite [6].

1.3.Histoire du curcuma

L’Atharvavedaest le premier texte Hindou qu’était donné un rapport sur le curcuma. Il
présent qu’avant 6 000 ans le curcuma était utilisé pour chasser la jaunisse et pour le
traitement de lepre. Aussi le curcuma a été répertorié comme plante colorante dans une plante
assyrienne. 1l y a un grand débat sur l'origine du curcuma. D’un part Marco Polo, en 1280 qui

mentionné que le curcuma poussant dans le Fokienrégion de Chine. d’autre part des preuves
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indiquent que le curcuma était cultivé en Inde depuis les temps anciens, mais si le curcuma

qu'ils utilisaient était curcuma Longa ou une autre espéce a rhizome jaune [7].

Malgré ’origine du curcuma n’est pas clairement identifié¢. Mais on peut penser qu’il est

originaire d’Inde ainsi que les autres espéces du genre curcuma [7].
I.4.Description botanique de la plante

C'est une plante herbacée vivace de 60-100 cm de hauteur avec une tige courte et
grandes feuilles gainates. Les Feuilles sont treés longs avec des lames elliptiques, en touffes
jusqu'a 1m ou plus longue, la tige est aussi longue que la lame, et dont le pétiole, effilé a la
base. Les Fleurs sont généralement jaunes et assemblées en épi, mesurent entre 10-15 cm de
long, leur pédoncule mesure 15 cm de long. Il caché par les gaines des pétioles, quand il

fleurit les bractées vert clair deviennent violettes [8].

Le curcuma commercial se compose de rhizome primaire il est ovale, oblongs,
piriforme, généralement appelé Curcuma « bulbe » ou « rond ». Les rhizomes secondaires
sont plus cylindriques, mesurent entre 4—7 cm de long et 1 a 1,5 cm de large appelé « doigts ».
Extérieurement jaunatre ou brun jaunatre. Intérieur jaune ou jaune orangé, L'odeur est

aromatique et le godt chaud et un peu amer [8].

Fig.l1.1. Schéma et photographie de la plante Curcuma longa L[9].

I.5.Composition chimique

Pour 100 g de partie comestible, la poudre de curcuma contient approximativement :
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Composants Quantités
Eau 1149
Energie 1481 kJ (354 kcal)
Protéines 780
Lipides 9990
Glucides 64,9 ¢
Dont Amidon :45 & 55% de la
composition totale
Fibres alimentaires 21,19
Ca 183 mg
Mg 193 mg
P 268 mg
Fe 41,4 mg
Zn 4,4 mg
Vitamine A Traces
Thiamine 0,15 mg
Riboflavine 0,23 mg
Niacine 5,14 mg
Folate 39 ug
Acide ascorbique 25,9 mg

Tableau I.1. Composants contenus dans 100 g de curcuma

Par distillation a la vapeur d’eau, les rhizomes produisent 2 & 7% d'huile essentielle,

qui est rouge orangé et légerement fluorescente. Ses constituants principaux sont un

sesquiterpene, lezingibérene (25%) et ses dérivés cétoniques : la turmérone (35%) et l'ar-

turméronedéhydroturmérone) (12%). (Fig.1.2). L'huile essentielle de curcuma se compose

également en petites quantités de monoterpenes oxygenés, associés a de petites quantités de

sesquiterpénes hydrocarbonés et de monoterpénes hydrocarbonés. La contribution relative de

chaque composant a I'aréme et a la flaveur est mal connue. L'ardme de I'huile essentielle

distillée a la vapeur est différent de celui de I’épice [10].
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Fig.1.2. Structure chimique des principaux constituants de I’huile essentielle de curcuma

L'extraction du rhizome a l'alcool éthylique, a I'acétone ou au chlorure de méthyléne
donne 6a 10% d'oléorésine, qui contient 35 & 45% de curcumine (Fig.1.3) et de ses dérivés, la
déméthoxycurcurmine et la bisdéméthoxycurcumine, connues sous le nom collectif de
curcuminoides. Ces composés donnent au curcuma sa couleur jaune orangeé, alors que I'huile

essentielle lui confére son ardme et sa flaveur typiques [10].

O OH

AN N

OH
HO

OCH, OCHj

Fig.1.3.Structure chimique de curcuminel,7-bis(4-hydroxy-3-méthoxyphényl) -1,6-
heptadiéne-3,5-dione.

1.6.Curcumine

La curcumine a été isolée pour la premiére fois en 1815 par VVogel et Pelletier, obtenue

pure sous forme cristallineen 1870 par Daube, et finalement identifiée son structure chimique
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1,7-bis(4-hydroxy-3-méthoxyphényl) -1,6-heptadiéne-3,5-dione ou diferuloylmethane) par
Roughley et Whiting. Elle a été synthétisée en 1918 par Milobedzka et Lampe [8].

1.6.1.Propriétés de curcumine
I .6.1. a. Solubilité de la curcumine

La curcumine est une poudre jaune-orange presque insoluble dans 1’eau (0,6 pg/mL)et
I’éther, mais soluble dans 1’éthanol, le méthanol, le diméthylsulfoxyde (DMSO) et 1’acide
acetique glacial (index Merck). La curcumine est jaune-orange pour un pH compris entre 2,5

et 7, et rouge a pH supérieur a 7.8 [11].
1.6.1.b. stabilité de curcumine

La stabilité de la curcumine dans les milieux aqueux s'améliore a pH élevé (> 11,7. La
curcumine est stable dans un milieu acide mais pas neutre et basique, dans une condition
physiologique elle se dégrade en acide férulique et en feruloylméthane.La plupart de la
curcumine (> 90%) se dégrade rapidement pendant 30 min de placement dans des systemes
tampons au phosphate de Ph=7,2. La curcumine est plus stable dans la culture cellulaire
moyenne contenant 10% de sérum de veau et dans le sang humain, <20%la curcumine se
dégrade en 1 h et environ 50% a 8 h. trans-6- (40 Hydroxy-30-méthoxyphényl) -2,4-dioxo-
hexénal est un produit de dégradation majeur ; vanilline, l'acide férulique et feruloylméthane
sont des produits de dégradation mineurs. La quantité de vanilline augmente avec le temps
d'incubation. De plus, la curcumine semble étre stabilisée en formant des complexes avec la

cyclodextrine [11].
1.6.1.c. Absorption

Les études réalisées sur la curcumine ont montré que son administration orale aboutit
a des concentrations sériques extrémement réduites. En effet, la biodisponibilité de la
curcumine par voie orale est faible : elle est peu absorbée par le tractus digestif et une grande
partie de la dose administrée (environ 40 a 75 %) est excrétée dans les féces, 35 % environ

sous forme inchangée, 65 % sous forme de métabolites, majoritairement inactifs.

De fagon a comparer les concentrations sériques maximales obtenues, la curcumine a
¢été administrée par voie orale a la dose de 2 g/kg chez le rat et de 2 g chez ’homme. Chez le
rat, le pic est de 1,35+0,23 pg/ml et est atteint rapidement (50 min). Chez I’homme, la
concentration sé€rique reste quasiment indétectable ou extrémement faible (0,006+0,005 pg/ml

a 1 h). Les niveaux sériques obtenus chez 1’homme et le rat ne sont pas directement
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comparables, mais dans les deux cas, I’administration de curcumine par voie orale ne permet

pas d’obtenir des concentrations circulantes suffisantes pour une activité systémique[12].
1.6.2. Activité biologique de curcumine
1.6.2.a. Activité antioxydante

Unnikrishnanet coll, et Rao et coll (Sharma, 1976 ; Ruby et coll., 1995 ; Sugiyama
et coll., 1996) ont étudié les propriétés antioxydantes de la curcumine et de ses trois dérivés
(déméthoxycurcumine, bisdéméthoxycurcumine et d’acétylecurcumine). Les auteurs ont
démontré que ces substances fournissent une protection de I'némoglobine contre I'oxydation a
une concentration aussi faible que 0,08 mM, a I'exception du diacétylecurcumine, qui a peu
d'effet sur l'inhibition de I'oxydation induite par les nitrites de I’hémoglobine. L'effet de la
curcumine sur le LPO a également été étudié dans divers modeles par plusieurs auteurs.
Curcumine est un bon antioxydant et inhibe le LPO dans les microsomes du foie de rat, les
membranes érythrocytaires et le cerveau homogénat. L'activité antioxydante de la curcumine
pourrait étre médiée par des enzymes antioxydantes telles quesuperoxydedismutase, catalase
et glutathion peroxydase. Il a été démontré que la curcumine sert réagissant avec le glutathion
et la thiorédoxine. La réaction de la curcumine avec ces agents réduit le GSH intracellulaire
dans les cellules. La suppression de LPO parla curcumine pourrait conduire a la suppression
de l'inflammation. En fait, la curcumine s'est avérée étreau moins dix fois plus actif comme

antioxydant que méme la vitamine E [13].

1.6.2.b. Activité anti-inflammatoire

Pris oralement, le curcuma démontre des activités antiinflammatoires directes :

v"inhibition de la formation de leucotrienes,
v’ inhibition de I’agrégation plaquettaire,
v Promotion de fibrinolyse,
v Inhibition de la réponse neutrophile a divers stimuli durant le processus
inflammatoire.
v" inhibition de lipoxygénase et de cyclooxygénase, et stabilisation de la membrane
lysosome.
Dans de nombreux expérimentaux, la fraction huileuse volatile (huile essentielle) de
Curcuma longa montre une activité anti-inflammatoire son effet dans ces études est
comparable a la cortisone et a la Phénylbutazone, la curcumine se révele étre tres efficace en

cas d’inflammation aigue, avec une activité¢” aussi importante que la phénylbutazone, alors
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que sur les inflammations chronique son activité n’est que de 50 %. Cependant, elle a
I’avantage de ne pas présenter de toxicité. Mukhopadhyay publie en 1982 une étude
expérimentale sur les rats, par ordre d’efficacité : Sodium
curcumine>Tetrahydrocurcumin>curcumine> cortisone > phénylbutazone >triethylcurcumine
[14].

Le curcuminate de sodium est obtenu en mélangeant du curcuma et du citron. Ce
mélange est un reméde traditionnel pour les douleurs articulaires et les douleurs musculaires.
Ammon a montré que 1’activité anti-inflammatoire peut étre imputable a I’inhibition de la 5-
lipooxygénase des neutrophiles (péritoine de rat) et de la 12-lipoxygénase et de I’activité
cyclooxygénase des plaquettes humaines. Depuis, de nombreuses études biochimiques ont
expliqué cet effet anti-inflammatoire par I’inhibition de multiples facteurs impliqués dans
I’inflammation (phospholipase lipoxygénase, cyclooxygénase 2, leucotriénes, thromboxane,
prostaglandines, oxyde nitrique, collagénase, élastase, hyaluronidase, monocyte
chemoattractant protein-1, interferoninducible protéine, facteur de nécrose tumoral,
interleukine-12), comme 1’a montré Chainani Wu dans une étude bibliographies extensive de
1966 a 2002 [14].

1.6.2.c. Activité anticancéreuse

Plusieurs études indiquent que la curcumine est un puissant agent anticancéreux. (La
tumorigénes de la peau, glande mammaire, cavité buccale, estomac, cesophage, intestin,
cblon, poumon et le foie se sont avéerés étre supprimés par la curcumine[13]. L’effet
protecteur de la curcumine contre les dommages radicalaires sur les lipides de 'ADN peut
servir de mécanisme significatif pour aider a réduire le risque de cancer chez certains
individus. Des chercheurs ont suggéré que la curcumine inhibe la croissance des cellules
tumorales par des moyens provoquant l'apoptose (mort cellulaire) et que les génes associés a
la Prolifération cellulaire et a l'apoptose pourraient avoir une action chémopréventive.
D'autres travaux émettent I'hypothése que la capacité de la curcumine a neutraliser les
radicaux libres et a inhiber I'oxyde nitrique (impliqué a la fois dans l'inflammation et dans le
cancer) pourrait expliquer ses activités. La curcumine a une forte capacité d’inhiber in vitro la
prolifération de cellules cancereuses de prostate en interférant avec l'activité des protéeines de
signalisation, caractéristique des processus de croissance. La curcumine est un composant sur
pour la prévention du cancer et sa thérapie. In vitro, elle induit I'apoptose mais le mécanisme

d'initiation reste encore peu connu [15].
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1.6.2.d. Activité antifongique

Substances et extraits isolés de différentes substances naturelles, en particulier les
plantes, ont toujours été un arsenal riche contre les infections fongiques et la détérioration. D
a l'utilisation traditionnelle extensive du curcuma dans les produits alimentaires, diverses
recherches ont été effectuées afin d’étudier la curcuma et curcumine dans le but de contréler
la détérioration fongique et pathogénes fongiques. L'étude de l'addition de la poudre de
curcuma dans la culture de tissus végétaux a montré que le curcuma a 0,8 et 1,0 g/ L a une
activité inhibitrice appréciable sur les contaminations fongiques. L'extrait de méthanol de
curcuma a démontré une activité antifongique contre Cryptococcose neoformans et
Candidaalbicans avec MIC des valeurs de 128 et 256 pg / ml, respectivement. L'étude
d'extrait d’hexane de C. longa a 1000 mg / L démontré un effet antifongique contre
Rhizoctoniasolani, Phytophthora infestans et Erysiphegraminis. Il a également été démontré
que 1000 mg / L. d’extrait d'acétate d'éthyle de Curcuma longa présentaient un effet
inhibiteur contre R. solani,P. infestans, Puccinia recondita, et Botrytis cinerea. La curcumine
a 500 mg / L a également montré une activité antifongique contre R. solani, Pu. recondita et
P. infestans. La curcumine et I'huile de curcuma exercent un effet antifongique contre deux
champignons phytophages, a savoir, Fusariumsolani et Helminthosporium oryzae. L'huile de
curcuma a montré l'activité antifongique la plus efficace contre F. solaniet H. oryzae avec une
Clso de 19,73 et 12,7 ug / ml, respectivement [16].

1.6.2.e. Activité antibactérienne

L'étude antibactérienne sur 1’extrait aqueux de rhizome de curcuma longa a démontré
la valeur de CMI est de 4 a 16 g/L et la valeur de CBM est de 16 a 32 g/L contre S. epidermis
ATCC 12228, Staph. Aureus ATCC 25923, Klebsiellapneumoniae ATCC 10031 et E.coli
ATCC 25922. L'extrait de méthanol de curcuma a révélé des valeurs de CMI de 16 pg / ml et
128 ug / mL contre Bacillus subtilis et Staph. Aureus, respectivement. L'étude de I'hexane et
de I'extrait de méthanol de curcuma et des curcuminoides (a partir d'extrait d'acétate d'éthyle
de curcuminoides isolé de Curcuma longa avec 86,5% de curcumine) contre 24 pathogénesles
bactéries isolées du poulet et des crevettes ont montré 1’activité antimicrobienne la plus élevée
pour l'extrait d'éthanol avec la valeur CMI de 3,91 a 125 ppt. L'hexane et le méthanol des
extraits de Curcuma longa ont démontré un effet antibactérien contre 13 bactéries, comme

Vibrioharveyi, V. cholerae, Streptococcus agalactiae, etc ...L'huile de curcuma comme sous-

10
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produit de la fabrication de la curcumine s'est également efficace contre B. subtilis, B.
coagulans, B. cereus, Staph.aureus, E. coli et P. aeruginosa [16].

1.6.2.1. Activité” antithrombotique : inhibition de I’agrégation plaquettaire

L’inhibition de 1’agrégation plaquettaire du curcuma et de la curcumine semble par
I’inhibition des thromboxanes (promoteur de 1’agrégation plaquettaire) et 1’activation des
prostacyclines (inhibiteur de 1’agrégation) Shah en 2000 précise que I’activité antiplaquettaire
passe par une inhibition du FAP ainsi que la production de thromboxane A2 par les
plaquettes. Lee en 2006 trouve qu’aromatique-turmerone (ar-turmérone)est plus puissant que

’aspirine pour I’activité antiplaquettaire [14].
1.6.3. Baisse du niveau de cholestérol

La curcumine a démontré in vivo sa capacité de diminuer les taux de cholestérol total
et de LDL cholestérol ainsi qu'il augmente le taux de LDL cholestérol dans le sérum chez
I'nomme, une étude indienne a montré que chez 10 volontaires prenant 500 mg de curcumine
par jour, les niveaux de HDL ont augmenté de 29 % en sept jours. Dans le méme temps, le

cholestérol total diminuait de 11,6 % et la peroxydation lipidique était réduite de 33 %[15].
1.7.Méthodes d’extraction

L'utilisation de plantes, dans divers domaines tels que l'industrie pharmaceutique, la
pharmacie et l'alimentation nécessite des méthodes efficaces pour extraire la substance
active ; Il existe différents procédés d'extraction, mais le choix de la méthode utilisée définit

obligatoirement de la nature de la molécule a extraire.

L’extraction et la séparation de la curcumine de la poudre de Curcuma aient été rapportées il
y a bien longtemps en 1815, des méthodes d'extraction améliorées et plus perfectionnées sont
toujours rapportées, méme apres deux siécleset les méthodes d'extraction Soxhlet,
d'extraction par ultrasons, par micro-ondes [17]. d'affinage par zones et par immersion ont été
essayees. Parmi celles-ci, les extractions par Soxhlet, par ultrasons et par micro-ondes sont les
méthodes les plus couramment utilisée. Cette extraction fait par des différents solvants
hexane, I’acétate d’éthyle, I’acétone, le méthanol, etc. Dans les solvants utilisés, I'é¢thanol s'est
avéré étre le solvant le plus préféré pour extraire la curcumine. Bien que les solvants chlorés

extraient tres efficacement la curcumine du Curcuma[17].

1.7.1. Hydrodistillation

11
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Le systéme équipé qui est utilisé pour D’extraction des huiles essentielles est le
Clevenger. Le principe de I’hydrodistillation correspond a une distillation hétérogene. Le
procédé consiste a immerger la matiére premiére végétale dans un bain d’cau. L’ensemble est
ensuite porté a ebullition généralement a pression atmosphérique. La chaleur permet
I’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans les cellules végétales.
Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Les
vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de I’eau par
différence de densité. Au laboratoire, la durée d’une hydrodistillation peut considérablement
varier, pouvant atteindre plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matiére végétale a
traiter. La durée de la distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la

composition de I’extrait [18].

1.7.2. Entrainement a la vapeur d'eau

La matiére végétale, préalablement pesée, est répartic uniformément a ’intérieur de
I’alambic, supportée par une grille. La vapeur d’eau, venant de la chaudicre, est introduite
dans I’alambic a travers une conduite placée au-dessous de la grille. Le flux ascendant de
vapeur traverse le lit de matiére végétale et entraine avec lui ’huile essentielle. Le mélange
des vapeurs d’eau et d’huile arrive dans le condenseur ou il est refroidi et condensé. Le
distillat est recueilli dans le receveur et sa température est maintenue a une valeur fixe a I’aide
du bain thermostaté. L’huile essentielle est séparée de 1’eau de ce distillat par décantation. Les
eaux de condensation accumulées au fond de I’alambic sont périodiquement évacuées, afin

d’éviter tout contact avec la matiére végétale [19].
1.7.3. L’expression a froid

L’expression a froid est une technique simple réservée a I’extraction des composés volatils
de la famille des hespéridés. Il s’agit d’un traitement mécanique abrasif, a température

ambiante exercé sous un courant d’eau, sur toute la surface du produit a extraire.

Par exemple dans le cas des fruits si I’on veut ’extraire, les « zestes » sont dilacérés et le
contenu, des poches oléiféres qui ont été rompues, est récupéré par un procédé physique.
Apres ¢élimination des déchets solides, 1’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par
centrifugation. Cette technique permet d’extraire a faible cotit des essences de bonne qualité.
La plupart des installations industrielles permettent en fait la récupération simultanée ou
séquentielle des jus de fruits et de I’huile essentielle. L’extraction par expression a froid peut

étre réalisée soit a partir des zestes, soit a partir du fruit entier [20].

12
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1.7.4. Extraction solide - liquide

L’extraction solide-liquide est I’opération fondamentale qui a pour but d’extraire, de
séparer, de dissoudre soit par immersion soit par arrosage d’un liquide, un ou plusieurs
composants (liquide ou solide) mélangés a un solide. C’est une opération de transfert ou
d’échange de matiére entre une phase solide, qui contient la matiére a extraire et une phase
liquide, le solvant d’extraction [21].

% Macération

C'est une opération traditionnelle, son principe facile a mettre en ceuvre. Il consiste a
mélanger des extraits végétaux dans un corps gras qui, jouant le réle de solvant naturel a
température ambiante [22].

1.7.5. Extraction assisté par micro-onde

C’est une technique récente développée. Dans cette méthode, la plante est chauffée par un
rayonnement micro-ondes dans une enceinte dont la pression est réduite de facon séquentielle:
les molécules volatiles sont entrainées dans le mélange azéotropique forme avec la vapeur
d’eau propre a la plante traitée [23]. (Fig.1.4). Ce chauffage, en vaporisant 1’eau contenue
dans les glandes oléiféres, crée a I'intérieur de ces dernieres une pression qui brise les parois
végeétales et libére ainsi le contenu en huile. Les auteurs de ce procédé lui attribuent certains
avantages tels que le temps d’extraction (dix a trente fois plus rapide), I’économie d’énergie et

une dégradation thermique réduite [24].

Réfrigérant a air

Huile essentielle

Décoction

Décoction \

Réacteur

Fig.l.4. Hydrodistillation assistée par micro-ondes [25].
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1.7.6.Extraction par le CO,

Le principe de cette technique repose sur le solvant utilisé : il s’agit du CO, en phase
supercritique. L’extraction consiste & comprimer le dioxyde de carbone a des pressions et a
des tempeératures au-dela de son point critique (P=72.8 bars et T= 31.1°C).A I’état
supercritique, le CO;, n’est ni liquide, ni gazeux, et cela lui confére un excellent pouvoir
d’extraction, modulable a volonté en jouant sur la température de mise en ceuvre. Les fluides
supercritiqgues comme le CO, sont de bons solvants a I'état supercritique, et de mauvais
solvants a I'état gazeux [26].

1.8.Conclusion

Dans ce chapitre nous avons fait une étude bibliographique sur une plante médicinale
qui est le curcuma, nous avons parlé sur description et sur leur composition chimique. Le plus
important dans cette partie est 1’étude faites sur le principe actif du curcuma qui est la
curcumine et leur propriétés physicochimique (solubilité, stabilité et absorption) et leur
propriétés  pharmacologique  (activité  antioxydant, activité  anti-inflammatoire,
antibactérienne...etc.), ensuite nous avant étudié¢ les différents procédés d’extraction des

plantes médicinales.
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Chapitre 11 Activité antioxydante& Activité antibactérienne
I1.1. Introduction

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais 1’oxygeéne peut étre
¢galement une source d’agression pour ces organismes. En effet des dérivés hautement
réactifs de 1’oxygéne peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous 1’effet
des rayons U.V, des radiations ionisantes et de métaux de transition. Les formes de I’oxygene
provoquant ces troubles sont: 1’oxygeéne singulet O, le radical superoxyde O, le peroxyde
d'hydrogene H,O,, les peroxydes alkyles ROOH, les radicaux hydroxyles HO, peroxydes
ROO et alkoxyles RO. Les conséquences au niveau de I’organisme se font ressentir sur
I’ADN, les lipides et les protéines [1].

11.2. Stress oxydatif

Le terme « stress oxydatif » fait référence a un grave déséquilibre entre la production de
RS(reactives pecies) ou les especes réactives et les défenses antioxydants [27]. Sies en 1991
défini le stress oxydant comme une perturbation dans le statut antioxydant/pro-oxydant. En
d’autres termes, le stress oxydant se caractérise par un déséquilibre entre la production des
especes réactives (RS) et les capacités antioxydantes de I’organisme. Bien que le stress
oxydant excessif peut entrainer des dommages oxydatifs, il est en soi pas nécessairement

dommageable et peut étre transitoire et réversible [2]

Defenses
antioxvdantes

Agents N F—
oxyvdants

Fig,11.1.Déséquilibre entre les molécules pro-oxydant et le systéeme de défense

antioxydant lors du stress oxydant [28].
11.3. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, capable d'avoir une existence indépendante

(libre) en contenant un ou plusieurs électrons célibataire (électron non apparié sur une
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orbitale). Cela, lui conféré une grande réactivité donc une demi-vie trés courte. En effet, ce
radical libre aura toujours tendance fi remplir son orbitale en captant un électron pour devenir
plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre composé (Systeme redox).La réactiviteé
chimique des radicaux libres de 1’oxygeéne est variable selon la molécule considérée, mais ce
sont pour la plupart de puissants oxydants [29].

Parmi les différentes classes de radicaux libres, les especes réactives de l'oxygene
(ROS) sont les radicaux les plus abondants. Cette classe de radicaux libres regroupe des
radicaux qui dérivent de I'oxygene par des réductions a un électron (Fig 11.2), comme I'anion
superoxyde (O;"), le radical hydroxyle (OH"), le radical peroxyl (RO"), le radical alkoxyle
(RO et le radical perhydroxyle (HO-O"). Le monoxyde d'azote (NO") et le dioxyde d'azote
(NO;") appartiennent a une autre classe de radicaux libres, les espéces réactives de l'azote
(RNS). Les ROS et RNS peuvent étre converties en especes réactives qui ne sont pas des
radicaux libres telles que le peroxyde d'hydrogene (H20,), I'acide hypobromeux (HBrO) et le
nitroperoxyde (HNOs3). Il est & noter que ces molécules sont aussi réactives et peuvent étre
des précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux libres dérives de I'oxygene et leurs
précurseurs sont appelés ROS. Parmi ces ROS, I'anion superoxyde et OH' sont considérés les
plus réactifs [30, 36].

le‘ 02 (oxygéne fondamental)
anion superoxyde peroxyded * acide hypochloreux

(eau de Javel)
1 “‘“‘m % Vit C, flavonoides,
errmne, transferri
gents chélateurs N
ndml hydroxyle
lipoperoxydes
oxygéne singulet acide urique, Vit C, GSH
'\/i\Q 8 ~caroténe Vit E, Se-GPx, ubtqmnou

Fig.11.2.Les différentes espéces oxygénées activees (EOA) et des antioxydants
régulateurs de leur production [31].
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I1.4. Antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans l'organisme et permettent de maintenir au
niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques de ROS. Notre organisme réagit
donc de facon constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue au
niveau des cellules deux lignes de défenses inégalement puissantes pour détoxifier la cellule
[32].

11.4.1. Sources des antioxydants

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, I’organisme dispose d’un ensemble

complexe de défenses antioxydants. On distingue deux sources d’antioxydants.
I1.4.1.a. Antioxydants exogenes

L’une est exogene (défense non enzymatiques) apportée par 1’alimentation sous forme de

fruits et legumes (Fig 11.3) :

v Vitamine C
Elle inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E.

v' Vitamine E
Joue un réle protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles (ROO") et empéchant ainsi

la propagation de la peroxydation lipidique.

v’ p-carotene

Posséde la capacité de capter 1’oxygéne singulet.

v' Acide urique
Un piégeur puissant de radicaux (OH’, ROO’, NOO'...).

v" Polyphénols
Constituent une famille importante d’antioxydants, anti-inflammatoires, anti-allergiques,

antimicrobiens et antivirales.

v" Bilirubine
Capable de piéger ROO’ et I’oxygeéne singulet.

11.4.1.b. Antioxydants endogénes

L’autre est endogeéne (défense enzymatiques) et se compose d’enzymes (superoxyde

dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine, cérulé
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plasmine, albumine) et de systemes de réparation des dommages oxydatifs comme les
endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le

zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes(Fig.11.3) [31].

2) Les molécules plégeuses d'électrons

I Les vitamines A, E, C, béta caroténe, flavonoides, oligo-éléments. .. I

Fig.11.3. Antioxydants enzymatiques et non enzymatiques [33].

11.4.2. Mécanismes d’action des antioxydants

Le stress oxydatif induit par ROS est rigoureusement contr6lé par plusieurs lignes
défensives qui comprennent des piégeurs enzymatiques et non enzymatiques et des
extincteurs. Ces defenses arrétent soit la libre réaction radicalaire en chaine ou détourner le
radical libre vers une cible moins délétere. Les enzymes impliquées dans la défense

enzymatique contre le stress oxydatif sont trois groupes de protéines de liaison aux métaux :

1/ Premier groupe comprend les superoxydes dismutases (SOD), qui catalyse la
dismutation du superoxyde en oxygene et peroxyde d'hydrogene (équation (1)).
20, +2H" — H,0, + O, Q)
SOD
2/ Deuxiéme groupe rassemble les catalases (CAT) qui sont des enzymes contenant du
Fe qui éliminent H,O, (équation(2)) et ils sont trouvés dans les peroxysomes de la plupart des
tissus. Ils servent probablement pour éliminer le peroxyde généré par la peroxysomal oxydase
enzymes.
CAT
2H,0; — 0, + 2 H,0 )
3/ Troisiéme groupe comprendles peroxydases de glutathion (GSH-Px), qui sont les
principales enzymes qui éliminent le peroxyde d'hydrogene généré par la SOD dans le
cytosol et mitochondries en oxydant le tripeptide glutathion (GSH).
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GPx
ROOH +2 GSH — ROH + GSSG + H;0 3)
Dans la défense non enzymatique, le mécanismes par lesquels ces antioxydants agissent au
niveaux moléculaire et cellulaire incluent les réles dans le géne expression et régulation,

apoptose et signal transduction [34].
. Electron seul
Antioxydant "
- —

J‘.) e //' "T/d\ e _‘\‘ Q\

>
.\—) 9, I. ?
o——-o/o - 09/
Radlcal llbre

Fig .11.4.Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant [35].

Finalement ; au niveau cellulaire, ’activité des enzymes antioxydants SOD, CAT et
GPs doit étre complémentaire car une protection efficace contreclés ROS ne peut étre obtenue
seulement par Iactivité des SOD (Fig.I1.5) [36].

O, Arginine

OxXygéne

- ] ]
NO maonoxyde

. O
anion superoxyde ar
I superoxyde di:-imulum:lcuzn I:::_—_:» ﬂ arote
I superoxyde dismutase |MII. I::"::.—
H,O ONOOH

peroxyde d*hydrogéne peroxinitrite

Iglulzithion peroxydase |S-e Ib—
I catalase | Fe |?:-

[ thioredoxine peroxydase F}- HO radical hvclru:n:\-ll:

__.%—"""i:__
I thioredoxine réductase |Se | I 2 \

| ADN oxydés | Lipides oxydés | Protéines oxydées

I sElénoprotéine P|S«E I|

Fig.11.5.Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leur

cofacteurs métalliques [36].
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11.4.3. Maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications de I'évolution. La plupart des maladies induites
par le stress oxydant apparaissent avec l'age car le vieillissement diminue les défenses

antioxydants et augmente la production mitochondriale de radicaux.

Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme
pulmonaire, vieillissement accéléré. 1l est aussi un des facteurs potentialisant I'apparition de
maladies plurifactorielles tel le diabete, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les

maladies cardiovasculaires [36].
I1.5. Activité antibactérienne
11.5.1. Définition des bactéries

Les bactéries sont des cellules procaryotes, leur ADN n'étant pas localisé dans un
noyau. Beaucoup contiennent des structures circulaires d’ADN extra-chromosomique
appelées plasmides. Il n'y a pas d'autre organite dans le cytoplasme que les ribosomes, qui
sont de plus petite taille que ceux des cellules eucaryotes. Les bactéries sont entourées par une

paroi complexe, différente selon que la bactérie est a Gram positif ou négatif [37].
11.5.2. Principales substances antimicrobiennes

11.5.2.1. Antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes, mais on
inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits entierement
synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’'usage
des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries, sans
exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette propriété les

distingue des antiseptiques [32].
11.5.2.2.Composés phénoliques

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été¢ focalisées sur I’évaluation des propriétés
antimicrobienne des polyphénols. A I’heure actuelle, cet effet est certain et démontré par de
nombreuses recherches expérimentales. Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides sur

la croissance bactérienne ont démontré que de nombreux composés flavonoiques ; doués d’un
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effet important sur différentes souches bactériennes a Gram négatif (Escherichia coli) et

Gram positif (Staphylococcus aureus) [38].
11.5.2.3.Micro-organismes utilisés dans les tests antimicrobiens
11.5.2.3.1. Escherichia coli

C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de ’homme et de
I’animal, de forme non sporulée, de type aérobie facultative, généralement mobile grace aux
flagelles, sa longueur varie de 2 & 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 & 1,5 um, E. coli
représente la bactérie la plus impliquée dans les infections aigues d’appareil urinaire, elle

provoque également les diarrhées d’été, diarrhée infantile et les intoxications alimentaires.
11.5.2.3.2. Staphylococcus aureus

Ce sont des cocci Gram positif avec un diametre de 0,5 a 1,5 um, de forme non
sporulée, qui tendent a se grouper en paires, petites chaines, elles sont habituellement non
capsulée, ou possédant des capsules limitées, elles sont anaérobies facultatives.
Staphylococcus aureus représente 1’agent commun des infections postopératoires de

blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire.
11.5.2.3.3. Pseudomonas aeruginosa

Ce sont des bacilles Gram négatif, de forme non sporulée, elles sont aérobies,
mobiles grace a la présence de 1 a 2 flagelles, ce type de bactérie synthétise de types
principaux de pigments pyocyanine : bleue phénazine, pyoverdine : jaune vert, il s’agit de
bactéries résistantes pour plusieurs antibiotiques. Pseudomonas aeruginosa est responsable de
16% des cas de pneumonie nosocomiale, 12% des infections urinaires, 8 % des infections

suites aux blessures chirurgicales [32].
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111.1. Généralité sur les Cyclodextrines

Les cyclodextrines ont été obtenus par Villiers en 1891 [39], a partir de produits de
dégradation partielle de lI'amidon. Ces produits nommés aussi dextrines de schardinger,
cycloamylose, cyclomaltooligosaccharides ou cyclooligoglucanes. Ce n’est qu’a partir de
1903 que Schardinger décrit leurpréparation, leur isolement et leurs principales
caractéristiques [40]. De par leur capacité a former des complexes avec de nombreuses
molécules, les cyclodextrines ont aujourd’hui d’innombrables applications industrielles et font
I’objet de multiples recherches scientifiques, au vue des nombreuses publications et brevets
qui leurs sont consacreés.
111.2-Production

L’amidon est mis en solution aqueuse a haute température et particllement
hydrolysé pour réduire la viscosité, ensuite L'enzyme cyclodextrine glucosyl transférase
(CGTase) est ajoutée au mélange (Fig.I11.1), cette enzyme est produite par un grand nombre
de micro-organisme comme bacillusmacerans, kelbsiellaoxytoca, bacilluscirculans...etc [41].
Au cours de la réaction, la structure hélicoidale de I’amylose est détruite au profit d’une
structure cyclique. Les spires que forme naturellement cette macromolécule en solution

aqueuse sont reliées par transfert de liaisons pour donner des oligosaccharides cycliques [42].

-x-\}é:\ >‘ -
u":t\;'i. o =
:‘«3 0 TS L
. m»’\/';‘.. b ™
Amidon A
Mélange de cyclodextrines
( Précipitations sélectives )
H,C O k
1-decanol

CH,

Toluéne

cyclohexadec-8-&none

a-CD B-CD

Fig.111.1.Voie de production industrielle des trois cyclodextrines.
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Les principales CDs obtenues sont I’a-CD, lag -CD et la »CD, constituées
respectivement de6, 7 et 8 unités du glucose. Pour favoriser la formation d'une CD donnée, en
ajoutant au milieu réactionnelle un solvant formant avec elle un complexe insoluble. Ainsi,
I'ajout de toluene entraine la formation de la f-CD (toluéne qui est immédiatement éliminé
par filtration), ce qui permet d’orienter la réaction en faveur de la S-CD, si le 1-décanol est
ajouté, principalement 1’ -CD sera produite, alors que dans le cas de cyclohexadécénol le
produit principal est la - CD [41].

Aprés séparation des complexes par filtration, les solvants utilisés pour la formation de ces
complexes sont éliminés par distillation ou extraction. Suivent alors plusieurs étapes de
purification (traitement sur charbon actif, filtration, cristallisation) au terme desquelles les

CDs sont obtenus avec une pureté généralement supérieure a 99% [41].

111.3-Structure

Les CDs ont une forme d'un cone tronqué, a I'extérieur du quel se trouvent les

groupements hydroxyles donc la partie extérieure est hautement hydrophile [42].
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o
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Fig.111.2. Structure de g-CD
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Les hydroxyles secondaire sont portés par les carbones C,,Cs se situent sur le coté le
plus large d'un cone (face secondaire) tandis que les hydroxyles primaires en carbone Cg Se
situent sur le coté le plus étroite (face primaire). La libre rotation des hydroxyles primaires
diminue le diameétre effectif de la cavité du coté ou ils se trouvent alors que les hydroxyles
secondaires sont on position plus figée. L'intérieur de la cavité contenant des atomes des
hydrogénes portés par des carbones C; et Cs, ainsi que par les atomes d'oxygenes participant a

la liaison glycosidique ce qui lui confére un caractere apolaire hydrophobe [42]
I11.4-Les caracteristiques physico-chimiques

Les trois principales CDs natives sont des composés cristallins, homogenes et non
hygroscopiques. Leurs principales caractéristiques physicochimiques sont rassemblées dans le

tableau I11.1.

Caractéristiques physicochimiques a-CD S-CD »CD
Nombre d’unités glucopyranose 6 7 8
Formule brute Cs6He0030 Ca2H70035  CagHgoOu0
Masse molaire (g/mol) 972 1135 1297
Diamétre externe (nm) 1,46 +0,04 1,54 0,04 1,75 0,04
Hauteur (nm) 0,79+ 0,01 0,79 +0,01 0,79+ 0,01
Diameétre de la cavité (nm) 0,47-053 0,60-0,65 0,75-0,83
Volume de la cavité (nm?) 0,174 0,262 0,472
Solubilité dans I’eau (g/L a 25°C) 145 18,5 232
pKa a 25°C 12,3 12,2 12,1
[o]o & 25°C 150+ 0,5  1625+05  177,4+05

Tableau. 111.1: Caractéristiques physicochimiques des principales CDs natives[41]
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La hauteur de ces trois molécules est la méme mais les autres dimensions
varient avec le nombre d’unités glucopyranose. Ainsi, le diamétre externe et le volume de la
cavité augmentent de I’a-CD a la S-CD. De par la taille de sa cavité, la S-CD est celle qui
complexe le plus grand nombre de composeés et elle et ses dérivés sont les plus utilisées de
toutes les CDs [43].

Notons la faible solubilit¢é dans 1’eau de la S-cyclodextrine en comparaison des
deux autres. Ceci s’explique par la rigidité de la structure die a la présence d’une ceinture
complete de sept liaisons hydrogenes au niveau de la couronne secondaire. Ces liaisons
hydrogenes mettent en jeu un groupe hydroxyle d’une unité glucose (OH-2) avec un autre
groupe hydroxyle (OH-3) de I’unité adjacente. Dans le cas de 1’a-cyclodextrine cette ceinture
de liaison hydrogéne est incompléte car une unité glucose se trouve en position distordue par
rapport aux autres unités glucoses. Moins rigide que la S-cyclodextrine, 1’a-cyclodextrine
posséde ainsi une plus grande solubilit¢é dans I’eau. De la méme fagon, la trés grande

solubilite de la y-cyclodextrine est due & sa trés grande flexibilité [44].
111.5-Dérivés des cyclodextrines

De nombreux dérivés de cyclodextrines sont décrits dans la littérature [45].Dans le
but d’améliorer ou de changer certaines propriétés de CDs, et par conséquence, d’étendre
leurs champs d’application, la synthése des dérivés de CD a été entreprise . La modification
chimique des cyclodextrines permet d'obtenir des dérivés possédent des propriétés physico-
chimiques différentes de celles des CDs natives et d'élargir ainsi leurs champs d'application.

Ces modifications chimiques portent sur [46]:

e La substitution d’un ou de plusieurs groupements hydroxyles par des halogenes, ou
des groupements amines.
e [’oxydation des alcools primaires pour former des aldéhydes ou des acides
carboxyliques.
e La substitution nucléophile interne avec formation d’époxyde, ...
Les dérivés cyclodextrines les plus utilisés sont de type hydroxypropyle (HP),
sulfobutyle(SBE) et méthyle (ME). Les dérivés de CD sont caractérisés par le degré de
substitution molaire moyen (MS) qui est le nombre moyen de substitution par unité¢ d’a-D-
glucopyranose (le MS varie de 0 a 3) (Szente et Szejtli, 1999)(Tableau Ill. 2).La fig.111.3
montre la structure générale de dérivés de la -CD.
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ORs

Les dérives méthyleés

S-CD Diméthylée (dimeb): R,=Rg=-
CH3;R3=H p-CD Triméthylée (trimeb):
R2=R6=R3=-CH3

S-CD meéthylée de facon aléatoire
(Rameb): R;et/ou Rz et/ou Rg=H ou
-CHs;

S-CD méthylée en position 2
(crysmeb): R,=-CHgs; R3=Rg=H

Les dérivés hydroxypropylés

HP-4-CD: R, et/ ou Rz et/ ou Rg= -[CH>-
CH(CH3-O],-H ou H

Les dérivés sulfatés
Sulfobutyléther-5-CD (SBE- f-CD): R,
et/ou Rz et/ou Rg=H ou -(CH>)s-
SOsNa

S-CD sulfatée: R et/ou R3 et/ ou Rg=
SO3;Na ouH

Fig.111.3.Structure générale de dérivés de la f-CD [47].

Les objectifs principaux de ces modifications sont [42]:

a) Augmenter la solubilité aqueuse des CDs ;

b) Augmenter leur capacité de complexation ;

c) Introduire des groupements spécifiques facilitant la complexation ;

d) Améliorer I'adaptation entre la CD et son invité ;

e) synthétiser des polymeres...etc.
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Solubilité aqueuse a 25

Cyclodextrine MS Masse moléculaire
(mg/mL)

Dimeb 2 1331 570

Trimeb 3 1429 310

Rameb 1.8 1312 >500
Crysmeb 0.57 1191 220
HP--CD 0.65 1390 >600
SBE-$-CD 0.9 2163 >500

Tableau.l11.2. Caractéristiques des dérivés de cyclodextrines [47] [48]
111.5-1- Dérivés hydroxypropyles

Ces dérivés sont obtenus par la réaction de la f-CD avec I'oxyde propyléne en milieu
alcalin. La HP- 5-CD possede une tres grande solubilité dans I'eau a cause de son caractere
lipophile (>600 mg /ml) [48]. La HP- S-CD présente un large intérét dans le domaine

pharmaceutique en raison de sa solubilité aqueuse élevée et sa faible toxicité [49].
111.5-2- Dérivés méthylés

Les dérives méthylés possedent une grande solubilité dans I'eau (>500). Les formes
commerciales les plus intéressants sont la RAMED (5-CD méthylée, de maniere aléatoire sur
I’intégralit¢ des hydroxyles primaires ainsi que sur 7 a 9 hydroxyles secondaires) et la
CRYSMEB (méthylée en position 2 de la S-CD) (Fig.111.3). Ces dérivés présentent une
meilleure solubilité que la CD native et une bonne capacité d’inclusion pour les produits
faiblement solubles dans 1’eau. Néanmoins, la RAMEB reste plus attractive pour le domaine

pharmaceutique car elle présente une capacité de complexation importante [50].
111.5-3- Dérivés sulfobutylés

Le sulfobutyléther-5-CDs (SBE-f-CD) est produit a I'échelle industrielle sous le nom
de Capistol® ([45] Ce dérivé présente un degré de substitution entre 6 et 7 et porte une charge
négative dans les conditions physiologiques. Cela est dii aux groupements d’acide sulfonique
qui lui conférent un pKa trés faible. Les chaines butyles et la répulsion des charges négatives
permettent d’allonger la cavité. Par conséquent, cette CD présente une meilleure affinité pour

accueillir les invités. La charge négative lui permet aussi de complexer les invités ayant une
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charge positive. Comme la HP-4-CD, le captisol® est intéressant pour 1’utilisation

pharmaceutique vu sa faible toxicité et sa solubilité élevée (> 500mg/ml) [50].
111.6-Complexes d’inclusion

Les cyclodextrines ayant une forme torique. Les liaisons hydrogenes
intramoléculaires sont partiellement responsables de la forme torique des cyclodextrines avec
un diametre variable. Cette forme torique, avec une cavité hydrophobe, permet aux CDs de
former des complexes d'inclusion avec des composés organiques en solution aqueuse. La
cyclodextrine joue le role de la molécule hote et admet le substrat dans sa cavité qu'aucune
liaison covalente ne soit impliqué [51].Dans un solution aqueuse, la cavité de la
cyclodextritrine est légérement apolaire, elle est occupée par des molécules d’eau
énergiquement défavorable (interaction polaire-apolaire),et peuvent donc étre facilement
remplacés par des « molécules invitées » appropriées, qui sont moins polaires que 1’eau. La
cyclodextrine dissoute est la molécule "hote",est une partie de la « force motrice » de la
formation du complexe et la substitution de la molécule d’eau a haute teneur en enthalpie par
une molécule « invitée » appropriée. Une, deux ou trois molécules CDs contiennent une ou

plusieurs molécules « invitées » piégées.

£ \  BR
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‘ ‘/ . '} ‘ !‘
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1/ 2/1 1/2 2/2

Fig.111.4. Représentation de différents types de complexes « hote/invité »[42]

Le plus souvent, le rapport hote : invité est de 1:1. C'est le cas le plus simple et le plus
fréquent. Cependant, des associations 2:1, 1:2, 2:2, ou méme plus compliquées, et des

équilibres d'ordre supérieur existent, presque toujours simultanément.

Lors de la dissolution de ces complexes, un équilibre s'établit trés rapidement entre les
especes dissociées et associées, ce qui s'exprime par la constante de stabilité du complexe
(Ks). L'association du CD et des molécules invitées, et la dissociation du complexe CD /

invité former est contrélé par un équilibre thermodynamique de la forme [42] :
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CD +55CD —5..(4)

I11.7-Conséquence de complexation

La formation d’un complexe d’inclusion entre une cyclodextrine et une molécule
invitée confere a ce complexe des propriétés physico-chimiques et biologiques différentes de

celles de la cyclodextrine et de la molécule incluse prise séparément.
Parmi les principales modifications, on peut citer [44]:

> La modification de la solubilité du soluté.
» La modification des propriétés spectrales de I’hdte et de I'invité : déplacement
chimique en RMN, longueur d’onde du maximum d’absorption en spectrophotométrie
UV, intensité de fluorescence, etc....
» La modification de la réactivité chimique : protection a I’oxydation ou a la réduction, a
I’hydrolyse, a la dégradation thermique ou photochimique, etc...
> Ladiminution de la diffusion et de la volatilité.
L’intérét majeur de la complexation avec les CDs est d’améliorer la solubilité aqueuse et la
biodisponibilité des invités, les protéger contre le milieu extérieur, diminuer leur volatilité et

constituer des systemes de libération prolongée et contrélée [50].
111.8-Les techniques de préparation des complexes d'inclusion CD/invité

Il existe diverses techniques de préparation des complexes inclusions. Pour tous ces
procédés et pour chaque molécule invitée, les quantités d'eaux, la vitesse et le temps

d'agitation, la température et le temps de chauffage, doivent étre optimisés [49].
111.8-1-L"inclusion par mélange physique ou mélange sec:

La complexation dans cette méthode est basée sur un mélange homogéne des
cyclodextrines et du substrat dans un mortier, le temps de mélange nécessaire a la
complexation varie selon l'invité. Ce protocole est généralement réalisé a température
ambiante. Son principal avantage est de ne pas utiliser d'eau que si un ringage nécessaire, et
ses inconvénients sont le risque de formation des croltes de poudres, et I'obtention d'un

mélange incomplet conduisent a une complexation insuffisante [52].
111.8-2-L'inclusion par micro-onde :

Cette méthode permet d'atteindre rapidement la température nécessaire pour la
formation de complexe d'inclusion tout en gardant une bonne uniformité des propriétés du

complexe. Le temps de réaction ne dépasse généralement pas 90s et une température de 60
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°C(a 150 W). Des valeurs plus importantes peuvent étre utilisées pour des invités moins
labiles (Kfoury, 2015) [50].

111.8-3-L'inclusion par pétrissage (kneading):

La cyclodextrine est broyée dans un mortier avec une petite quantité d'eau pour obtenir
une pate homogene. La molécule invitée est alors ajoutée. Le temps nécessaire pour la
complexation varie selon 1’invité. La consistance de la pate dépend de la quantité d’eau et de
la nature de I’invité. Une fois récupéré et séché le complexe doit passer par une étape de

broyage supplémentaire [53].
I11.8-4-L"inclusion par extrusion :

L'extrusion est une variante de l'inclusion par pétrissage du fait qu'elle est en mode
continu. La CD, I’invité et I’eau sont mélangés au fur et a mesure dans I’extruder. Le degré de
mélange, la température et le temps de chauffage sont contr6lés dans la cuve de I’extrudeur.
Le complexe peut étre séché par chauffage ou simple refroidissement. Du fait de la
température générée, certains invités thermolabiles sont dégradés durant ce processus.
L’intérét de cette technique réside dans le fait que c’est un processus continu qui n’utilise

qu’une faible quantité d’eau [52].
111.8-5-L"inclusion par co-précipitation:

Cette méthode est la plus utilisée. Apres la dissolution de la cyclodextrine dans I'eau
sous agitation, la molécule invitée est ajoutée. Le précipité formé peut étre collecté par
décantation, centrifugation ou filtration. Le précipité peut étre lavé avec un peu d’eau ou tout
autre solvant miscible a I’eau tel que ’alcool éthylique, le méthanol ou I’acétone. Le principal
inconveénient de cette technique est lié au volume, du fait de la solubilité limitée de la CD, de

grandes quantités d’eau sont nécessaires.

La formation du complexe solide ou semi-solide peut étre optimisée par 1’utilisation
d’additifs tels que 1’éthanol, et pour les drogues basiques par I’adjonction d’ammonium. Les
drogues non ionisées forment des complexes avec les CD plus stables que leurs homologues
ioniseés. Les drogues non ionisees forment des complexes avec les CD plus stables que leurs
homologues ionisés. Selon la quantité d’eau utilisée pour le complexe, on obtient un co-

précipité, pate visqueuse ou une pate solide [52].
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111.8-6-L"inclusion par Co-évaporation :

Elle consiste a mélanger la CD et I’invité pendant un certain temps nécessaire pour
avoir une complexation en présence d’un autre solvant a la méme température. Puis le

complexe solide est récupéré par co-évaporation des solvants présents [54] .
111.9-Méthodes et caractérisation des complexes d'inclusion

Il existe diverses méthodes expérimentales permettant d’une part de confirmer la
formation effective des complexes d’inclusion et d’autre part de déterminer leur
steechiométrie et leur stabilité. Ces différentes techniques reposent sur les modifications des
propriétés physicochimiques ou optiques de la molécule complexée liées a la modification de
sa solubilité ou de son microenvironnement [55] Les techniques couramment utilisées sont :
La chromatographie liquide a haute performance, La spectroscopie infrarouge, La résonance
magnétique nucléaire (RMN) [56], la spectroscopie d’absorbance (UV et visible), la méthode

de solubilisation [46]. La fluorescence [57]
111.9-1-Chromatographie Liquide a Haute Performance

La chromatographie liquide a haute performance est une méthode d’analyse trés
sensible permettant de doser une guantité infime de molécules chimiques en solution et de
déterminer la constante de stabilité (Ks)des complexes [56]. Une diminution significative de
temps de rétention par l'augmentation de la concentration de $-CD et de a-CD dans la phase
mobile (phosphate tampon) [58].1a phase stationnaire étant plus une phase échangeuse d’ions.
La mesure des temps de rétention, eux-mémes directement proportionnels aux rapports de
distribution des concentrations entre la phase stationnaire et la phase mobile, permet

d’accéder a la valeur de Ks [56].
111.9-2-La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire permet de déterminer les structures de
nombreuses molécules biochimiques. Les spectres de RMN sont indispensables pour affirmer
I’inclusion d’une molécule dans une CD. Apres inclusion, les protons situés a I’intérieur de la
cavité de la p-cyclodextrine (H-3, H-5) voient leur environnement électronique modifié du fait
de la présence d’une molécule invitée dans la cavité, tandis que les protons localisés a
I’extérieur (H-2, H-4 et H-6) de la cavité restent pratiquement inchangés. La molécule invitée
présente quant a elle, des modifications de déplacements chimiques au niveau de la plupart de
ses protons. On peut considérer, en premiére approximation, que la molécule cage constitue le

solvant de la molécule invitée [59].
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111.9-3-Spectroscopie Infrarouge (IR)

L’infrarouge est une technique qui peut étre également utilisée pour caractériser les
complexes d’inclusion. La bande OH caractéristique des CD est influencée par la formation
du complexe et les bandes de la partie incluse de la molécule invitée sont genéralement
déplacées ou leur intensit¢ diminuée suite a la modification de I’environnement de 1’invité.
Les spectres des complexes présente généralement un léger déplacement des pics, ce qui
indique qu’il n’ya pas de liaison chimique forte (covalente) entre les composés mais juste une
interaction. Chaque bande du spectre caractérise un groupement fonctionnel de la molécule et
sont deplacement permet de déesigner quelle partie de la molécule invitée a interagit avec la
CD [60].

111.9-4-Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie d’absorption UV/visible est une technique fréquemment utilisée
pour la détermination de la constante d’équilibre d’association. La formation d’un complexe
produit des modifications du spectre d’absorption de la molécule invitée. Ces modifications se
manifestent sous la forme d’un déplacement et/ou d’un élargissement de bande. Ce

déplacement peut étre attribué au changement d’environnement [61].
111.10-Diagrammes de solubilité

Les diagrammes de solubilité ou isothermes de solubilité sont réalisés en plagant un
exces de substance en présence de solutions aqueuses de cyclodextrines de concentrations
croissantes, a une température donnée. Aprés un temps d’agitation nécessaire pour atteindre
I’équilibre de la complexation (de plusieurs heures a plusieurs jours), on détermine la quantité
de substance solubilisée par une méthode de dosage appropriée. Un diagramme de solubilité
est alors réalis€¢ en reportant sur un graphique la concentration molaire du soluté sur ’axe
vertical et la concentration molaire en agent complexant sur I’axe horizontal. Higuchi et
Connors ont classé les différents types de diagrammes caractérisant les interactions substrat-
ligand, auxquelles peuvent étre assimilées les interactions cyclodextrine-molécule invitée
[62].
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Fig.l111.5.Représentation graphique des profils de solubilité de type A et B avec sous
types applicables (Ap, AL, An and Bs, B)) [62].

Profils de type A ; Dans les systemes A, la solubilité apparente du substrat augmente
en fonction de la concentration de CD. Les profils A indiquent une augmentation linéaire de
la solubilité en fonction de la concentration du solubilisant, ils sont attribués a la formation du
complexes 1:1. Les systemes AP indiquent une isotherme dans laquelle la courbe s'écarte dans
un sens positif de la linéarité (c'est-a-dire le solubilisant est proportionnellement plus efficace
a des concentrations plus élevées). Le diagramme AP traduit la formation simultanée des
complexes de stoechiométries différentes (1:1 a I’origine, puis 1:2 ou 1:3, ...). Les profils AN
indiquent un écart négatif par rapport a la linéarité (c'est-a-dire que la CD est
proportionnellement moins efficace a des concentrations plus élevées).

Les Profils de solubilité de phase B indiquent la formation de complexes avec une solubilité
limitée dans I'eau et sont traditionnellement observés avec des CDs naturels, en particulier -

CD. Il ya deux sous- classes :

e Le profil BS: suit au départ le profil AL puis a partir d’un point particulier, tout ajout de
cyclodextrine entraine une précipitation du complexe avec ’apparition d’un plateau; la courbe
décroit ensuite (tout I’excés de principe actif est dissous et cette fraction libre dissoute est

progressivement complexée et précipitée).

e Le profil Bl: Les systtmes Bl sont similaires dans leurs formes aux profils BS, les

complexes en formation sont tellement insolubles ne peut étre détectée [62].
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111.10-Conclusion

Dans ce chapitre nous avons regroupées les informations sur les cyclodextrines. La
présentation genérale des propriétés des cyclodextrines montre tout le potentiel qu'offrent ces
oligosaccharides cycliques pour faire une complexation. Nous également vu les dérivés
cyclodextrine et la formation d'un complexe d'inclusion entre une cyclodextrine et une
molécule invité confére a ce complexe des propriétés physico-chimiques et biologiques
differentes de celles de la cyclodextrine et de la molécule incluse prise séparément et leurs

conséquences de complexation.
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Plusieurs études ont été faite pour développer I'extraction du curcumine et d’un
complexe cyclodextrine/curcumine (CD/curcumine) avec des nouvelles propriétés et un
pouvoir thérapeutique, pour cela nous allons mener des études théoriques sur les méthodes
d'extraction de la curcumine a partir du curcuma, puis sur les méthodes de formation de
complexes CDs/curcumine, et enfin des études sur l'activité biologique de la curcumine et du

complexe CDs/curcumine.
IV.1. Etude comparative des méthodes d'extraction de curcumine
IV.1. 1L.Introduction

Nous allons comparer les résultats trouvés par les auteurs concernant les méthodes
utilisés pour I’extraction de la molécule de la curcumine a partir du curcuma. Nous avons
deux méthodes : I’extraction par macération (utilisation de deux solvants: éthanol et acétone )

et ’extraction par micro- onde.

L'objectif de cette étude est la détermination de la méthode appropriée et qui donne un bon

rendement.
IV.1.2. Les méthodes utilisées pour I’extraction de la molécule de la curcumine

1V.1.2.1.Premiére étude

IV.1.2.1.a. Extraction par macération

Nous avons opté pour le protocole décrit par Beghdad : 40 g de la poudre(Broyat) de
curcuma sont macérés a température ambiante pendant 5 jours dans 100 mL de solutions des
solvants : Ethanol et Acétone. Apreés filtration sur un papier filtre N° 1, les filtrats sont mis sur
un évaporateur rotatif, qu'ils ont programmé a 79° C pour I’éthanol a 59°C pour 1’acétone. Ils

ont obtenu des extraits bruts secs qui sont sous forme d’une pate marron orange [63].

v" Les résultats obtenus montrent que le rendement de curcumine par macération dans
I’éthanol est meilleur par rapport la macération dans 1’acétone (Tableau. 1V.1 et Fig .1V.1).

IV.1.2.1.b. Extraction par micro-onde

Nous avons opté pour le protocole décrit par Beghdad : 40g de poudre de curcuma
(broyat) dans un erlenmeyer de 250 ml puis80mL d’éthanol, coiffer d’un entonnoir a liquide,
été placé au four micro-onde a 133W, le plateau tournant pour avoir une irradiation moyenne,
irradier par tranches de 2 minutes avec contréle rapide de la température et mélangeage, ceci

jusqu'a atteindre la température d’ébullition du solvant, ils ont répétél’opération2 fois, apres
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ils ont fait la filtration sur un Bichner a 1’aide d’une pompe a vide. Ils ont refait I’ensemble
des opérations précédentes.

Ils ont utilisé un four a micro-ondes domestique (Samsung, 20I, puissance
maximale 800W) avec une fréquence d'onde de 2450 MHz. Les dimensions de 37,3cm. Le

PTFE a été utilise pour éviter toute perte de chaleur a I'intérieur [63].

v" Les résultats montrent que le rendement du curcumine obtenus par micro-onde est

élevé par rapport la macération dans 1’éthanol et I’acétone (Tableau 1V.1 et Fig.IV.1).

Procédé d’extraction Rendement% Temps d'extraction
Macération a froid 5 5 Jours
(éthanol)

Macération a froid 2.5 5 Jours
(acétone)
Micro-onde 6.5 6 min

Tableau IV.1. Présentation des résultats de rendement des extraits [63].

? -
6 <+
= 31
& _ :
= 47 B Micro-onde
-
E 31 m Macération (Ethanol)
.E 21 B Mcération (Acéton)
¥ 1
o
0

Fig. IV.1.Rendement des extraits de curcuma par différent méthodes d’extractions [63]
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La comparaison entre les méthodes d’extraction de la curcumine montre que
I’extraction par micro-onde est le plus utilisée.

IV.1. 2.2. Deuxieme étude
En 2014 Kavirayani a fait des études sur I’extraction de la curcumine a partir de

curcuma par plusieurs méthodes, il a trouve que :

L’extraction par solvant a été la méthode courante la plus employé pour séparer la curcumine
du curcuma, et plusieurs solvants organiques ont été utilisés, y compris 1’hexane, I’acétate, le
méthanol. Le solvant employé, 1‘¢thanol s’est avérée étre le solvant le plus préférée pour

I’extraction de la curcumine [64].

Kavirayani a trouvé que 1’extraction par micro-onde est la méthode la plus utilisée et elle a été

signalée comme étant meilleure méthode [64].

IV.1.3. Conclusion

Les résultats obtenus montrent que la méthode la plus utilisée pour I'extraction de
curcumine est l'extraction par micro-onde par rapport aux autres procédés, ceci confirme
l'avantage de cette technique du cOté rendement, durée courte et aussi de cOté

environnemental, ¢’est une technique idéale pour extraire des substances naturelles.
IV.2. Etude comparative de la complexation de cyclodextrine avec la curcumine

Dans ce contexte, nous allons comparer et choisies entre les différents complexes
d'inclusion CDs/curcumine ainsi que les méthodes de formation d'un complexe d'inclusion
dans le but de savoir I'effet de cyclodextrine sur la curcumine et d'obtenir un bon complexe

d’inclusion posséde un pouvoir thérapeutique.
IV.2.1. Choix de cyclodextrine

En 2009, Yadav et collont fait des études sur la complexation de la cyclodextrine
avec la curcumine. Les cyclodextrines utilisées sont HPS-CD, Mp-CD,f-CD, y-CD. lls ont
trouvé que la solubilité de la curcumine est augmentée par CD en ordre suivant :HPS-CD>
Mp-CD>p-CD>y-CD (Fig.IV.2), et le complexe d’inclusion curcumine/ HPS-CD est plus
stable par rapport aux autres complexes(le Tableau 1V.2). La molécule de curcumine
s'intégrer mieux dans la cavité HPS-CD que dans la cavité MB-CD. La curcumine semble étre
mieux incluse dans HPS-CD [65].
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Fig.1V.2.Diagramme de solubilité du complexe CD/curcumine [65]

Type de cyclodextrine Constante de stabilité (Ks)

p-CD 134,002
y-CD 153,019
HPS-CD 424,119
Mp-CD 401,817

Tableau. 1V.2.Constante de stabilité de complexe CD/curcumine [65]

D’un autre coté il existe des études récentes réalisées en 2017 par Maria et coll.

L'objectif principal de leurs études était de préparer des gouttes oculaires a la curcumine qui a

fourni une libération prolongée pour permettre une application une fois par jour dans la

rétinite pigmentaire. Pour atteindre leurs objectifs, la curcumine a été complexée avec

I'nydroxypropyl-f-cyclodextrine et la s-cyclodextrine en deux rapports molaires (1 :1 et 1 :2).

En fin ils ont constaté que le HP-8-CD a augmenté la solubilité aqueuse de la curcumine a un

degré plus élevé que la f-CD (Fig.IV.3). De plus la curcumine a une grande affinité avec le

HPS-CDqu’avec la f-CD. Les résultats qui ont obtenus par les différentes techniques de

caractérisation a demontré que la complexation compléte de la curcumine est avec le HPS-CD

[66].
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Fig.1V.3.Diagramme de solubilité de curcumine avec HP-#-CD et #-CD dans I'eau
distillé a 37 + 0.5)°C [66].

IV.2.2. Choix de la méthode de formation d'un complexe d’inclusion

D'aprés les recherches et les articles qui nous avons vus, les articles qui ont attires

notre attention sont:

% Mangolim et coll, ont étudiés le complexe d'inclusion g-CD/curcumine qui été préparé
dans le rapport 1 :2 par Coprécipitation, lyophilisation et Co-évaporation. Dans ce travail les
résultats indiquées que le complexe curcumine-f-CD issu de la Co-précipitation a été
sélectionnée pour teste ultérieurs de stabilité. Macrolino et coll en 2011 ont également obtenu
les meilleurs résultats dans la technique de Coprécipitation, par rapport aux méthodes de
pétrissage et de mélange simple. Le processus de Coprécipitation est la plus simple, la plus
rapide et la moins chére de toutes les méthodologies utilisées [67].

++ Jantarat et coll, ont évalués I'effet de la méthode de préparation du complexe inclusion
HPS-CD/ curcumine. HPB-CD a été sélectionné pour préparer un complexe d'inclusion avec
la curcumine a un rapport molaire de 1 :1. Les méthodes qu'ils ont utilisées sont Co-
évaporation, lyophilisation et changement de pH. lIs ont conclu que parmi les trois méthodes
de préparation(CO-évaporation, lyophilisation et changement de pH) utilisées pour l'inclusion
de complexe, la Co-évaporation est la méthode la plus appropriée pour la préparation du
complexe d'inclusion curcumine-f-CD et pour I'amélioration de solubilité et stabilité de la
curcumine [68].

% Ansari et coll ont fait des études sur lI'amélioration de la solubilité et la stabilité de la

curcumine par la complexation avec la cyclodextrine. Les méthodes utilisées pour la
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préparation du complexe inclusion CD/curcumine sont: pétrissage, Co-mélange et
Iyophilisation et a la fin, ils ont conclu que les complexes lyophilisés ont une plus grand
solubiliteé et stabilité que le pétrissage [69].

IV.2.3. Conclusion

D’apreés cette ¢tude, nous concluons que la HP-4-CD est la meilleure molécule cage
pour faire un complexe d'inclusion avec la curcumine et la co-précipitation est la méthode la
plus appropriée pour obtenir un complexe plus efficace et stable.

IV.3. Etude comparative de D’activité biologique de la curcumine et du complexe
CD/Curcumine

La curcumine, en tant que pigment jaune dans I'épice du curcuma (Curcuma longa),
possédait une application trés intéressante dans 1’industrie pharmaceutique en raison de ces
nombreuses propriétés pharmacologique surtout [’activité antioxydante et D’activité
antibactérienne. Mais son potentiel optimum est limité en raison de leur faible biodisponibilité
et solubilité dans les solvants aqueux. Pour surmonter le probleme et pour améliorer leur
activité, plusieurs études ont été faite pour développer un nouveau complexe

cyclodextrine/curcumine (CD/curcumine) avec des nouvelles propriétés.
IV.3.1. Evaluation de P’activité antioxydante

V.3 .1. 1.Etude de ’activité antioxydantede la curcumine
IV.3.1.1.a. Expérience n°1

En 2010 Intan Atirah M et collont fait une étude sur I’activité antioxydante du curcuma
Longa ou ils ont utilisé la méthode du piégeage des radicaux DPPH et les résultats été comme
suit :

€ L'activité du piégeage des radicaux DPPH des extraits de rhizome et du BHT

augmente avec l'augmentation de la concentration.

€ La valeur de la concentration inhibitrice maximale (Clso) de I'extrait du curcuma était
supérieure a celle du la solution standard. Ou la Clsy de I'extrait de curcuma est de
21,25 pug / ml, tandis que la valeur ICsqo pour le BHT est de 12,42 ug/ml (Fig.IV.4).

€ Ces réactions ont montré que les phénoliques, les flavonoides et les tocophérols
piégeaient les radicaux DPPH par leur capacité a donner de I'nydrogéne [70].
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Fig. IV.4.Activités de piégeage DPPH de I’extrait de Curcuma. longa et comparé avec

I'hydroxytoluene Butyle comme solution standard [70]

4 L’extrait du curcuma possédait une activité antioxydante donnée par les composés
phénoliques et les flavonoides. Cette activité pourrait étre bénéfique dans la
prévention de diverses maladies liées au stress oxydatif [70].

IV.3.1.1.b. Expérience n°2

En 2013Asouri M et coll ont fait une étude pour évaluer le pouvoir antioxydant de la
curcumine par deux méthodes, a savoir de piégeage du radical DPPH et le pouvoir réducteur
de l'activité (RPA), par rapport a I'acide ascorbique (un antioxydant connu)les résultats été
comme suit [71] :

Pour la méthode du DPPH lls ont remarqué que la curcumine et l'acide ascorbique ont
montré un piégeage maximal des radicaux de 83 et 77% a une concentration de 0,2 mM
(Fig.1V.5), respectivement. La curcumine a montré une activité du piégeage des radicaux

libres plus élevée que I'acide ascorbique a des faibles concentrations [71] .

41



Chapitre IV Etude comparative

104

30

80

70 4
= 60
=
2 so
2 40
= o - -Ascorbic Acid
a4 - .

ra —&—Curcumin

0 4 * ______ —

6

]

0.025 0.050 0.100 0.150 0.20:0

Concentration (mM)

Fig.1V.5. Comparaison entre antioxydant connu et curcumine [71] .

+¢ Pour la méthode de RPA [D’activité de puissance réductrice est montrée a 62 et 72% a
une concentration de 0,5 mM pour la curcumine et l'acide ascorbique, respectivement
(Fig.IV.6). L’ activité de la curcumine et de 1’acide ascorbique est liée a la concentration, il

n'est pas observé de différence significative entre les deux antioxydants pour réduire l'activité
énergétique [71] .

100 -
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Reducing power (%)

0.0125 0.025 0.05 0.1 0.25 0.5
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Fig. IV.6.Pourcentage du pouvoir réducteur de la curcumine sur le potassium
ferricyanure. L'acide ascorbique a eté utilisé comme standard [71] .

D’apres ces études on peut conclure que :

Rl

% L'acide ascorbique et la curcumine ont la méme force & des concentrations
réductrices d'activité énergétique.

% La curcumine a la méme efficacité d’acide ascorbique.
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IV.3.1. 2.Activité antioxydante du complexe CD/curcumine

En 2020 Alizade N etcoll ont fait une étude pour I’évaluation de I’activité
antioxydante du complexe p-ety-CDs/Curcumine chargé en nanoparticules de chitosane. Les
complexes étudiés sont : Curcumine, CD, CDs/curcumine ils ont fait une comparaison pour
déterminer le complexe qui donne la meilleure activité antioxydante, antibactérienne et
anticancéreuse [72].

Ils ont utilis¢ la méthode du DPPH et ils ont trouvés que I’activité antioxydante de la
curcumine est augmentée apres 1’addition de cyclodextrine. Aussi ils ont trouvé que ’activité
antioxydante est meilleure dans les complexes y-CD/curcumine, S-CD/curcumine et la

curcumine respectivement [72] .

En revanche Chen J et collontfait une étude pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante
du complexe cyclodextrine/Curcumine par I’utilisation de deux méthodes : la méthode du

piégeage des radicaux et la méthode de piégeage ABTS" ™. Les résultats été comme suit [73].

Pour la méthode du DPPH ont remarqué qu’avec l'augmentation de la concentration du
complexe d'inclusion, le taux de piégeage des radicaux DPPH du complexe été augmenté.
Aussi ils ont remarqué que 1’activité de la curcumine est la meilleure par apport ’activité € de
CD/Curcumine Donc ils ont montré que l’activité de piégeage des radicaux DPPH du
complexe demande de la concentration du complexe CD/Curcumine [73].

4 = Curcumin
B irclusion Comphax _1_

el

M

Scavengng rate (o)

I;e-u 320 pgfmL
Fig.1V. 7. Taux du piégeage des radicaux DPPH du complexe CD/Curcumine et du
Curcumine [73] .

Pour la méthode de piégeage ABTS **. Chen j et coll ont remarqué qu’avec I'augmentation de
la concentration du complexe cyclodextrine/Curcumine, le taux de piégeage des radicaux

ABTS du complexe a été augmenté avec 1’augmentation de concentration du complexe. Ils
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ont conclu que ’activité de piégeage d’ABTS du complexe dépende de la concentration du

complexe CD/Curcumine [73] .

50 - T Curcumin
| I inclusion Complex

40 4

WWJJ

20 4 160 320 pe/mL

Scavengng rate (%)

Fig. 1V.8. Pourcentage d’inhibition de piégeage ABTS " "du complexe CD/Curcumine et

du Curcumine [73].
1VV.3.2. Evaluation de P’activité antibactérienne
1V.3.2.1.Etude de I’activité antibactérienne de curcumine

IV.3.2.1. a. Expérience n°1

Les souches bactériennes utilisées dans cette expérience sont regroupées dans le tableau 1V.3

Les souches Gram
Bacillus subtilis -
Staphylococcus aureus +

Escherichia coli -
Serratia +

Tableau.lV.3. Souches bactériennes
Dans I’étude de Beghdad N et coll, I’activité antibactérienne a été évaluée vis-a-vis
quatre types des bactéries, par la méthode de diffusion sur disque sur milieu de Mueller-
Hinton gélosé. Ils ont utilisé deux solvants DMSO et tween80 pour la dilution de 1’extrait.
Beghdad N et coll ont constaté que I’extrait de curcuma présente une activité inhibitrice pour
Staphylococcus aureus, a une concentration de 0,08 et 0,04 g/ml dont le diamétre d’inhibition
est égal a 20 et 16 mm, et pour la bactérie Serratia ; dont la zone d’inhibition est de diamétre

15et 18mm pour une concentration 0.08et 0.02 g/ml, respectivement. Ils ont remarqué aussi
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pour la souche Bacillusesubtilisa une concentration 0,08 g/ml un diamétre d’inhibition est

égal a 16mm (Fig.1Vv.10.)
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Fig. IV.9.Activité antibactérienne des différentes concentrations de I’extrait de
Curcuma sur les quatre bactéries [63] .

+¢+ Pour les souches bactériennes dans le tween80 ils ont montré qu’il y a une activité
inhibitrice pour Serratia a une concentration 0,2, 0,1 et 0,05 g/ml dont les diameétres
d’inhibition sont 21, 20, 18 mm respectivement. Aussi pour la bactérie Bacillus subtilis, ils
ont remarqué une zone d’inhibition de diamétre 16 mm dans la concentration 0,2 g/mL. Mais

n’a présenté aucune activité inhibitrice pour Escherichia coli et Staphylococcus aureus dans

toutes les concentrations (Fig.1V.10) [63]

Diamétres

—— o, RO02 g
(5}\ mo1 giml
> NO0S gl

souche bactérienne

Fig. 1V.10. Activité antibactérienne des différentes concentrations de curcumine
dans tween sur les quatre bacteries [63]

IV.3.2.1. b. L’expérience n°2
En 2010 Muhamed IA et coll ont aussi fait une étude sur 1’activité antimicrobienne de 1’ extrait

éthanolique de curcuma contre deux types de bactérie (Staphylococcus aureus et Salmonella
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typhi) par I’utilisation de la méthode de diffusion en puits et diffusion sur disque [70] .

D’apres le Tableau. IV.4 ils ont montré que :

Pour la méthode de diffusion en puits, ils ont noté que I’extrait du curcuma donne la meilleure
activité antibactérienne et la zone d’inhibition commencée avec 11 a 12 mm pour toutes les
concentrations sauf a 0 mg/ml mais pour DMSO ils n’ont observé aucune activité
antibactérienne, pour S. typhi a toutes les concentrations (0-500 mg/ml) testées ils n’ont
observé aucune activité antibactérienne [70] .

¢ Pour la méthode de diffusion par disque, ils ont observé que 1’extrait éthanolique de
curcuma a commencé 1’activité antibactérienne avec inhibition de 7 mm contre S. aureus a
toutes les concentrations d’extrait (100, 200, 300, 400, 500) sauf pour la concentration de 0
mg/ml et pour le DMSO. Par contre le résultat du test n'a montré aucune zone d'inhibition

pour S. typhi a toutes les concentrations (0-500 mg/ml) testées.

Concentration La zone d’inhibition (mm)

d’extrait de Diffusion de disque Diffusion en puits
Les souches curcuma (mg/ml)

0
100
200
300
400
500

DMSO - -

0 - -
100 - -
200 - -
300 - -
400 - -
500 - -

DMSO - -

12
11
11
11

Staphylococcus
pny 11

aureus

EENIENIENIEN Y

Salmonella typhi

(-) : pas d’activité inhibitrice
Tableau. IV.4. L’activité bactérienne de I’extrait de curcuma par la méthode de

diffusion en puits et la méthode de diffusion sur disque [70] .
1V.3.2.1. c. Conclusion

D’aprés les résultats de cette étude on conclut que I'extrait de curcumine a une activité
antimicrobienne contre les bactéries aureus. Cependant, mais aucun effet antimicrobien

contre S. typhi.
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IV.3.2.2.Etude de I'activité antibactérienne de complexeCD/Curcumine

En 2020 Alizade N et coll ont fait une étude pour I’évaluation de 1’activité
antibactérienne du complexe S-et y-CDs/Curcumine chargé en nanoparticules de chitosane.
Les complexes étudiés sont : Curcumine, CD, CDs/curcumine ils ont fait une comparaison
pour déterminer le complexe qui donne la meilleure activité antibactérienne [72] . lls ont
utilisé la méthode de diffusion sur disque pour étudier I’efficacité antibactérienne contre deux

bactéries S. Aureus et E. coli. lls ont trouvé que :

Pour E. Coli la meilleure activité antibactérienne donné par la curcumine et la f-
CD/curcumine a une concentration inhibitrice 64mg/ml mais pour S.aureus [D’activité
antibactérienne est variée d’un ordre décroissant : la curcumine, le complexe 5-CD/curcumine
et y-CDs/Curcumine.

Aussi ils ont remarqué que la curcumine est plus réactive pour E. Coli par rapport au
S. Aureus [72].

Concentration (ng/ml)

CUR CURjpB CURxy
CD CD
EEC 64 64 32
mSA 64 32 32

Fig. IV.11. Activité antibactérienne a des concentrations minimales du curcumine -
CD/Curcumine et de p-CDs/Curcumine

En 2014 beehegge A évalué I’activité antibactérienne (I'effet phytotoxique) du
complexe méthyl g-cyclodextrine polyéthyléne glycol- a base de S-CD ou y-CD avec la
curcumine et la méthode utilisé pour I’é¢tude aPDT contre Escherichia coli (E. coli) and
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Enterococcus faecalis. 1ls ont trouve que le complexe a un effet phytochimique contre E. coli
[74].

IV .3.3. Résultats des études

D’aprés notre synthése bibliographique sur [Dactivité antioxydante et [’activité
antibactérienne de la curcumine et du CD/Curcumine, nous pouvons constater que :

% Le curcumine a un pouvoir antibactérien contre Escherichia coli, Staphylococcus
Aureus, Pseudononas aeruginosaet Bacillus, Serratia par contre il n’a pas d’activité contre
S.typhi ;

+ La méthode de diffusion en puits est plus sensible que la méthode de diffusion par
disque aussi, elle est la meilleure méthode pour I’évaluation de ’activité antibactérienne ;

s L’activité antioxydant du complexe CD/Curcumine est mieux par rapport 1’activité de
curcumine ;

s L’activit¢ antioxydante de la curcumine et du CD/Curcumine est liée
proportionnellement a la concentration ;

+ La méthode d’ABTS est la meilleure méthode pour évaluer 1’activité antioxydante du
complexe mais le DPPH est la meilleure pour I’activité antioxydantde la curcumine ;

% La cyclodextrine augmente 1’activité antioxydante de curcumine ;

¢ La curcumine et le complexe -CD/curcumine ont la méme efficacité antibactérienne.

IV .4. Conclusion

A la fin de ce chapitre et d'aprés les recherches effectuées, et si les conditions étaient
meilleures et nous permettent de faire la partie expérimentale de cette étude nous avons
choisis la méthode de micro-onde pour extraire la curcumine et nous probablement
obtiendrons un bon rendement. Pour faire le complexe d’inclusion nous utiliserons la HP-f-
CD comme molécule cage et la méthode de co-précipitation pour la formation du complexe ;
enfin, pour évaluer l'activité antioxydante et antibactérienne du complexe nous utiliserons la
méthode d'ABTS et la méthode de diffusion en puits.
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Conclusion générale

L’objectif des travaux présentés dans ce mémoire est I’étude théorique de I’extraction
de curcumine a partir du Curcuma par la comparaison entre deux méthodes d’extraction,
I’extraction conventionnelle par la macération et 1’extraction moderne par micro-onde, ensuite
nous avons procédé a I’étude théorique de la complexation de cyclodextrine avec la
curcumine et enfin nous avons fait une étude théorique et comparative sur 1’activité
biologique(antibactérienne et antioxydante) entre la curcumine et le complexe
CD/Curcumine.

D’apreés nos études, nous avons conclu que 1’extrait de Curcuma longa obtenu avecdes
rendements convenables par les deux méthodes d’extraction, mais I’extraction assistée par
micro-onde a donné un meilleur résultat(6,5% aprés 6min) par rapport & la macération. Pour
le solvant utilisé dans I’extraction nous avons trouvé que le méthanol est le meilleur solvant

par rapport a I’éthanol et I’acétone.

D’apres 1’étude de la complexation de Curcumine avec la Cyclodextrine nous avons
trouvé que la co-précipitation est la méthode la plus appropriée pour obtenir un complexe
CDl/curcumine stable et efficace. Aussi nous avonsconfirmé que la cyclodextrinea augmenté
la solubilité(4,41x 0°M, était 1,91x0°M), la stabilité (Ks = 401,817)et par conséquent la

biodisponibilité de curcumine.

L’évaluation de I’activité antioxydante de Curcumine et du complexe CD/Curcumine
par I’utilisation des méthodes DPPH et ABTS, montre que la curcumine est un excellent
inhibiteur du radical DPPH et le complexe est un excellent inhibiteur du radical ABTS ;
I’activité antioxydante du complexe CD/Curcumine est bonne par rapport a I’activité de
curcumine. Ces résultats ont confirmé que la cyclodextrine améliore 1’activité antioxydante de

curcumine

L’évaluation de I’effet antibactérien des extraits du curcuma a été faite par différentes
méthodes tandis que la diffusion sur disque est la plus utilisée, les résultats ont montré que le
Curcuma a un pouvoir inhibiteur contre toutes les souches E. coli, S.Aureus, Serratia,

B.Subtilise tandis que le complexe a un pouvoir inhibiteur contre S. Saures et E. coli
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