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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I'élaboration des médicaments non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés
directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matiéres premieres pour la
synthése de médicaments ou comme modéles pour les composés pharmacologiquement actifs
(Etame, 2018), Elles contiennent une grande quantité de composes antimicrobien et antioxidant
tel que les saponines, les tanins, triterpénoides, polyphénols et autre composent (Kodjio et al.,
2016).

Récemment, I’attention s’est portée sur les herbes et les épices comme source
d’antioxydants, qui peuvent étre employés pour se protéger contre les effets du stress oxydant
(Mata et al., 2007).

Le stress oxydatif se produit dans les cellules et les tissus des organismes partout ou
abondent les processus d’oxydation et de réduction, cela a été attribué a la production d’espéces

réactives d’oxygeéne au-dela de la capacité du system a les neutraliser (Halliwell, 1996).

Curcuma longa L. est une plante herbacée vivace appartient a la famille des
Zingibéracées, a tige court, grandes feuilles oblongues et porte des rhizomes ovales, piriformes
ou oblongs, souvent ramifiees et des coleur jaune brunatre (Rathaur et al., 2012). Il est utilisé
comme additif alimentaire, conservateur et colorant. Il est largement utilisé pour le traitement

des plusieurs maladie telle que : paludisme, fiévre et entorses (Kodjio et al., 2016).

L’objectif principal de notre étude est consacré a 1’évaluation de I’activité antioxydant

de Curcuma longa L.

A cause de la pandémie de CORONA VIRUS, la partie expérimentale de cette étude est
représenté par une synthese d'analyse des articles scientifique qui ont méme objectif et pour

cela, le présent travail est formé par deux parties :

» Premicre partie : c’est la partie bibliographique, qui comprend un chapitre sur Curcuma
longa L., et un chapitre sur le stress oxydatif.

» Deuxiéme partie : c’est la partie expérimentale, qui referme un chapitre sur le matériel
et la méthode utilisée au sein de ce travail, et un autre chapitre représente les résultats

obtenus et leurs discussions.
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Chapitre 1 Généralité sur Curcuma longa L.

1. Geénéralité sur Curcuma longa L.
1.1. Les noms de Curcuma longa L.

Curcuma longa |I. est connue sous le nom de curcuma c’est une plante herbacées

rhizomateuses sont robustes et touffues (Cheikh Ali, 2012).

Figurel.l.la plante entiére de Curcuma longa L. (Hombourger, 2010).

Le nom du genre «Curcuma» provient de la latinisation de I’arabe «al-kurkum» signifiant

«jauney et se référant a ’origine au safran (Cheikh Ali, 2012).

Tableau 1.1. Différentes nominations de Curcuma longa.

Langue Nom Référence

Anglais Indien safron (Roshan et Gaur., 2016)
Indien Haldi

Frangais Curcuma

Chinois Jianghuang (Hombourger, 2010)

1.2. Historique

Le Curcuma est une épice qui fait I’objet d’échanger commerciaux depuis longtemps ce
qui fait la détermination avec certitude de son origine difficile (Hombourger, 2010).

Le curcuma (curcuma longa) est probablement originaire de I’Asie du sud tropicales,
mais est maintenant largement cultivés dans les régions tropicales et subtropicales

principalement 1’Inde, chine, Malaisie, Taiwan et Indonésie (Li et al., 2011).
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Cette plante est décrite a prés de 4000 ans, a culture védique en inde, est été utilisee
pendant des si¢cles dans la ayurvédique, I’'unanine et la siddha médecine (Rathaur et al., 2012)

Le Curcuma a été introduit pour le premier foie en Europe au 13°™ siécle par des
commercants arabes (Rathaur et al., 2012). Il est connu aussi & la chine avant le 7¢™ sigcle, en
Afrique de DI’Est depuis le 8°™ siécle et I’Afrique de I’Ouest depuis le 13°™ siécle
(Jansen ,2005).
1 .3. Classification

Curcuma longa été décrit par linneaus et sa position taxonomique est motionnée dans le
tableau ci-dessous (Tableau 1.2).

Tableau 1.2.Classification taxonomique de Curcuma longa (Chttopadhyay et al., 2004).

Rang taxonomique Nomenclature
Regne Plantae

Classe Liliopsida
Sous classe Commelinds
Ordre Zingibérales
Famille Zingiberaceae
Genre Curcuma
Espece Curcuma longa

On dénombre pres de 110 espéces de genre Curcuma. Seuls environ 20 especes ont été
étudies du point de vie phytochimique, parmi ces espéces (curcuma longa L) est I’espéce la
plus étudiée chimiquement jusqu’a présent (Li et al., 2011) mais en retrouvé également
Curcuma xanthorriza roxburgh dit tanoe lawak et la Zédoaire décrite sous le nom de curcuma
Zédoaire roxoe ou Curcuma zurumbert roxburgh (Hombourger, 2010).

1.4.Description botanique

Curcuma longa L. est une plante herbacée vivace avec une tige courte qui peut atteindre
jusqu’a 1m de haut (Araijo et leon, 2001).

Les rhizomes : principaux de forme ovoide et secondaires rondes Epais, écailleux, se rident par
dessiccation, ces rhizomes sont de couleur jaune orangé en section, gris brunatre en surface.
Une odeur aromatique se dégage apres section de rhizome (Hombourger, 2010).

Les feuille : sont larges et naissant a partir du rhizome, elles sont est alternes et distiques,
présente un pétiole engainé portant un limbe nervé, de 50cm de longueur, glabre sur les deux
faces (Cheikh Ali, 2012).
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Les fruites : sont des capsules globuleuses, mais ils ne sont pas produites chez |’espéce
Curcuma longa ; plante stérile disséminée par division de son rhizome (Cheikh Ali, 2012)

Les fleurs : possedent un calice tubulaire, court, présentant 3 dents inégales et une corolle
tubulaire a sa base, puis divisée en 3 lobes jaunes inégaux , des étamines dont une seule fertile,
bifide, I’anthére présentant un large éperon courbé a la base et un ovaire infere, triloculaire,
surmonté d’un style terminé par un stigmate simple et en crochet (Hombourger, 2010), et de

couleurs : verdatre ou blanches & sommet rose et de fongueur de 5 & 6 cm ( Cheikh Ali,2012).

Figure.1.2.Différent partie de Curcuma longa L.

(@) les fruit du Curcuma longa L. (b) les feuille de Curcuma longa L. (c) les fleur de Curcuma
longa L. (Roshan et Gaur, 2017). (d) Curcuma longa L. (Hombourger, 2010).

1.5. Composition biochimique

Les especes de Curcuma sont bien connues en phytothérapie par sa richesse en
métabolites secondaires bioactifs tels que les phénols totaux, flavonoides, alcaloides et le tanin
(Kananbala et Mangvung, 2010).
1.5.1. Fraction volatile

Les composants organiques volatiles des plantes constituent un groupe relativement

important des substances végétales (Yanhang et al., 2020).
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Sont des liquides visqueux de couleur jaune a brun, insoluble dans I’eau, les huiles
essentielles des feuilles sont généralement dominées par les monoterpénes tandis que I’huiles
des rhizomes contient des sesquiterpénes (Li et al., 2011).

1.5.2. Fraction non volatile
1.5.2.1. Polyphénols

Parmi les polyphénols identifiés : curcuminoides appartenant au groupe des
diarylheptanoides (ou diphénylheptanoides), ce sont des pigments jaunes sont généralement
utiliser comme colorants alimentaires et sont les principaux composés actifs de Curcuma (Li et
al., 2011). lls sont insolubles dans I’eau, cependant solubles dans I’acétone, méthanol et
1”éthanol (Goel et al., 2008 ; Jurenka, 2009), la curcumine de la formule chimique C21H2006
et de structure 1,7-bis-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl)-hepta-1,6-diéne-3,5-dione (curcumine T)
(Deogada et Ghata, 2015). la deméthoxycurcumine (curcumine II) et Ila

bisdeméthoxycurcumine (curcuminelll) (Li et al., 2011),

H;CO ) o OCH,
HO@ CH=CH— |<|:— CH,— I(|3—CH= cu@- OH
Curcumin- I
H;CO

R
Ho@ CH=CH—C— CH,— C—CH= CH@ OH

Curcumin- II

o] o

1l ]
Ho@- CH=CH—C— CH,— C—CH=CH OH

Curcumin- [Tl

Figurel.3.la structure chimique des principaux curcuminoides (Chttopadhyay et al., 2004).

1.5.2.2. Autres composants

Le Curcuma contient des protéines (6,37), des lipides (5,17), des glucides (69.47), des
humidités (23,17) (Rathaur et al., 2012).
1.6. Utilisation traditionnelle
1.6.1. Utilisation alimentaire

Les rhizomes de Curcuma longa L. sont couramment utilisés comme arome, colorant et

conservateur. lls sont commercialisés comme épice et source d’amidon industriel (Cousins et
al., 2007).
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1.6.2. Utilisation médicinale

En médecine traditionnelle indienne la poudre de C.longa L. est utilisée conte les troubles
biliaires, anorexie, coryza, plaies diabétiques et le rhumatisme (Ammon et al., 1992).

En médecine chinoise Curcuma longa L. est utilisé pour traiter les maladies associées a
des troubles abdominaux et les douleurs. Dans I’ancienne médecine hindoue C.longa est utilisé
pour traiter les entorses et les enflures causées par des blessures (Ammon et Wahl, 1991).
1.6.3. Utilisation cosmétique

Le Curcuma est largement utilisé dans la production de créme et de savon en ayurvéda,
I’ancien systeme médicinale indienne, qui sont utilisés comme méthode de traitement facile
pour les infections oculaires, les morsures, les brulures et I’acné (Hatcher et al., 2008 ; Akpolat
et al., 2010)

1.7. Activités biologiques

Le Curcuma contient un composé principal s’appelle curcumine est connue avoir des
effets antioxydants (capacité a inhiber la génération de 1’espéce réactive de I’oxygéne comme
les anions superoxydes (Rathaur et al., 2012). Anti-inflammatoire (la capacité d’inhiber la
biosyntheése des prostaglandines inflammatoires (Akram et al., 2010) et anticancéreux (induire
I’apoptose, inhiber la progression du cycle cellulaire et empéche la croissance des cellules
cancéreuses (Rathaur et al., 2012), joue un role important dans la prévention et le traitement du
diabete et des diverses maladies auto-immunes, neurologiques, et cardiovasculaire (Kocadame
et Sanlier, 2017). La curcumine inhibe I’anaphylaxic systémique, et possede la capacité
d’inhiber les réactions allergiques dépendantes des mastocytes non spécifique et spécifique
(Rajagopalan et Savarna, 2015).

Les constituants de Curcuma longa exercent plusieurs effets protecteurs sur le tractus
gastro-intestinal. Le curcuminate de sodium inhibe les spasmes intestinaux, la p-
tolyméthylcarbinol augmente la sécrétion de la gastrine et la sécrétine et I’enzyme
pancréatique et également inhibe la formation d’ulcéres causées par le stress (Akram et al.,
2010).

Les effets protecteurs de cette plante sur le systéme cardiovasculaire comprenant
I’abaissement des taux de cholestérol et triglycérides, la diminution de la sensibilité des
lipoprotéines de basse densité (LDL) a la peroxydation lipidique et inhibition de 1’agrégation
plaquettaire (Akram et al., 2010).

L’extrait et ’huile essentielle de Curcuma longa inhibent la croissance d’une variété des

bactéries, parasites et les champignons pathogenes (Rathaur et al., 2012)
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Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par

un nouveau concept, celui du « stress oxydant »

2.1. Stress oxydant

La découverte d'especes chimiques radicalaires présentes normalement dans l'organisme a

bouleversé notre compréhension des mécanismes biologiques. Ces radicaux libres sont produits
par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour I'organisme a dose raisonnable ;
mais la production peut devenir excessive ou résulter de phénomenes toxiques exogeénes et
l'organisme va devoir se protéger de ces exces par différents systemes antioxydants. (Favier,
2003).

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre les radicaux libres et le systeme antioxydant,
qui provoquer des maladies chroniques telles que : cancer, maladie Alzheimer et maladie de
Parkinson (Asouri et al., 2013).

Le stress oxydatif devient anormale li¢ soit & une production accrue d’EOA, soit a une
diminution de la capacité de défense antioxydant (Defrangne et Pincemail, 2008).

2.2. Radicaux liber

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans I’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces oxygénées
activées (EOA) (Haleng et al., 2007).

Les radicaux libres sont des composeés caractérises par une structure électronique
déséquilibrée qui leur confere une grande réactivité sur les constituants organiques et sur les
structures cellulaires. Ils favorisent habituellement le bon fonctionnement de 1’organisme et la
santé des mammiferes, mais leur exces peut étre néfaste. En dehors de toute situation
pathologique, leur production est stimulée par toute situation de stress, en particulier par la
manipulation maladroite ou brutale des animaux, par I’exercice physique, par le froid, par des
niveaux d’alimentation excessifs ou par des déséquilibres alimentaires (Aurousseau, 2002).

Les radicaux libres participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction
de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogeénes, a la destruction
par apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire, a la différentiation cellulaire et la
régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux
de la mémoire, a la fécondation de l'ovule et la régulation des génes (Favier ,2003).

Les espéces réactives (ER) sont des atomes ou molécules générées par voie enzymatigue
ou par interactions chimiques. Il existe trois familles d’especes réactives : les especes réactives
de I'azote ou RNS, les especes réactives de chlore ou RCS, et I’espece réactive la plus

intéressante est les espéces réactives d’oxygene ou ROS (Hamma et al., 2015).
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Les principales espéces réactives d’oxygene sont :
e |'anion superoxyde O2 —
e le radical hydroxyle OH
e monoxyde d'azote NO
e l'oxygéne singulet 102
e le peroxyde d'hydrogene (H202)
e le nitroperoxyde (ONOOH) (Favier, 2003).
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protéines des cascades des protéines lipidigue 1" AN

de kinases

Figure.2.1. Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de
I’oxygéne impliqué en biologie (Favier, 2003)
Les sources des radicaux libre sont classé un deux catégories :
e Les sources exogenes : quinones, métaux toxique (chrome, cuivre, vanadium), médicaments,
particules inhalées (amiante, silice) et les rayonnes ultraviolettes.
e Les sources endogenes : I’acide 1évulinique et les catécholamines (Favier ,2003)
2.3. Antioxydant
Dés le début du 20°™ siécle, I’industrie s’est intéressée de prés aux antioxydants (ou
antioxygene), molécules capables par exemple de réduire les effets de I'oxygeéne sur la
corrosion des métaux. En biologie, les premiéres recherches sur les antioxydants ont montré
leur capacité a réduire I’oxydation des acides gras insaturés et leur rancissement (Defraigne et
Pincemail., 2008).
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Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir
ou inhiber la génération d’une oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont déja produits et de les
inactiver, ploqué de ce fait la réaction en chaine de propagation produit par ces oxydant (Tang
et Halliwell, 2010).

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, I’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydants. On distingue deux sources d’antioxydants : 1'une est
endogéne (Tableau 2.1), et I’autre est exogéne apporté par I’alimentation sous forme des fruits
et légumes riche en vitamines C et E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou
acides lipoique.

Tableau 2.1. Les déférents antioxydants endogénes (Haleng et al., 2007).

Systéme enzymatique Systéme non enzymatique Oligo-élément
Superoxyde dismutase Ferritine Sélénium
Glutathion peroxydase Transferrine Cuivre
Catalase Céruléoplasmine Zinc
Endonucléses Albumine

Les antioxydants pourront étre utiles pour éviter les récidives. Il permettra aussi de
stabiliser la tolérance a I'insuline, d'ameliorer I'immunité. Pourront étre utilisés pour diminuer
la toxicité des médicaments, souvent générateurs de radicaux oxygenés dans leur métabolisme
(Favier, 2003).
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3. Matériel et Méthodes

Ce travail est une étude analytique de plusieurs articles scientifiques qui se concentrent
sur I’étude de ’activité antioxydant de Curcuma longa L. selon différentes méthodes. Ces

articles sont les suivants :

% Article 1 : Choi H-Y.2009. Antioxidant activity of Curcuma longa L., Novel foodstuff.
Molecular & Cellular Toxicology 5(3) :237-242.

% Article 2 : Kodjio N., Atsafack S S., Fodouop S P.C., Kuiate J-R., Gatsing D.2016. In
vitro Antisalmonellal and Antioxidant Activities of Extracts and Fractions of Curcuma longa
L. Rhizomes (Zingiberaceae).international journal of Biochemistry Research &
Review.11(3) :1-14.

% Article 3: Hayat S, Sabri A N,.2016.Screening for antibiofilm and antioxidant potential
of turmeric (Curcuma longa) extracts. Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences
29(4) :1163-1170.

% Article 4 : Maizura, M., Aminah, A. Wan Aida, W. M. 2011. Total phenolic content
and antioxidant activity of kesum (Polygonum minus), ginger (Zingiber officinal) and turmeric
(Curcuma longa) extract. International Food Research Journal, 18 :526-531.

¢+ Article 5 : Tanvir, E.M, Sakib Hossen Md, Fuad Hossain Md, Afroz Rizwana, Gan
Siew Hua, Ibrahim Khalil Md, Karim N.2017. Antioxidant Properties of Popular Turmeric
(Curcuma longa) Varieties from Bangladesh. Journal of Food Quality. Vol 2017 :1-8 p.

10



Chapitre 3 Matériel et Méthodes

3.1. Matériel

1.1. Matériel vegeétale
La partie de la plante utilisée comme matériel végétale se differe selon les études

> Article 1 : la poudre de la plante Curcuma longa L. entiére, a été obtenue des
pharmacies locales a Séoul, Corée (Choi, 2009).

> Article 2 : les rhizomes de Curcuma longa L. ont été collectés dans la division de
Santchou, région ouest de Cameroun et ont eté identifié par Mr.NGANSOP Eric botaniste a
I’herbier nationale de Cameroun (Kodjio et al., 2016).

> Article 3 : les rhizomes de Curcuma longa L. ont été achetés de marché local de légumes
a Lahore, Pakistan (Hayat et Sabri, 2016).

> Article 4 : la matiere végétale fraiche a été achetée de marché local a Selangor (Maizyra
etal., 2011).

> Article 5 : deux varietes difféerant de Curcuma (mura et chora) ont éte collectes dans le
district de Khulna de la division Khulna et de district de khagrachari de la division Chittagong
de Bangladesh en juillet 2013, apres la collecte les échantillons de Curcuma ont été emballés

dans des sachets en plastique stériles avant transport au laboratoire (Tanvir et al., 2017).

3.2. Méthodes
3.2.1. Extraction

Selon Particle 1 ’extraction préparé par le protocole expérimentale suivant :

e 500 g de poudre séchée a été extraite avec le MeOH pendant 3 heures.

e [’extraite brut de MeOH a été recueille par filtration et évaporation a 1’aide d’un
évaporateur rotatif a 45 C°.

e Puis I’extraite brut a été fractionné avec n-hexan, CHCLs, EtOAc, n-BuOH et H2O a
I’aide d’une ampoule a décanter.

e Chaque fraction a été évaporée a 50 C° pour donner 12.5 g de I’extrait de n-hexane,
22.659 de I’extrait de CHCLs, 3.95 g de I’extrait d’EtOAc, 6.75 g de I’extrait de n-BuOH et 7
g de ’extrait de H2O.

Mais dans Particle 2 deux méthodes d’extraction ont été utilisées :

e [’extraction aqueuse (infusion, macération, décoction) a été préparée selon les

méthodes décrites par Duke :

11
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- La macération (I’extrait macéré) a été préparée en dissolvant 100 g de poudre de plante dans
1000 ml d’eau, ’extraction a été laissée a traiter pendant 48 heure avec agitation constante (3
fois par jour).

-La décoction (extrait décocte) a été préparé par dissoudre 100 g de poudre de plante dans 1000
ml de I’eau puis bouillir 2 100°C pendant 15 min.

-L’infusion (extrait infusé) a été préparé en faisant bouiller arroser puis mettre la poudre de
plante dans cet eau bouillie pendant 15 min.

Ces extraits ont été ensuite mélangés puis filtrés sur papier Whatman N°1 et les filtrats ont été
concentrés en évaporant le solvant a 40°C dans une étuve pendant 48 heures.

e L’extraction méthanol/chlorure de méthylene (MeOH/CH:Cl.) se fait selon le protocole
suivant :

- Macérer 1kg de poudre des rhizomes séchés de Curcuma longa a Température ambiante
dans 6 L de MeOH/CH:ClL. pendant 48 heures, pendant cette période 1’agitation a été effectuée
deux fois par jour.

- Le mélange a éte ensuite filtrée en utilisant du papier filtre Whatman N°1.

- Puis Pextrait a été concentré sous pression réduite a 45°C a I’aide d’un évaporateur
rotatif

- Enfin P’extrait a €té conservé dans des flacons stérilisés a 4°C jusqu’a leur utilisation.

La séparation de I’extraite MeOH/CH2Cl: a été réalisé selon la méthode décrite par He et
al. Avec une légére modification :
- 30 g de I’extrait ont été dissous dans 350 ml de méthanol et ajouté 350 ml d’hexane.
- le mélange a été secoué puis séparé dans I’entonnoir
- la méme procédure a été répéter avec ’acétate d’éthyle, et la fraction résiduelle contient un
mélange des composants solubles dans méthanol/eau (eau utiliser pour séparer la phase
d’acétate d’éthyle de la phase résiduelle).
- les différents extraits et fractions ont été concentrés en les laissant repose dans une étuve
(Memmert) réglée a 40°C.

Parallelement dans I’article 3 ’extraction se fait selon la méthode suivante :

e Les rhizomes de Curcuma ont été séches et broyés dans un broyeur électrique pour
obtenir une poudre

e 10 g de cette poudre ont été extraite séquentiellement avec n-hexan, chloroforme, éthyle
d’acétate, éthanol, méthanol et eau.

o Filtration des extraits a I’aide d’un papier filtre Whatman N°1.

12
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e Les solvants ont été évaporé par évaporateur rotatif, sous pression réduire a 40°C pour

obtenir une concentration finale de 50 mg de chaque extrait.
Par contre le protocole utilisé dans I’article 4 est le suivant :

e Curcuma longa a été lavé a ’eau puis séchés a ’aide d’un four a 37°C pendant 30 min
e L’extrait a été obtenu a I’aide d’un extracteur de jus sans I’ajoute d’eau.

o [’extrait végétal pur a été filtré a I’aide de papier filtre Whatman N°1.

e Centrifugation a 4750 g (a 4°C) pendant 15 min.

e L’extrait collecté et stocké dans un flacon en verre recouvert hermétiquement par papier

d’aluminium a -4°C.
Finalement I’article 5 applique la méthode d’extraction suivant :

e Les echantillons de Curcuma ont été nettoyés et séchés a ’air libre, a I’ombre pendant
deux jours avant d’étre broyés en poudre.
e Préparation de deux type d’extraite :
- L’extrait éthanolique a 20% en ajoutant 20 g de poudre de Curcuma dans une solution
d’éthanol a 70% pour obtenir une solution de 100 ml.
- L’extrait aqueux a 20% en ajoutant 20 g de poudre de Curcuma dans 1’eau pour obtenir
une solution de 100 ml.
e Les extraits d’éthanol et aqueux ont été placés dans ’obscurité pour éviter les réactions
susceptibles de se produire en présence de lumiere.
e Agitation pendant 72 heures a température ambiante.
e Les extraits ont été ensuite filtré par papier filtre Whatman N°1 et concentrés dans un
évaporateur rotatif sous pression (100 psi) a 40°C pour I’éthanol et 55°C pour I’cau.

e Lesextraites ont été collectés et conservés a -20°C pour analyses ultérieurs.

3.2.2. Détermination de polyphénols totaux

La teneur en polyphénol totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Folin—
Ciocalteu.

Le principe de la méthode est fondé sur I’oxydation des composés phénoliques par le
réactif « Folin-Ciocalteu » (FCR), qui est un mélange de complexes d’acide phosphotungstique

et d’acide phosphomolybdique de couleur jaune. Cette oxydation entraine la formation d’un
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nouveau complexe molybdene-tungsténe de couleur bleu qui absorbe a 750 nm (Haddouchi et

al., 2016).

Les protocoles utilisés dans les cing articles étudies pour la détermination de la teneur

des polyphénols totaux est motionnée dans le tableau ci-dessous (Tableau 3.1).

Tableau 3.1. Mode de détermination des polyphénols de curcuma longa L.

Article 1 Article 2 Article 3 Article 4 Article 5
L’extrait 150 pl 20pl Iml Echantillons 0.4 ml
inséré dans
différents tubes a
essai
Reéactif et | 150 pl de FCR | 200 plde FCR | 0.5 ml de | 5ml FCR 16 ml de
solutions (0.25N) (2N) FCR (dilué 10 fois) | Na2CO3
+ + + apres 5 min (7.5%)
2400 pl eau | 1380 pl eau | 1mlNa2CO3 | + +
nanopure distillé (10g/100ml) |0 .4 ml de|2ml de FCR
réagir pendant | + + Na2CO3 (dilue 10 fois
3 min 400 pl  de| 7.5 ml d’eau | (7.5 %) par I’eau
+ Na2CO3 distille distillé)
300 pl de| (20%)
Na2CO3 (1N)
Incubation | Température Température Température | Température 1 heure dans
ambiante 40°C pendant | ambiante ambiante I’obscurité
(23°C) pendant | 20 min pendant 45 | pendant 2 heures
2 heures dans min
I’obscurité
Absorbance | 725 nm a 760 nm 765 nm en | 765 nm a l'aide | 765nm  d’un
I’aide de spectrophoto | d’un PD-
spectrophotom meétre visible | spectrophotomét | Spectrophoto-
étre UV/VIS re a lecteur de | métre 303S

microplaques

Les résultats ont été exprimés en mg équivalents d’acide gallique (mg GAE) par une ¢

de I’extraite dans les articles (1, 2,3). La courbe est tracée dans I’article 1 en utilisant les doses

(0-0.3 mg/ml) d’acide gallique, dans I’article 2 les doses (0-0.2 pg/ml) d’acide gallique et

Particle 3 les doses de 0 a 500 pg/ml. L’article 4 a exprimé le résultat en mg équivalent d’acide

gallique par 100 g d’extrait et la courbe standard a été tracée avec les doses d’acide gallique

(10, 20, 40, 60,80 et 100 ppm). Finalement P’article 5 a exprimé les résultats en g d’acide
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gallique par 100 g de Curcuma et utilisé les concentrations (6.25, 12.5, 25, 50,100 et 200 pg/ml)

pour tracée la courbe standard.

3.3. Evaluation de P’activité antioxydant
3.3.1. Méthode de DPPH (1.1 diphényl-2-picrylhydrazyl)

Principe : Cette méthode est utilisée dans quatre articles (1, 2, 4,5), l'activité
antiradicalaire a été évaluée a I’aide du radical libre DPPH, ce dernier de couleur violette réagit
avec un composé antioxydant qui entraine un changement de sa couleur vers le jaune, I’intensité
de la coloration, mesurée au spectrophotométre a 517 nm, est inversement proportionnelle a

’activité antiradicalaire (Kodjio et al., 2016).

Mode opératoire :
L’article 1 utilise la méthode qui décrite par Crue et Wang avec quelque modification :
e 4 ml d’échantillon (de chaque concentration : 12.5, 25, 50 et 100 pg/ml respectivement)
dissout dans MeOH a été melange avec 1 ml de solution de DPPH (1.5x107* M).
e Incubation a température ambiante pendant 30 min.

e La réduction de DPPH a ¢été mesurée par la lecture de I’absorbance a 517 nm.

Le taux de piégeage de DPPH- [1-(Ai-Az)/Ao] X100

Ou :
Ao : Absorbance de contrdle (sans extrait).

A : Absorbance en présence de I’extrait.
Az : Absorbance sans DPPH.

Le protocole expérimental utilisé par I’article 2 est résumeé dans les étapes suivantes :

e L’extrait ou la fraction (2000 pg/ml) a été dilué deux fois en série dans le méthanol.

e 100 pl de I’extrait /fraction dilué ont ét¢ mélangé avec 900 pl de solution de DPPH de
0.3 mM pour donner une concentration finale d’extrait/fraction de 12.5-200 pg/ml.

e Incubation dans I’obscurité a température ambiante pendant 30 min.

e Les densités optiques ont été mesurées a 517 nm.

e L’acide ascorbique (vitamine c) a été utilisé comme témoin.

e L’activité de piégeage des radicaux a été calculée comme suit :

RSA(%) - [(Abs de DPPH —Abs d’échantillonne) /Abs de DPPH] %100
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D’autre part, le protocole de I’article 4 est basé sur la méthode proposée par Akowuah et
al. :

2 ml de solution méthanolique de DPPH (0.1 mM) a été ajoutée aux 200 ul d’extrait et
0.8 ml de méthanol.

e Le mélange a été maintenu dans 1’obscurité pendant 1 heure.

e Le témoin a été préparé en mélangeant 2 ml de DPPH avec 1 ml de méthanol.

e L’absorbance a été mesurée a 517 nm a I’aide de spectrophotométre.

e Le pourcentage d’activité de piégeage de DPPH a été calculé par la formule suivante :

% inhibition- [(Abs ¢ — Abs e)/ Abs c] x 100

Ou:
Abs ¢ : Absorbance de contrdle.
ADbs e : Absorbance de I’échantillonne.

Finalement Particle 5, les étapes suivies sont :

e 1ml de I’extrait a été mélangé avec 1.2 ml de DPPH a 0.003% dans le méthanol a des
concentrations variable (2.5-80 pg/ml).

e Le pourcentage d’inhibition de DPPH a été calculé a I’aide de 1’équation suivante :

% inhibition - [(Abs DPPH —Abs s)/Abs DPPH] %100

Ou:
Abs DPPH : I’absorbance de DPPH en absence de I’échantillonne.
Abs s : I’absorbance de DPPH en présence de 1’échantillonne.

3.3.2. Méthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

¢ Principe : Cette méthode a été utilisée par les cing articles étudiés. La méthode FRAP
est fondée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe*™*) en ion ferreux (Fe™). Cette méthode évalue
le pouvoir réducteur des composes a un faible pH. L’intensité de la couleur bleu du complexe
de tripyridyltriazine ferreux (TPTZ) a été mesuré par spectrophotométre a 593 nm (Soltani et
al., 2017).
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+* Mode opératoire :

Parmi les articles étudie, 1, 3, 4 et 5 ont utilisé la méthode de Benzie et Strain pour réaliser

le test de FRAP avec légéres modification. Les protocoles expérimentaux sont mentionnés dans

le tableau ci-dessous (Tableau 3.2).

Tableau 3.2. Les protocoles expérimentaux utilisés pour le test de FRAP.

Article 1

Article 3

Article 4

Article 5

solution de travail

25 ml de tampon
d’acétate + 2.5 ml
TPTZ + 2.5 FeCl..

85 ul d’extrait

50 pl d’extrait

200 pl d’extrait a
différentes

concentrations

6H.0 (chauffé a (62.5-
37°C) + 150 pl 10000ug/ml)
d’extrait
Réactif de FRAP | 2850 pl 2750 pl 1.5ml 1.5ml
Incubation A I’obscurité A 37°C pendant 4 A 37 °C pendant 4
pendant 30 min min min
L’absorbance 593 nm 593 nm 593 nm 593 nm
La courbe de | Desconcentrations | FeSO.. 7H20 a des | Sulfate de fer a des | FeSO4.7 H20 a des
standard de 25 a 800 uM de | concentrations de | concentrations de | concentrations de
Trolox 0.5-5mM/L 200 -1000 ppm de 100 -1000 uM
Les résultats | UM de Trolox/gde | mM de FeSO.L | uM  Fe(11)/100g | UM Fe (11)/100g
exprimeés poids sec d’extraite d’échantillon d’échantillon

Par contre Particle 2 a utilisé

selon les étapes suivantes :

un autre protocole expérimental pour le test de FRAP

o Différents volumes (400, 200, 100, 50,25 ul) d’extrait /fraction méthanolique préparés a

la concentration 2090ug/ml, ont été mélangé avec 500 pl de tampon phosphate (PH 6.6)

et 500 pl de ferricyanure de potassium (1%).

e Incubation a 50°C pendant 20 min.

e 500 pl d’acide trichloracétique (10%) ont été ajoute au mélange.
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e Centrifugation a 3000 rpm/min pendant 10 min.
e Le surnageant (500 pl) a été dilué avec 500 pl d’eau et mélangé avec 100 pl de chlorure
ferrique a 0.1% fraichement préparé.

e [’absorbance a été mesurée a 700 nm.
3.3.3. Méthode ABTS (2,2¢-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid))

% Principe : Cette méthode est utilisée par I’article 1, c’est la méthode la plus utilisée
pour la détermination de la concentration des radicaux libres. 1l est basé sur la neutralisation
d’un radical-cation résultant de la mono électronique oxydation de chromophore synthétique
2,2’- azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique acide), cette réaction est suivie par
spectrophotométrie par la variation de spectre d’absorption (Sochor et al., 2010).

% Mode opératoire : est la méthode de Re et al., avec une légere modification

e Le cation radical ABTS a été généré en ajoutant 7 mM d’ABTS a une solution de

persulfate de potassium 2.45 mM.
. Le melange a été laissé au repos pendant une nuit dans 1’obscurité a température
ambiante.

e La solution de cation radicalaire ABTS a été dilué avec de MeOH pour obtenir une

absorbance de 0.7+ 0.02 a 734 nm.

e 990 pl de solution de cation radical ABTS et 10 ul de chaque échantillonne ont été

mélanges et mesurée aprés 6 min a 734 nm.

e L’activité de piégeage des ABTS a été calculée selon 1’équation suivante :

Taux - [1-(As-As)/Ad] x100%

Ou:
A I Absorbance en présence de I’extraite.

A2 : Absorbance sans ABTS.
Ao : Absorbance de controle sans extraite.

3.3.4. Méthode de piégeage des radicaux d’oxyde nitrique

Principe : cette méthode est utilisée par I’article 2, basée sur la génération de 1’oxyde de
nitrite a partir de nitroprusside de sodium en solution aqueuse a pH physiologigue qui interagit
avec l'oxygéne pour produire des ions nitrites qui peut étre mesurés a 550 nm par

spectrophotometre en présence de réactif de Griess (Singh et al., 2012).
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Mode opératoire : est la méthode de Chanda et Dave avec légére modification :

0.75 ml de Nitroprusside de sodium 10 mM dans tampon phosphate ont été ajouté a 0.5
ml d’extrait ou de composé de référence (vitamine C ou BTH) a différentes concentrations
(62.5 a 100 pg/ml).

e Les solutions ont été incubées dans 25°C pendant 60 min.

e Une procédure similaire a été répétée avec de méthanol comme blanc et qui a servi de

témoin négatif.

e 1.25 ml d’échantillon incubé a été ajouté au 1.25 ml de réactif de Griess (1% de
sulfanilamide dans 5% d’acide phosphorique et 0.1% de N-1-naphtyléthylénediamie
dihydro-chlorure dans 1’eau)

e Des concentrations de 12.5, 25, 50, 100 et 200 pg/ml sont obtenus

e Incubation dans 1’obscurité a température ambiante pendant 5 min.

e Mesure de I’absorbance de chromophore formé a 540 nm.

e Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon I’équation suivant :

% inhibition- [1-(A1/Ac)] X100

Ou:
A1 : Absorbance de ’extraite ou standard.
Ao : Absorbance de contrble négatif.

3.3.5. Méthode de FIC (Ferrous ion-chelating assay)

% Principe : cette méthode est utilisée par I’article 2. L'activité de chélation des ions
ferreux (FIC) a été utilisée pour doser l'activité antioxydant des différents extraits et fractions.
Elle a été appréciée par 'augmentation de I'absorbance a 562 nm du complexe fer et ferrozine
qui est le composé stabilisant le plus utilisé, il forme avec le fer libre présent dans un milieu
réactionnelle un complexe ferrozine-Fe™ de couleur violette intense, (Khadhri et al., 2012).

% Mode opératoire :

e 1000 pg/ml d’extrait/fraction a été dilué¢ deux fois en série avec méthanol.

¢ 200 pl d’extraite /fraction dilué ont été mélangé avec 740 pl de méthanol et 20 ul de FeCl.
(2 mM).

e La réaction a été initiée par I’ajoute de 40 ul de ferrozine (5 mM).

¢ Des concentrations finaux d’extrait /fraction de 12.5 a 200 pg/ml sont obtenus.
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eLe mélange a été incubé a température ambiante pendant 10 min et I’absorbance a été
mesuré a 562 nm.

e e méthanol sans échantillon a été utilisé comme témoin, le méthanol sans solution de
ferrozine comme échantillon a blanc et la vitamine C et BHT comme standard pour

dosage.
3.3.6. Méthode de piégeage de radical hydroxyle

% Principe : cette méthode est utilisée par I’article 2, le radical hydroxylase est un radical
libre extrémement réactif formé dans les system biologique a partir d’anion superoxyde et le
peroxyde d’hydrogéne en présence des ions métalliques comme le fer et le cuivre (Castro et
Freeman, 2001).

% Mode opératoire :

e 60 pl de FeCL (1 mM) ,90 pl de 1,10-phenanthroline (1mM) avec 2.4 ml de tampon
phosphate (0.2M) pH 7.8, 150 pl de H20: (0.17 M) et 1.5 ml de solution d’essai avec
différant concentration allant de 12.5 a 200 mg/ml ont été ajoutés et mélangés ensemble.

e Incuber le meélange a température ambiante pendant 5 min.

e Apres I’incubation, ’absorbance a €té mesurée a 560 nm a I’aide de spectrophotométre.

e L’activité de piégeage des radicaux hydroxyles (HRS) comme suit :

HRS (%) - [(Abs d’e /Abs c)] x100

Ou:
Abs d’e : absorbance d’échantillon de test.
Abs c : absorbance de controle.
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4. Résultats et discussions
4.1. Rendement d’extraction

Le rendement de I’extrait de Curcuma longa L. dans ’article 4 est de 66.2%. Par contre
dans P’article 5 ou deux variétés de Curcuma différents (mura et chora) sont étudiées, le
rendement le plus élevé est obtenu a partir I’extrait éthanolique (mura 12.39% et chora 13.65%)
tandis que I’extrait aqueux de chora a donné le rendement le plus faible de 7.43%.

Cette différence peut s’expliquer par certains facteurs tel que le temps d’extraction et le
type de solvant, I’interaction entre les deux facteurs précedent a un effet sur la teneur de
polyphénol ce qui permet de dire que la prolongation de temps d’extraction accroit d’une

maniére significatif le pouvoir d’extraction de chaque solvant étudié (Telli et al.,2010).

4.2. Dosage de polyphénols totaux

Le contenu phénolique total des extraits et des fractions de Curcuma longa L. a été
déterminé par la méthode de réactif de Folin-ciacateu (Kodjio et al., 2016).

D’apres Particle 1 les résultats de dosage de polyphénol totaux obtenus sont exprimes
en ug équivalent d’acide gallique par mg d’extrait de Curcuma. La teneur en composés
phénolique totale de la fraction EtOAc (228.7 + 2.3 ug GAE /mg) était supérieur a celles des
autres fractions (CHCIL: = 140.7 + 10.6, MeOH = 38.7 £ 6.7, nBUOH = 30.7 + 3.0, n-hexane =
26.9 + 7.4 et H.O = 6 + 1.3 ug GAE/mg).

Les auteurs de I’article 2 ont remarqué que la concentration de composés phénoliques
dans I’extraits brut de méthanol / chlorure de méthylene égale a 20.30 + 0.75 ug GAE/mg
d’extrait était plus élevé que dans tous les autres extraits. La concentration de I’infusion était
de 17.08 £ 1.14 ug GAE/mg et étaient relativement la méme dans la décoction et la macération
(9.60 £ 0.54 et 9.32+ 1.01 pg GAE/mg) respectivement, et la plus faible concentration en
composeés phénoliques a été observée dans la fraction hexanique (2 + 0.36 ug GAE/mg).

D’apres les résultats de I’article 3, on a remarqué que la plus grande quantité des
composeés phénoliques a été observée dans I’extrait éthanolique avec un valeur de 61.669 + 0.08
mg GAE/g d’extrait suivi de méthanolique avec une valeur de 60.635 + 0.03 mg GAE/g
d’extrait et les teneurs de phénols dans les autres extraits étaient dans éthyle d’acétate = 58.441
+ 0.435, chloroforme = 55.341 + 0.01, eau = 59.143 + 0.434 et hexane = 57.265 + 0.016 mg
GAE/g d’extrait).
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Par contre I’article 4 a montré que le Curcuma longa posséde un contenu en polyphénol
¢gale 67.9 + 1 mg GAE/100g d’extrait.

Finalement les concentrations des composés phénoliques trouvés dans ’article 5 étaient
dans les extraits éthanolique plus élevé que dans les extraits aqueux ou le TPC variait de 6.15
a16.07 g GAE/100 g d’extrait, et de 4.52 a 7.68 g GAE/100 g d’extrait. Parmi le quatre extraits
éthanolique de variétés Curcuma (mura et chora) de division Khulna et Chittagong le TPC la
plus élevé a été mesuré dans la mura de Chittagong (16.07 + 0.301 g GAE/100 g d’extrait) et
la plus faible dans mura de Khulna (6.15 + 0.255 g GAE/100 g d’extrait), de méme I’extrait
aqueux de mura de Khulna avait le TPC le plus bas (4.52 = 0.250 g GAE/100 g d’extrait) tandis
que la concentration la plus élevé (7.68 + 0.071 g GAE/100 g d’extrait) a été trouvé dans chora
de Chittagong.

Gayatri et Rajani (2011) ont obtenu des teneurs en polyphénols supérieurs que celles
des résultats de I’article 3, dans les trois extraits étudiés : éthanolique, méthanolique et aqueux
avec des valeurs comprises entre 215,158 et 68 mg GAE/g d’extrait.

La différence de la teneur en polyphénols peut étre s’expliqueée par un certain nombre
de facteurs intrinseéques (génétique) et extrinseques tel que les conditions climatiques, les
pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les conditions de stockage (secheresse et salinité)
(Podsedek, 2007).

Aussi cette différence est due aux plusieurs parameétres influencant I’extraction de ces
composes tels que : la nature chimique des composes, la méthode d’extraction utilisée, la
dimension des particules d’échantillon et temps d’extraction (Naczk et Shahidi, 2006).

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits, a été realisée
selon la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Si le dosage de Folin-Ciocalteu est
simple a mettre en ceuvre et tres sensible, il n’est cependant pas spécifique des polyphénols car
il réagit avec les acides aminés (tyrosine et tryptophane) des protéines. De telles interférences
peuvent étre negligées car ces acides aminés aromatiques sont en proportions trop faibles par
rapport aux composes phénoliques non protéiques dans les extraits (Boizot et Charpentier,
2006).
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4.3. Résultats de I’ Activité antioxydant
4.3.1. Test de DPPH

Le radical stable 1.1-diphényl -2-picrylhydrazyle (DPPH) a été utilisé pour la

détermination de I’activité de piégeage des radicaux libres des extraits (Nabavi et al., 2008).

Le radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un spectrophotométre en suivant la rédaction
de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPHe¢) a la couleur
jaune (DPPH-H) mesurable a 515 nm. Cette capacité de rédaction est déterminée par une
diminution de D’absorbance induite par des substances antiradicalaire (Bougandoura et
Bendimerad, 2013).

Dans le test DPPH [D’activité antiradicalaire était exprimée en 1C50 (pg/ml) la dose
antiradicalaire nécessaire pour provoquer une inhibition de 50% des radicaux libres, une valeur
IC50 faible correspondant a une activité antioxidant plus élevée de I’extrait (Ching et al., 2014).

Les résultats de I’activité scavenging du radical DPPH des extraits de Curcuma apres
I’analyse de D’article 1, 2 et 5 sont enregistrés dans le tableau ci-dessous (Tableau 4.1) sous

forme des valeurs d’I1C 50 des différant fractions.
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Tableau 4.1.1es valeurs d’IC50 (ng/ml) de différentes fractions de Curcuma longa L.

Les articles Fractions IC50pg/ml
Article 1 EtOACc 9.86
CHCl 16.70
MeOH 58.17
BuOH 81.09
n-hexane 280.42
H20 759.28
Article 2 EtOACc 14.844+0.888
MeOH 15.119+3.709
n-hexane 16.960+ 5.090
H20 Décoction = 21.079+ 1.388
Infusion=21.417+ 3.167
Macération=234.369 + 38.816
Fraction résiduelle 11.621+1.598
Ethanolique * Khulna =1.08
Chittagong=1.97
Article 5 Aqueux? Khulna=5.31
Chittagong=13.42
Ethanolique 2 Khulna =3.03
Chittagong=1.19
Aqueux 2 Khulna=12.51
Chittagong=16.55

Ou: 1!:I’extrait de variété mura et 2:I’extrait de variété chora

D’aprés cette analyse on trouve que les fractions EtOAc possédent les valeurs d’IC50 les
plus faibles par rapport aux autres fractions (article let 2) et I'IC50 de Particle 1 est inférieur
a IC50 de Particle 2 ce qui confirme que I’activité de piégeage dans I’article 1 est plus élevée
par rapport I’activité dans I’article 2. D’autre part les extraites aqueux des deux articles avaient

des IC50 éleveées c’est-a-dire une faible activité antioxydant.
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Ainsi apres I’analyse les résultats de P’article 5 on observe que I’extrait éthanolique
possede une activité de piégeage plus élevée que les autres extraits. La variété mura a une
activité plus puissante que la variété chora de la division Khulna, tandis que I’extrait
éthanolique de la variété chora de Chittagong avait des valeurs IC50 légérement inférieur (1.19
pg/ml) a celle de la variété mura (1.97 pg/ml) de la méme division qui confirme la présence
d’une activité antioxidant plus élevée que I’extrait éthanolique de la variété mura.

Dans cette analyse le Trolox et la vitamine C ont été utilises comme controle positif dans
I’article 1 ou ils montrent des valeurs d’IC50 de 17.19 et 2.44 pg/ml respectivement. La valeur
d’IC50 de vitamine C dans I’article 2 est plus faible par rapport aux autres fractions : 10.614
ug/ml c’est-a-dire possede une forte activité antioxydante.

Les résultats de I’article 4 sont sous forme de pourcentage d’inhibition, on remarque que
I’extraite de Curcuma Longa possede une activité de piegeage des radicaux DPPH égal a 64.6%.
4.3.2. Test de FRAP

L’activité réductrice d’un extrait est évaluée par la réaction oxydoréduction entre I’extrait
et les ions metalliques de transition notamment le fer (Huang et al., 2005), la détermination du
pouvoir réducteur antioxidant ferrique par la transformation Fe*"* a Fe** en présence des extraits
ou des fractions (Kodjio et al., 2016).

Dans P’articlel I’activité antioxydante des diverses fractions d’extraits méthanolique de
Curcuma longa L. a été déterminée par test de FRAP et exprimée par UM de Trolox libérée a
partir de 1g d’échantillon. Les résultats obtenus par le test de piégeage des radicaux pour
EtOAc et CHCl: ont montré une tres forte activité de réduction des ions ferrique pour une méme
concentration (1000 pg/ml) ou l’activité antioxydante atteindre plus de 1200uM/g pour la
fraction EtOAc et environ 800 uM/g pour la fraction CHCls, mais pour les autres fractions
I’activité était inferieur a 200uM/g, la force de I’activité réductrice des ions ferrique des 5
fractions par ordre décroissant étaient EtOAc > CHCL > BUuOH > MeOH > H-O.

Ainsi dans I’article 2 les résultats obtenus ont montré que le pouvoir réducteur d’étalon
(Vitamine C) était plus éleveé aux concentrations 100 et 200 pg/ml avec des valeurs de 2.183 +
0.089 et 3.339 + 0.098 puM/g respectivement. A la concentration 12.5 pg/ml le pouvoir
réducteur de la macération 0.057 £ 0.008 uM/g était supérieur a celui de la vitamine C (0.028
+0.009 uM/g) et la fraction hexanique présentait la densité optique la plus faible a cheque
concentration.

Les reésultats de test de FRAP de P’article 3, mesuré par mM de FeSO: par litre d’extrait

sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 4.2. Les valeurs de test de FRAP des différant extraits.

Solvant Valeurs de test (mM de FeSO-/1 d’extrait)
Méthanol 15.55 +0.25

Ethanol 13.7 +0.2

Acétate d’éthyle 8.65 £0.25

Agueux 11.6 £1.2

Chloroforme 6.2 +0.3

Hexane 5.55 +0.35

Apres analyse de ces résultats, on remarque que I’extrait méthanolique avait I’activité

de FRAP la plus élevée suivi de I’extrait €¢thanolique puis I’extrait d’acétate d’éthyle, aqueux

et chloroforme avec une activité moyenne, et une activité minimale observait pour 1’extrait de

I’hexane. Une corrélation positive a été enregistré entre l’activité antioxidant et contenu

phénolique totale.

Les résultats de test de FRAP d’article 4 de curcuma ont montré une valeur égale a 23.3

+0.9 UM de Fe*?/g d’extrait.

Les résultats de I’article 5 qui sont resumés dans le tableau suivant :

Finalement Tableau 4.3. Les valeurs du test de FRAP de variété de Curcuma a

Bengladesh.
Variété Division Valeur de FRAP d’extrait | Valeur de FRAP d’extrait
éthanolique (LM/100g) aqueux (M/1009)
Mura Khulna 3475.36 £173.10 646.67 + 2.48
Chittagong | 3231.89 + 337.10 681.18 + 24.20
Chora Khulna 4204.46 + 74.48 1015.52 + 3.11
Chittagong | 1972.66 + 104.78 976.61 + 2.48

D’aprés les résultats on remarque que les valeurs de FRAP d’extrait aqueux et
éthanolique de Curcuma variaient de 646.67 a 1015.52 uM Fe (1I) /100g d’échantillonne et de

1972.66 4 4204.646 uM Fe*?/100g respectivement, et cette analyse indique que la variété chora

de Khulna avait la valeur de FRAP la plus €levée dans les deux extraits par rapport la variété

mura de la méme division. D’autre part pour I’extrait aqueux, la valeur de FRAP de la variété
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chora de la division de Chittagong est plus élevée que la valeur de mura, et dans la méme
division la valeur de FRAP d’extrait éthanolique de variété mura est plus élevée que la variété

chora.

4.3.3. Test A’ ABTS

L’évaluation de ce test est basé sur la réaction entre I’ ABTS et le persulfate de potassium
qui donne un radicale ABTS bleu/vert, avec I’ajout des antioxydants la décoloration est atteinte
et mesurée par spectrophotométre a 734 nm (Choi, 2009).

Cette étude visait a développer un outil facile, fiable, sensible et méthode de mesure
directe automatisé et peu couteuse avec des réactifs a long durée de vie, pour une capacité
antioxydant total (Erel, 2003).

Aprés I’analyse des résultats d’article 1, on observe que les fractions EtOAc et CHCL
montraient une activité de piégeage des radicaux ABTS plus élevée par rapport aux autres
fractions avec des valeurs comprises entre 90% et 100% d’activité pour une concentration de
3000pg/ml.  L’activité de piégeage des radicaux ABTS des 5 fractions par ordre décroissant
étaient EtOAc > CHCI: > BuOH > MeOH > H:O.

Cette activité des fractions testées était du méme ordre décroissant que I’activité de
piégeage des radicaux DPPH et se fait pourrait étre associe a la relation entre I’activité

antioxidant et le radical libre.

4.3.4. Test de piégeage des radicaux d’oxyde nitrique

L’oxyde nitrique est une espéce tres instable qui réagit avec la molécule d’oxygene pour
produire de nitrate et de nitrite stables qui peuvent étre estimés a 1’aide de réactif de Griess
(Kodijio et al., 2016).

Les résultats de la capacité de piégeage contre I’oxyde nitrique ont été enregistrés en
termes de pourcentage d’inhibition.

Apreés I’analyse d’article 2 on a observé que les pourcentages d’inhibition des extraits
infusée et macéré de Curcuma sont plus élevés avec des valeurs de 92.21% et 94.771%
respectivement avec une concentration de 200 pg/ml, par contre I’extraite organique brut a
montré une activité de récupération faible a chaque concentration. De plus la fraction résiduelle

et celle d’acétate d’éthyle avaient des activités moderées a chaque concentration.
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4.3.5. Test de FIC (Ferrous ion-chelating assay)

Le pouvoir chélateur de fer est évalué par I'utilisation de complexe le plus stable, la
ferrozine qui forme avec le fer libre présent dans le milieu réactionnel un complexe ferrozine-
Fe™ et également évaluée par 1’absorbance qui renseigne sur la qualité de fer non chélate ainsi
que sur la capacité des extraites a piéger cet élément (Khadhri et al., 2012).

D’apres les résultats de Particle 2, les antioxidant standard (Vitamine C et BHT) ont
montré I’activité 1a plus élevée de 1.298 nm et 1.358 nm respectivement pour la concentration
200 pg/ml suivi par la fraction d’acétate d’éthyle (1.144 nm) et I’extrait organique brut (0.918
nm) pour la méme concentration, I’activité chélatrice la plus faible a été trouvée dans le fraction
hexanique (0.207 nm) et les autres extraits (macération, décoction, infusion ....... ) ont montré

relativement la méme activité chélatrice.
4.3.6. Test de piégeage de radical hydroxyle

In vitro, la capacité a piéger le radical hydroxyle par les extraits des plantes est basée sur
la réaction de Fenton en mesurant la formation du radical OHe et son effet sur I’oxydation et la

dégradation de molécules biologiques telles que le désoxyribose de I’ADN (Halliwell et al.,
1987).

D’apres les résultats de I’article 2, tous les extraits aqueux avaient de faible activité de
piégeage du radical hydroxyle inférieur a 20% dans toutes les concentrations. L’extrait
organique brut, la fraction hexanique et la fraction d’acétate d’éthyle présentaient de fortes
activités avec des pourcentages d’absorbance inférieur a 80%. L’antioxydant standard (BHT) a

présenté 1’activité la plus forte ; environ 100% avec la concentration 200ug/ml.
Discussion :

On remarque que dans tous les tests les extraits de Curcuma longa L. montrent une
activité antioxidant puissante, cette activité est confirmée par les auteurs qui ont utilisé la
méthode de DPPH :

Denre (2014) a trouvé que I'IC50 de I’extrait des rhizomes de Curcuma longa L. égale
a5.99 mg /ml, cette valeur est trés proche avec les résultats d’article 5.

Gonzalez et ses collaborateurs (2019) ont également obtenu un pourcentage d’inhibition
environ 40% pour I’extrait de Curcuma de Cuba, cette valeur est inférieure au résultat d’article

4 (64.6%), mais la valeur d’IC 50 égale 150 pg/ml est supérieur aux résultats de I’article 5.
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Tanzeela et ses collaborateurs (2015) ont également trouvé des activités de piégeage des
radicaux libres, sous forme de pourcentage d’inhibition, des extraits par 1’éthanol 60% et
éthanol 80% étaient égale a 46.16% et 52.19% respectivement, et méthanol 60% et méthanol
80% étaient de 35.41% et 49.83% respectivement, et I’extrait aqueux était 31.33% ces résultats

sont inférieurs au résultat de ’article 4.

Ainsi des autres études utiliser la méthode de FRAP qui sont réalisés par Thakur et ses
collaborateurs (2013) ont montré une valeur de FRAP de I’extrait éthanolique de Curcuma
longa L. égal & 0.38 mM/100g qui est inferieure par rapport les résultats de ’article 5. Et par
Borra et ses collaborateurs (2013) qui ont obtenu une activité importante pour I’extrait de
Curcuma avec une valeur de 1240 uM Fe(Il)/g trés élevé que ’activité trouvé par Darticle 4
(23.3 uM Fe(ID) /g).

Aussi Kim et ses collaborateurs (2019) utilisant la méthode d’ABTS pour confirmer
I’activité antioxydante, ont remarque que les résultats des activités des piégeages des radicaux
ABTS étaient plus élevée dans 1’extrait aqueux 91.08% par rapport ’extrait aqueux dans
I’article 1, par contre le résultat d’activité d’extrait éthanolique d’article 1 était plus élevée que
leurs résultats 87.52% pour I’extrait éthanolique a 10%, 80.87% pour I’extrait éthanolique a
30% et 64.64% d’extrait éthanolique a 50%.

Les différences entre les résultats peuvent étre provenue de la différence des taux
d’extraction et des concentrations des solvants (Kim et al., 2019) et peuvent étre dd a la
sensibilité des réactifs utilisés dans chaque méthode, quelle que soit la méthode d’extraction et

la méthode d’évaluation de I’activité antioxydant des extraits utilisées (Ouedraogo et al., 2015).

Plusieurs études ont montré que les facteurs du sol, y compris les nutriments et le niveau
d'acidité ainsi que la diversité des genres, peuvent affecter la teneur en curcumine des plantes
(Gayatri et Rajani, 2011). En plus d’autre facteurs peuvent intervenir dans cette différence tels

que : le type de sol, le climat et la méthode de culture (Gonzalez et al., 2019).

D’autre part les résultats peuvent s’expliquer par les conditions expérimentales non
identiques telles que I'utilisation du méthanol ou éthanol comme solvant d’extraction, et par la
récolte sur des plantes hotes différentes, I’organe utilisé, le stade phénologique et les conditions

abiotiques telles que saison, climat et température (Etame et al., 2018).
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Le Curcuma contient de nombreux composés phénoliques dont le plus important est la
curcumine. Il a été démontré que la curcumine est un puissant piégeur de radicaux libres
d'oxygene. Son activité antioxydant est comparable aux vitamines C et E. Il peut protéger les
lipides ou I'némoglobine de l'oxydation. En plus, il peut inhiber de maniere significative la
génération d'especes réactives de l'oxygéne (ROS) telle que H20: et les anions superoxyde
(Nasri et al., 2014).

L’analyse des résultats de tous les articles (1 a 5) permet de mettre en évidence une
corrélation positive entre la teneur d’extraits en poly phénols totaux et activités antioxydants.
Ces polyphénols semblent étre des donateurs efficaces d’hydrogéne au radicale DPPH, en

raison de leur structure chimique idéale (Turkman et al., 2007).

Selon Hsu et ses collaborateurs (2007), les composés phénoliques sont largement
distribués dans les tissus des plantes parmi lesquelles se retrouvent de nombreuses molécules
antiradicalaire et antioxydants, ces composés peuvent agir comme réducteurs en donnant les
électrons et en réagissant avec les radicaux libres pour transformer en produits plus stables et

mettre fin a la chaine de réaction radicalaire (Razzagui et al., 2020).

Les études de Graversen et ses collaborateurs (2008) et Roberts et Gordon (2003) ont
démontré que les polyphénols végétaux ont un effet synergique avec d’autres antioxydants dans
les matériel végétales, d’autre part les études réalisés pour analyser ’effet synergique des
antioxydants par Liu et ses collaborateurs (2008), Atukaya et ses collaborateurs (2009) et
Romano et ses collaborateurs (2009) ont montré un effet synergique dans le mélange d’extraits

des plantes.

Les autres composés phénoliques mineurs (acide phénolique, flavones, quinones...) ne
devaient pas étre négligés par ce que la synergie entre les différents produits chimiques devrait

étre prise en considération dans I’activité biologique (Bourgou et al., 2008).
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Conclusion et perspectives

L’objectif du présent travail a portée sur 1’évaluation de I’activité antioxydant des
différents extraits de la plante Curcuma longa L. A partir de divers articles scientifiques, on a
analysé le rendement d’extraction des différentes extraites et la quantité des polyphénols, ainsi

que I’estimation de I’activité antioxydant de cet épice.

Le rendement d’extraction était plus ¢levé dans I’extrait éthanolique par rapport aux
autres extraits. L’évaluation de contenu en polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-
Ciocalteu, a révélé une différence de la teneur de polyphénols entre les résultats obtenus dans
les articles étudiés peut s’expliquer par certains facteurs comme climat, la température, la

variété d’origine d’espece, la nature des solvants utiliser...etc.

D’apres les articles analysés, 1’évaluation de ’activité antioxydant par les deux tests

DPPH et FRAP montre que le Curcuma a une activité antioxydant importante.

Ainsi I’évaluation par d’autres tests : test ABTS, test de piégeage des radicaux d’oxyde
nitrique, test FIC et test de piégeage de radical hydroxyle confirme I’activité antioxydant de

Curcuma longa L.

Donc on peut dire que cet épice a une activité antioxydant importante puisque le
Curcuma representé un agent antioxydant naturel prometteur et non toxique. Et comme

perspectives on propose de :

% Réaliser les tests précédents au niveau de notre laboratoire
% Synthétisé des médicaments a base de cette épice car elle représente un excellent

antioxydant naturel.
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Résume : Curcuma (Curcuma longa L.) est une plante de la famille Zingiberaceae largement utilisé en
médecine traditionnel. L objectif de ce travail est I’évaluation de ’activité antioxydant de cette plante par des
différentes méthodes. Le rendement d’extraction le plus élevée préparé a partir de la plante entiére : 66.2%
pour I’extrait éthanolique. Le présent travail porte sur une étude de la quantité des polyphénols présents dans
cette plante et a évaluer son activités antioxydants. D’aprées les articles étudiés I’extrait d’EtOAc est le plus
riche en polyphénols (228.7mg). L’analyse des résultats montre que cette plante posséde une activité
biologique tres forte. L’évaluation de I’activité antioxydants par les tests DPPH, FRAP, ABTS, FIC, oxide
nitrique et radical hydroxyle montre que cette plante possede une activité antioxydant plus efficace pour
I’extraite éthanolique (EtOAC).

Mots clé : Curcuma longa, polyphénol, activité antioxydant, I’extraite éthanolique.

Abstract: Termeric (Curcuma longa L.) Is a plant of the Zingiberaceae family widely used in traditional
medicine. The objective of this work is the evaluation of the antioxidant activity of this plant by different
methods.the highest extraction yield prepared from the whole plant to 66.2% for the ethanolic exract. the
present work relates to a study of the quantity of polyphenols present in this plant and to correlate these
results with its biological activities.according to the articles studied the very rich EtOAc extract has a
polyphenol content ( 228.7 mg) these resultas show that the ethanolic extract has a very strong biological
activity. Evaluation of the antioxidant activity by the DPPH, FRAP, ABTS, FIC, nitric oxide and hydroxyl
radical show that this plant has a more effecctive antioxydant activity for the ethanolic extract.

Key words: turmeric, polyphenol, antioxidant activity, ethanolique extract.




