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Introduction générale

L'application des technologies modernes, aux connaissances traditionnelles a montré
que 25% des médicaments prescrits, provient directement ou indirectement des plantes.
Aujourd’hui, les huiles essentielles sont utilisées dans divers domaines : en biologie, en
chimie, et en médecine [1].

L’inflammation entraine une production excessive des radicaux libres qui sont
responsables aux génerations du stress oxydant. Le traitement repose le plus souvent sur
I’action des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), dans lequel, ils portent des risques de
toxicités gastro-intestinales, et cardiovasculaires. Il est nécessaire donc de rechercher d’autres
molécules anti-inflammatoires avec moins d’effets secondaires, notamment pour le traitement
d’inflammation chronique [2].

C’est dans ce contexte que s’inscris notre travail qui consiste a trouver des solutions
thérapeutiques a grande efficacite, a partir des produits naturels pour améliorer les différentes
méthodes qui permettent de lutter contre les différentes pathologies par 1’effet thérapeutique
direct.

De point de vue chimique, les plantes sont constituées d’une multitude de produits que
nous connaissons aujourd’hui, tel que les terpénoides, les composés phénoliques, les
alcaloides qui sont des groupes tres importants, en raison de leurs différents avantages
thérapeutiques, biologiques, pharmaceutiques, cosmétologiques et méme alimentaires [3].

En tant que chimistes, le choix de I’huile essentielle de Curcuma longa L. comme une
espéce d’étude, nous rend curieux et nous encourage a étudier son activité anti-inflammatoire.

L’objectif envisagé dans notre travail ; est de traiter le théme « Etude de 1’activité anti-
inflammatoire de I’huile essentielle du Curcuma longa L. », qui a pour intérét la valorisation
de cette plante, suivant une stratégie reposant sur deux volets complémentaire : un premier
volet chimique qui vise 1’étude de sa composition chimique, en analysant I’huile essentielle
par chromatographie en phase gazeuse, et un deuxiéme volet biologique basé sur 1’étude des
propriétés anti-inflammatoire du Curcuma longa L.

Ce manuscrit s'articule sur deux grandes parties :

Une premiéere partie est une synthese bibliographique qui porte sur trois chapitres :

Le premier dresse une revue de la littérature sur les huiles essentielles, dans le deuxiéme
nous présentons l'espece du Curcuma longa L. sa description botanique, ses usages
traditionnels et les travaux antérieurs sur cette plante, et le dernier chapitre est consacré a

I’activité anti-inflammatoire des huiles essentielles de Curcuma longa L.

Une deuxiéme partie consacrée aux travaux expérimentaux, et une discussion des resultats
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obtenues et enfin nous terminerons notre travail par une conclusion générale et des

perspectives.



CHAPITRE I :

Geéneralités sur les huiles essentielles




Chapitre | : Généralité sur les huiles essentielles

I.1. Les huiles essentielles

Définie par la Pharmacopée Européenne, une huile essentielle est un produit odorant
decomposition complexe, obtenu a partir d’une matiére premiere végétale botaniquement
définie.Les huiles essentielles sont généralement présentes a de tres faibles concentrations
dans les plantes a parfum. Elles possedent certaines caractéristiques physico-chimiques
qu'on peut mesurer au laboratoire a l'aide des techniques simples ou d'appareillages plus
complexes [4,5].

Les huiles essentielles doivent respecter des critéeres physiques définis par les
normes. Elles sont généralement liquides a température ambiante, présentent une
consistance huileuse non grasse, ont une densité inférieure a celle de I'eau (sauf quelques
exceptions telles que I'huile essentielle de cannelle), sont volatiles, insolubles dans I'eau,
rarement colorées, et peuvent se dissoudre dans les huiles végétales, I'éther et I'alcool
jusqgu'a un certain pourcentage. Elles sont peu polaires, et il convient de les conserver a
I’abri de I’air et de la lumiére, les huiles essentielles peuvent contenir des composés

aliphatiques plus ou moins fonctionnalisés [4,5].

I.2. Composition chimique des huiles essentielles

Les composants des huiles essentielles sont généralement appelés "aromatiques” en
raison de leur nature parfumée. Ils sont des mélanges complexes et variés constitués des
composés organiques des structures et des fonctions chimiques trés diverses.
Ces composés sont généralement classés en deux groupes : les hydrocarbures terpéniques
et lescomposés oxygénés [6].
La structure des composés des huiles essentielles est constituée d’un squelette
hydrocarboné, cette structure varie en fonction :

e Du nombre d’atomes de carbone : (Les monoterpénes C10, les sesquiterpenes C15...)

e Du caractére saturé ou insaturé des liaisons : (linéaire ou cyclique) [7].

1.3. Facteurs de variabilitée de composition chimique des huiles essentielles
La qualité des huiles essentielles varie selon le moment de la cueillette, le type du
terrain, le procédé d’extraction et la conservation. Les différents facteurs de variabilité
sont :
- Origine botanique : Les compositions des huiles essentielles varient selon

I’espéce productrice [8]. C'est la raison pour laquelle il est utile de souligner
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I'importance de la nomenclature [9].

- Cycle veégétatif : Les proportions des différents constituants d'une huile

essentielle peuvent varier tout au long du processus d'élaboration. Il est

fréquent d'observer des variations significatives au sein de certaines especes,

comme c'est le cas de la coriandre ou la teneur en linalol est 50% plus élevée

dans les fruits mars que dans les fruits verts. Par conséquent, il est essentiel de

choisir avec soin la date de récolte [9].

I.4. Analyses des huiles essentielles
Une excellente connaissance de la composition chimique des huiles essentielles est
nécessaire aux producteurs pour controler leur qualité et leur régularité pour une bonne
commercialisation et pour identifier toutes les particularités liées a la valorisation. Les
huiles essentielles sont fréqguemment utilisées comme matiére premiere dans des secteurs
variés tels que la parfumerie, les industries pharmaceutiques, les cosmétiques et
I'agroalimentaire. Qu'il s'agisse de ces domaines, I'analyse des huiles essentielles demeure
une étape cruciale, méme avec les avancées continues des méthodes de séparation et
d'identification. Cette opération délicate requiert l'utilisation de différentes techniques pour
assurer une analyse précise [10].
Typiquement, I'analyse des huiles essentielles implique plusieurs étapes successives :

e La premiere séquence consiste a analyser les huiles essentielles, par Chromatographie en
Phase Gazeuse (CPG); cette technique chromatographique permet 1’identification des
constituants, leur quantification et le calcul de leurs indices de rétention [10].

e Une deuxieme séquence est mise en ceuvre lorsque 1’huile essentielle est complexe ou
qu’elle contient des composés pouvant coéluer ou encore lorsque 1’analyse est réalisée dans
une optique de recherche. Une étape courante consiste a fractionner I'huile essentielle,
généralement en utilisant la chromatographie liquide sur colonne ouverte de silice ou
d'alumine. Les fractions obtenues sont ensuite soumises a une analyse selon la methode
décrite précédemment. Ce processus est particulierement recommande lorsqu'il est
nécessaire d'étudier les différentes familles de composes présentes dans I'huile essentielle,
tels que « les esters, les alcools et les cétones » [10].

e En dernier lieu, une troisieme étape peut étre entreprise lorsque certains composants de
I'huile essentielle sont inconnus. Dans de tels cas, il est essentiel de les purifier en utilisant
des méthodes de distillation fractionnée ou des techniques chromatographiques
préparatives telles que la Chromatographie sur Couche Mince, la Chromatographie liquide
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sur Colonne ouverte, la Chromatographie Liquide Haute Performance ou encore la

Chromatographie en Phase Gazeuse Préparative [10].

1.4.1. Analyse des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse

La CPG est une méthode d'analyse par séparation qui s’applique aux composés
gazeux ou vaporisables par chauffage sans décomposition. La chromatographie en phase
gazeuse (CPG) est la technique de séparation la plus couramment utilisée dans le domaine
des huiles essentielles, car elle permet I'identification des constituants a partir d'échantillons
de petite quantité, allant du milligramme au microgramme. Les avancées technologiques
dans les colonnes capillaires, les phases stationnaires et les détecteurs (FID) ont rendu la
CPG indispensable pour I'analyse des huiles essentielles. Chaque constituant est caractérisé
par des indices de rétention calculés a partir d'une gamme d'alcanes ou, moins fréeqguemment,
d'esters méthyliques linéaires, en utilisant soit une température constante (indice de Kovats),
soit une programmation de la température. Les temps de rétention, bien qu’ils soient
spécifiques pour chaque compose, ils ont tendance a varier d’une analyse a une autre,
notamment du fait du vieillissement des colonnes. Les indices de rétention polaire et
apolaire sont comparés a ceux des échantillons authentiques contenus dans des
bibliotheques de référence élaborées au laboratoire, ainsi que dans des bibliotheques

commerciales ou répertoriés dans la littérature [10].

1.4.2. Identification de la composition des huiles essentielles

L'analyse qualitative et quantitative des huiles essentielles se fait au moyen de
normes et d'indices de rétention. Alors leur identification est basée sur la comparaison de
ces indices de rétention avec ceux des étalons purs injectés parallelement. Cela permet de
confirmer I'efficacité de la CPG couplé avec d'autres méthodes comme la spectrométrie de
masse SM, quipermet d'identifier les différents composés présents dans le mélange a analyser
[11,12].
Sous effet d’une temperature isotherme élevée, la CPG peut étre employee avec des

molécules plus lourdes : (les stéroides, les triterpénes) [13].
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11.1. Description botanique

Le "Curcuma longa”ou "safran des Indes ” est une grande plante herbacée vivace, de

la famille du Gingembre (les Zingibéracées), monocotylédone et rhizomateuse, persistante qui

peut atteindre une hauteur de 60 a 100 cm [14], originaire du sud de I’Asie [15]. Il survivant

dans un climat chaud et humide, avec une température de (30°C-35°C). La croissance du

Curcuma longa L. se fait dans plusieurs types de sol, cependant en préférence des régions

fertiles riche en substance organique bien drainés, avec un pH qui varie entre 5 et 7,5 [16,17].

Le rhizome du C. longa L. fournie dans sa composition chimique une partie non volatile

(Curcumine), et une partie volatile qui est I’huile essentielle [18].

Les feuilles

Figure 11.1: Aspect général du Curcuma longa L.

| es fleurs

Les rhizomes

Source : [19]

Selon la littérature botanique d’APG Il (Angiosperms Phylogeny Group), la classification du

« Curcuma longa L.» est la suivante [20] :

Tableau I1.1: Classification botanique du Curcuma longa L.

Régne Plantae
Classe Liliopsida
Ordre Zingierales
Famille Zingiberaceae
Genre Curcuma
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Tableau I1.2: Partie sous-terraine et aérienne de « Curcuma longa L. »

La
drogue :
Le

rhizome

Tres ramifié, tubéreux, et comestible similaire au
Gingembre. La chair est jaune a orange vif a

I'intérieur, et jaune a brun-jaunatre a ’extérieur, ce

qui est attribuable & la présence de Curcuma longa |g&. ;

L. a I'odeur épicée qui rappelle la mangue. La peau
est fine et lIégerement marron. Le rhizome principal
est ovale, piriforme, appelé "ampoule ” ou " rond
"du Curcuma longa L. mesure 25 a 7,5 cm de
langueur, et a un diametre de 1 a 2cm. Les formes
des rhizomes secondaires sont plus cylindrigues,
mesurent 5-10 cm de long pour 1 - 1,5 ende large,

nommé " doigts” [20].

Figure 11.2: Rhizomes de
Curcuma longa L. [21]

Figure 11.3: Rhizomes
primaires et secondaires du
Curcuma longa L. [22].

Les

feuilles

Sont oblongues a elliptique, trés long allongé, doté
d'une puissante cote axiale et de cOtes secondaires
en paralleles. Les enveloppes des feuilles forment
un pseudo tige court, les limbes sont verts foncé au
sommet, vert tres clair au fond, criblé de points
translucides. Elle mesure de 7 a 70 cm de longueur
et de 3 a 18 cm de largeur [21].

Figure 11.4: Feuilles de
Curcuma. longa L. [23]

Les

fleurs

Inflorescence cordiforme a logue tige, des feuilles
de 12-20 cm a nombreuses fleurs de couleurs
blanche, Période de floraison : du mois de Mai
jusqu’au mois de Septembre [24]. La production des
fruits est tres rare [25,26].

Elles possédent : Un court calice tubulaire court a 3
dents inégales, la base a une corolle tubulaire, qui se
divise ensuite en 3 lobes jaunes inégaux. Un ovaire
triloculaire, infére, surmonté d’une forme terminé

en crochet et par un stigmate simple [24].

Figure 11.5: Fleurs de
Curcuma longa L.
[23]




Chapitre 1l : Présentation de ’espéce Curcuma longa L.

11.2. Usages traditionnels
De nos jours, plusieurs recherches sur cette plante ont montré que les principales
activités biologiques du Curcuma longa L. sont anti-inflammatoires, antifongiques,
carminatives, et antiplaquettaires [27].

Le Curcuma longa L. a été utilisé dans les médicaments traditionnels comme
remede pour difféerentes maladies, y compris les troubles hépatiques, biliaires, la toux,
I'anorexie, les plaies diabétiques, les rhumatismes et la sinusite. Dans la médecine indienne
ancienne, il a éte utilisé contre les entorses et le gonflement cause par une « lésion » [28], il
est aussi considéré comme une épice sacrée. Le mélange du beurre chaud avec la poudre de
Curcuma longa L. s’applique comme un agent antiseptique sur les petites blessures. La
médecine orientale a utilisé aussi 1’extrait de rhizome de Curcuma comme stimulant et
digestif [29]. Le Curcuma longa L. est utilisé en médecine chinoise pour diminuer les
douleurs abdominales [28]. Il était traditionnellement utilisé pour ses propriétés anti-
inflammatoires [30].

En France, il a été traditionnellement appliqué contre les troubles fonctionnels des
d’origine hépatique. Ce dernier est inscrit a la pharmacopée incluse : cholérétique et
cholagogue. En Thailande, cet extrait est un antidote, il agit contre la morsure du cobra et
comme répulsif anti moustiques [29].

Dans le Nord-est du Brésil, I’extrait a été appliqué pour les enfants qui souffraient de
rougeole, afin de les empécher de contracter une conjonctivite. La préparation de I'extrait du

rhizome en Haiti, est ajoutée au sel pour traiter I'ictere [31].

11.3. Travaux antérieurs « Compositions chimiques »

Plusieurs études ont montré que la fraction volatile du Curcuma longa L. «1’huile
essentielle » contient divers composés terpéniques [32], cette essence contient également de
faibles quantités de monoterpénes oxygénés, associées a des faibles quantités d’hydrocarbures
monoterpeénes, et sesquiterpenes hydrocarbonées [33,34].
Les huiles volatiles de « Curcuma longa L. » ont été analysées par chromatographie en phase
gazeuse (CPG), couplées a la spectrométrie de masse (SM) [34]. Selon Dosoky et al. les
principaux composants des HEs de Curcuma sont ; I'ar-turmérone (59,687 %), 1’a-turmérone
et la B-turmérone, suivis par des quantités importantes de o zingiberene, ar-curcumene, o-
santalene santalénone, curlone, B-sesquiphellandréne , (Z2)-p-ociméne, , B-caryophylléne, -
bisaboléne, a-phellandréne, oxyde d’humuléne, (Z)-p-farnesene, oxyde de caryophylléne, 1,8

cinéole, (E)-y-atlantone, et terpinoléne [35].

10
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La recherche bibliographique mondiale liee a 1’étude de la composition chimique de
I’HE de cette plante qui a fait I’objet de notre étude, montre que I'huile de rhizome de
Curcuma longa L. de la région Islandaise contient une forte proportion de turméros environ
37%, zingibererene 11,8%, de terpinoléne est de 15,8% et de B-sesquiphellandrene avec un
pourcentage de 8,1% [35]. L'huile des feuilles et celle des fleurs était semblable
chimiquement, et particulieérement riche en terpinoléne présente un pourcentage de : (76,8%)
pour les feuilles et (67,4%) pour les fleurs. Les mémes sesquiterpénéodes ont été observes
dans les huiles susmentionnées, mais avec une quantité trés grande dans les rhizomes du
Curcuma longa L. [37].

La fraction volatile des feuilles de C. longa L. dans une étude au Vietnam est décrite
avec une composition principalement de 24,5% en a-phellandréne, 15,9% en 1,8-cinéole,
13,2% de p-cymeéne et 8,9% en B-pinene respectivement. Alors que celle d'un échantillon
Nigérian comporte un pourcentage du 28,9% du terpinoléne.

Les huiles de C. longa L. provenant du nord-est de I'Inde-Bhoutan ont été aussi
analysées, leurs principales composantes indiquées sont I'ar-tumerol (16,7 a 25,7%), la a-
turmérone (30,12 32%) et la B-turmérone (14,7 a 18,4%). Les chercheurs ont analysé un
cultivar dans le sud de I’Inde, et ils ont constaté que l'ar-turmérone, le a-turméronre et le
limonéne en sont les principaux constituants [35].

Une autre étude montre que I’extraction par la méthode d’hydrodistillation de I’'HE de
Curcuma longa L. d’origine Brésilienne, a permis d’identifier 31 composés : I’ar-turmérone
produit majoritaire avec un taux variant de 28,88% a 43,33% de I’HE totale extraite [38,39].
D’autres recherches ont montré que la teneur en I’ar-turmérone est de 8,4% uniquement [40].
Tandis que pour les études de Zhu et al qui ont montré que ce composé est présent avec un
pourcentage de 18% [41]. Li et al montrent I’existence de 6,4% seulement de ce dernier [42].
Sharma et al rapportent un taux qui varie de 16,7 a 25,7% [43]. Des composés minoritaires
sont isolés tel que le p-cymene avec une teneur qui varie entre 0.73%-5.98%, le a-Zingibiréne
avec un pourcentage entre 0,57%-2,59%, le a-phellandréne avec une valeur de 0,16%-1,42% ;
ce dernier est majoritaire avec un pourcentage de 53,4% dans les HEs des feuilles du Curcuma
longa L. [35]. En 2001, Martins et al dans leurs derniéres recherches sur les compositions
chimiques de L’HE du C. domestica, ont décidé de collecter cette plante dans deux régions
différentes au Portugal, prés de la ville de San Tomé « échantillon C1», I’autre au Santa Clara
«échantillonC2»[44].

Les resultats montrent que le pourcentage de sesquiterpéne oxygéné de C1 est de

11
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52, 3%, alors que pour C2 est de 20, 3%, les auteurs précisent que la teneur en Ar-turmérone
pour les deux échantillons C1 et C2 «4%-12,8% respectivement » est inférieure a celle
rapportée dans la littérature « 24, 7%-1,4% » [45].
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111.1. Définition de I’inflammation
L'inflammation est une défense naturelle des organismes supérieurs contre I'agressivité
externe causée par des facteurs physico-chimiques (Irradiations, brulure...), des infections
microbiennes (Bactériennes, virales ou parasitaires) ou liés a des éléments endogenes tels que
des composés immunitaires réactifs (complexes immunitaires, anticorps cytotoxigues,
cytokines...). Elle a pour objet d'éliminer I'agent pathogéne et de réparer les dommages aux
tissus [46].
L'inflammation se manifeste en symptémes plus ou moins douloureux décrits par Celsius
et ensuite par Galien (rougeur, chaleur, douleur...) [47].
De ce point de vue, il est impératif de remplacer ces traitements chimiques par des
médicaments anti-inflammatoires naturels, efficace, avec moins d’effets secondaires et une
sécurité prouvée tels que certains constituants des huiles essentielles posseédant un effet
similaire voir plus efficace [48].
Les huiles essentielles constituent une nouvelle option pour traiter les maladies

inflammatoires, notamment l'arthrite, les rhumatismes et les allergies [48].

I11.2. Les anti-inflammatoires
a- Généralités
La thérapie anti-inflammatoire vise a contréler la réaction aspécifique excessive des
tissus et a éviter la transformation de la phase aigué de l'inflammation dans la phase
chronique [47]. Elle est généralement menée par des molécules de synthése du type anti-
inflammatoire non stéroidien ou stéroidien (Corticoides). Ces médicaments sont largement
utilisés, mais ont parfois des effets secondaires graves, surtout la toxicité sur les reins et le

systéme digestif (Irritations digestives pouvant aller jusqu’a 1’ulcération gastrique) [49].

b- Les anti-inflammatoires stéroidiennes (AlS)

Les stéroides anti-inflammatoires (ou les glucocorticoides) inhibent la réponse
inflammatoire en inactivant les phospholipases membranaires, ils empéchent la libération
d'acide arachidonique (un précurseur des prostaglandines) et ils induisent la formation d'une
protéine appelée lipocortine, qui interagit avec les phospholipases [50]. Ils ont tous une
activité hormonale sur des régulations métaboliques (glucidiques, protéiques, lipidiques

notamment) [47].
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c- Les anti-inflammatoires non stéroidiens AINS

Contrairement aux glucocorticoides, les AINS regroupent différentes classes
chimiques de synthése de structure non steroidienne. Ce sont des médicaments
symptomatiques capables de s'opposer au processus inflammatoire, peu importe la cause
(mécanisme, chimique, infectieux, immunologique) et ils sont tres efficaces contre la
douleur et I'inflammation. En exergant une action directe sur les vaisseaux sanguins, ils
réduisent les manifestations vasculaires de I'inflammation. Par leur effet antiprolifératif sur
les histiocytes-monocytes-macrophages de tous les types, les lymphocytes, les plasmocytes,
les fibroblastes, ils inhibent les phénomeénes cellulaires précoces et tardifs de I’inflammation

[47].

d- Les anti-inflammatoires d’origine végétales
Les anti-inflammatoires naturelles ou d’origine végétales ne subissent aucune
modification de la structure chimique apres leur processus de leur obtention.
Plusieurs ¢études ont été appliquées sur les produits naturels d’origine végétale, dont les quelle
ces substances portent des propriétés anti-inflammatoires dues a la présence des molécules

bioactives naturelles permettant pour traiter certaines maladies inflammatoires [51].

111.3. Activité anti-inflammatoire du Curcuma longa L.

Le mécanisme général de défense de I’organisme agit contre les différentes agressions
d’origines chimiques, physiques, biologiques et infectieuses. La protection immunitaire est
néfaste sur 1’agressivité de I'agent pathogene, ou sa persistance, suite a des multiples anomalies
de régulation, de production des cellules intervenant a I’inflammation [52].

Selon Chattopadhyay, (2004) Jain et al. (2007), les HEs présentent une certaine activité anti-
inflammatoire [53,54]. En 2011, Liju et ses collaborateurs ont confirmé que I’HE de Curcuma
longa. L a une action anti-inflammatoire significative dans le modele aigu et chronique de
I’inflammation[55].

L’évaluation de ce type de I’activit¢é du Curcuma longa L. «in vivo », est réalisée par une
étude expérimentale basée sur le choix d’un modele d’inflammation aigue (le test de 1’cedéme
planaire), dont le réactif utilisé est le carragénine 1% [56]. Cette solution est injectée sous
I’aponévrose planaire de la région postérieure de la patte de souris induit 1’apparition d’un
cedéme avec un taux de développement atteint de 5 heures. Leur intensité est évaluée par
I’augmentation de volume de la patte en comparaison du volume initial. L’administration d’un

produit anti-inflammatoire (par voie orale), diminue le développement de 1’cedéme [57],
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comme exemple d’un médicament anti-inflammatoire non stéroidien : le Diclofénac [58].

Le principe de cette étude, est le pouvoir de caraginine a provoqué un cedéme de la patte,
caractérisé par 2 phases ; I’un initial observé durant les 1% heures de gonflement (due a la
libération de la sérotonine, 1’histamine), et le développement de 2éme phase est attribuée a la
sécretion des prostaglandines [59].

En 2015, les travaux d’He, Y et al, montrent que le stress oxydatif est parmi les causes
de I’inflammation chronique, la Curcumine est utilisée comme un traitement pour ce type de
maladies [60]. Omosa et al ont démontré en 2017 que la fraction huileuse volatile de Curcuma
longa L. possede une action anti-inflammatoire sur I’arthrite caractérisée par le collagene chez
les rats males [61].

Dans le modéle chronique, le Curcuma longa L. inhibe I’arthrite, induite par le
formaldehyde injecté dans la région sub-planaire d’une patte de rats. Il se caractérise par une
toxicité plus faible que la phénylbutazone (le produit de référence), caractérisé par une
absence de nocivité aigue [62]. Des tests biologiques montrent aussi que le principe d’activité
anti-inflammatoire «in vitro » d’extrait aqueux des différentes plantes médicinales basée sur
la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines [63].

Des exemples d’étude « in vitro » sur I’HE, et P’extrait méthanolique aqueux sont
réalisé par le test dela dénaturation de protéine Bovine sérum albumine (BSA) [64], la
méthode de la dénaturation de protéine d’ceuf [65], la méthode de la déstabilisation des
membranes des globules rouges induite par la chaleur (HRBC) [64]. La dénaturation des
protéines est parmi les causes de I’inflammation [66,67]. L’ibuproféne représente un
médicament anti-inflammatoire non stéroidien (AINS), qui va confirmer D’activité anti

inflammatoire présenté dans cette plante [68].
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Notre travail expérimental s’est effectué au niveau du Laboratoire de Chimie
Organique, Substances Naturelles et Analyses (COSNA) de Tlemcen.
Notre étude a deux objectifs. Le premier c’est I’extraction de 1’huile essentielle du Curcuma
longa L. par la méthode d’hydrodistillation et I’identification de cette huile par analyse
chromatographique. Ainsi que de son extrait d’hydrolat. Le deuxiéme objectif c’est la

valorisation de ces extraits par 1’étude de leur activité anti inflammatoire.

[ Matiere végetale (poudre du Curcuma longa L.) ]

A 4

[ Extraction de I’huile essentielle et I’extrait }

d’hydrolat du Curcuma longa L.

A 4

Analyse chimique de I’huile essentielle par (CPG-
SM)

v

Evaluation de I’activité anti-inflammatoire de ’HE
et de P’extrait de I’ HY du Curcuma longa L.

\ 4

Formulation de suppositoires a base de Curcuma
longa L.

Figure IV.6: Le plan général de la partie expérimentale.
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IV.1. Matériel et méthode
IV.1.1. Choix et collecte du matériel végétal
Le choix de la plante étudiée a été basé principalement en fonction de son intérét
thérapeutique, et de la fréquence d'utilisation de cette essence veégétale pour ces différentes
activités biologiques intéressantes.
Une quantité de 800g de Curcuma longa L. a été acheté sous forme d’une poudre,
aupres d’un herboriste de la région de Tlemcen, « Maghnia », I’HE a été extraite a partir du

rhizome séché.

IVV.1.2. Extraction de I’huile essentielle du Curcuma longa L. par Hydrodistillation
L’hydrodistillation est une méthode d’extraction ayant pour but I’entrainement des
composes volatils des produits naturels avec la vapeur d’eau.
Principe : le principe de I’hydrodistillation est basé sur une distillation hétérogéne.
Mode opératoire : I’extraction de I’huile essentielle par la méthode d’hydrodistillation est
assurée a I’aide d’un appareil de type Clevenger [69].
> On introduit une masse de 800g de la poudre végetale seche du Curcuma longa L.
dans un ballon de 6 litres, contenant 3 litres d’eau.
» Aprées ’installation et fermeture du montage, un réglage du chauffage est nécessaire
afin de permettre une stabilité de 1’extraction.
» L’ensemble est porté a ébullition, pendant 6 heures.
» Les vapeurs chargées de I’huile essentielle, traversent le réfrigérant, arrive au
condensateur et chutent dans une ampoule a décanter.
» L’HE se distingue de I’hydrolat par la différence de densité et de couleur.
» On répéte I"opération plusieurs fois pour obtenir une quantité suffisante de 1’huile
essentielle
NB : il faut toujours vérifier que la température du dispositif au niveau du condensateur ne
s’éleve pas pour éviter le risque de perdre I’HE formé.
L’huile essentielle est conservée dans un pilulier en verre ambré (Figure 9) a une T=4°C
jusqu’a analyse. Le dispositif expérimental utilisé dans notre travail est représenté dans la

Figure 7.
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Figure IV.7: Dispositif d'extraction de Figure 1VV.8: Formation de I’HE du
I'HE du Curcuma longa L. par la Curcuma longa L. (couleur jaune)
méthode d'hydrodistillation de type
Clevenger

Figure 1V.9: L'huile essentielle de Curcuma longa L.

1V.1.3 Extraction de ’hydrolat de Curcuma longa L.
a- C’est quoi un hydrolat ?
Un hydrolat est une eau chargée en composés aromatique obtenue aprés la
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distillation a la vapeur, ou au moment de ’hydrodistillation de la matiére végétale odorante.
Lors le processus de distillation, la vapeur d’eau est maintenue eu contact directement avec la
matiere végétale, qui libere par la suite des composes volatils des substances aromatiques
distillées, condensés et récupéré a travers le refroidisseur. En raison de la différence de
densité qui facilite la séparation de la phase supérieure qui est I’HE de la phase inférieure
(’eau), L’hydrolat a une odeur caractéristique spécifique liee a la matiere végétale utilisee.
L’huile essentielle contient la majorité des composés volatils, tandis que la phase aqueuse
aromatique comporte I’eau condensée et une quantité trés faible d’essence dissoute (< de 1 ¢/
L) caractérise par des propriétés organoleptiques [70]. L’hydrolat est facile a produire, moins

toxigque, moins couteux par apport au huiles essentielles [71].

b- Préparation d’un extrait d’hydrolat
» L’extrait d'hydrolat de Curcuma longa L. a été obtenu, en récupérant le premier litre
d'eau provenant de I'hydrodistillation.
» Ce dernier a été extrait trois fois avec 200 ml d'éther diéthylique. La phase organique a

été séchée sur du MgSOy pour éliminer les traces d’eau qui restent dans la phase

organique, puis évaporée en donnant une huile jaunatre.

Figure 1V.10: L'extraction liquide-liquide de I'nydrolat
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Figure 1V.11: L'extrait d'hydrolat

De méme les extraits d'hydrolats sont conservés dans des piluliers en verre ambré a une T=

4°C jusqu’a analyse.

IVV.1.4. Calcul du rendement
Le rendement en HE est exprimé en pourcentage %, c’est le rapport entre la masse de 1’huile
extraite et la masse de la matiére végetale utilisée

Le rendement est calculé selon la formule suivante [72] :

R%:MHE /MMV

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

Mmv = masse de la matiére végétale utilisée.

1V.1.5. Les méthodes d'identification de I’huile essentielle

L'analyse des HEs qui sont des mélanges complexes de volatils s'effectue par le couplage
de la CPG, avec une technigue d'identification spectrale, la Spectroscopie de Masse SM. Cette
procédure est la plus utilisée pour l'analyse « de routine » d'un échantillon dont les

constituants ne présentent pas de difficultés d'identification [73,74].
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v Conditions CPG/FID
Un chromatographe Perkin Elmer Clarus 600 (Walton, MA, Etats Unis), équipé d’un injecteur
split/splitless, de deux colonnes capillaires Rtx-1 (polydiméthyl-siloxane, 60 m x 0,22 mm d.i,
épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) et Rtx-WAX (polyéthylene glycol, 60 m x
0,22 mm d.i, épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 pum) et de deux détecteurs a
ionisation de flamme a été utilisé pour les analyses par Chromatographie en Phase Gazeuse.
Le gaz vecteur utilisé est le dihydrogéne, la pression en téte de colonne est de 25 psi avec un
débit de 1 ml/mn, la température de I’injecteur et des détecteurs est de 280°C. La méthode de
programmation de la température implique une augmentation progressive de la température de
60 a 230°C a un taux de 2°C par minute, suivie d'une période de 35 minutes a 230°C.
L'injection est réalisée en mode split avec un rapport de division de 1/50.Le volume injecté
des échantillons (huiles essentielles et fractions) est de 0,2 uL. Pour chaque compose, Les
indices de rétention polaire et apolaire sont obtenus en extrapolant linéairement a partir des
temps de rétention mesurés pour une série d’étalons d’alcanes.

v' Conditions (CPG/SM)

Les analyses ont été réalisées en utilisant un chromatographe Perkin Elmer
Autosystem XL « Walton, MA, Etats Unis », contenant un injecteur automatique et deux
colonnes ont été utilisées dans 1’expérience, avec les caractéristiques suivantes : colonne
polaire « Rtx-Wax » de dimensions « 60 m x 0,22 mm » de diamétre interne, et une épaisseur
de film de phase stationnaire de « 0,25 pm », ainsi qu’une colonne apolaire « Rtx-1 »,
couplées a un détecteur de masse Perkin Elmer Turbo Mass. Les molécules sont soumises a
un bombardement électronique a une énergie de 70 eV. L’injection se fait par mode split avec
un rapport de 1/80. La quantité injectée est : « 0,2 uL ». Les spectres de masse obtenus par
impact électronique ont été enregistrés dans la plage de masse de 35 a 350 Da. La température
de la source est : « 150°C ». Les conditions chromatographiques, telles que la programmation
de la température et le choix du gaz vecteur, restent les mémes que celles décrites
précédemment.

IV.1.6. Etude de I’activité anti- inflammatoire in vitro du Curcuma longa L. par la
méthode de la dénaturation thermique par ’albumine de I’ceuf

Le but complémentaire de notre travail est basé sur 1’étude de I’activité anti
inflammatoire in vitro, de I’HE et de I’extrait d’HY de la poudre végétale des rhizomes de
Curcuma longa L.

Pour ce faire nous avons appliqué le test d’inhibition de la dénaturation thermique des

protéines puisque la dénaturation des protéines tissulaires est I’une des causes trés connues de
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I’inflammation dans différentes maladies inflammatoires. C’est pour cette raison qu’on a testé
le pouvoir de nos extraits végétaux a réduire la dénaturation des protéines afin de développer
de nouveaux anti-inflammatoires.

e Tous I’Appareillages, le matériel, et les réactifs utilisés : sont motionnés dans I’annexe 2.

a. Principe de la méthode

Le principe de cette technique consiste a 1’inhibition de dénaturation de 1’ Albumine d’ceuf,
provoquée par la chaleur 70°C, selon la méthode décrite par « Ghosh et al. (2015) » [75].

En effet, la dénaturation des protéines est un processus réversible qui altére leur
conformation secondaire ou tertiaire et entraine une diminution de leur solubilité et une perte
de leur fonction. Ce phénomeéne est généralement causé par des facteurs externes tels que la
chaleur [76].

Ainsi, l'aptitude d'un extrait a prévenir cette dénaturation des protéines est considérée

comme un indicateur de son potentiel anti-inflammatoire [77].

b. Mode opératoire
L’étude de I’activité anti-inflammatoire in vitro, de I’HE et de I’HY de Curcuma longa
L. est effectuée par la réalisation de test, selon la méthode de dénaturation d’albumine
d’ceuf.
» Le médicament de référence est le Diclofénac sodique qui est utilisé comme
controle positif.
» Le mélange réactionnel contenant 0,1 mL de solution aqueuse d’albumine d’ceuf
(0,5%) , et d’un volume de 1,4 mL de solution tampon de phosphate salin (PBS, pH
6,4) mélangé avec les solutions filles de V= 1mL des différentes dilutions des
huiles essentielles et des hydrolats ou de la solution standard (Diclofénac sodique).
» L’éthanol a été utilisé comme témoin négatif.
» Le mélange est incubé par la suite a 37° C pendant 15 minutes. La dénaturation de
I’albumine a été induite en bain marie a 70°C pendant 5 min.
» Apreés refroidissement des tubes. La lecture de I’absorbance a été effectuée avec le
spectrophotometre UV-visible on mesure 1’absorbance a 660 nm [65].
Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation est calculé en utilisant la formule

suivante [78] :
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% inhibition= [(Abs test/ Abs control) - 1] x 100

Abs test : Absorbance & 660 nm des echantillons.

Abs control : Absorbance a 660 nm du contréle.
e Préparation de la solution saline tamponnée de phosphate PBS, pH = 6,4.

Pour la préparation de V=500 mL de PBS [79,80] :

La solution Tampon de phosphate salin (PBS) : est une solution isotonique applicable dans
de nombreuses recherches biologiques.
Sa préparation consiste a mélangé les composés suivants : m= 4 g Chlorure de sodium
NaCl (137 mM), 0,1 g de Chlorure de potassium KCI (2,7 mM), 0,1 g de
Dihydrogénophosphate de potassium anhydre KH,PO, (1,5 mM), et 0,57¢g
d’Hydrogénophosphate disodique anhydre Na,HPQO, (8,1 mM) [79,80].
e Mode opératoire
Le tampon Phosphate Buffer Salin (PBS, PH= 6,4) est préparé selon le mode opératoire
suivant : [79,80]

» Peser tous les sels du NaCl, KCI, KH,PO,4, Na;HPOQ,, les introduire respectivement
dans une fiole jaugée de 500 mL muni d’un barreau magnétique et compléter avec
de I’eau distillée.

» Placer la fiole jaugée sous agitation magnétique, lorsque tous les sels sont bien
dissouts, en ajuste le pH de la PBS a un pH =6,4 avec I’une des solutions utilisées.

» Une fois que le pH est réglé, en compléte le volume de la solution par 1’eau distillé

jusqu'au trait du jauge (V =500mL).

Figure 1V.12: Préparation de la solution tampon de pH=6,4
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* Le protocole de la préparation des solutions pour le test de D’activité anti-

inflammatoire du Curcuma longa L.
Expérience 1 :

1mL d’ETOH + 1,4 mL de la solution tampon de pH = 6,4 + 0,1mL albumi

d’ceuf

2

=

Expérience 2 :
1mL d’HE + 1,4 mL de la solution tampon a pH = 6,4 + 0,1mL albumine
d’ceuf

|

|

RN

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

[
s

Les solutions de ’HE :

Les concentrations [C (mg/mL)] :

50 25 12,5 6,25 3,125 15625 0,78125 0,390625 0,19531 0,0976

Expérience 3 :

ImL de I’extrait d’hydrolat + 1,4mL de la solution tampon a pH = 6,4
+ 0.1mL albumine d’ceuf

HEREEERRN
EEERIRERZ

Les solutions d’extrait d’HY :
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

¥

Les concentrations [C (mg/mL)] :

50 25 125 6,25 3,125 15625 0,78125 0,390625 0,19531 0,0976/
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Expéri -
1mL Diclofénac + 1,4mL de la solution tampon a pH = 6,4 + 0,1mL albumine d’ceuf
1_
Incubation
. ) ) ) ) ) ) =3 ] ) pendant 15
3 B B s QR @R R IHh 2 X : A
*? 3’5 % cé ¥ P 9 ¥ ¥ minutes a
N N N N N e N 37°C.
= = = e EE hd e = == L&—J 2_ Mettre
a70°C dans
Les solutions de Diclofénac : un bain
marie
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
. trationsC (ma/mL - pendant 5
es concentrations[C (mg/mL)] : minutes.
50 25 125 6,25 3,125 15625 0,78125 0,390625 0,19531 0,0976
3- Lecture au
spectrophoto
meétre a A=
660nm.

Figure 1V.13: Test de I'activité anti-inflammatoire sur I'HE, ’extrait d’HY du Curcuma
longa L. et du Diclofénac.

IV.1.7. La formulation de suppositoire a base de la poudre de Curcuma longa L.

a. Les suppositoires: se trouvent en forme galénique, a préparation solide, leur
administration se fait par la voie rectale. Ils sont composés d'un ou plusieurs principes actifs
solubilisés ou dispersés dans un excipient qui est soit soluble ou dispersée dans I'eau, soit qui
fond a la température du corps [81]. Ils peuvent également contenir d'autres excipients tels
que des conservateurs antimicrobiens et des colorants si nécessaires [82-85].

b. Les excipients des suppositoires : plusieurs criteres sont nécessaires de point de vue
qualités :

* Une meilleure tolérance par la muqueuse rectale, et une consistance convenable.

* Qui fond ou se dissout plus rapidement a une température proche a celle du corps (37°C).

* Qui libere completement les principes actifs incorporés par la dissolution ou la dispersion
dans certaine quantité d’eau.

* Une bonne conservation [82-85].
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c. Classification [86]

Tableau IV.3: Classification des excipients

Les excipients lipophiles (Triglycérides) Les excipients hydrosolubles (Macrogols)

- Le beurre de cacao. - Macrogols (PEG).
- Glycérides hémi-synthétiques solides. - Le mélange gélatine-glycerine.

- Les huiles hydrogénées.

d. Préparation des suppositoires renferment 20% du Principe Actif PA (Curcuma
longa L)
+ Les conditions [87]

% Le traitement du principe actif : Il est basé sur sa solubilité dans I’excipient, Et si le PA
est soluble dans I’eau, et insoluble dans I’excipient dans cette étape, il peut étre mis en
solution aqueuse pour émulsionnées dans un excipient fondu.

% Le traitement d’excipient : Dans un fondoir ; ’excipient est dissout a une température
inférieur a 50°C.

+ Préparations : le protocole de « Ghazwani, M., et al. (2021) » a été suivi [87].

» Peser une masse = 12g d’excipient (I’huile de noix du coco a 80%), et m=3g de PA
(poudre de Curcuma longa L. a 20%) [88].

» Fusion de I’excipient au bain-marie & une température < 50° C.

» Refroidissement de la masse de 1’excipient a quelques instants sur la paillasse.

» Pour la coulée de la masse d'excipient dans des moules, il convient de commencer par
remplir chaque alvéole du moule, puis de recouvrir I'ensemble des alvéoles avec
I'excédent de masse pour compenser la rétraction de la masse au refroidissement. Il est
recommandé de laisser refroidir pendant 3 a 4 minutes, de racler I'excédent de masse
avec une spatule et de bien travailler la surface de chaque suppositoire avant de laisser
refroidir encore 3 a 4 minutes pour une bonne cristallisation.

» Enfin, les suppositoires doivent étre démoulés et pesés.
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> Les différentes étapes de préparations sont motionnées dans les photos suivantes [87].

Figure 1V.14: Les étapes preparatifs des suppositoires renfermant 20% de PA du
Curcuma longa L.
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IV.2. Résultats et discussions

Plusieurs recherches ont été réalisées dans le but de découvrir les secrets des plantes
médicinales. Dans cette optique de recherche, le choix de la plante, le rendement de
I’extraction, et 1’étude de I’activité anti-inflammatoire « in vitro » de 1’huile essentielle ainsi
que de P’extrait d’hydrolat du Curcuma longa L. sont des points essentiels a discuter.
Les extraits huileux du Rhizome de C. longa L. ont des effets anti-inflammatoires puissants
d’aprés la littérature [89]. D’ou I’intérét de notre travail.
IVV.2.1. Partie Chimique
IV.2.1.1. Les propriétés de I’huile essentielle extraite

Les propriétés organoleptiques de I’huile essentielle du C. longa L. ont été

représentées dans le Tableau 4.

Tableau 1V.4: Propriétés de I'huile essentielle de C. longa L.

HE Couleur Aspect Odeur

C. longa L. Jaune pale Liquide huileux Aromatique acre,

Forte et piquante

Notre HE est un liquide limpide, d’odeur caractéristique épicée, fraiche typique de
I’espéce, avec une couleur jaune orangée. Les résultats sont confirmés par rapport a ceux
décrits par « Cooray et al, (1998) ; Chatterjee et al, 2000 ; La HU et al, (1998) ; Laurent,
(2003) », ainsi par « La Pharmacopée Européenne, (2008) » [90-94].

1V.2.1.2. Le rendement de I’extraction

L’extrait brut du Curcuma longa L. a été récupéré a partir de 800 g de la poudre de C.
longa L. pour une durée totale d’extraction de 23 heures.
L’extraction se fait par hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de type Clevenger, les résultats

obtenus sont mentionnés dans le tableau ci-dessous (Tableau 5) :

Tableau IV.5: Le rendement de I'extrait de la poudre végétale du Curcuma longa L.

Le poids de matiere végetale Le poids de ’HE du Le rendement en (%)
(poudre du Curcuma longa L. Curcuma longa L.

en (9))

800 g 12,1535 ¢ 1,51 %
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Le rendement d'extraction dépend de différents parametres tels que le rapport volume
de solvant par la masse de matiére broyeée, la température, le pH, le temps d'extraction, la
polarité et la Solubilité.

Il est important de prendre en compte ces facteurs lors de I'extraction des principes
actifs pour garantir un rendement optimal [95]. La variation du rendement d'extraction des
HEs dépend aussi de : l'origine de la plante, et des facteurs climatiques inclue : froid, chaleur,
et le stress hydrique [96].

Le rendement de notre HE est de 1,51%. Cependant, il est plus faible par rapport a
celui rapporté par la littérature dans 1’étude de « Tsai et al. 2011 » [97], qui ont obtenu un
rendement de 7.11%, alors que dans les travaux de 1I’Européen Médecines Agency (EMEA), il
été compris entre 3 et 7 %.Une autre étude réalisée par « Ameur et al. (2018) » [98] a montré
que le rendement de Curcuma longa L. était de 6%, qui est donc un rendement supérieur a
celui qu’on a obtenu dans notre étude.

1V.2.1.3. Analyse qualitative

v' Analyse par Chromatographie sur Couche Mince de I’HE, et de I’extrait
d’hydrolat du Rhizome du Curcuma longa L.

Afin d’avoir les empreintes de I’huile essentielle, et celles de I’extrait d’hydrolat du

Curcuma longa, une analyse qualitative sur une plaque CCM a été réalisé sous une lampe

d’UV de type (Chromatolux 2L), par utilisation de deux éluant de différentes polarités ;

Hexane / Ether diéthylique avec un rapport de : (8/2).

Plaque 1 : L’huile essentielle Plaque 2 : L’extrait d’hydrolat

Figure 1V. 15: Analyse qualitative sur une
plague CCM

- La CCM est une technique qualitative qui permet d’identifier les constituants de I’HE, et de

I’extrait d’hydrolat.
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- Afin de calculer le rapport frontal « R¢,, les différents spots de I’HE, et ceux de 1’extrait
d’hydrolat ont été délimités sur la plaque CCM.

- Pour la révélation physique, nous avons utilisé une lampe UV qui permet de visualiser les
différentes taches.

- Les plaques: représentent les spots de 1’extrait ; huileux ; et celui de 1’extrait de 1’hydrolat
du Curcuma longa L. qui a donné une bonne séparation.

D’apres ces plaques, il y a 09 taches résultantes du spot de I’HE, et 06 taches résultantes du

spot de I’extrait d’hydrolat. Les R sont calculés selon la formule suivante :

Rf:h/H

Avec : h: la hauteur atteinte par I’espéce. ; H : la hauteur atteinte par 1’¢luant.

AN: H{rue=4cm ; H 2 Extrait ey= 3, 4 CM.

Tableau IV.6: Les valeurs de rapport frontal (Rf) d’HE, et d’extrait d'HY du Curcuma longa
L.

Le nombre des
taches révélés 01 02 03 04 05 06 07 08 09

par UV

Les valeurs des
R¢ 0,0875 | 0,15 | 0,2125 | 0,2875 | 0,3625 | 0,425 | 0,475 | 0,6625 | 0,9

(cm) de ’HE

Les valeurs de R
(cm) de L’extrait | 0,1470 0,25 | 0,3235 | 0,3970 | 0,5294 | 0,7794 / / /

d’HY
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IV.2.1.4. Composition chimique de I’huile essentielle du Curcuma longa L.
- Les résultats de 1’analyse par CPG et CPG/SM de I’huile essentielle du C. longa L.
obtenue a partir de poudre de rhizome présentait 93,1% de I'huile totale, et a permis l'identifier

13 composés de différents pourcentages. (Tableau 7).

Tableau IVV.7: Composition chimique de I'huile essentielle de Curcuma longa L.

N°. Composés IRIa Rla Rip % | Identification
1 B-Sesquiphellandrene 1516 1517 2037 10,5 RI, MS
2 | tans-Caryophyllene 1521 1518 2156 0,3 RI, MS
3 (E)-a-Bisabolene 1532 1536 2015 0,3 RI, MS
4 | Cis-Hydrate 1565 | 1564 | 2078 | 2.1 RI, MS
sesquisabinene
5 Germacréne-B 1553 1559 1830 1,1 RI, MS
6 | trans-Sabinene hydrate 1565 1562 2076 0,4 RI, MS
7 Caryoplléne oxyde 1576 1578 1982 2,1 RI, MS
8 Zingiberenol 1 1599 1599 2110 0,9 RI, MS
9 Zingiberenol 2 1613 1614 2192 2,8 RI, MS
10 | Ar-turmeérone 1639 1642 2256 32,1 RI, MS
11 | a-Turmerone 1649 1656 2178 24,5 RI, MS
12 | p-Bisabolol 1653 1660 2141 0,4 RI, MS
13 | B-Turmérone 1680 1685 2244 15,6 RI, MS
% d’identification 93,1
Sesquiterpénes hydrocarbonés 12,2
Sesquiterpenes oxygénés 80,9
Discussions

- Les sesquiterpénes oxygénés représentent 80,9%, constituées par : 1’ Ar-turmérone « 32,1% »
qui est le produit majoritaire, I’a-turmérone avec un pourcentage de «24,5% », le pB-
turmérone « 15,6% ».

- Les sesquiterpenes hydrocarbones eétaient caractérisés par: le [B-sesquiphellandrene
«10,5% », Zingiberénol 2 «2,8% », cis-hydrate sesquisabinéne «2,1% », oxyde de
caryophelléne « 2,1% » dans I’ordre croissant.

- Selon les rapports de la littérature, I'huile essentielle de C. longa L. est composée d'environ
« 34 constituants » différents qui sont les constituants majeurs ; le zingibéréne, la turmérone,

I'atlantone, et la germacrone [99].
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- Les travaux antérieurs sur cette plante, montrent que I’HE a une grande variation dans les
pourcentages de ces composants majoritaires. L huile provenant de I’Inde a une tencur éleve
en ar-turmerone, avec un pourcentage de « 51,7% » en Gorakhpur, son pourcentage et de
«49,3% » en Brésil, il est de « 38,6% » en Pakistan, et de « 31,1% » en Calicute, dans 1’ordre
croissant, Alors que le B-turmérone représente un pourcentage de « 12,9% » en Pakistan . En
Inde, son pourcentage est « 11,9% », et il est de « 8,90% » en Pakistan [100].

- En 2018, Selon une revue de (Dosoky et Setzer) qui a montré que I’HE de rhizome de
Corcuma longa L. fraiche ou sec est constituée majoritairement de 1’ar-turmérone avec une
variation entre « 25% » a « 69 % », en plus de d’autres composés tels que ; le phellandréne.
Le 1,8- cinéole avec une teneur varie entre « 6% » a « 10 % » respectivement. Ainsi que le
camphre qui se trouve au rhizome de C. longa L. du Sri Lanka avec un pourcentage de « 6,3
% ». [101].

IV.2.2 Partie Biologique

IV.2.2.1. Etude in vitro de I’ Activité anti-inflammatoire
a. Expression des résultats

Tableau 1V.8: Pourcentages d'inhibition de la dénaturation de protéine d’albumine d’ceuf de
I'huile essentielle, de I’extrait d’HY et du Diclofénac de sodium a différentes concentrations

Concentrations Pourcentage d'inhibition (%0)
(mg/mL) Diclofénac de HE Extrait d’HY
Sodium

1,5625 85,27 92,68 88,43
0,7812 79,44 81,62 70,15
0,3906 78,45 63,33 59,88
0,1953 55,43 39,13 56,91
0,0976 28,45 37,45 38,93

b. L’analyse de différentes absorbance (Abs) du ’HE, de Dl’extrait d’Hydrolat du
Curcuma longa L. et du Diclofénac a A= 660 nm

- En tracant les courbes des absorbances obtenues (Abs) a A= 660 nm pour chaque
échantillon, nous remarquons que les valeurs des absorbances augmentent avec

I’augmentation des concentrations de nos extraits.
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y =0.0203x + 0.1611 y =0,0292x + 0,1471 y =0,039x + 0,1416
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Figure 1V.16: Les trois courbes d’étalonnage des concentrations de I’HE,
I’extrait d’HY du Curcuma longa L.et le Diclofénac

- Les résultats obtenus montrent que pour une concentration maximale de 1,5625 mg/
mL, Abs yvax de ’HE = 0,1950. L’extrait d’Hydrolat présente une Abs max = 0,1907,
ces absorbances sont supérieures a celle du Diclofénac qui a une Abs yax = 0,1875.

c. L’effet sur la dénaturation protéique
- La dénaturation de protéine est considérée parmi les causes de 1’inflammation, pour cela ; il
existe des anti-inflammatoires spécifiques, trés connus pour luter la dénaturation des
protéines.
- Les résultats des pourcentages d’inhibition de la dénaturation de I’albumine d’ceuf a des
concentrations différentes des 02 échantillons étudiés : (HE, Extrait d’Hydrolat), en le
comparant a ceux du Diclofénac de sodium (médicament de référence) sont représentés dans

la figure suivante :
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Figure 1V.17: La variation du % d'inhibition de la dénaturation de I’albumine d'ceuf par
I'HE, l'extrait de I’'HY et du Diclofénac en fonction des concentrations

Discutions
- L’objectif de notre étude est la prévention contre la dénaturation des protéines en
utilisant de nouvelles substances naturelles bioactives ayant des effets anti-inflammatoires
- Les histogrammes montrent que tous les échantillons étudiés possédent un taux
d’inhibition trés important de la dénaturation de protéine d’ceuf induite par la chaleur
(Figure 17).
- Selon les résultats trouvés, il y a une relation proportionnelle entre 1’augmentation des
concentrations des échantillons étudiés « HEs », « Extrait d’HYs », « Diclofénac », et le
pourcentage d’inhibition de la dénaturation d’albumine d’ceuf.
- Le pourcentage d’inhibition de I’'HE, de I’extrait d’Hydrolat du Curcuma longa L. et
du Diclofénac augmentent avec les concentrations massiques (mg /mL).
- Les analyses quantitatives des 3 échantillons (HE, extrait Hydrolat, Diclofénac) ont éte
déterminées a partir des équations des courbes d’inhibitions de protéine respectivement
dans I'ordre : y = 38,31x + 39, 645 ; y= 28,821x + 45,393 ; y = 29,268x +47,688. Les
valeurs des concentrations sont exprimées en milligramme par millilitre (mg/ mL).
- Draprés les résultats illustrés dans le (Tableau 08), et des graphiques de la (Figure
17), nous remarquons gue pour une méme concentration maximale du 1,5625 mg/ mL,
I’HE du Curcuma longa L. présente une inhibition maximale de la dénaturation de protéine

d’ceuf avec un pourcentage de 92,68% plus élevé que celui de I’extrait d’hydrolat qui
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représente un taux d’inhibition maximale de 88,43%, et qui est supérieur a celui du
Diclofénac, qui présente une valeur maximale d’inhibition du 85,27%.

- Donc, les pourcentages d’inhibition in vitro pour les doses 1,5625 ; 0,7812 ; 0,3906 ;
0,1953; 0,0976 (mg/mL)], montre que I’HE et I’extrait d’Hydrolat du Curcuma longa L.
posseédent une activité anti-inflammatoire trés intéressante, avec un effet inhibiteur puissant

sur la dénaturation de 1’albumine d’ceuf.

Détermination de la concentration inhibitrice Clsg
- Le paramétre Clsy est défini comme une concentration inhibitrice nécessaire pour
réduire 50 % de la dénaturation de la protéine d’ceuf, il est calculé a partir des droites de
régression schématisés dans la (figure 17).
- Les résultats sont motionnés dans le tableau ci-dessous (Tableau 9) et représenter par
les histogrammes suivants (figure 17) :

Tableau 1V.9: Les valeurs des concentrations d'inhibition (Clsp) d’HE, d’extrait d’HY et du

Diclofénac
_ _ Extrait o
Huile essentielle Diclofénac
d’Hydrolat
Clso (mg/mL) 0.0789 0.1598 0.2702

- Cependant, I’huile essentielle, et extrait d’hydrolat possédent une concentration
d’inhibition inférieure a celle du Diclofénac sodique dans I’ordre suivant :

Clso ne= 0, 0789 mg/mL < Clsg grextrait a’hydrotat = 0, 1598 mg/mL < Clsg piciofénac = 0, 2702
mg/mL.
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Figure 1V.18: Les valeurs d’Clsg de I’activité anti-inflammatoire d'HE,
d'extrait d'HY; et du Diclofénac.

Discussions
- Les valeurs du Clsg sont inversement liée a 1’activité anti-inflammatoire, plus la valeur de
la Clsp est grande, plus l'activité anti-inflammatoires d'un composé est faible.
- A titre comparatif, I’effet anti-inflammatoire de I’huile essentielle était meilleur que celle
de I’extrait d’hydrolat.
- Nos résultats montrent que les deux échantillons (I’HE, I’extrait d’Hydrolat) étudiés ont
une activité anti-inflammatoire supérieure a celle du composé de référence le Diclofénac.
- Le procédé de la dénaturation de la protéine d’ceuf (comme un modéle d’étude) est d0 a
I’interaction entre certains acides aminés contenue dans cette protéine avec les molécules
présentes dans les extraits de ; I’HE, I’Hydrolat, et de Diclofénac dans des sites spécifiques.
- L'effet inhibiteur de la dénaturation de I'albumine de nos extraits peut étre conséquent de la
présence d’une diversité de principes actifs tels que les sesquiterpénes oxygénés et méme les
sesquiterpénes hydrocarbonées connues par leurs activités anti-inflammatoires.

1V.2.2.2. Formulation des suppositoires

a. Le facteur de déplacement

Il représente le nombre de grammes d'excipient déplacé par un gramme de principe

actif dispersé dans I'excipient. Pour calculer la masse d'excipient nécessaire a la préparation

d'un certain nombre de suppositoires, on utilise la formule [102]:
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M=F-fs

Avec:
M : est la masse d'excipient pour le nombre de suppositoires a préparer.
F : est la masse de nombre des suppositoires a base d'excipient pur « contenance du moule ».
f : est le facteur de déplacement du principe actif.
s : est la masse du principe actif pour le n de suppositoires a preparer.
Pour illustrer cette notion, deux cas sont considérés [103] :
» Dans le premier cas, le principe actif et I'excipient ont la méme densité, donc le PA
occupe le méme volume que I'excipient dans l'alvéole du suppositoire.
> Dans le deuxieme cas, le principe actif est plus dense que I'excipient, ce qui entraine
une diminution de son volume dans I'alvéole. Pour corriger cela, on utilise un facteur de
correction appelé « le facteur de déplacement », qui nous permet de calculer la masse
exacte d'excipient a utiliser.
*Pour expliquer comment le principe actif se déplace par rapport a I'excipient, on utilise le concept

de facteur de déplacement.

—_ 20% PA ~
~ /P\“’/ m= 3g du Curcuma
/ \ \ longa L. >_15g de masse
‘, totale

v" |
|
) ‘ 80% d’excipient
p1 \ // P2 \\/ )
o m=12g du huilede __/
Suppositoire a base

d’excipient pur noix de coco

Préparation de 05 suppositoires a base d’excipient pur (huile de noix de coco) ; (P1 leur
poids et V1 leur volume).

Préparation de 05 suppositoires renfermant 80% d’excipient (huile de noix de coco), et
20% de PA (poudre du curcuma longa L.) ; (P2 leur poids, et V2 leur volume).

*Le principe de préparation des suppositoires renfermant 20% de PA :

On examine un suppositoire composé d'un excipient pur (huile de noix de coco) d'un
volume V1 et d'un poids P1 auquel une quantité d'excipient a été retirée et remplacée par
une quantité équivalente de principe actif (poudre de curcuma longa L.), qui est plus
dense que I'excipient. Leur association forme un ensemble (principe actif + excipient)

ayant un volume V2 et un poids P2.
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20% P2 (la quantité de PA) déplace » P1-80%P2 (la quantité d’excipient).
1g de PA » déplace f

* Calcul du facteur de déplacement :

F = [(P1- 0,8P2) / (0,2P2)]

Avec: P1=10g, P2=12¢g
AN : F=[10-(0,8x12)/(0,2x12)]; F =3,75.

* Si la valeur de facteur de déplacement est connue, il faut calculer la masse exacte

d’excipient.

Donc: Pour plusieurs PA la masse d’excipient est donnée par la formule
suivante [102] :

M=F-Xfs

Avec: s=300(mg)x5=1,5.
AN: M=10-(3,75.1,5) ; M=4,37
Alors : La masse de I’excipient pour 80% est 4g. La masse de principe actif du

Curcuma longa L. a 20% est 1.5¢.
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La thérapie a base de plantes médicinales est un patrimoine précieux de I'étre humain
dans le domaine de la santé publique. La diversité des propriétés biologiques est certainement
liée aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme extraordinaire de molécules bioactives
synthétisées par les plantes médicinales, qui restent une source fiable de principes actifs
connus pour leurs propriétés thérapeutiques.

En effet, plusieurs études confirment la possibilité d'utiliser la poudre de Curcuma
longa L. comme produits pharmaceutiques. Notre travail renforce les recommandations
d'utiliser davantage les plantes médicinales, en I'occurrence le Curcuma longa L.

Ce travail met en lumiére les propriétés importantes de I'huile essentielle de Curcuma longa
L. et ouvre la voie a des recherches futures visant a généraliser son utilisation dans notre pays.
Nous nous sommes aussi intéressés aux hydrolats qui étaient considéré auparavant comme des
déchets de I’hydrodistillation et qui sont devenues actuellement, 1’objet d’un grand intérét. La
caractérisation et la valorisation de cette phase aqueuse constitué de composés hydrosolubles,
s’inscrit aussi dans un axe de recherche évolutif.

Selon les propriétés de cette espece, nous pouvons retenir que le Curcuma longa L. est une
plante herbacée aromatique et médicinale appartenant a la famille des Zingibéracées. C’est
une bonne source d'anti-inflammatoires naturels qui contribuent significativement a la
prévention de diverses inflammations.

En outre, notre étude expérimentale montre que I'huile essentielle de Curcuma longa
L. est particulierement intéressant en raison de la présence d'une série de composés
aromatiques complexes, ce qui leur confére des propriétés anti-inflammatoires trés puissantes.

Une analyse par chromatographie CPG/SM des huiles essentielles de Curcuma longa
L. a révélé une abondance de certains composés tels que 1’ar-turmérone, a-turmérone et f3-
turmérone, dont les sesquiterpenes oxygénés sont les constituants majoritaires, avec un
pourcentage de 80,9%. Les résultats du profil de rendement de I'huile essentielle montrent un
rendement satisfaisant, ce qui indique que des conditions de travail favorables sont nécessaires
pour optimiser I'extraction de la poudre de rhizome de Curcuma longa L.

Afin de valoriser l'effet thérapeutique du Curcuma longa L. a travers des tests
expérimentaux, nous nous sommes proposé d'en étudier l'activité anti-inflammatoire en
utilisant le test d'inhibition de dénaturation de protéine d'ceuf. Les résultats ont montré que
I'huile essentielle et I’extrait d'hydrolat de Curcuma longa L. sont des agents anti-
inflammatoires trés puissants, avec des taux d'inhibition de 92,68% et 88,34%,
respectivement, pour la concentration la plus élevée (1,5625 mg/mL), comparés a ceux du
Diclofénac (85,27%).

42



Conclusion Générale

Enfin, le Curcuma longa L. est un anti-inflammatoire naturel prometteur et non
toxique, doué d'un fort potentiel et capable d'avoir un large spectre de fonctions biologiques. Il
devrait trouver une application en tant que nouveau medicament, dont les multiples
indications restent a découvrir et a definir.

Dans le cadre de futures recherches, il serait particulierement intéressant d'isoler
davantage les composés majoritaires de I’'HE de Curcuma longa L., afin d'élargir leur champ
d'application, en particulier pour I'inflammation.

Ces études permettraient de transformer le Curcuma longa L. d'une simple épice en un
véritable médicament aux indications multiples, dont les effets sont encore a découvrir et a
définir.

Pour améliorer la biodisponibilité, des techniques modernes pourraient aussi étre
utilisées. De plus, a partir de la formule chimique de I'HE et de I’HY, il serait possible de
découvrir de nouvelles molécules plus puissantes et aux effets plus ciblés.

D’apres les moyens disponibles, notre travail a fourni une base de données modeste,
mais nécessitant des études complémentaires pour mieux comprendre les mécanismes

moléculaires impliqués dans I'effet anti-inflammatoire de nos extraits.
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Tableau : Caractéristiques, principaux avantages, inconvénients des différents procédés
d'extraction des HEs

Annexes

Nom Taille de Le temps | Investissem | Principaux | Principaux
Pechantill | d’extractio ent avantages inconvénie
on n nts
Hydrodistill | >1000L Elevé Faible Grande échelle | Limité par
ation ou la
distillation a température
la vapeur
Extraction >1000L Elevé Faible Grande échelle | Limité par
par solvant la solubilité
Ultrasons 600L Faible Faible Perturbation Probléme
cellulaire de
élevéé séparation
Micro-ondes 150L Faible Moyen Perturbation Points
cellulaire chauds
Chauffage Continue Faible Moyen Perturbation Besoin de
ohmique cellulaire savoir-faire
élevée
Extraction 300L Moyen Fort Améliorer le Besoin de
par fluide transfert de savoir-faire
supercritiqu masse
e
Champs Continue Moyen Fort L’électroporati | Opération
électriques on de la paroi difficile
pulsés cellulaire




Annexes

. Materiel de laboratoire

Tableau : Appareillage

PH-métre : est un instrument utilisé
pour mesurer |’absorbance d’une
solution a wune longueur d’onde
spécifique ou dans une plage spectrale

specifiee.

Spectrophotométre UV-visible
double faisceau (JENWAY 6305
UV/VIS) : est une méthode basee
sur I’utilisation d’un
spectrophotomeétre qui détermine
I’absorption d’une solution pour une

longueur d’onde donnée.

L’évaporateur reatatif : Le retavapor
est un systeme qui  permet
I'évaporation des composés les plus
volatils du mélange, notamment
lorsque I'on souhaite récupérer I'huile
essentielle pure contenue dans le

mélange d'HE et de solvant.
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Balance analytique : Une balance

analytique est un type de balance
congu pour mesurer de petites masses
dans la plage inférieure au

milligramme.

Etuve universelle de 5 & 220 °C avec
ventilation : Des températures élevées
qui  provoquent une transpiration
localisée, ou des salles de bains tres
chaudes et humides. Instrument utilisé
en microbiologie pour maintenir une
culture de micro-organismes a une
température constante, et favoriser
ainsi leur développement chambre de
bains, dont on éléve la température

pour faire transpirer local ou la

température est trés élélevée et la

chaleur humide.

Agitateur magnétique :  Appareils
motorisés pour agiter et mélanger des

liquides, des solutions.

e Matériel et verreries utilisées

Fiole jaugé de 10ml ,100ml - flacons-micropipette- béchers 500 ml- seringues-tubes a
essais- bouchant —piluliers- erlenmeyers- spatules- papier aluminium- entonnoir- papier
filtre-mortier e pilon - pissettes- éprouvettes- barreau magnétique — baguette en verre-
cristallisoir- thermomeétre- plaque CCM-pipette pasteur.
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e Les produits chimiques et les réactifs

L’expérience a été réalisé par la présence des plusieurs réactifs chimiques, parmi ces
produits :
- Sulfate de Magnésium anhydre (MgSQy).
- L’albumine d’ceuf
- Tampon phosphate PBS (pH= 6,4) : est Préparé en présence de m= 0,57 g de la solution
de hydrogénophosphate de sodium (Na;HPO,) et de 4 g le chlorure de sodium (NaCl), avec
m= 0,1 g du phosphate de potassium monobasique (KH,PO,), et 0,1g de KCI.

MgSO4 anhydre

Les produits utilisés dans la
préparation de la solution tampon

e Les solvants organiques
Les solvants utilisés dans les différents compartiments de cette étude sont: EtOH - Ether

diéthylique — Hexane — Acétone.



Résumé

Notre travail a pour but principal la valorisation des extraits naturels de la poudre des rhizomes de
Curcuma longa L. (huile essentielle et extrait d’hydrolat), afin de trouver de nouveaux produits naturels
alternatifs aux médicaments synthétiques pour traiter diverses affections telles que les inflammations.
L’objectif envisagé dans ce travail repose sur deux volets complémentaires : un premier volet chimique
qui vise 1’étude de la composition chimique, de 1’huile essentielle par chromatographie en phase
gazeuse, et un deuxiéme volet biologique basé sur 1’étude des propriétés anti-inflammatoire in vitro
des deux extraits : huile essentielle et extrait d’hydrolat de la plante qui a fait ’objet de notre étude : Curcuma
longa L. par la méthode de I’inhibition de la dénaturation de protéine d'ceuf
L'huile essentielle de Curcuma longa L. est caractérisé par la présence de I'ar-turmérone et la B-turmeérone
comme constituants majoritaires.

Par ailleurs, nous avons constaté que les deux extraits HE et HY ont montré un effet anti-inflammatoire
trés puissant, supérieur a ’anti-inflammatoire synthétique le Diclofénac prie comme référence.

Ce travail a eté cloturé par la formulation des suppositoires contenant 20% de la poudre de Curcuma
longa L comme principe actif.

Mots clés : Curcuma longa L., huile essentielle, hydrolat, Activité anti-inflammatoire, Diclofénac.
Abstract:

Our main goal is to valorize natural extracts from the rhizomes powder of Curcuma longa L.
(essential oil and hydrosol extract) in order to find new natural products as alternatives to synthetic drugs
to treat various conditions such as inflammations.

This work is based on two complementary approaches: the first one is chemical and aims to study the
chemical composition of the essential oil by gas chromatography, while the second one is biological and
focuses on the in vitro anti-inflammatory properties of the two extracts, essential oil and hydrosol, from
the plant studied: Curcuma longa L. using the method of egg protein denaturation inhibition.

The essential oil of Curcuma longa L. is characterized by the presence of ar-turmerone and B-turmerone
as major constituents.

Furthermore, we observed that both extracts, essential oil and hydrosol, exhibited a very powerful anti-
inflammatory effect, superior to the synthetic anti-inflammatory drug diclofenac used as a reference.

This work was concluded by formulating suppositories containing 20% of Curcuma longa L. powder as
the active ingredient.

Keywords: Curcuma longa L, essential oil, hydrosol, anti-inflammatory activity, diclofenac.
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